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INTRODUCCION

Consideraciones generales

El descubrimiento de la adenosina 3', 5’ monofosfato
cíclico, hecho por Earl-W. Sutherland en 1956, introdujo en
el conocimiento biOquímico uno de los compuestos más impor

tantes en la regulación metabólica. En la actualidad se s2
be que este compuesto modula una gran cantidad de procesos
metabólicos, cuyo número se acrecienta permanentemente.

Originalmente el AMPcíclico se descubrió comoun fag
tor termoestable capaz de estimular la conversión de la fos
forilasa de glucógeno b en su forma más activa, la fosfori
lasa a. La síntesis de este factor termoestable fue detec
tada en una preparación particulada de hígado y era estimu
lada por el agregado de adrenalina o glucagón (Ball, Sutheg
land y Berthet, 1957). Esta fue la primera demostración de
un efecto hormonal en sistemas libres de células y abrió el
camino para la elucidación del mecanismomolecular de la
acción de las hormonas.

El AMPcíclico es sintetizado por la adenilato ciclasa,
una enzima localizada en la membranacelular. El sustrato

es el ATP, siendo la reacción:

Mg2+
ATP ' > AMPcíclico + PPi

adenilato ciclasa
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La degradación del AM?cíclico es catalizado por fos
fodiesterasas especificas que, a diferencia de la adenila
to ciclasa, se encuentran tanto en forma particulada como
soluble en el citoplasma (Sutherland y Rall, 1958). La
reacción es:

Mg2+
3',5’-AMP cíclico + H20 .______) 5| AMP

Dado que el AMPcíclico es un factor con funciones

reguladoras tan versátiles, no es sorprendente que las cg
lulas controlan cuidadosamenteel nivel intracelular del
mismo. Este control puede lograrse regulando la actividad
de la fosfodicsterasa (Pastan, l973).o, lo que es másfre
cuente, la actividad de la adenilato ciclasa (por revisión
ver Rodbell, 1973). Esta enzima tiene una cinética de ti

po alostérico y su actividad es moduladapor numerosos efeg
tores. La adenilato ciclasa es activada por muchashormo
nas, entre ellas: adrenalina, noradrenalina, glucagon, ho;
monaadrenocorticotrófica (ACTH), Tirotrofina (TSH), hor
monamelanocito estimulante (MSH),hormonaparatiroidea,
luteinizante (LH), vasoPresina, tiroxina y prostaglandinas
(Robison y 001., 1971). La insulina es un inhibidor de eg
ta enzima (Illiano y Cuatrecasas, 1972; Flawiá y Torres,
1973).

Basado en estos hechos, Sutherland elaboró un modelo

que explica el mecanismo de acción hormonal. En el mismo,
la hormona es considerada el primer mensajero, dado que
transporta información desde el órgano endocrino hasta la
célula. El primer mensajero interacciona con receptores



específicos localizados en la parte externa de la membrana
celular, los cuales a su vez interaccionan con la adenila

to ciclasa, modificando su actividad. En esta forma la ho;
monadetermina el nivel intracelular de AMPcíclico. Este

nucleótido es considerado el segundo mensajero que lleva la
información a la maquinaria interna de la célula. Su efec
to dependerá de la naturaleza del órgano "blanco" ("target
organ") de la hormona.

El mecanismomolecular de acción del "segundo mensa

jero" en eucariotes es bien conocido en algunos casos. Se
ha demostrado que el AMPcíclico actúa activando a prote
inas quinasas. Estas enzimascatalizan la fosforilación
de proteínas, por ejemplo histonas, protaminas o de enzi
mas. La proteina quinasa tiene dos subunidades: una cata
lítica (C) y otra regulatoria (R), las cuales puedendiso
ciarse en presencia de AMPcíclico pasando de un estado
inactivo (complejo CR) a uno activo (C).

CR + AMPcíclico ;::::2 C + R-AMPcíclico
complejo inactivo enzima

activa

La fosforilación de diversas enzimas da lugar a
drásticos cambiosen su actividad catalitica. Por ejem
plo, la fosforilación de la fosforilasa b quinasa da lu
gar a un dramático incremento en su actividad. A su vez,
esta quinasa específica es capaz de convertir a la fosfori
lasa de glucógeno en su forma más activa. Por el contrario,
la fosforilación de la glucógenosintetasa, catalizada por
la proteina quinasa, determina su inactivación.



Comoresultado final de este proceso un incremento en
la concentración intracelular de AMPcíclico determina un

aumento de la degradación del glucógeno y una disminución
de su síntesis. Si bien en eucariotes el efecto de AMP

cíclico sobre la fosforilación de proteínas es de gran im
portancia regulatoria, en bacterias este mecanismono pags
ce ser relevante por el momento.



AMPcíclico en procariotes

En 1965 Makmany Sutherland demostraron la presencia de

AMPcíclico en E.coli. Desde entonces se ha encontrado en mu
chas otras bacterias tales comoSalmonella typhimurim, Aero
bacter aerogenes, Proteus inconstans, Hemofilus influenzae
(gram negativas) y Brevibacterium liquefaciens (gram positiva).

Makmany Sutherland observaron que los niveles intrace
lulares del nucleótido eran bajos cuandolas células eran cre
cidas en presencia de glucosa comofuente de carbono. Por el
contrario, cuandolas bacterias eran resuspendidas en buffer
fosfato, los niveles del nucleótido aumentaban100-300 veces
reapecto de los correspondientes a los cultivos con glucosa.
La concentración de AMPcíclico también estaba aumentada, aún

cuando no tanto (unas 15 veces), en bacterias crecidas en ace
tato comofuente de carbono.

Comovemos, ya en el primer trabajo se vio que la glucg
sa era capaz de regular la concentración intracelular de AMP
cíclico en E.coli.

Comose ha indicado, el nivel de AMPcíclico depende de

la fuente de carbono en que ha sido cultivada la bacteria.
Cuandoel glicerol, el succinato o el acetato son usados como
fuente de carbon0¡ los niveles de AMPcíclico son lO veces mg
yores que los de bacterias crecidas en glucosa (Pastan y Perl
man, 1970; Peterkofsky y Gazdar, 1971). Comoveremos más adg
lante, este fenómendexplica la represión catabólica permanente.

Recientemente Buettner y col. (1973) han estudiado exhaug
tivamente los niveles del nucleótido en diversas condiciones,



observando que cuanto más pobre es una fuente de carbono, es
decir cuanto más lento es el crecimiento bacteriano, mayor
es la concentración del AMPcíclico. En glucosa y en fase
logaritmica esta es de 1.2 x 10-5M, aumentando notablemente
durante la fase estacionaria.

El nucleótido cíclico no sólo se encuentra dentro de

las células sino que también se acumula en el medio de cul

tivo. Cuandose toman bacterias preincubadas en buffer fos
fato, condición en la cual comoya dijim0s la concentración
del nucleótido es alta, y se les agrega glucosa, los
niveles caen drásticamente y en 3 minutos llegan a un 7%

del valor inicial. Concomitantementeaumenta la concentra
ción extracelular, es decir que la bacteria es capaz de eg
pulsar su AMPcíclico al medio (Makmany Sutherland, 1965;
Buettner y 001., 1973).

El mecanismopor el cual la glucosa regula el tenor
de AMPcíclico está insuficientemente aclarado. Habrían
tres posibilidades:
a) Regulación a nivel de la síntesis. En preparaciones de

:embranas, la actividad de la adenilato ciclasa no es
modificada por la adición de glucosa. No obstante, cuan
do la velocidad de sintesis del AMPcíclico es medida en

células intactas y a tiempos muycortos (Peterkofsky y
Gazdar, 1973), dicha sintesis es inhibida por la gluco
sa Esta diferencia en la velocidad de síntesis podria
Oxplicar el fenómenode la represión catabólica perma



b)

c)

Regulación a nivel de la degradación. Puede eliminarse
comofactor causal puesto que en mutantantes deficien
tes en fosfodiesterasa igualmente se observa el efecto
de las diversas fuentes de carbono (Buettner, 1973).
La expulsión del AMPcíclico intracelular al medio de
cultivo cuando se agrega glucosa podría explicar el fe
nómenoconocido comorepresión catabólica transitoria.



Reversión de la Represión Catabólica por el AMPcíclico

La demostración (Makmany Sutherland, 1965) de que la
glucosa modificaba drásticamente los niveles de AMPcíclico
llevó a Perlman y Pastan (1968) y a Ullman y Monod (1968) a

pensar que este fenómenopodría explicar otro efecto de la
glucosa conocido desde hacía muchotiempo: la represión
catabólica de la síntesis de enzimas inducibles.

Comopuede observarse en la fig.2l, cuando a un culti
vo de E.coli crecido en ¿licerol se le agrega glucosa, la

síntesis dee2 -5alactosidasa se detiene durante un periodo
de aproximadamente medio tiempo de generación. Este fenó

menose conoce comorepresión catabólica transitoria y es
debido a la brusca caída de los niveles de AMPcíclico pro
ducida por la glucosa (L. Rothmany W. Epstein, comunica
ción personal). Posteriormente hay un escape, la velocidad

de síntesis de la Fa-galaetosidasa se incrementa pero no a_
canza a un vu'or mayorde la mitad de la del cultivo creei
do en ¿licerol (fig.2l). Esto se conoce comore resión ea
tabólica permanente. Muchosoperones indueibles están sujg
tos a este control (Magasanik, 1961; Mandelstram, 1962). La
glucosa no es la única fuente de carbono capaz de inhibir
la síntesis de enzimasinducibles; el piruvato, la glucosa
6-fosfato y el glucohuto producen el mismoefecto, y en los
. 1.. . . r a . ,,dos ultimos eJemplos la represión es aun mas intensa (maga
sanik, 197o).

El agregado de AH? cíclico 1mmen el medio de cultivo
revierte totalmente la represión catabólica transitoria



(Perlman y Pastan, 1968) y a concentraciones del nucleótido
del orden de 5mmdesaparece también la represión permanente
(Perlman y 001., 1969).

El estudio de mutantes deficientes en la fosfodieste
rasa aportó evidencias adicionales que señalaban la relación
ntrc los niveles intracelulares de AM?cíclico y la sinte('D

is de enzimas inducibles. Estas mutantes resultaron rcsig
tentes a la represión catabólica permanente (Monardy col.,
1969, 1970)

El AMPcíclico es necesario para la sintesis de muchas
mas inducibles. Esto fue demostrado por la obtención de
t=s delicientes en adenilato cielasa. Estas mutantes

se seleccionaron por su característica de no fermentar simul
táneamente todos los azúcares cuya utilización requiere la
expresión de operones inducibles por ejemplo maltosa, .rabi
nosa y lactosa (Perlman y Pastan, l969b; Schwartz y Beckwith,
1970). Esta mutación pleitrópica se encuentra localizada en
el minuto 75 del cromosomade E.coli y determina que las bag
terias sean incapaces de crecer en glicerol, lactosa, malta
sa, arabinosa. Por el contrario dicha mutación no impide el
creeimiento en glucosa comofuente de carbono, aún cuando eg
te cs mas lento que el de la cepa salvaje. Además, el agre
gado de AEPcíclico a los cultivos de estas mutantes da lu
gar a la reversión fenotipica de todas las alteraciones.

Recientemente se ha aislado una mutante de coli que
tiene una delecióu del ¿en que codifica la adenilato cicla
sa (Brickmany col., 1973) y que ha sido utilizada en varios
eXperimentosde esta tesis. Esta bacteria carece totalmente



de AMPcíclico. La viabilidad de esta cepa demuestre que el
nucleótido no es esencial para la sobrevivencia de la bacte
ria, siendo su rol fundamentalmenteregulatorio.

La represión catabólica le confiere a la bacteria un
gran poder de adaptación. En su habitat natural, el intes
tino humano, B.coli se ve eXpuesta a muchos azúcares. Si
por ejemplo hay lactosa y glucosa disponibles, los niveles
de AMPcíclico serán bajos (por el efecto de la glucosa) y
por io tanto también será baja la síntesis de las enzimas
necesarias para la utilización de la lactosa. De este modo,
la bacteria consumeprimero la fuente de carbono más oficieg
te (glucosa). Cuandoésta se agota, la concentración intra
celular del nncleótido aumentay se sintetizan las enzimas
del Opcronlactosa.

Tabla I

Sustancias que requieren AMPcíclico
para su utilización

- lactosa —ribosa
- ::.J'abinosa - xilosa

- multosu -&glucósidos
—glicerol - glucurónidos
- ¿alactosa - cucoineto
- ramnosu - acetato
- rannitol - scrina
- fucosa —prolins
- relibiosa - triptofano



Mecanismocolccular de acción del AEPcíclico

El efecto del AMPcíclico sobre la síntesis de las en

zimas inducibles se produce a nivel de la transcripción del
materia genético (Perlman y 001., l968b; Jacquet y col.,
1969; Varmus y ccl., 1970).

Más aún, su acción se produce sobre el promotor del lac
Operon, es decir sobre la iniciación de la síntesis ¿el mRïA.
Ciertas mutaciones del promotor del cperon lactosa, hacen que
éste se vuelva insensible a la represión catabólica y h los
efectos del AMPcíclico (Silverstone y col., 1969, 1970, 1972;
Pastan y Perlman, 1968). El promotor de un Operon es el sitio
del DNAal que ss unen la RNApolimerusa para iniciar la trans
cripción (Ippen y 001., 1968). Este locus genético es de gran
importancia puesto que determina la velocidad máximade trans
eriyción de un Opercn (Miller, 1970).

La acción del AMPcíclico sobre la transcripción genéti
ca se produce a través de una proteína receptora del AM?cícli

‘eltons, compuestapor dos subunidades idénticas. Es
caga: de cdsorber AEPcíclico con una gran afinidad (constante
cc ¿isecicción aparente 1-2 x lG-GM.Bauer y col., 1970). Esta
unión es altamente específica y es inhibida competitivcmeni

4. —“(ayor cl GïP cíclico. El factor CAPha sido puri:‘“"LC a homo
geneidad (Anderson y 001., 1971, 1973). Cuando se une el ¿IP
cíclico, la rroteína sufre un cambio confo""ecicnal (Krakow"--tho J

cel., 1973) tal que le permite unirse al DNA(Riggs y eo1¿0,



1971; Nissley y col., 1972). Esta unión se produce específi
camente a nivel de los romotores de operones indueiblcs-(de
Crombrugghey col., 1971; Beckwith y col., 1972).

Se han obtenido mutantes de E.coli que carecen de la
pretcínn receptora del AMPcíclico (CAP). Fenotípicamente
serían indistinguiblcs de las mutantes de adenilato ciclasa,

o fuera porque la adición de AMPcíclico no restituye la
sintesis de enzimas inducibles (Emmery 301., 1970; Schwartz
y ccl., 1970) y porque el locus genético afectado se encuen
tra localizado en el minuto 64 del cromosomade E.coli (Eps
tein y 001., 1971).

Bcckwith y col..estudiaron un gran número de mutantes
pleiotrópicus para la utilización de azúcares regulados por
la represión cutabólica. Estos autores aislaron 65 mutantes
espontáneas incapaces de fermentar en placas de Arabinosa
inltosa. Las mutaciones fueron ubicada: genéticamente utiii
Bancoincterófagos transductores (Z 80), Lortadcres 'a sea

y La“

\

. . . +de gen oflenilato elclasa (cya ) o del gen para la proteína
C. (

-d

lr!

J

+ .cr; ). De las mismas, cuarenta resultaron mutantes de
hi Lzil"‘ ciclasa (cya ) y las 25 restantes fueron mutantesn m D4

H"íacaso en detectar otros genes que participen envo
O lr,a

este mecanismodemuestra que en la represión entabólicc sólo
hay nos Dones impiieadcs cya (ciclasa) y crp (CAP).

El AMPcíclico estimula la sintesis in vitro de fq-üh
lactosidasa por extractos de E.coli libres de células (Zubuy
y 001., 1970; Emmery 001., 1970). Esto se puede estudia
en un sistema de trunseriyción-treducción ac0plaúa (DNA-——>
--" IUHt > proteína), conocido comúnmentecomo sistema



de Zubay (Zubay y Chambers, 1969). El mismo contiene los 20

aminoácidos, los 4 ribonucleótidos trifosfatos, t. A y un e;
tracto cxudo de E.coli (sobrenadante de 30.000g.) que contig
ne RNApolímerasa, ribosomas y factores de la sintesis de
proteinas. Comotemplado se utiliza DNAde bacteriófagos
tcmreradcs portadores del operon que interesa estudiar.
Mientras que el Operon lactosa repr sente sólo un 0,17% del
DNAde coli, cl del fago fi 80 d lac contiene un 15% de DNA

de dicho oyeron.

En un sistema de este tipo, el agregado de AMPcíclico

estimula más de 30 veees la síntesis de €>—¿clactcsidasa si
se utilizan extractos ue bacterias salvajes. Noobstante, ui
el schrcnadantc de 36.0005 proviene de una mutante CAP-no
hay articulación.

El ULthO observado en el sistema de Zubay, podía ser
debido a una estimulación de la transcriyción o de la tra
ducción. Para delimitar el nivel ¿e acción, se estudió la
tre;scri¿c;¿n in vitro de RNAmensajero específico del 0p“

ose (de Crombrugghey col., 1971b) y del operen ¿a
lactcsa (Fi‘Lcr y col., 1971). En el primer caso, ésto se
puede hace: utilizando DNAde fl 80 d lao, RNApolímernsa y
los 4 ribonucleósidos trifosfatos, y midiendo el RNAmensa
jero especíïico comoel producto hibridizcbie con DNAde
fagc A¿Xlao(Arditti y col., 1970). Conestos experimentos
se demoátró que la síntesis de lac mRNArequiere el comple
jo CA -AMPcíclico.

En lu fig.l se esquemutiza el mecanismode acción del
AMPcíclico sobre la transcripción del Opercnlactosa. El
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nuclcótido (cuya concentración intracelular depende de la
fuente de carbono) se une a la proteína receptora que se
encuentra soluble on el cit0plasma. El complejo CAP-AMP
cíclico se une a su vez a un sitio específico del promo
tor (p). Para reconocer el promotor, la RNApolimerasa
requiere lu presencia de este complejo unido al DNA.

La serie de reacciones necesarias para iniciar la
frunscripción del lac Operonsería:

AMP cíclico + CAP———-—9AMP cíclico-CAP (1)

Ah: cíclico-CAP + DNAlac >

—-——--> [omr cíclico-CAP-DNA lac (2)
L

AMPcíclico-CAP-DNA lac + RNApolímero u holocnzima-9

————+¿LP cíc¿ico-CAP-DNÁ lao-RNA polimcrasa holoenzima (3)

Este es un tecnnrggo de control Lositivo que regula
la transcripción ¿e los Operones inducibles. No debemos
olvíe;r que ¿stOs están sujetos además a un mecaniszo de
control nogativo.(Jacob y Moncd,1961), dudo por la into;
acción ogerador-represor. Cada operon tiene su propio ¿cn
regulador que codifica para una proteína específica: el
rccresor. El oneradqg es la secuencia de DNAu la cuel se
une específicamente ol represor, y está estrechamente li
gado a los ¿ones estructurales.



Cuando el represor ocupa el Operador, la RNApolimera
se no puede iniciar la transcripción. En el ceso del Operen
lactosa, en ausencia del inductor (lactosa o i50pr0pil—tio
galuctósido) no habrá síntesis de las enzimas correspondier
tes a los genes estructurales ( P -gu1actosidasa, fig-galac
tóside permeasa y transacetilasa), aunque cl complejo CAPeAMP
cíclico esté unido al promotor (fig.l). En cambio, cuandose
agrega el inductor, ¿rte se une a sitios especificos del rc
presor, produciéndole un cambio eonformacionul que hace que
pierda su afinidad por el Operador. En este momentola RNA
polimcrasu poará iniciar la transcripción (si es que tiene
compicjo CAP-AMPcíclico unido al promotor). Cono vemos,
cuando en una célula aumenta el AMPcíclico no se sintetizan

necesuriumente todus las enzimas que requieren el nucleótiuo
pure uu Cipresión, puesto que cada operen tiene un mecanismo
dc control prepio y específico además del mecanismode ocn
tro] positivo generalizado dauo por el complejo CAP-AMPci
clieo. hn la ;¿g¿g se esquematiza el doble cenkrcl de estos
Operones.

Otros efectos delggyP cíclico en bacterias

En procariotes, ademásde la represión catabólice, el
AMPcíclico controla muchos otros fenómenos metabólicos.

J Í uurlLEl nuclcótido agregado al medio de cultivo en al
concentraciones (5-lOmM)es capaz de eliminar el periodo
¿e retardo cn el crecimiento diauxico (Ullman y Monte, 19(9).
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El fenómenode la diauxia se observa cuando E.coli cs creci

da ccn ice fuentes de carbono de desigual valor energético.
Si por ejemplo se utilizan glucosa y lactosa (ver 315.13),
el crecimiento se hace en dos fases; primero se consumeto
talmente la glucosa (fase de crecimiento rápido) y luego org
ce más lentamente con la velocidad correspondiente a la lac
tosa; entre ambasfases hay una detención transitoria del
crecimiento, o "lag" de la diauxia (Monod,1947).

El AMPcíclico es capaz de estimular a nivel transcrip
cional la sintesis de múltiples enzimas(ver tabla l). El
único caso conocido en que el nucleótido inhibe la sintesis
de enzimas es el de la glutamato sintetasa y la glutaminasa
A de E.coli (Prusiner y col., 1972).

Por otro lado, el complejo CAP-AMPcíclico es necesa
rio para que los bacteriófagos temperadoc entren en el ciclo
liscgénico. El complejoes requerido para la síntesis del
represor del bacteriófago. Por lo tanto, si los niveles del
AMPcíclico de la bacteria son bajos, no se sintetiza el re
presor y el virus temperadoentra en su ciclo litico, multi
plicándose y finalmente destruyendo al huésped (Hongy col.,
1971; Grodzicker y col., 1972).

En otras bacterias distintas de E.coli también se han
descripto efectos del AMPcíclico. Tal es el caso del Homo
filus influenzae cuya competencia para la transformación ¿e
nética por DNAexógeno aumenta 10.000 veces por el agregado
del nucleótido (Wise y col., 1973). Además, en Salmonella
typhimuriumla sintesis de la proteina flagelar requiere el



complejo CAP-AMPcíclico (Yokota y Gots, 1970). Esta sería
la razón por la cual las bacterias no formanflagelos cuan
do crecen en glucosa. Un efecto similar sobre la formación
de los flagelos también se ha observado en E.coli.

Comohemos visto, el AMPcíclico regula múltiples y
muydiversos procesos del metabolismo bacteriano. Se esti
ma que controla la expresión de unos 100-200 genes, sobre
un total de 3000 del genomade E.coli. No obstante, ningu
na de estas funciones es esencial para la sobrevivencia cu
ando la bacteria cuenta con glucosa comofuente de carbono.
El AEPcíclico en las bacterias, al igual que en los euca
riotes, controla procesos especializados que, aunque dispen
sables, le permiten a la célula una mejor adaptación al me
dio ambiente.



El AMPcíclico comoregulador del crecimiento
celular en eucariotes\

La morfología y la multiplicación celular de los fibrg
blastos en cultivo están bajo el control de los niveles in
tracelulares de AMPcíclico. Diversas evidencias han lleva
do a esta conclusión.

Unade las observaciones fundamentales fue la realiza
da en 1968 por Bürk, quien demostró que la adición de teofi
lina y cafeína (inhibidores de la fosfodiesterasa) es capaz
de inhibir el crecimiento de fibroblastos normales y trans
formados. Coincidentemente, observó que las células trans
formadas por virus de polioma poseen una actividad de adeni
lato ciclasa considerablemente másbaja que la correspondi
ente a las células no transformadas.

Sobre la base de esta observación otros grupos de tra
baJo demostraron independientemente que el agregado de dibu
tiril AMPcíclico al medio de cultivo modifica la morfología
de las células tumorales, las que tomanun aspecto fibroblág
tico normal (Hsie y Puck, 1971; Johnson y 001., 1971). Para
lelamente al cambiomorfológico el dibutiril AMPcíclico in
crementa la adhesividad de las células (Johnson y col.,l972)
e inhibe la motilidad (Johnson y col., 1972b). Simultánea
mente, las células transformadas recuperan la inhibición del
creeimiento dependiente de la densidad (inhibición por con
tacto) (Sheppard, 1971).

El agregado de dibutiril AMPcíclico inhibe la veloci
dad de crecimiento de los fibroblastos normales y transforma



dos (Otten y col., 1972). Un efecto similar se ha obtenido
con la adición de prostaglandina El que actúa estimulando la
actividad de la adenilato ciclasa (Johnsony col., l97lb;
Sheppard, 1972).

Sobre esta línea de razonamiento es de suponer que si
un incremento del nivel intracelular de AMPcíclico determi
na una inhibición del crecimiento y la "estabilización" de
la morfología normal de las células, el descenso de dicho ni
vel debería estimular la multiplicación celular e inducir el
fenómeno de transformación. Tal razonamiento es avalado por
las evidencias experimentales. Es así que aquellos tratami
entos que disminuyen los niveles intracelulares de AMPcícli
eo tales comola adición de suero fresco, el tratamiento con
enzimas proteolíticas (Otten y col., 1972) o la adición de
insulina incrementanla velocidad de multiplicación celular
y, en el caso de la insulina, favorecen el estado transfor
mado (Jiménez de Asúa y col., 1973).

Evidencia adicional de la función del AMPcíclico co

moregulador de la multiplicación celular en eucariotes ha
sido obtenida midiendola concentración intracelular del ng
cleótido. En todas las situaciones exploradas la velocidad
de crecimiento de los cultivos es inversamente preporcional
al nivel del nucleótido.(0tten y col., 1971). Másaún,
cuando un cultivo de fibroblastos normales llega a eonflueg
cia, y se detiene el crecimiento, los niveles de AMPcicli
co aumentan notoriamente.

En la transformación celular por infección con virus
oncogénicos el descenso en los niveles de AMPcíclico es el



fenómeno más precoz, y precede a los cambios morfológicos y
al aumentode la multiplicación celular (Otten y 001., l972b;
Pastan, 1973). Este descenso se explica por una rápida inhi
bición de la actividad de la adenilato ciclasa, probablemente
debida a cambios en la membranacelular (Anderson y col.,l973L

Una demostración inequívoca de la relación causa-efecto
entre los niveles de AMPcíclico y los cambios celulares ha
sido obtenida recientemente por Willinghamy col. (1973).
Ellos aislaron mutantes de células 3T3, termosensibles para
el metabolismo del AMPcíclico. Al pasar a la temperatura
no permisiva, los niveles intracelulares del nucleótido dis
minuyen, y la célula se comporta morfológicamente comouna
célula transformada.

Si bien está ampliamente aceptado que el AMPcíclico
regula el crecimiento en células superiores, el mecanismo
molecular de este control es desconocido. Unaposibilidad
sería que el sitio de control estuviera a nivel de la mem
brana celular. En efecto, el AMPcíclico produce una inhi

bición del transporte de muchosmetabolitos de bajo peso mg
lecular, lo que podría limitar el crecimiento celular (Holley,
1972; Kram y 001., 1973).

Los resultados obtenidos en esta tesis indican que la
regulación del crecimiento por el AMPcíclico es un fenómeno
muydifundido en la escala zoológica, nd sólo restringido a
las células eucarióticas, sino que también afecta a los orga
nismos bacterianos. De hecho, ésta es una observación muy
afortunada, pues permite contar con sistemas biológicos muy
simples que facilitan enormementeel estudio del mecanismod
acción del nucleótido sobre el crecimiento celular.
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Tabla II

Cepas de E.coli Klz utilizadas

Genotipo Obtenidas de

E.coli Hfr 3000

A3253

AB3ll

PPS = Hïr llOO

PP47

CABOOO

CA8306

IIB 100

IIB lOl

IIB 102

'HfrH cyad

'Hfr cya

Hfr H B,"

F' threo: leu' lacZ
strr B,

F+ threo‘ leu' lacZ
strr B,

Hfr threo: leu
lacZ str‘ B.

Hfr crp' B,"

HfrH B,’

HfrH cyadel B,“

HfrH cyadel crpS B,

el crps B.

del crps B.

I. D. Algranatti

Adelberg

Adelberg

Adelberg

Ira Pastan

Ira Pastan

John Scaife

Jon Beckwith

Instituto Investiga
ciones BiOquímicas

Instituto Investiga
ciones BiOquímicas

Instituto Investiga
ciones BiOquímicas



MATERIALES

Los distintos materiales se obtuvieron de los siguien
tes laboratorios: AMPcíclico, AMP,ADP,ATP, adenosina,
N6, 2'-O-dibutiril AMPcíclico,uracilo, maltosa, lactosa,

Isopropil-f9-D-tiogalactósido y o-nitrofenil-fa-D-galactósi
do, ie Sigma.

El uracilo 3a (lOOOmCi/MM,lmCi/ml), la leucina 140

(G.1mCi/ml, 0.4u, 0.4uM/ml) y el Omnifluor, de NewEngland

Nuclear. La glucosa y el glicerol de Mallinkrodt, el succi
nato de Aldrich y el Malato de Schuchardt. Los casaminoáqi
dos libres de vitaminas, extracto de levadura, peptona, prg
teosa peptona, sales biliares, arabinosa y Bacto agar, de

Diico. Los filtros de nitrocelulosa (Selectron, 0,4Ép de
poro) de Schleicher y Schuell.

METODOS DE CULTIVO

En la mayorparte de los casos, los cultivos se reali
zaron en medio mínimo A (Hakmany Sutherland, 1965) que coa
tiene por litro:

K2HP04 14 gr.

‘K H2Po4 6 "

(NH4)2 so4 2 "

MgSO4 0.2 "



Este medio se suplementó con gpg/ml de tiamina, puesto
que todas las cepas de E.eoli usadas comúnmenteen genética

bacteriana derivan de la E.coli K12de la colección de Le
derberg y Tatum, que tiene comoúnico requerimiento la vita
mina Bl.

Las distintas fuentes de carbono se esterilizaron por
separado comosoluciones concentradas (1M). La glucosa,
suecinato, malato o piruvato se utilizaron a una concentra
ción final de 25 o 50mm. El glicerol se utilizó a una con
centración de 0,5% (68mm). En algunas ocasiones el medio
minimofue suplementado con casaminoácidos libres de vita
minas 0.1%.

Para lOs experimentos de crecimiento siempre se utili
zó comoinóculo cultivos frescos (una noche a 30°, sin agi
tación) crecidos en medio minimo con la fuente de carbono

correspondiente. Al dia siguiente, los inóculos se diluye
ron hasta aproximadamente 1.5 x lO7 células/ml con medio
fresco, luego de lo cual se dividió la suspensión bacte
riana en varios cultivos idénticos, efectuándose los agre
gados indicados en cada Caso antes de comenzar la incuba
ción. Esta se realizó a 36°C en un baño termostatizado
Gallenkamp con una agitación de 100 ciclos por minuto.

El crecimiento celular se midió en general comoel in

remento en densidad óptica a 560mpen un espectofotómetro
Gilford modelo 2000. Cuando además se determinó el número

de bacterias viables, éstas se diluyeron lO5 veces en medio
mínimo, extendiéndose 0.1ufl.en placas de agar nutriente LB,
preparadas según Miller (1972).



Todos los medios, pipetas y material de vidrio fueron
esterilizados en el autoclave 20 minutos a 1.3 atmósferas.

Cenasde E.coli utilizadas

La tabla II indica el genotipo y el origen de todas
las mutantes de E.coli K12utilizadas en este trabajo.

Las cepas fueron conservadas en forma de picaduras en
un medio que contiene por litro: Difco nutrient broth lOb,
NaCl 55 y Bacto agar 6g. Para los cultivos en medio liqui
do, en todos los casos se utilizaron colonias aisladas obtg
nidas de placas de agar nutriente o agar MacConkey.

Medio indicapor de MacConkey

Este mediofue utilizado para controlar la pureza de
las cepas cap_ y cya_, así comopara seleccionar la mutan
te IIB lOO. Este medio eu selectivo para bacterias coli
formes, por tener sales biliares, e indicador de fermenta
ción por contener rojo neutro. Las colonias que fermentan
tienen color rojo, las que no lo hacen son blancas (fig.l4).
Por litro de solución contiene:

peptona 17 g.
.proteosa peptona 3 u
Sales biliares
(Difco) 1.5 u

NaCl 5 n

Agar 14 "

Rojo Neutro 0.03 "
Cristal violeta 0.001 "



La solución final debe quedar a pH 7.2. Luego de este
rilizado se le agregan los distintos azúcares (lactosa, mal
tosa o arabinosa) a una concentración final de 2%y se vuel
ca en placas de Petri estériles.

Determinación de la actividad de - alactosidasa

La actividad de €3-galactosidasa se determinó por el
método de Wallenfels (1962). Esta enzima se midió comoun

indicador del grado de represión catabólica de los culti
vos, el cual a su vez depende de la cantidad de AMPcícli
co intracelular.

En general se utilizaron cultivos creciendo en fase
logaritmica entre 0.1 y 0.2 de densidad óptica a SóOmu,

a los que se les agregó el inductor Isoprcpil-ég-D-tioga
lactósido (IPTG) a una concentración final de 0.5-lmM.
A intervalos variables se tomaron alícuotas de 0,5ml de
lOs cultivos, que fueron tratados con tolueno 15‘ a 4°C
para permeabilizar las células.

Comosustrato se utilizó el o-nitroíenil e -D-galac
tósido (032G) y comobuffer el fosfato pH 6.5, 30mmfinal.
En general se incubó la enzima i5 minutos a 30°C, luego de
lo cual se midió la Absorbancia a 405muen un espectofotó
metro Coleman modelo 6/20. Los resultados se expresan en

unidades enzimáticas, la que se define comola cantidad de

enzima que hidroliza lpg de ONPGen 15 minutos a 30°C.



Incorporación de uracilo y fenilalanina
a la fracción TCAiggoluble

Para medir la incorporación a tiempos largos (fig.4) se

agregó cultivos de E.coli uracilo 3H (lpC/ml, 0,1mMfinal) o
fenilalanina 3K(4ng/ml, 0,05mMfinal). Luego de cultivados
varias horas a 37°C, se tomaron alícuotas de 0.1 ml y se depg
sitaron sobre fragmentos de papel Whatman3MMpretratado con
TCA(embebidos en TCA20% durante dos horas y luego secados a

60°C . Una vez absorbida la muestra, los papeles se lavaron
según el método de Byfield y col. (1966). Luego de secados
bajo una lámpara infrarroja, se midió la radioactividad en
una solución de tolueno-Omnifluor (4%.) con un contador de

centolleo líquido Packard Tri-carb 574 con una eficienciadel
Determinación de la permeabilidad al urncilo

Se tomaron alicuotas de lOQul de cultivos de E.coli cre
oidos en ausencia o presen:ia de AMPcíclico 5mm,las que

fueron incubcúas con uracilo 3M(Zum, 27.000cpm/n mol, volu
men :inul 0,115ml) a 37°C durante tiempos variables. La
rea"ción se detuvo con 4 ml de medio mínimofrío, filtránqo

se rápidamente a través de iiltros de nitrocelulosa 0,4Qp,
lavando dos veces con igual volumen de medio A. Toda la 099
ración no lleva más de 7 segundos. Con este procedimiento se
obtiene una medida de la incorporación total del nuclcótido
a las células.

Paralelamente, otra serie idéntica de tubos se preci
pitó con TCA5%y se filtró a través de nitrocelulosa. La



radiactividad se midió en la forma descripta en el párrafo
anterior.

La incorporación de uracilo en la fracción soluble
("pool soluble") se obtiene comola diferencia entre la 32
dioactividad total incorporada (células filtradas con medio
de cultivo) y la radioactividad insolqgig en ácido triclorg
acético.
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RESULTADOS

Inhibición del crecimiento

En el curso de una investigación sobre la biosíntesis
de RNAestable en bacterias, se decidió examinar la posio;
lidad de que el AMPcíclico regulara la síntesis de RNAri
bosomal. Para ello se hicieron experimentos de incorpora
ción de uracilo 3H, y comocontrol se siguió la curva de

crecimiento de los cultivos. Inesperadamente, el AMPcicli
co resultó ser un poderoso inhibidor del crecimiento bac
tericno y, comoveremos más adelante, no modifica la síntg
sis de RNAestable.

De utilizó la cepa de E.coli Hfr 3000. Se trata de
una bacteria protótrofa, cuyo único requerimiento, al igual
que todas las cepas derivadas de la Escherichia coli Kl2 de
la colección original de Lcderberg y Tatum, es la vitamina

El. Se creció un inóculo en medio mínimo de sales con el
agregado de 0,5% de glicerol. Al día siguiente, se diluyó
hasta una densidad de 1.5 x 10:7 células/ml en medio minimo

y se dividió en 4 cultivos. En 2 de ellos se empleó glucg
se 50:K comofuente de carbono, y en los restantes sc uti
lizó 5 icerol. Al comenzarel experimento, a dos cultivos
se les agregó AïP cíclico a una concentración final de 5mm.

Los cuatro cultivos se incubaron a 37° con agitación,
y cada veinte minutos ss retiraron muestras que fueron

leídas con el espectrofctómetro a 560my,a efectos ce se
guir el crecimiento.



La fig.3 muestra los resultados de este experimento. En
los cultivos crecidos con glucosa el crecimiento era notable
mente inhibido por el agregado de AMPcíclico. Los tiempos
de generación eran de 65 minutos y de 88 minutos respectiva
mente.

En otros experimentos hemos visto que lo más frecuente
es que en medio mínimo de sales y glucosa, la cepa Hfr 3000
crezca con un tiempo de duplicación de 60 minutos y con 90
minutos si se le adiciona AMPcíclico 5mm. Es decir que la
inhibición de la velocidad de crecimiento es muyimportante,
del orden del 50%aproximadamente.

Otro hecho que puede observarse en la fig.3 es que la
inhibición del crecimiento no es inmediata. En efecto, has
ta los 80 minutos no se observan diferencias entre los dos
cultivos crecidoe con glucosa comofuente de carbono.

Este período de latencia en la aparición del efecto s9
bre el crecimiento es variuble, y oscila entre l y 2 genera
ciones. Tal vez sea por lu existencia de este retardo que
el innómenc no fue observado anteriormente. La mayor parte

de los autores estaban interesados en la represión catubóli
ca y por lo tanto los CUlÍlVOSeran seguidos durante un pe
ríoco de tiempo corto luego de agregar AMPcíclico.

En los cultivos crecidos con glicerol comofuente de
carbcno, el agregado de AEPcíclico no modifica la velocida
de crecimiento. Este hecho será analizado pormenorizadamente

más adelante, pero de todos modos es un índice de-quc el agrg
del nuclcótido probablemente no ejerce un efecto tóxico¡l {‘J CI. C

*ecifi:o sobre los cultivos.12195
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La síntesis de RNAestable y de proteinas
no es modificada

Comohemos dicho en el parágrafo anterior, también se
estudió la sintesis de RNAestable en E.coli Hfr 3000. Para

ellc, se hicieron dos cultivos de E.coli Hfr 3000 con glucg
sa comofuente de carbono, y a uno de ellos se le adicionó
AMPcíclico 5mm. Al inicio del experimento se agregó a los

cultivos lucurie/ml de uracilo 3H0,1mMfinal. Luego se tg
marcn alícuotas a tiempos variables, para seguir la D.O. a
560pqyla incorporación de uracilo al material insoluble en
ácido tricloroacético (ver Materiales y Métodos). El expe
rimento se continuó durante 4 horas en total.

Comopuede verse en la fig.4A cuando se grafica la in
corporación obtenida en función de la densidad óptica, los
puntos obtenidos para ambos cultivos caen sobre una misma
recta° Esto puede interpretarse comoquo la cantidad de
RNAestable por bacteria es idéntica e independiente de la
presencia o ausencia de AEPcíclico.

Deseamos destacar que en este esperimento los tiempos
de carención son muylargos, midiéndose fundamentalmente
le rpcreción a RNAestable. El resultado es muydife¡.1 :3 C O

renTe si se mide la velocidad inicial de incorporación de
urac;lo con pulsos cortos, la cual depende en gran parte
de la permeabilidadde la bacteria al precursor tritiado
(fig. 27).

En la Ï15.4É se muestra un experimento semejante en el
que se midió la incorporación de fenilalanina 3Ha material
insoluble en TCA. Cuando se grafica la incorporación en



función de la absorbancia a 5609», no se observan dife

rencias importantes entre amboscultivos. Esto es un

índice de que la cantidad de proteínas totales por bactg

ria es semejante en los cultivos conteniendo o no AMP

cíclico 5mm. Por lo tanto, el agregado del nucleótido

no parecería modificar el tamañode las bacterias.
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Estudio de la viabilidad

Los cambios observados en la densidad óptica de los
cultivos no indican inequívocamenteque la multiplicación
bacteriana sea afectada por el AMPcíclico, puesto que tag
bién podrían deberse a cambios en el tamaño de las partí
culas.

Esta posibilidad fue descartada contando el número
de bacterias en una cámara de Petroff-Hauser. En todos

los casos se obtuvieron resultados comparablesa las lec
turas de densidad óptica a 560nm.

El hecho de que la inhibición del crecimiento se
observara con concentraciones relativamente altas del nu
cleótido (5mm),hizo necesario descartar la posibilidad
de que el AMPcíclico tuviera un efecto tóxico sobre
E.coli, produciendo la muerte de una parte del cultivo.

Para ello, a tiempos variables se tomaron alicuotas
de dos cultivos de Hfr 3000 en glucosa, uno de ellos cre
cido en presencia del nucleótido. A una parte de la ali

cuota se le midió la D000 560mp; y otra se diluyó lO5 ve
ces en medio mínimo de sales, extendiéndose 0.1 ml en pla
cas de agar nutriente LB. Todas las determinaciones se
hicieron por duplicado. El recuento de colonias se efec
tuó luego de incubar las placas a 37° durante 24 horas.

La ;¿5¿2 muestra el número de colonias graficado en
función de la densidad óptica del cultivo. Todos los pug
tos ajusian una mismarecta, siendo las lecturas de D.0.
proporcionales al númerode bacterias viables. El agre
gado de AMPcíclico no tiene ningun efecto sobre la viabi
lidad de E.coli.
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Estabilidaddel cíclico en los culïiios

3.0011 tiene una fosfodieuterasa específica para

el AMPcíclico. Comoen nuestros experimentos el ANP

cíclico está en contacto con el cultivo durante varias

horas, existía la pasibilidad de que fuera degradado a

5' AMP. No obstante, el control realizado (Tabla 1) in

dica que el nucleóti‘o es muyestable y su concentración

no se codifica signiíicativamente luego de 3 hs. de cul

tivo. En este experimento se aprovechó la prepiedad del

Ba(OH)2y el ZnSO4de precipitar el fósforo inorgánico

y todos los ésteres fosfóriccs que no sean AMPcíclico.

Se tomaron alícuotas de un cultivo dc E.coli conteniendo

5uü AM5cíclico, se pr901pitar0n con Ba.(()l{)2y ZnSO4y

se determinó la absorbuucia de los sobrenaduntes a

2605n. Dicho valor es una medida del AMPcíclico rema
.4.201. . e o



Tabla 3

Estabilidad del AMPcíclico en los cultivos

D'o‘260qp
Tiempo de ckMP D.0. sobre

cultivo SmM ltáéo D’o°2509n nadante
cu 1vo B 2+_ zn2+a

0 - .125 0.006 0,009o +
1h + .170 0.556 0,469

2h - .435 0.000 0,017

2h + .310 0.586 0,522

3.11 " o Oo 0,
BI + .480 0.608 0,478

Se cultivó.E.coli Hfr 3000 en medio mínimo de sales y
glucosa, con o sin AMPcíclico 5mm. A los tiempos indica
dOSse tomaron alícuotas de los cultivos y se centrifugaron
las células. Este sobrenadante se diluyó 100 veces y se og
tevzinó a nbsorbanciu a 260qp, con o sin previa precipita
ción con 0.3m1 13:;(0H)2 0.3N y 0.3ml Znso4 al 5%.
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Reversibilidad de la inhibición del crecimiento

La inhibición del crecimiento producida por el agre
gado de AMPcíclico es completamente reversible. En la

fig.5 se muestra un experimento en el cual se realizaron
tres cultivos de E.coli Hfr 3000 en medio minimo de sales

y glucosa. A uno de ellos se le agregó el nucleótido ci
clico (lOmM)al comienzo del experimento, y a otro 80 mina
tos después. En ambos casos se observa una notable inhi
bición del crecimiento. Los tiempos de generación pasan
de 60 minutos ein adiciones a 100 minutos con AMPcíclico.

Luego dc 180 minutos los cultivos fueron c ntrifugados a
3000xg durznte 15 minutos, resuspendidos y vueltas a cen
trifugar. Finalmente el pellet fue resuspcndido en medio
minimo de sales con glucosa 50mm,y se continuaron culti
vando a 37°C. Comopuede observarse, luego de eliminado
el nuclcótido, el crecimiento se reanuda inmediatamente
con un tiempo de generación de 60 minutos.

La reversibilidad de la inhibición es otro argumen
to más en favor de que no se trata de un fenómeno de natu
raleza tóxica.
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Esnecificidad de la acción del AMPcíclico

Se investigó el efecto de análogos del AMPcíclico so
bre el crecimiento celular. Conomuestra la fig.7, el agre
gado de 5' AMP,ADP, ATP o adenosina a una concentración de
5mmno modifica la velocidad de crecimiento de E.coli Hfr

3000 en medio de sales y glucosa. Por el contrario, la adi
ción de AMPcíclico 5mm,alargó el tiempo de generación de
60 minutos a 92 minutos.

Tambiénhemosestudiado el efecto del N6l 2'-o-dibuti
ril AMPcíclico. Este derivado tiene hasta 50 veces más ac
tividad que el AMPcíclico cuando es agregado a células
intactas de eucariotes (Robison, Butcher y Sutherland, 1971).
Esta prOpicdad se podría deber a que el compuesto atraviesa
la membranaplasmática con mayor facilidad o a que es más re
sistente a la degradaciónpor la fosfodicsterasa.

El dibutiril AMPcíclico agregado exógenamente en con
eentracizn:s de hasta 5mmno modifica la velocidad de creci
miento de 3.2011 Hfr 3000. Esto no es demasiado sor renden

te, puesto que resultados de otros autores también indican
que este derivado carece de acción en Sistemas bacterianos.
Por ejemplo, no es capaz de revertir la represión catabólica
en E.coli (Perlman y Pastan, 1968; de Crombrugghey eol.,
1959). Esto podria deberse a que la proteína receptora del
AEPcíclico es insensible a este derivado, careciendo la bag
eria de las enzimas capaces de deacilarlo, que normalmented

están presentes en los euoariotes.
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Concentración de AMPcíclico necesaria
Apara inhibir el crecimiento

Se estudió el rango de concentración de AMPcíclico
requerido para inhibir el crecimiento bacteriano. Para
ello, se tomaron cultivos de E.coli Hfr 3000, y una vez

7 células/ml en medio mínimo de sales ydiluidos a 2 x lO

glucosa, se distribuyeron en varios cultivos idénticos,
con el agregado de cantidades variables de AMPcíclico.

La fig.8 muestra las curvas de crecimiento corres
pondientes a uno de estos experimentos. Comopuede obse;
vnrse, con AMPcíclico 2, SJ'IOmMhay una disminución de

la velocidad de crecimiento lOgarítmico. En cambio, en
el cultivo crecido con 1mm,prácticamente no hay modifi

En la ¿¿¿¿g se muestran los resultados gruficando
el tiempo de ¿enaración del cultivo (en minutos) en fun
ción de la concentración de AMPcíclico agregado al medio°

El tiempo de duplicación pasa de 65 min. en el control a
108 minutos con iOmMdel nucleótido, cs decir que hay una
inhibición máxizu del 60%. La mitad de la inhibición

máxima se obtiene con aproximadamente 3.5mM.

Las concen3rucionen del nucleótido que son necesarias
regar para observar el efecto sobre el crecimiento a pri

mera Vista impresionun comoexageradamente altas. No obs
tante, se debe tener presente que las membranasbiológicas
son relativamente impermeablesa los nucleótidos y otros
compuestos aniónicos fosforilados. La permeabilidad para
el AMPcíclico no es una excepción, por lo cual para lograr
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su entrada hay que utilizar concentraciones extracelulares
altas. En eucariotes este problema se puede obviar usando
el dibuturil AMPcíclico. En bacterias también se puede
aumentar la permeabilidad al nucleótido tratando la célu
la con EDEA(Perlman y col., 1968), pero este procedimien
to no pueie emplearse para experimentos de duración pro
longada pues produce severas lesiones celulares.

Por otra parte, los niveles de AMPcíclico exógeno
requeridos para inhibir el crecimiento están dentro del
rango de concentrac1ones utilizadas por diversos autores
para demostrar otros efectos del AMPcíclico en bacterias
(Ullman y Monod, 1968: Perlman y 001., 1969; Prusiner y
301., 1972; Wise y col., 1973).

La inhibición del crecimiento se puede observar tag
bién utilizando piruvato comoiuente de carbono. Este
compuesto, al igual que La glucosa, es capaz de producir
represión catubólica de la síntesis de enzimas inducibles.
En la 1¿5¿¿Q se muestra una curva de concentración de AMP
cíclico en cultivos de E.coli Hfr 3000 crecidas con piru
vato como fuente de carbono. Comopuede observarse, se
obtuvo una inhibición máximadel crecimiento del 55%. La

concentración reiuerida para obtener la mitad de la inhi

bición máxima(ÍO'S) es menor que en el caso de la glucosa:
l.lmM. Es posible que esto pueda deberse a diferencias en
la permeabilidad al AMPcíclico.

l
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Influencia del medio dc cultivo

Habiéndose observado la inhibición del crecimiento en

cultivos en medio mínimo, se investigó la posibilidad de og
server el efecto en un mediode cultivo enriquecido por el
agregado de casaminoácidOSlibres de vitaminas (Difco) o de
extracto de levaiura. La tabla 4 muestra el resultado de

este experimento. Comovemos, con casaminoácidos la inhibi
ción es aún mayor que lu observada con glucosa solamente.
En cambio con un medio mu; rico y mal definido (extracto de
leVucura), el efecto sobre el crecimiento es menosnotorio.

Tabla 4

Inhibición del crecimiento
en uiversos medios de cultivo

Tiempo de generación (minutos)
v',\_; ' 7.] ¡ n. ' v .. . .necio ic cultixo ‘_ _ i + AMPcíclico

bin adiCiones r u
¡mm

ueulo cínico
+ LJJCOSH 50mm 62 88

Leclo minimo
+ ¿lucesu 50:E
+ casuziuoácidos 0.1% 38 61

ïeuic mínimo
+ ¿flacos-l. 90:32
+ cxtrac;o de leve

dura 27,6% 33 42



"\wni factor sexual no influencia el fenómeno
¿a cepa de E.coli utilizada en los experimentos que antecg

den, por ser Hfr ("alta frecuencia de recombinación"), lleva
el factor sexual F integrado en el cromosoma. Este factor tie
ne un sistema le replicación prOpio, comolo demuestra el he
cho de que puede existir comoun episoma o unidad genética au
tónora en las cepas denominadas F+. En el experimento de la

132¿a_2 se estudió la influencia del factor sexual sobre la
acción del AMPcíclico en la multiplicación bacteriana. Se eg
plearon tres cepas isogénicas obtenidas por Adelberg. Todas
tienen igual genotipo: auxótrofas para treonina y leucina,

Ergalactosidasa menosy estreptom101na resistentes (threo-,
leu_, lacZ, strr); difieren únicamenteen el factor sexual F,
que está integrado al cromosomaen la cepa Hfr, libre comoeg;
soma en la F+ y ausente en la cepa F". Los cultivos se reali
zaron en medio mínimo de sales y glucosa, suplementaJo con

0,1f de casaminoúcidos. Comopuede observarse en la labla 5,
la inhibición del crecimiento por el AEPcíclico cs indepen
diente del sexo de la bactúrlm.

Ïubla 5

Tiempo de generación (minutos)

Cepa Utilizada Sin adiciones AMPcíclico
Smfl

¿13253 k" 38 58

¿1328-1 1”“ 42 61

¿13311 Iïfr 36 60
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Ingluencii de la fuente de carbono

La inhibición de le velocidad de crecimiento de E.coli

por el agregado de AMPcíclico, depende en forma muy cutrig
te de le fuente de carbono utilizada para cultivarla. Como
hemosvisto anteriormente, el nncleótido inhibe los culti
vos crecidas con glucosa o piruvato (ver fig.3 y lO).

En la fig.]l se muestran las curvas de crecimiento de
cultivos de B.ccli en los que se empleóglicerol, succiggtg
o malato como fuente de carbono y energía. El agregado de

AEPcíclico SmKno procuce ninguna modificación de la velo

cidad de crecimiento en estas condiciones. Iguales resultg
dos ne obtienen si se utiliza la maltcsa comofuente de en;
bono(Iig.l3).

El contenido en AMPcíclico endógeno de E.coli depende
fundamentalmente de le fuente de carbono. En presencia de
glucosa o piruvato, éste es bajo (del crden de l x 10-26)
En cambie, en glicerol c succinuto son lo veces mayores
(Duettner y col, 1963; Ieterkofsky y 001., 1971).

En la iif.13 se muestran las curvus de tiempo de la in
ducción de.fi¿w1uct031desa en glucosa, glicerol, succinato
5 uwlato. Guardolos cultivos de le fig.ll llegarcn n una

densidad óptica de 0,150 e 560mp, se indujo la enzima a ng

genio lau IEÏG y se determinó la actividad de gigalactosi
Casa. La aciixidnd enzimática del cultiva crecido en ¿lu
cocn es de menos de la mitud de lOs dc glicerol, succinato
y :ulato. Este fenómeno es conocido comorepresión eatab‘

te, y es debido a los bajes niveles endógenosliea crmnncn

de ¡úP cíclico, comolo demuestra el hecho de que desaparece
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con el agregado de 5mmAMPcíclico. La adición del nucleóti

do no modifica la inducción de ÉJgalactosidasa en los culti
vos dc glicerOl, malato y succinato, pues en ellos la con
centración endógenadel nucleótidc ya es lo suficientemente
alta ccmcpara no ser limitante en la síntesis de enzimas
inducibles. Comovemos, la medición de la actividad de la

P ¿alnctosidusa es un índice indirecto de la cantidad de
AMPcíclico que contiene la bacteria.

En la ¿gglghé se resumen estos resultados. El tiempo
de generación se alarga ul agregar el nucleótido solamente
cuando la fuente de carbono es la glucosa o el piruvato.
Aquellos cultivos que no presentan represión catabólica no
son modiiicudos.

Comoanalizaremos sz adelante este fenómeno podria eg
plicnrse de uOS formas:

a) que el efecto del AHFcíclico consiste en inhibir alg¿
rn enzimareluerida gara la utilización de la glucosa
o el yiruvato; cnzina que no es requerida para metabo
lizar las restantes iuentes de carbono.

b) que las concentraciones de AMPcíclico endógeno en gli
cero), succinato y ueluto ya sean lo suficientemente

altas comopara saturar el mecanismoque inhibe el eng
cimiento y,-en consccuencia, el agregado exógeno del
nucleótido no afecta la multiplicación celular.



Tabla 6

Acción de] AMPcíclico sobre el tiempo de generación
y la velocidad de síntesis de e galactosidasa en

E.coli cultivada en diferentes fuentes de carbono

Tiempode galactosidasa
Fuente de generación (min.) Unidades/D.C.560/min.

carbono
y energía Sin con SmM Sin con SmM

adiciones AMPcíclico adiciones AMPcíclico

glucosa 65 92 lC.7 23.0

glicercl lC2 102 29.0 32.6

suocinatc 366 170 25.7 26.4

ma: ¿1to E168 162 26 . 2 3o. o

piruvato 135 213 - 



Exnerimentos de Diauxia

En 1941 Monoddescubrió que cuando E.coli es culti
Vuduen ciertas mezclas de carbohidratos, el crecimiento es
"diuuxicc", es decir que tiene dos ciclos, primero se utili
za en glucosa y recién después la fuente de carbono más po
bre. Entre ambos ciclos, hay una detención más o menos pro
lonudda del crecimiento ("lag"). En 1968 Ullman y Monod
descubrieron que este retardo del crecimiento desaparecía
si se le agregaba AMPcíclico lOmMal medio de cultivo.

En el experimento de la fi .l se emplearon cultivos
de E.ccli Hfr 3000 crecidas en medio mínimo. Cuando le

multosa 0,1% era la fuente de carbono, el cultivo crecía
lentamente con un tiempo de generación dc 126 minutos aprg
ximadamente, y el ugregudo de AMPcíclico 10mmno produjo

ningún efecto. Por el contratio, si se cultivaba en glu
cosa 0,02% el crecimiento era muchomás rápido, pero al

llegar u una b.0. de 0.460, se detenía debico a que se ago
ta la escasa cantidad de glucosa disponible. Cuandoel cul
tivo "e creció Simultáneamente en ambas fucntcs de carbono,
se utilizó primero la glucosa y al consumirse totalmente
(al Llegar a 0.4C0 de D.O.) se observó la detención transi
toria del creciniento. Luego de un "lag" de aproximadamen
te una generación, el crecimiento se reanudó con la veloci
dad de la meltoee. Por otro lado, en el cultivo con 10mm
y“MPcíclico, no se observó el "lag" en el crecimiento enu,

glucosa y durante el primer ciclo de creciniento en glucosa,
se observó claramente la inhibición por el nucleótido. La
diszinución de la pendiente en esta parte de lc ‘urva indu
ce u creer que el crecimiento en presencia de AMPcíclico
se ““0úuce siempre a lu misma velocidad.v
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No obstante, si se observa con atención puede verse que di
cha curva pcsee dos pendientes, la segunda idéntica a la de
la maltosa. El punto de inflexión entre ambas se produce
tumnién ul liegur a una D.0. de 0.400, que corresponde al
crecimicnto sustentado por 0,02%de glucosa. Esto es sor
prendente, pues en presencia de AMPcíclico se hubiera es

perado que la glucosa y la maltosa se consumieran simultáneg
mente, pUGStOque no hay represión catabólica. Hechos como

r que tal vez el AMPcíclico no sea el únicoG! C r4. (J H r-' P. '3 (“3 7! ’d (“.1 :' 5'] 2

responsable du J" decisión de consumir preferencialmente una
u otra fuente de carbono y quizás haya otros factores adicig
nales involucrados en este importante mecanismoue adaptación.
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Experimentos con mutantes deficientes en
proteina receptora del AMPcíclico

En las bacterias muchosefectos del AMPcíclico re

quieren primuriumente la interacción de éste con la Eroteína
receptora del AMPcíclico (también llamada gg; o ggg). Como
resultado de dicha interacción, esta proteina sufre un cam
bio conformacional tal que aumenta su afinidad por los si
tios promotores de DNAy por consiguiente se modifica la
transcripción genética (ver fig.l).

Para aclarar si el factor CAPintervenin en la inn;
bición del crecimiento por cl AMPcíclico, realizamos expe
rimentos con mutantes doiicientes en esta proteina.

Utilizamos la cuya PP47 (Emmcry col., 1969), que
fue generosamente cedida por I. Pastan. Se trata de una
mutante pleiotrépica, incapaz de fermentar todos los azúca
res cuyos Opcronesestán sujetos a la represión catabólica
(por ejemplo lactosa, urabinoua, maltosa, etc.). A dire
rencia dc las mutantes del ¿en adenilato ciclasa, este ie
notipo no es revertido yor el agregado de AMPcíclico. En

la ;3¿¿l5 se muestra nro placa indicadora de agar McConkey
- lactosa donde se ha sembrado la cepa parental PP6 (ó Hir
11.00, ver tabla 2), cu’, .y la mutante 121m7,CAP'. Esta
última en incapaz de fermentar la lactosa (colonias blancas).

En la 335;;2 se muestra el crecimiento de la cepa
parental CAP+y de la mutante CAP-en presencia o en ausen
cia de AILPcíclico 5mm. El medio minimo con glucosa se su

plemento con casamincácidos debido a que el complejo CAP-¿XP
cíclico ns necesario para lu expresión de algunos Operones



de la biosíntesin de aminoácidos. Comopuede observarse, en
la cepa parental (fig.12A) el AMPcíclico produce una impor
tante inhibición del crecimiento. Por el contrario, la mu
tante CAP-no solamente crece más lentamente que su homóloga

parental, sino que no es afectada por el nucleótido (fig.lig).
Se puede concluir que la presencia de la proteína receptora cs
un requerimiento absoluto para la inhibición del crecimiento
bacteriano por eL AMPcíclico.



CAÜOOO

Fiqol4 Fotografía de una placa de agar MacOoany - lactosa
en la que se han sembrado las mutantes PP47 (cag

4' . 7- — 

cy ) y CA8300(qlgdel cap ) y sus cepas parenta es
EP’ {gg *) y CAüUOO(cya+). Las mutantes doficier
tes GHproteína receptora del AMPcíclico o en ad?
ilnto chlasa son incapaces de fermentur la lactosa
colonias blanuas).
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Experimentos con mutantes que carecen delEO. ELlasa
En las mutantes deficientes en adenilato ciclasa el

agregado cc AMPcíclico al medio de cultivo (concentraciones
de 2mmo menores) es capaz de estimular el crecimiento (Per;
many Pastan, 1969). Ln paradoja de un efecto inhibitorio
en una cepa salvaje y de un efecto estimulatorio en cepas
ciclasa menosdebía ser explicada.

Para clarificar la ambigüedadde dos efectos Opues
tos producidos por el mismometabolito, se realizaron una se
rie de experimentos con una mutante que tiene una dclcción

del, ver fi¿.l4).del gen udenilato ciclasu (CA8306cya
La CA8306fue aislada recientemente por Jonathan

Bec¿With, quien seleccionó mutantes ggggntágggg de E.eoli
incapaces de fermentar multons y arabinosa. Se nislaron
40 :utanten eyan, una de las cuales (CAÜJOE)corresponde a

uns deleción y por lo tanto carece ¿gtglmente de adenilato
cielusa (Brickmany 001., 1973). La existencia de la delo
ción es confirmada por:
a) no yresenta revertantes al genotipo cyn+.
b) en experimentos de trunsducción genética la CA8306no

complementadiversas mutaciones puntuales cya-o
‘) no contiene AMPcíclico cuando éste es medido con el

método de ln proteína kLnusa (Gilmnn, 1970).

El hecho de poder trabajar con unn ggiggién del
son udeniluto ciclusa es crucial en eXperimcntos de dura
:ién proicngada, debido a que las mutantes cya_ crecen len
tamente y por lo tanto hay una presión selectiva muygrande



a favor de las revertantes que aparecen espontáneamente
cuando la mutación es puntual. Además, en general las
mutantes cya- puntuales son "leaky", es decir que tienen
una cierta actividad residual de la enzima.

En la fig.16 se muestra un experimento en el cual
se cultivo E.coli CA8306(cyadel) en medio mínimo con glu
cosa y casaminoácidos en presencia de cantidades variables
de AEPcíclico. Puede apreciarse que a bajas concentracig
nes del nucleótido la multiplicación celular es estimulada;
y el tiempo de generación pasa de 72 minutos sin adiciones
a 48 minutos een el agregado de 2mMAMPcíclico° Esto con

firma lo observado anteriormente por otros autores. A con
centraciones mayoresde] nucleótido, el crecimiento es inn;
bido notablemente. Este resultado indica que una cierta
concentración intracelular basal del nucleótido es necesa
ria para el crecimiento máximo,pero más allá de este ni
vel óptimo igualmente se observa la inhibición.

El comportamiento de la cepa parental (CASOOO,
cya+) es muydistinto. El crecimienta es óptimo en ausen

cia de AMPcíclico exógeno y cantidades crecientes del mig
no alargan el tiempo de generación, obteniéndose la inhi
izión máxima con 5mm(iia.17).c.

En los mismoscultivos se estudió la velocidad

de síntesis ae Figalactosidasa que, comohemosvisto, es
n índice indirecto de los niveles intracelulares de AMP:1

cíclico. En la mutante cya no se observa síntesis de la
Gnzima (luego de la inducción con IPTG) en ausencia de
¿¿¿=cíclico. Por el contrario, en la cepa parental, la
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velocidad basal de sintesis de EJgalactosidasa aumenta a
más del doble agregando AMPcíclico 5mm. Este es el fe

nómenoconocido comoreversión de la represión catabóli
cn permanente, el cual requiere concentraciones exógenas
nel nucleótido similares a la inhibición del crecimiento.

La cepa CA8306también fue utilizada para acla
rar el mecanismopor el cual la inhibición del crecimien
to es obserVuda solamente en glucosa y piruvato y no cuan
do ln fuente de carbono es glicerol, succinato, malnto o
multosa (1133.10, ll y 13).

La inhibición del crecimiento podría ser debida.
a una inhibición de la ucLividad de una o más enzimas re

queridas para lu utilización de la glucosa y piruvato o,
en :nmaio, a un fenómeno mán general, que involucrara por
ejemplo, el drunsporte u través de la membranao la sínte

surromoléCJlns (DNA,UNA,proteínas), etc. El he
cho de que el AMPcíclico curece de efecto en E.coli Hfr
3000 cultivada cn glicerol o succinuto parecería favore
cer la primer hipótesis. Noobstante, otra explicación
posible para este comportamientosería que los niveles en
dógenos de AMPcíclico en células cultivadas en glicerol
o succinuto yu sean lo nulicientemente altos comopura sa
turar el mecanismode regulación de] crecimiento. aún en
ausencia de AMPcíclico exógeno agregado al medio de cul
tivo. I

il experimentode la fig.18 permite distinguir
del)

¡v

entre er“"s posibilidades. La mutante CA8306(cya. UL.

fue cultivada en ulicerol comofuente dc carbono y energía,
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en presencia dc cantidades variables de AMPcíclico. En
ausencia del nucleótido, la bacteria no es capaz de crecer,
puesto que la enzimaglicerol kinusa requiere la presencia
del complejo CAF-AMPcíclico para su síntesis. Con conceg
trucioncs pequeñas del nucleótido (0.lMM)este tipo de re
querimiento es cubierto y el crecimiento es óptimo (¿ig¿;gl
Con cantidades mayores de AMPcíclico aparece la inhibición
del creeimiento.

Por el contrario, en la cepa parental (CABOOO,

cya+) crecida en glicernl el AMPcíclico agregado no pro

duce ningún efecto, ya sen sobre la síntesis de f2galacto
sidasa comon nivel del crecimiento (¿¿g¿¿2).

Estos resultaion indican que el hecho de que el
AEPcíclico no tenga efecto sobre el creeimicnto en cicrw
,tes fuentes de carbono (glicerol, succinato, etc.) es la
consecuencia dc los altos niveles endógencs del nucleótido
presenten en estas conJicioncs en las cepas de tipo salvaje.
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Mutantes con la función de CAPindependiente
__g_i.e_h_u._;.1¿_¡;-_1'clico

En todos los experimentos anteriores hemos estudia
do la regulación del crecimiento agregando AMPcíclico exó
gcuo a los cultivos. Esto tiene grandes inconvenientes, por
ejemplo la buJa permeabilidad celular al nucleóïidc, que
obliga a utilizar concentraciones muyaltas del mismo. Por
otra parte, es difícil demostrar inequívocamentc que no s:
trata de un efecto tóxico. En células de eucariotes se ha

sosinyudo este problema, ya sea utiLizando hormonas que mu
CUttn le activifiui de la uüenilato ciclasa (comola pros
taglandina h.) o cien utilizando inhiuidores de la ÏCSÍOdL
eSLeraue para aumentar el nivel de AMPcíclico endógeno.
En bacuerias, no eïlst? el control hormonaly la icsiodiea—
tc“;sa no es inhibiaa sor las metilxantinus pero, en cambLo,
COJLumOScon una derrumienta muy poderosa: la genética.

Jnn forum de evitar el agregado exógeno del nucleo
tido pujría ser mediante ln obtención Je matacicnes que mi
nucizaran su erecto. El nnquue que elegimos resultó ser
muy SGHCLLlO. Somo se recordará la ccpa CA8306 poseo una

C)CCLÏCÍÓL¡el seguento de MNAque coliiica para la adenila*
Cirlusn ", tn connecuenciu, no puede revertir la mutación
al genotipo cyaf. Ho cbrtunte, con baja frecuencia puede;
"pwreccr revertwnfcs cap nos de uiiiixar nuevamvntc los
azíaarcs cu3n meuubolización es controlada por rl mecanis
mo ¿e repreSAÓn cutabólicu, que corresponden a mutaciones
ue La nroteínu receptora del AMPCÍClJCO (CAP). En estas

mutantes CAPno requiere del AMPcíclico yara unirse a lOs
promotores del DNA.



. . 8Para seleCCionar estas mutantes se extendieron lO

bacterias de la cepa CA8306(cyadel) en varias placas indi
cadoras de agar MacConkeyconteniendo lactosa. Comoya se
vio, esta cepa es incapaz de fermentar lactosa, maltosa o
arabinosa. Sin embargo, luego de incubar las placas 48 hrs.
a 37°Caparecieron algunas colonias de color rojo, sobre un
césped de bacterias que no fermentaban la lactosa (color
blanco). Se aislaron tres colonias lao+ que representan mu
taciones independientes, puesto que provienen de tres cul
tivos distintOS de CA8306. Estas cepas se denominaron

IIB 100, IIB lOl, IIB 102. La mutante que sintetiza más

e —galactosidasa resultó ser lu IIB 100.
En la fig.20 puede verse que la cepa CA8306

(cyudel CAP+)no fermenta la lactosa, maltasa y arabinosa,
mientras ¡ue sus "revertantes" si lo hacen. Comola fre
cuencia de mutaciones espontáneas múltiples es desprecia
ble. es dable suponer que la mutación 1ue produce este fe
notipo es de características pleiotrópicas. Esta última
propiedad de hecho desc sta una alteración del promotor del
lac Operon que si bien también hubiera dado colonias capas
ces de fermentar lactosa en ausencia de AMPcíclico, sería
incapaz de utilizar multosu o arabinosa.

Somolas tres cepas mantienen la deleción en la
adnnilato ciulasn, la segunda mutación debe estar a nivel

del "csinismo molecular u través del cual el nucleótido
ejerce su acción. Tentativamente se puede localizar la
mutación en la proteína receptora del_AMPcíclico, la cual
se vuelve parcialmente independiente del nucleótido (gggs
o super "‘D‘ Queremos destacar que uún no hemos podidoxlltn. / o
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caracterizar bioquímicamenteesta proteína CAPalterada para
lo cual sorá necesario utilizar un sistema de transcripción
traducción acoplada in Vitro (sistema de Zubay). No obstante,

.. __Jo ESCA' '1th ha estuiindo revertantes soleccicnadus de igual
Lermay en toion los casos la mutación correspondió a la

‘O roteína CAP(comunicación personal). De todas formas, aun
que nuestras mutantes correspondieran n otro nivel del meca
nismo de acción del MPcícLico (RNApolime asa) ello no in

validaríu las conclusiones que se han obtenido de los expeni
mentos subsiguientes.
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Caructerlzución de las mutantes
independientes de AMPcíclico

Cuandoa un cultivo de E.coli salvaje crecido en gi;
cerol se le agrega glucosa, la síntesis de enzimas inducibles
es reprimida (fingi). Primero se ve una detención total de
l

F.) síntesis de €5-galactosidasa o reoresión trangitoria y lug
o ¿sta se reanuda, pero a una velocidad de menos de la mitad45+

respecto del cultivo control crecido en glicerol (represión
catubólicagpermancnte).

Cuando se realizó este experimento con la cepa IIBlCOS . .I
cyu CAP), el agregado de glucosa no produao repre31on

"t eólica transitoria ni permanentede la síntesis de (B-gac

lactasidasz fig.22). Este experimento confirma que el Aflfl‘

bélicJ.
Comopuede observarse en la gpbla Z, la mutanteIDfiKfi

del s . . .
(cyu erp ) sólo prouuce un terCio deiki e-galactOSidasu
que puede sintetizar la cepa cya+ cap+ de la cual deriva.

En el experimento de la fig.21 se investigó si la
proteína receptora del AMPcíclico de la cepa IIB 100 aún
eru sensible al agregado del nucleótido (a pesar de ser inde
pendiente 10 éste cn un 33%). Al agregar AMPcíclico la ve

JOCLdadde sintesis de la €Ï-galactouidnsa aumenta hasta ni
veles semejantes u los de lu cepa saLVHje. En c] caso de la
cepa parental CA8306(cyudel cap+), de la cual deriva IIB 100,
cn uuacnciu del nucleótido no se detecta síntesis de (J-galqg
tOSLdannen ausencia de AMPcíclico. Por el contrario, cuan
do E.coli CA8000(cya+ cap+) es crecida en iguales condiciones



que las anteriores (glicerol comofuente de carbono), los
niveles rndógenos de AMPcíclico ya son lo suficientemente
altos como para que el agregado exógeno del nucleótido no

mo;ifiquo la Velocidad de síntesis de e-galactosidasa
(fig.

del s
cap )Pesumicndo, en la mutante IIB 100 (cya

no se observa represión catabólica y la síntesis de

É -Waluctoaidnsa es parcialmente independiente del AMP
cíclico, aunque el agregado del nucleótido puede aumentar
sta síntesis basal.

('D
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Tabla 7

Consnniio de -galactosidasa de las cepas
CABOOO(cya+cap+) e IIB 100

luego de dos horas de inducción con IPTG

Fuente U.Q-gal/ml/ fi
Cepa de D.0. gp UEFgal/ml Unidad de de560 . . .carbono D.O. activ1dao

q ¿Licerol
“A8000 0,5% .343 840 244o 100

glicerol
CA8000 + glucosa .433 520 1195 49

50mM

IIB 100 “¿32501 .258 213 825 33,8
, VC

glicerol
0,5% . ..

IIB 100 1 .193 160 830 34+ ¿incasa
SOmM

Todos los cultivos se realizaron en medio mínimo con el agre
gado de 0,1% caspminoácidos libres de vitaminas. La inducción
de la enzima se realizó con lmMIPTG.
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Experimentas de crecimiento con la mutante IIB 100
l s

cap ) seEl crecimiento de la mutante IIB 100 (cyade
estudió en diversas condiciones. En el experimento de la
;i¿¿gí, la mutante fue cultivada en medio mínimo con casaming
ácidos y ¿iicerol comofuente de carbono. En estas condicio
nes, el agregado de AMPcíclico 5mMprácticamente no modifica

el crecimiento (tiempo de generación sin adiciones 46 minutos,
con 5mmAMPcíclico 49 minutos).

Este comportamiento es semejante al de la cepa salva
je CABOOO(cya+cap+), lu que crece con 40 minutos de tiempo

de duplicación y no es ufnctada por el agregado del nucleóti
do (fig.24).

Comose recordará. en las mutantes cya- crecidas en

glicerol eL AMPcíclico es capaz de inhioir el crecimiento
(fi¿.18). La IIB 100 también carece de adenilato ciclasa,
pero comola función CAPes indepeniiente del AMPcíclico, se
comporta comosi ya tuviera altos niveles endógenos del nu
cleótido (comolas cepas cya+ en glicerol).

La g¿g¿gg muestra un experimento semejante al ante
rior en el que se utilizó glucosa comofuente de carbono. La
cepa salvaje (CABCOO,aya}, cap+) es inhibida significativa

mente por el agregado de AMPcíclico SmM(eL tiempo de genc
ración pusu de 30 minutos a 58 minutos). La IIB 100, en cam

bio, es innensiblc al nucleótido (tiempo de generación de 61
minutos sin agregados, 62 minutos con 5mmAMPcíclico). Es

decir que esta cepa se comporta comosi tuviera altos nive
les de AMPcíclico endógeno a pesar de carecer de adenilato
ciclasa.
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Lo más notable del compartamiento de E.coli IIBlOO
. . a I . . I es que, ein ninguna edicion, el cre01miento es mas lento en

glucogg_uue en glicerol, comopuede verse comparando las
figs. 2) 5 24.

hn un medio de glucosa suplementado con casamino
ácidos, la mutante crece con la mismavelocidad de una ce
pa salvaje a la que se hubiera agregado AMPcíclico en al
tas concentraciones (tiempo de generación 60 minutos, ver
figs.15A y 25). En medio mínimo con glicerol y casamino
ácidos, la IIB 100 crece un poco más rápido, conlnuivelo
cidad similar a la de una cepa salvaje crecida en iguales

no dicioncs sin adición del nucleótido (tiempo de generaO

ción 40 minutos, ver iig.24).
Otro hecho interesante es que u pesar de que en

la mutante [IB 100 la uinLcsis de fiZ-gnlactosidasa es in
dependiente dc AEPcíclico sólo en un 33%(ver tabla 7)

Iel crecimiento en glucosa esta inhibido muyseveramente,
con un iivapa de generación igual al de una cepa salvaje
ai -ue se hubieran agregado concentraciones muyaltas del
nuclcótido. Este fenómeno podría deberse a que esta mu
ci ante posee una proteina CAPalterada, cuya afinidad por
los diversos promotorespuede ser variable. Si la afini
dad del factor CAPmutado por el promotor del lac Operon
fuera menor que por el o los promotores de los genes res
ponsables de la inhibición del crecimiento, este compor
tamienzo podría ser explicado.

En suma, por medio de una mutación que hace que
la transcripción genética sea independiente del AMPcíclico
se nuedc reoroducir la inhibiCión del crecimiento en ausen
cia total del nucleótido. - _
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¿ggiég del AMPcíclico sobre la permeabilidad celular

En los eucariotes se ha tratado de explicar la
acción del AMPcíclico sobre el crecimiento celular a tra

vén de la alteración de la permeabilidad de la membranacg
lular a ciertos metabolitos (Holley, 1972; Kramy col.,
1973). En E.coli también hemos encontrado que el AMPcícli
co produce alteraciones en el transporte a través de la
membrana.

Cuandoestudiamos la incorporación de uracilo y
de aminoácidosa la fracolón insoluble en ácido tricloro
acético luego de varias horas de marcación (fig.4A y B) no
se observó ninguna diferencia entre los dos cultivos reali
zados en presencia o un ausencia de ANPcíclico. Cuando se

regitió el mismoexperimento pero midiendo las gelocidades
¿Egfiiglgg de incorporación luego de pulsos cortos, el resvl
taco fue muy diferente. Comopuede observarse en la 15.29
la inccr;oracióu de uineilo a la fracción insoluble en ácido
era notablemente inhibidn por el agregado de AMPcÍclic
SEK, mientras que la incorporación de leucina 14C no era
modificud:u

Una disminución tan importante de la sintesis de
RNAde rápidc marcado (fundamentalmente RNAmensajero) no

es compatible con una síntesis de proteínas normal. Este
hecho nos llevó a pensar en la posibilidad de que la inhibi
ción de lu incoryoración de uracilo en pulsos cortos sc dc
biera a una disminución ue la permeabilidad celular al pre
cursor T no e una alteración de la sintesis de RNAmensajero.a
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Esto fue confirmado estudiando la incorporación del
nucieótido a la fracción ácido soluble. En el experimento
de la ïifi¿21 las células crecidas con glucosa en presencia o
en ausencia de AMPcíclico exógeno, fueron sometidas a pul
sos de Uracilo H3. En alícuotas .idénticas se midió la ¿g
ggggggggiég_ïgig; a las células (filtrando rápidamente a toa
vés de filtros de nitrocelulosa y lavando con medio de cul
tivo) y ln incorporación iggpluble en TCA5%. La diferencia
entre ambas es lu fraccióg;ggiuble. La incorporación de una
cilo al pool soluble está disminuida un 60%en las células
crecidas con AHFcícliCO, confirmando la inhibición del trang
porte de urnailo. Este fenómeno, que ha sido ampliamente cs
iuúiudo per H. T. Judewicz en su tesis de doctorado (1974),
no parece tener una relación causa-efecio con la inhibición
del crecimienfo producida por el nucleótidc cíclico.
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La inhibidión del crecimiento

En eucariotes la proliferación celular es regulada
por los niveles de AMPcíclico (ver revisión de Pastan y
col., 1973). El mecanismomolecular de este control es de

muydifícil estudio debido a la gran complejidad de las
células superiores.

En procuriotes se ha encontrado una regulación si
milar de la multiplicación celular (Judewicz, De Robertis y
Torres, 1973; De Hoberfls, Judewicz y Torreu, 1973). Dive;
sas evidencias apoyan esta conclusión.

Cuando se agrega AMPcíclico 5mMa un cultivo dc

E.ccli creciendo en medio mínimode salen y glucosa, el
tiempo de generación se alarga un 50%. Este fenómeno se
observa tanto midiendo «L crecimiento como aumento de la

turbidez del cultivo (absorbancia a 56an), comocon recuug
to de células viables en 11:10:13de agar nutriente.

La aparición de Ja inhibición no en inmediata a
la edición del nucleótiuo, sino que debe transcurir prime
ro un período de tiempo de unn generación.

E] fenómenoes reversible y altamente esuccífico

püra el AMIcíclico, puesto que el agregado de otros nucle
ótiucs y nucleósidcs de udenina no tienn nixgun erecto.



Posible efecto tóxico del AMPcíclico

a primer pcsibilidad que se debe descartar es
que este inhibición sea de naturaleza tóxica. Esto es
altamente improbable, comolo indican las siguientes
evidencias:

a) Conbacierias crecidas en ciertas fuentes de
carbono (tales comosuccinato, glicerol, ma
lato o maltosa) no se observa ningun efecto.

b) La viabilidad de las bacterias no está alterada.
c) La inhibición es rapidamente reversible.
d) Es altamente especifica para el AMPcíclico.
e) No se observa la inhibición en mutantes deficien

tes en la proteína receptora del AMPcíclico (cap ).

La inhibición máximaque se puede obtener es deL
603 si los cultLvos son crecidos con glucosa comofuenie

de carbono. La uitad de este valor (IO,R) se obtiene a
concentracicnes de AIP cíclico que oscilan entre l y 3mm,
dependiendo de la fuenTe de carbono (glucosa o piruvato).

El rango de concentraciones del nucleótido uti
lizado en este trabajo seguramentea Lrizera vista pare
ce enormemente.alto comyarado con las concentrnciones in
truCCIUJuros fisiológicase Ea un hecho ampliamente cono

cido que loa niveles del AMPcíclico que producen grandes
efectou en homogcnatOH,no son suficientes para obtener
igual reapuvnta con celulas enteras (Bobjson, Euteher y
S'Jtherlnnd, 1971). Esto es debido a la baja permeabilidad
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de la membranacelular a los nucleótidos y otros compuestos
fosiorilados. Contodo, los nucleótidos cíclicos cruzan las
membranasbiológicas con mayor facilidad que sus derivados
no cíclicos (Price y 001., 1967; Nath y 001., 1973).

Para superar el obstáculo impuesto por la membra
na celular al AMPcíclico, en eucariotes se utiliza el N6,
2'—C-dibutiril AMPcíclico, pero este derivado no tiene
actividad biológica en bacterias. La relativa impermeabi
lidad al nucleótido hace necesario el uso de niveles extng
celulares vltos. Por otra parte, éstos están dentro del
rango de concentraciones de AMPcíclico exógeno requeridas
para revertir la represi'n catabólica permanente(Perlman
y col., 1969, ver ademásfig.l7 de esta tesis),eliminar el
período de latencia de lu dinuxia (Ullman y Monod, 1968) o
disminuir Ja actividad de la glutaminasa A y la glutamato
siniusa (Prusincr y co]., 1973) en E.coli.



Activación e inhibición del crecimiento
Apor el AMPcíclico

El hecho de encontrar una inhibición del crecimiento

por el AMPcíclico en bacterias resultaba paradójico, pues
to que con anterioridad habia sido descripto que la adición
de bajas concentraciones del nucleótido era capaz de esti
mular el crecimiento en mutantes deficientes en ndenilato
eiclasa (Perlmany Pastan, l969b). Para clarificar la n 
biguedad de dos efectos opuestos sobre el crecimiento celu
lar mediados por el mismonueleótiao, se realizaron una eg
rie de eXperimentos con una mutante de E.coli que tiene
una deleción del gen de 1:3.adenilatc ciclaca (CA8306,cyadel).
Cuando esta bacteria es crecida en medio minimo con gluco

sa comofuente de carbono (fig.16), la adición de AMPcícli
eo ul medio de cultivo en concentraciones de hasta 2mMre

sulta en una estimulación del crecimiento. No obstante,
con concentraciones mayores se vuelve a observar una seve
ra inhibición de ia multiplicación celular. Estos resulta
dos explican la coexistencia de dos efectos antagónicos:
el nuclvótido en requerido en múltiples funciones celulares
y c bajan concentraciones mejora el crecimiento. En las

células dv tipo salvaje cultivadas en glucosa, que contie
nen adeniluto ciclasa y AMPcíclico endógeno, el crecimien
to ya en óptimo y la adición del nncleótido sólo produce
el efecto inhibitorio dc lu multiplicación eelulur.
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1-31efecto del AMPcíclico en distintas
fuentes de carbono

Uno de los hechos más llamativos es que el efecto
es altamente dependiente de le fuente de carbono y ener
gia utilizada para crecer los cultivos. En glucosa o pi
ruvato la adición de AMPcíclico SmMinhibe notablemente

el crecimiento. En cambio, si se utiliza el glicerol,
succinuto o malato, el nucleótido no produce ninguna mo
dificsción.

Este fenómeno se podría explicar de dos formas:

a) El efecto del AMPcíclico sería inhibir la activi
dad de una c varias enzimas requeridas para la me
tabolización de la glucosa y el piruvato, pero que
no serian necesarias para la utilización del gli
cercl, el srccinuto o el malato.

b) Que los niveles endógenos de AMPcíclico en E.coli
cuLtívado en glicernl y succinato ya fueran lo su

ficientemente altos comopara tener saturado el og
canismo por el cuni actúa el nucleótido.

A favor dc esta segunda hipótesis está el hecho

dc que los niveles de AMPcíclico en las bacterias de
p'nden estrictamente de la fuente de carbono. En glice
rol, succinato y maluto la concentración intracelular es
10 vece: mayor'quc en glucosa o piruvato (Makmany Suther
lund, 1935; Pasion y Perlman, 1970; Peterkofsky y col.,

In

lWTl). Comoconsecuencia de este hecho, en las últimas
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iuentcs de carbono se observa la represión catabólica

de lu síntesis de enzimasinducibles (ver tabla 6).

Para distinguir entre las dos posibilidades an

tedichus, se hicieron experimentos con E.coli CA8306,

portadora de la deleción del gen adenilato ciclasa,

crecida cn glicerol. Mientras due en una cepa de ti

po salvaje (cya+), cultivada en esta fuente de carbono,

el agregado dc AMPcíclico no produce ninguna modifica

rión (fig.l9). en la mutante cxadel hay una severa in

hibicmónde lu multipli'ución celular (fig.15)e
IHomolu ‘nica Jiicrcncia entre ambas cepas está

cn sus niveles endógenos de AMPcíclico, podemos con

cluir ¡me el hecho de que no haya inhibición del crc
. . .. +tamiensu en glicerol en una cepa cya , se debe a la

alta concentración intracelular del nucleótido.
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Requerimiento de proteina receptora

La inhibición del crecimiento bacteriano requiero
la presencia de proteígg receptora del AMPcíclico (CAP).
En una mutante deficiente en CAP,no se observa ninguna
modificación de la multiplicación celular al agregar el
uuolcótidc (fi¿.15).

El complejo CAP-AMPcíclico es requerido por mu
chos oyeronospara iniciar la transcripción (tabla l) y
actúa unióndosc a zonao especificas de los promotores
(fig.1), lo que le permite a la RNApolímerasu reconocer
su sitio Cu:iniciación (l’erlman y 001., 1970; Ardi'tti y
201., 197o). Todos 1m efectos de ¡"i-"¿Pcíclico estudia

1los hasta ci momentoen bacterias ocurren a este nivel.
Han habido algunas comunicaciones según las cua

ics el iuclcótxio cíclico p cría actua a nivel de tra
ducción: en cxperimzntcn en que se inhibiia la sintesis
ic EN“con profilavinu, la adición del nucleótido avmenti
o; 1h síntesis de ciertas enzimas (Atoud y Burger, 1970;
Perluan v Fnstun, 1969). En la actualidad estos resulti
ios pucien inter“ret2rsc comoun artificio debido al use
ie prcilgvina, pues este agente intercalante tiene esge—
cial afiaiduc.por los promotores le Operones sensibles u
la represión cutabólicc y su inhibición de la sintesis de
RNAes revcrtila por AMPcíclico (Snnkaran y Pogoll, 1973)

El hecho de que la inhibición del creeimiento re
¡uicrn el lactor CAP,sugiere que el unclcótiio actúa a
civc] dc la lganscrinción renética, y no a través de la
modulación dc la actividad de una enzima preformada.
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Muïaciones que imitan el efecto
del AMPcíclico

La regulación de la multiplicación bacteriana por
el AMPcízlico se ha podido demostrar también sin neceei
dad de agregar el nucleótido a concentraciones altas en
el medio de cultivo. Para ello se utilizó una mutante

cuya transcrinción es parcialmente independiente de AMP
cíclico. Se trata de E.coli IIB 100, obtenida comouna
mutwntc espontánea de una cepa con una deleción del gen
para la uicnilatu ciclusu. Dicha mutante en capaz de
Ícricntar luCLOSL,arubinosa y maltosa en completa auscg
cin de 3M?cíclico (pueslü que no contiene adenilato ci
clusa). Prcbablomenta lc mutación afecte a la proteína
CAP, la que no relueriría AMPcíclico para poder unirse
a las prozotores qc Operoncssensibles a la represión
caaubólicq,

Cuando se estudió o! crecimiento de la mutante

113 100, sc vio que eL agregado de AMPcíclico no modi
fica la velocidad de multiylicación ni n glucosa ni
en ¿liceral, a pesar de ser una cepa que carece de eden;
lazo cíclica y AMPcíclico. El hecho más notable de es

ta cepa, es que crece más lentamente cn glucosa que en

flígggrgl (riña. 23 y 24). Aún en ausencia de AMPcícli
co, el crecimiento en glucosa es inhibido por la intro
ducciïn oe una mutación que mimetizu los cfectou del AMP

'? la transcripción del material genético.h. rw iI FJ C C) (1 s3 LJ



Algunas hipótesis de trabajo

Estos resultados llevan a pensar, comomera hipóte
als de trabajo, en la posibilidad de que en B.coli existig
ru una (o Varias) "proteina reguladora del crecimiento",
cuya eXpresión esté controlada a nivel de transcripción por

la cantidad de complejo CAE-AMPcíclico disponible. Consi
derando las distintas condiciones experimentales:

a) en {lUCOsalos niveles endógenos del nucleótido son
bajos, por lo cual la hipotética "proteína regula
dora“ se expresaría poco. La adición exógenu del
¿MPcíclico puede aumentar su expresión e inhibir
el crecimiento.

b) en glicerol, succinufo o malato, la cantidad de
"proteína reguladora" presente alcanzaría para te
ner inhibido 11 máximoel crecimiento, y la adición
exógcna dei nucleótiuo no produce ninguna modifica
ción.

c) en una cepa deficiente en adenilato civlasa crecida
en ¿lieerol, no hay MPcíclico disponible para unir
se a CAP,por lo cuul la expresión de la "proteína
reguladora" sería bnjn y susceptible de ser aumenta
da por el agregado del nuoleótido ul cultivo.

d) en la mutante IIB 100, donde la transcripción es in
dependiente de AMPcíclico, la hipotética "función
reguladora” ee exprcsurín lo suficiente comopara
saturar el mecanismoque modula el crecimiento. "n
consecuencia, éste no es modificado por el agregado
del uucleótido al medio de cultivo y el crecimiento
en ¿lacosn sin adiciones se ve disminuido respecto
91 d? unn cepa salvaje.g;
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Si bien esta "proteína reguladora" es solamente una
hipótesiu de trabajo, su existencia es pasible de estudio
experimental. En efecto, según este modelo se puede pre
decir la posibilidad de seleccionar, a partir de la IIB lOO
mutantes capaces de crecer rápidamente en glucosa, que man
tengan la deleción del gen cya y la transcripción indepen
diente du AMPcíclico. La nueva mutación corresponderá a

la hipotética "proteína reguladora" del crecimiento. Estg
dios en este sentido han comenzadoen nuestro laboratorio.

Gira pOSlbilidud que debe examinarse, es que el uu
mïnto de CAP-AMPcíclico cause unn síntesis descontrolada

de todas las proteínas sensibles u la represión catabóli—
ce, con lo cual la bacteria se llenaría de proteínas inne
cesariua, maigustando energía y creciendo más lentamente.
A primera vintn, esta explicación parece más sencilla,
pero no toma en cuenta un hecho fundamental: todos los

Opcronvs regulados por cl AMPcíclico tienen un ggglg

2933221. Comose vio cn in fig.2, alemás del ¿ggïrgl
positiïg inenpocífico dudo por el complejo CAP-AMPcíclico
cada Opcrontiene un control pr0pio, dado por la inter
acción ¿Lpggggrúregulador (que eXplicu los fenómenos cono
01309 comoinducción y represión enzimática) que permite
la transcripción genética únicamente cuando las enzimas
son imprescindibles (por revisión ver Epstein y Beckwith,
1969). For otru parte los niveleu endógenos de AMPcícli

c en {licerol o succinutc ya son muyelevados, y esta ine
terpreiución debería admitir que en estas fuentes de cur
bcno también sn sintetizarían proteínas innecesarias, lo
“e es sumamente improbable.q,
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Otras integgretaciones

Recientemente Ackerman y col. (1973) han comu

nicado que la acumulaciónextracelular de metilglioxal,

estimulada por AMPcíclico, produciría muerte celular

en cultiVOS de E.coli crecidoa en xilosa comofuente

de carbono. Este fenómenono está relacionado con el

descripto en este trabajo puesto que:

a) la viabiLidad celular no está alterada.

b) nuestro efecto se observa también a densidades
7celulares bajan (L x lO células/ml).

las bacterlas crecidas en glucosa con AMPcícliC V

co no acumulan metilglioxal en el medio de cul

tivo, midiendo éstv con el método de la dinitpg

fenilhidcazina.
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Consideraciones finales

En eucariotes se han hecho muchostrabajos tratan"
do de aclarar el mecanismode acción del AMPcíclico so

bre el crecimiento celular. Unade las hipótesis que ha
recibido mayoratención es que la regulación del crecimi
ento dependa de la velocidad de transporte de nutrientes
a través de la membranacelular (Holley, 1972; Tomkins,
1973).

La composiciónde la superficie celular de célu
lns transformadas es modificada por el agregado de dibu
tiril AMPcíclico, produciéndose cambies en la aglutina
biiidad por lectinas (Hsie y col., l97lb), en la composi
eión de glicoprotcinus (Roberts y 001., 1973) y la exprg
SLónde los antígenos tumorales (Kurth y 001., 1973).

Coincidiendo con estos cambios estructurales la
funcionnLidaú de la memoranatambién es modificada. El

nuzleótiio cíclico es capaz de inhibir el tranSporte de
timidiza. uridinn, leucina y glucosa (Hauschkay 001.,
1972; Kris y col., 1973 a y b; Grimes y Schroeder, 1973;
Hozengurt y col., 1973). No obstante, algunos cambios
de perm»abilidad observados en células transformadas o

estimuladas con suero son independientes de AMPcíclico
(Gazdar y col., 1972; Jiménez de Asúa y col., 1974).
Si bien ue han hecho numerosos estudios, ninguno de ellos
hu demostrado que la inhibición del transporte de metabov
litos son la causa de la disminución de la proliferación
ceiular.



Nosotros hemos encontrado que en E.coli crecida
.n presencia de AMPcíclico el transporte de uracilo

está notoriamente disminuido. Esto es consistente con
otros cambios producidos por el nucleótido a nivel de
la superficie celular en procariotes (Yokotay Gots,
1970; Wise y col., 1973; Patrick y DobrOgosz, 1973).
El uracilo no es requerido por E.coli para su creci
miento y por lo tanto la disminución de su transporte
no explica la regulación de la multiplicación bacte
riana. Noobstante, no se puede descartar la posibi
lidad de que el transporte de otros nutrientes esté
también afectado.

Los resultados presentados en esta tesis indi
can que al igual que en los organismos eucarióticos,
en los proenriotes existe nn mecanismode regulaCión

de le multiplicación celular mediado por el AMPcícli
co. Los mecanismos de regulación elementales parecen
tener una gran persistencia a través de la evolución,
seguramenteporque le confieren tanto al fibroblasto
ccmoa E.coli un gran poder de adaptación a las condi
ciones cel medio ambiente. Siendo unn bacteria un sig
tema experimental muchomás sencillo que una célula de
mamífero, creemos que la continuación de estos estudios
podrá ser de utilidad para comprender el mecanismo mo
lecular que regula la proliferac1ón celular.
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l)

R) \l

El AMPcíclico es capaz de inhibir la velocidad
un crecimiento de E.coli. Los tiempos de gene
ración de la cepa prototrofa Hfr 3000 crecida en
medio mínimo de sales y glucosa aumentan de 60

minutos u 90 minutos por el agregado de AMPcí
clico 5mm.

Este fenómeno se observa tanto midiendo ei cre

cimiento comoun aumento de la turbidez del cu;
tivo comodeterminando el número de células
viables.

Lu aparición de la inhibición no es inmediata a
la adición del nucleótido, sino QUedebe trans
currir primero un periodo de tiempo del orden
¿e una grneracién.

¿l efecto es reversible y altamente específico
yur? el ¿Mi cíclico, puesto que no fue observa
da cuanjn el nuuivótido cíclico fue reemplazado
pM‘yMÜ,Mm,MT05mmmfim.

La mitui de la inhibición máximase obtiene

arvegundn'concenurncioncs de] nucleótido que
osriltn cutre 1 y 3mm,dependiendo de la fuenteo

un carbono utilizada.



o)

8)

La modificación de la proliferación bacteriana se
observa solamente en aquellas fuentes de carbono
que, comola glucosa y el piruvato, producen re

presión catabóliea de la síntesis de gi-galacto
siuasa. La limitación de la síntesis de esta en
zima se debe a los bajos niveles intracelulares
de AMPcíclico en eSOe cultivos. Por el contra

rio, en glicerol, succinato o mulato, los niveles
endógenos del nucleótido son lO veces más altos y

no existe represión de la síntesis de (5-galacto
sidasa. En estas últimas fuentes de carbono, el
agregado de AMPcíclico endógeno no produce inhi
biuj ón del crecimiento.

Si bien una cepa de tipo salvaje creciendo en gli
¿trol no cs afectada por el nucleótido,en idénti
cas condiuionen la multiplicación de una mutante
deficientn en udenilato cielnsa es severamente
inhibida por el AMPcíclico. Esto indica que el
efecto del agregado exógeno del nucleótióc está
Condicionudopor los niveles intracelulares endó
genos del nuclnétidu.

Unu mutante portadora de una doleción de] gen que
codifica‘lu adenilnto cicluuu, requiere el agre
gado cxóuuno del nueleótido uÍvliCO para su cre
cimiento óptimo. Usando ¿Innova como fuente de

carbono, con 2mmAMPcíclico se obtiene la máxima
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9)

ll)

veLocided de multiplicación. No obstante, con
mayores concentraciones del nuoleótido también
se obtiene el efecto inhibitorio.

El mecanismode regulación del crecimiento pare
ce Operar a nivel de la transcripción genética,
más específicamente en la interacción entre el
complejo proteína receptora-AMPcíclico y los
¡romoiores del LHA. En efecto, mutantes defi
cientes en la proteína receptora del AMPcíclico
(CAP-‘ no responden al agregado del nucleótido.l

La regulación del crecimiento se ha podido demos
trar aún en a sencia de AMPcíclico agregado al
medio de cultivo. Para elle, se seleccionó una
mutante cuya transcripción es parcialmente inde
pcndicnte del nucleótido y que además es ports
dora de una uelanión del gen aúcnilato ciclasa.
Esta cepa crece más lentamente en glucosa que en
glicerol y no responde al agregado del nucleótido
exógeno.

Estos resultados indican que el control de la pro
liferueión celular por el AMPcíclico es un fenó
munomuyextendido en la escala zoológicu, no sólo
limitado a las células de eucarLotcs, sino que tqm
sión afecta a organismos muuho más simples como
las bacterias.
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