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IntroducciónI. EW
La estructura de la 3',5' adenosina monofosfato cíclico

fue descripta por primera vez por el grupo de Sutherland (1,2) y
por Markham(3,4). El descubrimiento de su papel fisiológico data
de 1957, cuando Sutherland y sus colaboradores encontraron que el
AMPcíclico mediaba el efecto de hiperglucemia producido por la
adrenalina y el glucagón, estimulando la conversión de la glucó
geno fosforilasa de la forma inactiva a la activa (1,5). Desde e
se momentose ha trabajado en un gran número de laboratorios y se
ha establecido tanto la ubicuidad del AMPcíclico, comola uni
versalidad de sus funciones regulatorias.

El brillante concepto de Sutherland de segundo mensajero
(6), hipótesis que establece que el nucleótido cíclico media el
efecto de una amplia variedad de hormonas y otros agentes bioló
gicos activos, ha encontrado amplia confirmación. En este modelo,
la hormonarepresenta el primer mensajero. La presencia del pri
mer mensajero modificaría la concentración interna del segundo
mensajero. La mayoria de las hormonas, y en especial las polipep
tidicas por su gran tamaño, serian incapaces de atravesar la ba
rrera constituida por la membranaplasmática, que es la encargada
de reconocer señales del medio externo y transducirlos en forma
de mensajes intracelulares, los cuales, a su vez, originan res
puestas fisiológicas determinadas. En la superficie celular exis
ten moléculas, llamadas receptores hormonales, que son capaces de
reconocer específicamente a las diferentes hormonas, y de tomar
contacto con el sistema interno encargado de producir AMPcícli
co.

El AMPcíclico sintetizado puede, a su vez, ser degradado
por la enzima fosfodiesterasa de nucleótidos cíclicos, con pro
ducción de 5'AMP,siendo esta reacción inhibida por las metilxan
tinas.



Introducción

Los estudios realizados han abierto un nuevo panorama en
el control del metabolismocelular, control en el que está invo
lucrado el Ca2+ como segundo mensajero de amplificación de seña
les extracelulares. Los tres mensajeros (las hormonas, el AMPc y
el Ca2+) se complementan no sólo en la distancia que recorre la
señal, sino en la intensidad y duración de la respuesta celular
(7).

Un ejemplo de interacción de sistemas de segundo mensaje
ro es el caso de la regulación de la adenilato ciclasa por el
Ca2+de las cilias del paramecio (8).

En procariotas, el caso más estudiado es el de Ehcheri—
chia coli, donde el AMPcactúa a través de una proteína recepto
ra, llamada CAPo CRP, que se une al nucleótido, y a su vez este
complejo (CRP-AMPc)se une al DNA, permitiendo a la RNApolimera
sa iniciar la transcripción de ciertos operones que codifican en
zimas que intervienen en el catabolismo de ciertos azúcares (lac
tosa, arabinosa, galactosa, etc.)(9,10).

II.WWW
La adenilato ciclasa [ATPpyrophosphate-lyase (cyclizing)

E.C. 4.6.1.1], es la enzima que cataliza la síntesis de AMPcí
clico a partir de ATP,según la siguiente reacción:

“32+
ATP —_.> AMPc+ PPi
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II.1. Siam

Los sustratos de esta reacción pueden ser los complejos
ATPMg2+o ATPMn2+, donde el Mn2+ o el Mg2+ son activadores de la
misma. La actividad enzimática de las adenilato ciclasas de NEU
rospora crassa (11), Nucor rouxii (12), S. cerevisiae (13), tes
ticulo (14) y la de muchasbacterias, depende casi exclusivamente
de Mn2+. Esta dependencia casi absosuta de Mn2+es, aparentemen
te, una consecuencia de la ausencia o disfuncionalidad del compo
nente regulatorio de la enzima, ya que éste le confiere a la sub
unidad catalítica la capacidad de utilizar ATPMg2+como sustrato
(15). Comola concentración de Mg2+es aproximadamente diez veces
mayor que la de Mn2+, la mayor afinidad del ATPpor este último
podría explicar que la enzima actuase in vivo con ambos cationes
(16).

II.2. Distribución

La adenilato ciclasa está presente en la mayoria de los
organismos a lo largo de la escala evolutiva. Esta enzima está
presente en bacterias (17-20), levaduras (13), hongos (11,12),
protozoos (21,22), plantas superiores (23) y animales (24).

II-3- Localización

En todas las células eucariotas estudiadas, las adenilato
ciclasas son enzimas unidas a membranas, que se encuentran en la
cara interna de la misma. Hasta el momento, las excepciones a es
ta regla las constituyen las ciclasas de los tubos seminíferos
(14,25) y la de Médicagosativa (alfalfa) (23), que tienen loca
lización citoplasmática.
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En eucariotes inferiores y procariotes, la localización
de la adenilato ciclasa varía de un organismo a otro.

En Eacherichia coli (31), el 80%de la actividad enzimá
tica está en la fracción citosólica, indicando que la enzima es
soluble o, a lo sumo, débilmente unida a membrana. En Streptoco
ccus salivarius (32) es citoplasmática y en el caso de Bordetella
pertussis (33), la enzima es excretada al medio.

En hongos, como en el caso de Neurospora crassa (34), la
adenilato ciclasa está asociada débilmente a membrana, mientras
que tanto en uncor rouxii (12) como en Trypanosoma cruzi (22), es
intrínseca de membrana.

En la Tabla 1, se puede ver un resumen de la distribución
y localización de diferentes adenilato ciclasas de eucariotes su
periores, definidas comoholociclasas, ya que presentan las subu
nidades regulatorias y la catalitica. Son regulables por hormo
nas, GTP, GPP(NH)P, forekolina, etc.

En la tabla 2 se resumen las adenilato ciclasas de euca
riotes inferiores y bacterias, que son típicas protociclasas;
presentan sólo el componentecatalítico; con excepción de la en
zima de T. cruzi que tiene un componente regulatorio rudimenta
rio. 7
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Catión FACTOR
ORGANISMO

Mn2+ MgZ+ Localiz. F GTP C.Tx REFERENCIA

HOLOCICLASAS

Fasciola hepática + + M + + 266

Hígado + + M + + + 24,30

Tejido adiposo + + M + + + 25,246

Eritrocitos + + M + + + 26

Músculo esquelético + + M + + + 27

Cerebro + + M + + + 28

Ovario + + M + + + 29,6

Riñón + + M + + + 29

Tabla 1: Distribución y localización de diferentes holociclasas.
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Catión FACTOR
ORGANISMO

Mn2+ Mgz+ Localiz. F GTP C.Tx REFERENCIA

PROTOCICLASAS

Bcrdetella pertusais + + S - - - 177-179

Escherichia coli + + M,o — — - 31

Brevibacterium liq. + + S - - - 35,36

Streptococcus salivarius + + M,S + — — 32

Dictycstelium dis, + + M - - 37

Blaatccladiella emcrscnii + - M — - - 38

Saccharomyces cercvis. + + M - - - 13

Neurcspcra crassa + — M,S - - - 11

Mucor rouxii + — M,S - - — 39

Tctrahymena pyrifbrmia 7 + M,S + - - 40

Trypancaoma cruzi + - M — - - 22

Células testícu1o + - S — — — 14,25

Linfoma 5-49 + - M — - — 117

Médicagc Bativa + + S — — - 23

Tabla 2: Distribución

h
.Ï. 1 Ñ'CCLLVJVi/L )

y localización de diferentes protociclasas
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III. ADEfllLAIQ_QlELA5A_5EHEIBLE_A.HQBHQHAS

Los sistemas celulares transductores de los estímulos
externos en señales intracelulares son los componentesesenciales
de la membranaplasmática.

Un paradigma que surge de estos "sistemas transmembrana"
es que generalmente involucran tres componentesdistintos.

1. Receptores especificos expuestos en la cara externa de la
membranacelular, que reconocen e interactúan con hormonas o
drogas, o responden a estímulos externos como la luz.

2. Las proteinas transductoras que unen e hidrolizan GTP, se in
terponen fisica y funcionalmente entre muchosreceptores y
moléculas efectoras. Estas son proteinas regulatorias, llama
das "proteínas G” (42).

3. Enzimas efectoras expuestas a la cara citoplasmática, comola
adenilato ciclasa, que genera un segundo mensajero, el AMP
cíclico (41).

111.1. ¡{aseguren

Existen gran variedad de hormonas que ejercen su acción
celular a través de la adenilato ciclasa (24); la mayoría de e
llas ejerce un efecto activador, mientras que otras, ejercen un
efecto inhibitorio sobre la enzima (43,44). Los avances recientes
en el estudio de la superficie celular han elevado la identi
ficación de por lo menoscuatro clases funcionales de receptores:
aquéllos que presentan actividad de tirgsinapwguinasa, los que
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35 ¿dados a los canales de iones, los que median la internalización
del ligando y los que catalizan el intercambio de nucleótidos de.
guanina mediante las proteinas G, en respuesta a la unión con el
ligando (45).

Dentro de estos últimos existen los llamados receptores
B-adrenérgicos (46), que están asociados a la estimulación de la
adenilato ciclasa y los a-adrenérgicos o muscarinicos (47), aso
ciados a la inhibición de la enzima.

Estos receptores se han purificado a homogeneidad (48-50)
y reconstituído con proteinas G en vesículas de fosfolipidos
(51). Se ha estudiado su regulación por modificación covalente
(52) y, recientemente, se han aislado y secuenciado los genes y/o
cDNAs(DNAscopia) de tres de los cuatro subtipos (53-53),

Esta familia de receptores ejemplificada por los recepto
res adrenérgicos, incluye también a la rodopsina, que está aco
plada vía la proteina G, transducina, a una fosfodiesterasa de
GMPcíclico (59), y es posible que los receptores de las sustan
cias odoriferas formen parte de este grupo (60).

Se ha deducido la secuencia aminoacídica para los recep
tores Bi (56), Bz (53,54) y az (57). Los receptores adrenérgicos
y relacionados son proteinas integrales de membranaque requieren
detergentes para su solubilisación.

En el diagrama de la Figura 1 se puede observar como es
tos receptores están dispuestos en la membranaplasmática.

Todos los receptores presentan siete tramos transmembra
na, de 20 a 28 aminoácidos hidrofóbicos, que están conservados.
Otras zonas comolos loops citoplasmáticos C-I y C-II están razo
nablemente conservados. Los dominios extracelulares, el loop ci
toplasmático C-III y el carboxilo terminal son divergentes.

Tienen uno o más sitios potenciales de N-glicosilación
cerca del N-terminal, y sitios potenciales de fosforilación en
los dominios citoplasmáticos.
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NHz-Terminal
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Superficm
extracdular

Superfick
intracelular
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C-Terminal

Representación esquemática de la posible organización
de los receptores adrenérgicos.Segmentos M-I a M-VII,
tramos transmembrana; aminoterminal y loops E-I, E-II y
E-III, expuestos a la superficie extracelular; oarboxi
lo terminal, loops
cara citoplasmática

C-I, C-II y C-III, expuestos a la
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Este arreglo transmembranaque se propone, es especulati
vo y está basado en los estudios de hidrofilicidad de las secuen
cias de aminoácidos.

Hay evidencias que sugieren que las regiones conservadas
transmembrana están involucradas en la unión a los ligandos y los
dominios citoplasmáticos están acoplados a las proteínas regula
torias, pero hasta el momentolos resultados son preliminares
(61).

Los receptores están sujetos a varias formas de regula
ción. Cuandouna hormonaestimula adenilato ciclasa, los niveles
intracelulares de AMPcíclico aumentan, la proteína quinasa A se
activa, y el receptor B-adrenérgico se fosforila. Este importante
mecanismo es el que se conoce con el nombre de desensibilización
heteróloga (52). Phwuw ár-M“W> Miurmmhmww“_—'
’*_m"—.MEnla Figura 2 se puede observar un modelo de los eventos
moleculares involucrados en la desensibilización homólogadel re
ceptor B-adrenérgico. La fosforilación y el desacople funcional
de los receptores de la adenilato ciclasa activada ocurre luego
que el agonista se ha acoplado a su receptor. Posteriormente, el
receptor es internalizado dentro de las células en vesículas y a
lli desfosforilado, regenerado y reciclado.

111.2.Wing.
El componente catalitico de la adenilato ciclasa es el

encargado de catalizar la conversión de ATP a AMPcíclico, en
presencia de cationes divalentes.

Aunque se ha progresado mucho en la resolución bioquímica
de los componentesde la adenilato ciclasa de eucariotes, la pu
rificación de la subunidad catalítica es la que mayores dificul
tades ha presentado.

11
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/
/

'Agonista ,’/ Achación

\ - \\Reudado
\

Figura 2: Modelo de desensibilización homóloga de receptores.BAR,
receptor B-adrenérgico; Ns, subunidad estimulatoria
la adenilato ciclasa;

de
C, subunidad catalítica de la a

denilato ciclasa; B-ARK, quinasa del receptor B-adre
nérgico.
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El descubrimiento del diterpeno forskolina, que actúa es
timulando la adenilato ciclasa en preparaciones libres del compo
nente regulatorio Ga, llevaron a Seamony Daly (62) a especular
que este actúa directamente sobre la enzima. Siguiendo esta pau
ta, Pfeuffer y Metzger (63), prepararon una columna de afinidad,
7-0-hemisuccinildeacetil-forskolina-agarosa, que fue utilizada
por Smigel (64) para purificar la subunidad catalítica de la ade
nilato ciclasa de cerebro bovino, libre de la subunidad estimula
toria de la enzima.111.3.

El hecho de que una proteína G estuviera involucrada en
mecanismos de señales transmembrana fue sugerido por Rodbell,
Birnbaumer y col. en 1971 (65), debido a que se descubrió el re
querimiento de GTP para la activación hormonal de la adenilato
ciclasa.

La purificación de las proteínas G (66) que están asocia
das a la enzima, la capacidad de ciertas toxinas de ADP-ribosilar
(67-72 ) proteinas G especificas (toxina del cólera y pertussis),
la purificación de los receptores B-adrenérgicos (49) y por su
puesto de la adenilato cielasa, han dado una vasta información
sobre los mecanismosmoleculares por los cuales se transdueen se
ñales del medio externo hacia el citoplasma celular.

La regulación de la actividad de la adenilato ciclasa en
respuesta a agentes estimulatorios (adrenalina, ACTH, gonadotro
finas), o a sustancias inhibitorias (agonistas az-adrenérgicos),
es mediadopor distintas proteinas G, llamadas Gs (estimulatoria)
y Gi (inhibitoria)(Figura 3).

13



14

aiBX,

Sistema adenilato ciclasa.
receptor inhibitorio;

subunidad inhibitoria; C, subunidadcatalítica.
regulatoria;Ri, aaBX, subunidad

Figura 3. Rs, receptor estimulatorio;

ATP CAMP oPPi

m

Introd ;uccion



Introducción

La concentración de GMPcíclico en los segmentos externos
de los bastones de la retina, determinante crucial de la excita
ción visual, es regulada por una proteína G llamada transducina o
GT, la cual activa la fosfodiesterasa de GMPcíclico en respuesta
a la rodopsina activada por luz (59 )(Figura 4).

Luz

D'ISCosemento —->
¡nigerno -— membrana RHOdisco

TD PDE

AV VAVÍSe ment ,
engano GIP ‘cma; \

GDP stMP

Cuerpo
smaphco

Figura 4. Estimulación fosfodiesterasa de GMPcíclico en la reti
na. RHO,rodopsina; TD, transducina; PDE, fosfodieste
rasa de GMPcíclico.

Muchas hormonas movilizan Ca3+ intracelular por la habi
lidad de hidrolizar el fosfatidil inositol 4,5-difosfato (PIPz) a

inositol-1,4,5-trifosfato (IPs) (73,74), mediantela fosfoligasa
C (PLC) que está influenciada por nucleótidos de guanina. La es
timulación de la PLCmediada por receptores está probablemente a
sociada a proteínas G. Un modelo simple propone que, una vez for
madoel IP3 y el diacilglicerol (DG), éstos sirven como segundos

15



Introducción

mensajeros, el primero (IPs) para liberar las reservas de Ca3+
intracelular y el segundo (DG)activaria la proteína quinasa C,
dependiente de fosfolípidos (75), modelo que no está probado. En
la Figura 5 se puede observar un esquema de este modelo.

.PIPZ—> IP3+DG

20 .Ca Qumasa-C

Figura 5. Estimulación de la PLCmediada por receptor.a1AR, re
ceptor; apBX, proteína G; PLC, fosfolipasa C; Ple,
fosfatidil inositol 4,5-diposfato ; IPa, inositol 1,4,5
trifosfato; DG,diacilglicerol.

Tambiénhay evidencias recientes donde se ve la posibili
dad de que las proteínas G ejerzan un control sobre la función de
canales iónicos (74).

Las proteínas G son heterotrímeros, con subunidades de
signadas a, B y 3 en orden decreciente de masa. Las subunidades a
difieren claramente dentro de los miembrosde esta familia y, al

16
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menos por el momento, definen la proteina G. Las subunidades B y
3 probablemente sean compartidas entre algunas subunidades a para
formar oligómeros específicos.

El porcentaje de identidad de secuencia entre las subuni
dades a varía entre 35 y 94%y tienen 82 aminoácidos invariantes
(146). La mayoría de las regiones que presentan secuencias
altamente conservadas se hallan cerca de las zonas que participan
en la interacción con los nucleótidos de guanina.

Las bases de estas predicciones provienen de estudios
biofísicos realizados con la estructura cristalina de la forma
GDPdel Ef-Tu (231) y trabajos genéticos aplicando mutaciones en
proteinas Ras, que afectan las interacciones con los nucleótidos
de guanina. Estas dos estrategias han aportado resultados comple
mentarios y han permitido identificar cinco regiones de homologia
que son cruciales en la interacción con los nucleótidos de guani
na. Son las llamadas A, C, E, G, e I, según la nomenclatura de
Halliday (162). Regiones análogas se pueden encontrar en las pro
teinas G (274).

Gs se definió funcionalmente por su capacidad de activar
la adenilato ciclasa. En su purificación se encontró que era una
¿Mie/15€l9.,_51_9,5__.0.1i591???“agewdriferian en 13..fi9‘°}1n%dad a (P950 "'0’
lecular aparente en geles SDS-poliacrilamida, 52000 y 45000), y
que poseían subunidades B y 3 indistinguibles (66,76). Se clona
ron los cDNAsde cerebro bovino (77), adrenal bovina (78) y cere

bro de rata (79). Se vio que las secuencias para estas 22s va
riantes era idéntica y que diferían en la alteración de dos y la
deleción de 14 aminoácidos, por lo que se plantea ¿33"33BSENMBESJÑ
vienen de un mismo ¿¿¿Í"}m—sus mRNAsson producto de un splicing
alternativo (74).

17
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La proteína G3 fue purificada también utilizando cromato
grafía de afinidad de GTP-Sepharosa(80). Su papel estimulatorio
se ha probado cuando se reconstituyó el sistema adenilato ciclasa
en vesículas de fosfolípidos a partir de los componentes purifi
cados, receptores B-adrenérgicos, G9y la ciclasa (81). Su acti
vidad regulatoria está determinada por la capacidad de la subuni
dad Gaa de unir e hidrolizar GTP. La toxina del cólera interrumpe
la señal de transducción porque ADP-ribosila a Gac, inhibiendo de
esta manera su actividad de GTPasaintrínseca.

Recientemente, se ha aislado y caracterizado el gen de la
subunidad a de G3 humana, a partir de una biblioteca genómica hu
mana, utilizando como sonda para detectarlo un cDNAde rata, y se
vio que este gen es de alrededor de 20 Kb y está compuesto de 13
exones y 12 intrones (82).

Se sugiere también, que debido a la organización del gen,
exón-intrón, existirían cuatro tipos de RNAsmensajeros, que ya
fueron encontrados por Bray y col. (83), que derivan de un solo
gen por el mecanismo que se conoce bajo el nombre de "splicing
alternativo" a partir de un mRNAprecursor. Esto explicaría por
qué, varios autores encuentran más de una especie de cDNA cuando
se pretende caracterizar las Gsa.

La proteína Gia fue visualizada por primera vez como un
sustrato de 41 Kd para la ADP-ribosilación por la toxina pertu
ssis. La proteína oligomérica Gi fue purificada de hígado de co
nejo (84,85) y eritrocitos humanos (86,87). Aunque la subunidad a
de Gi es distinta a la de Gs, la subunidad B es aparentemente i
déntica (88). También se detectó la subunidad X (75).

18
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Las propiedades funcionales atribuibles a Gi fueron dedu
cidas por reconstitución de la proteina de higado de conejo y las
membranas de las células de linfoma S49 (89,90).

Se han purificado Gi de cerebro bovino (91,92) y de rata
(93), pero existe heterogeneidad de sustrato para la toxina pere
tussis.

Nukaday col. (94) purificaron la Gia (a41) de cerebro
bovino y determinaron su secuencia aminoacidica por péptidos
tripticos. Itoh y col. (79) aislaron un clon de cDNAde una bi
blioteca de glioma CGde rata y encontraron que la secuencia de
aminoácidos deducida diferia en aproximadamente un 11%de la en
contrada por Nukada et al (94).

Aparentemente, también las subunidades ai presentan cier
ta heterogeneidad, y este hecho también se puede observar en ce
rebro humano, donde se han encontrado dos clones para la subuni
dad a de Gi (95).

Bourne y su grupo (96) construyeron la primera cadena a
quimerica, que posee el extremo NHz-terminal de ai y el COOH-ter
minal de as, ambos murinos. Este cDNAde la subunidad a recombi
nante está clonado en un vector retroviral y con él transfectaron
células S49 cyc- (deficientes en ciclasa) y demostraron que, al
responder el hibrido ai/as a la estimulación de adenilato ciclasa
via el receptor adrenérgico, seria el dominio GOGH-terminalde la
subunidad as la que se acopla al receptor, para mediar esta res
puesta estimulatoria.

GTa

GTo transducina (T) es uno de los componentes mayorita
rios de los discos de los segmentos externos de la retina y se
purifica sin el uso de detergentes (97). La disponibilidad de an
ticuerpos contra la subunidad a de T y el conocimiento parcial de
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su secuencia aminoacidica, ha permitido el clonado de DNAs copia
por varios laboratorios (74). Se han elucidado dos secuencias que
difieren aproximadamente en un 20% (GTaI, GTaZ). Se cree que es
tas isoformas actuarian en los segmentos externos (GTul) y en los
conos (GTaZ), cumpliendo roles semejantes.

En la Figura 6 se puede ver esquematizada, la transduc
ción de las señales externas a través de las proteínas G y su
posterior efecto sobre las proteinas efectoras.

Goa.

Durante los intentos de purificar Gi de cerebro, Stern
weis y Robishaw (91), encontraron una proteina que unía GTPy era
sustrato de la toxina pertussis, y que poseía una subunidad a de
peso molecular aparente 39000 y subunidades B y 3 idénticas a a
quéllas de Ga y Gi. A esta nueva proteina G se la llamó Go (o =
otra proteína G) y hay evidencias de que no es un producto de
proteólisis de Gi. Itoh y col. (79) clonaron Goa de cerebro de
rata.

Aunque la función de Go es desconocida, su existencia am
plía el panoramade las funciones que tienen esta familia de pro
teínas.

Otras proteínas G

Se ha descubierto recientemente una proteina Ga llamada
_E¿, aislada de placenta humana, con un peso molecular aparente de
21000 (98). Tambiénse ha aislado una proteína similar a ésta de
25000 D de cerebro bovino (99). Estas proteínas unen_gÏF, pero es
dudosa su ADP-ribosilacion por toxina pertussis y tampoco se ha
probado su capacidad de hidrolizar GTP. 7’ " VHM>MV
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Figura 6. Esquemade transducción de señales
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Existen otras proteínas que unen GTP como la proteína
p21ras y su homóloga en S. cerevisiae, RASZque tiene actividad
de GTPasay se ADP-ribosila con la toxina del cólera. Esta última
estaría implicada en la regulación de la adenilato ciclasa (100).

Subunidades B

La purificación de Ga, T y Gi ha revelado la presencia de
polipéptidos de 35 KDsimilares, asociados a más de una subunidad
a diferente. Clivajes proteoliticos de subunidades B aisladas de
Gs, T y Gi dan mapas peptidicos idénticos (88,101). Varios anti
sueros anti-transducina no distinguen entre subunidades B prove
nientes de distintas proteínas G (102). Clones de cDNA aislados
de genotecas de retina bovina e hígado humano, presentan idéntica
secuencia de aminoácidos (103-105). Pero se sabe que existe cier
to nivel de heterogeneidad de la subunidad B, ya que ésta puede
ser resuelta en un doblete de 35 kD/36 kD (Bas/Bas) por electro
foresis en geles de SDS-poliacrilamida. Este doblete se encontró
en subunidades B provenientes de Ga, T y Gi (81,91).

Recientemente se ha demostrado que las subunidades Bas y
Bas, llamadas BZy B] respectivamente, están codificadas por dos
genes diferentes (106). La relación que existe entre B2 y B1 se

desconoce. Cohen y col. (94) sostienen que los genes EE y B} ma
pean en distintos cromosomas en el genoma humano.

Subunádades X

Primeramente se reconoció la subunidad X de GT (85,107),
pero su detección como un componente de G9 y Gi se retraso, ya
que esta proteina no se teñía fácilmente en geles de poliacrila
mida. Se han clonado y secuenciado cDNAsde la subunidad 3 de Gt
(108,109); también se ha secuenciado la proteína (110).
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GT3posee posee 74 residuos aminoacídicos (Mr23400), es
muyhidrofilica y acídica. Anticuerpos contra GT8no reconocen
subunidades 3 de otras fuentes. Es probable que los bastones de
la retina tengan distintas subunidades B y 3, mientras que las
proteínas G, en células que expresan esencialmente todas las Ga,
Gi o varias Go, compartan un complejo 83 común.

De todas maneras, hay evidencias que en preparaciones de
proteínas G de cerebro existen múltiples subunidades 8 (91).III-4.

Rodbell en el año 1970 (111) describió un modelo para el
sistema adenilato ciclasa, compuesto por un discriminador hormo
nal o receptor, un transductor y un amplificador o unidad catali
tica. El conjunto constituye la unidad de transferencia de infor
mación del sistema adenilato ciclasa (Figura 7).

La presencia de este transductor o proteína regulatoria,
capaz de establecer un nexo entre la cara externa de la membrana
y la subsecuente activación de la enzima, no tenía basamento ex
perimental, hasta que poco después, Rodbell demostró el requeri
miento de nucleótidos de guanina para la activación hormonal de
la adenilato ciclasa (65). Estudios realizados empleandoanálogos
no hidrolizables de GTP, tales como GPP(NH)P, GTP-K-S, demostra
ron que la activación de la enzima se producía en ausencia de
hormona (112,113).

Cassell y Selinger hallaron una actividad de GTPasa en
membranasde eritrocito de pavo, estimulable por catecolaminas, e
inhibible por toxina del cólera (114).
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Amplificador
Discriminador

Señal _Señal
externa Interna

Transductor AMPcíclico

Figura 7. Unidad de transferencia de información del sistema ade
nilato ciclasa. 

En base a sus hallazgos, los autores propusieron un mode
lo (Figura 8), según el cual el estado activo de la enzima es el
complejo adenilato ciclasa GTP, la actividad de GTPasa disocia
dicho complejo. La inhibición de la hidrólisis del GTPpor la to
xina del cólera, o el reemplazo de GTPpor un análogo no hidroli
zable, producirian una sustancial activación de la adenilato ci
clasa por estabilización del complejo antedicho.

En el año 1977, Pfeuffer (80) logró purificar, por croma
tografía de afinidad de GTP-Sepharosa, una proteina que aparecia
parcialmente resuelta de la adenilato ciclasa. Esta proteína pudo
ser reconstituída en membranasplasmáticas de linfoma S49 (cyc-).

Posteriormente, se demostró que estas células no tenían
subunidad estimulatoria de la adenilato ciclasa (115-117).
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Figura 8. Modelode la regulación de la actividad de la adenilato
ciclasa. Cassel y Selinger (114).

Esta proteína llamada N o G/F se identificó como la subu
nidad estimulatoria de la adenilato ciclasa.

Comose puede observar en la Figura 9, el agonista se une
al receptor y el complejo HRN (hormona, receptor, proteína
activa la proteína N,

La actividad de
ciación de N con C,
estimulación. GTPasaintrínseca de N, o la aso

los
dell

que también hidrolizaría el GTP, serían
mecanismos moleculares que se proponen para la desactivación
sistema (41).
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HR.

AcactMgu»/GT

NADPi N Ctx

GDP

Figura 9. Esquemade regulación de la adenilato ciclasa (41).

A partir del descubrimiento de la proteína Ni (subunidad
inhibitoria de la adenilato ciclasa por técnicas semejantes a las
empleadas para N3 (proteina N) y su propiedad de ADP-ribosilarse
con la toxina pertussis (84-87), el modelode regulación de la
enzima se pudo ampliar al esquema que se ve en la Figura 10.

A medida que los distintos componentes del sistema adeni
lato ciolasa fueron purificados y reconstituídos (ver Tabla 2),
se obtuvo información respecto de la forma en que éstos interac
tuaban entre si para llegar a un complejo sistema de regulación
de la enzima (Figura 11).
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Figura 10. Esquemade regulación de la adenilato ciclasa.
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Subunidad Moléculae blanco Referencia

as Subunidadcatalítica de la
adenilato ciclasa 118
Canales calcio 119

ai Subunidadcatalítica de la
adenilato ciclasa 120,121

-R0dOpGina 122
Fosfodieeterasa de AMPcíclico 123
Canal K+ 124,125

ao Rodopeina 126
Receptor muscarínico 127
Canal K+ 128

BE Fosfolipaea A2 129
Foefodiesteraea de AMPcíclico 120
Subunidadcatalítica de la
adenilato ciclaea 131-134

Tabla 2. Funciones de las eubunidadee a o BKaisladas. Se inclu

mentoe de membrana (130).
yen sólo reeonstitucionee con componentes puros o frag
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Figura 11. Sistema de Regulación de la adenilato ciclasa (36).
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En el estado basal, las proteinas G están en su forma o
ligomérica, con el GDPunido fuertemente a G3. Cuando el complejo
hormona-receptor (H-R) interacciona con la proteína G, hay un
cambio conformacional que lleva a la disociación del GDP. El com
plejo H-R-Ges un intermediario presumiblemente estable, pero de
vida media corta en presencia de concentraciones normalmente al
tas de GTP. La unión de GTPa Gsa causaría el desacople del com
plejo H-R-Gy, además, reduciría la afinidad de Gaa (ahora unida
a GTP) por el complejo BK. El complejo Gac-GTPactivaria la ade
nilato ciclasa.

En lo que respecta a la inhibición del sistema, se ha ob
servado que la activación de Gi por análogos no hidrolizables de
GTP, lleva a la disociación de Gi en Gia y B8, que la inhibición
depende de la presencia de Ga (90).

En base a los datos obtenidos, Gilman (74) propone que la
activación hormonal de Gi, lleva a la disociación de sus subuni
dades, y el complejo 03 liberado se uniria a Gea, inhibiendo de
esta manera la adenilato ciclasa. Bor_lo tanto, el mecanismo”de”
inhibición sería en realidad una desactiyación.

Es importante '¿eñáiáï"aae en estudios de la inhibición
hormonal de la adenilato ciclasa en células S49 (no tienen Gac),
se ha observado un pequeño efecto inhibitorio de Gia-GTP-X-S
(92), lo que ha llevado a algunos autores a suponer que la Gia
tendría un rol másdirecto en la inhibición de la adenilato ci
clasa.

La desactivación de la proteína G, es decir la termina
ción de la señal, se debe a la actividad GTPasadependiente de
Mg2+del complejo Gea-GTP, lo cual llevaría a la reasociación de
Gea-GDF con BS para formar Gs-GDP, quedando, de esta manera, com
pleto el ciclo.
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Los estudios de AMPcíclico y la adenilato ciclasa en eu—
cariotes inferiores han permitido dilucidar mecanismosde regula
ción relacionados con el nucleótido, y también comprender mejor
el comportamientoy las características moleculares de la enzima
responsable de su síntesis.

A continuación se detallan algunos de los estudios reali
zados con ciertos organismos, que han recibido una atención espe
cial en el conocimiento del sistema AMPcíclico.

Mucor rouxii es un hongo dimórfico que al ser crecido en
condiciones aeróbicas, desarrolla forma micelar, mientras que en
anaerobiosis adquiere características levaduriformes. Se encontró
que cuando los cultivos pasan de una atmósfera anaeróbica a una
aeróbica se produce una disminución de los niveles de AMPcíclico
y una transición de levadura a la forma filamentosa, transición
que no ocurre en presencia de dibutiril-AMP cíclico (133).

Cantore y col. (12) hallaron que la actividad de adenila
to ciclasa disminuye durante las primeras horas de germinación,
lo mismo que la actividad de la PDE de AMPc. El nivel de AMPci
clico llega a un minimoen el estadio de células redondas y luego
aumenta cuando el tubo germinal se alarga, hasta llegar a un pla
teau. En este período, la actividad de adenilato ciclasa aumenta.

Blastodiella emersonii es un hongo, cuyo ciclo sexual co
mienza con una célula flagelada sin pared celular (zoospora), que
en condiciones apropiadas retrae su flagelo, sintetiza pared ce
lular y forma un túbulo germinal (germinación), el cual origina
un sistema rizoidal que crece en forma rápida (fase vegetativa).
A1agotarse los nutrientes se interrumpe la fase vegetativa y se
inicia la esporulación (134).
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La actividad de adenilato ciclasa cambia durante el ciclo
de vida. En la fase vegetativa es muybaja, aumentando considera
blemente durante la esporulación. Paralelamente aumenta la acti
vidad de fosfodiesterasa, es decir que los niveles de AMPcíclico
permanecenconstantes durante esta transición (135).

Durante la germinación, las actividades especificas de la
adenilato ciclasa y de la fosfodiesterasa van disminuyendo gra
dualmente; no obstante, la desaparición de esta última es más
brusca. Durante la primera fase de la germinación, la transición
de zoospora a célula redonda, previa a la aparición del tubo ger
minal, los niveles de AMPcíclico aumentan en forma transiente
(136). Jones y col. (137) pudieron inducir dicha diferenciación
de las zoosporas con AMPco inhibidores de la fosfodiesterasa.
Estos resultados sugieren un papel activo del AMPcdurante la
morfogénesis de B. emersonii.

El ciclo de vida del Dictyostelium discoideum involucra
una fase vegetativa unicelular ameboide y un cuerpo fructífero
multicelular. En respuesta al agotamiento de los nutrientes, las
células se agregan y forman un cuerpo de fructificacion multice
lular formado por dos tipos de células (138). La agregación se
produce por quimiotaxis.

El primer quimio-atractor que se identificó fue el AMP
cíclico (139), que también estimula la diferenciación. En las
primeras horas de ayuno, las formas ameboides adquieren la capa—
cidad de responder quimiotácticamente al AMPcy transmitir esta
señal a sus vecinas, por síntesis y liberación oscilatoria de
AMPc.Asociado a este evento, la adenilato ciclasa se activa en
forma transiente, aumentandoel AMPcíclico intracelular que se
excreta a una velocidad proporcional a su concentración interna
(140).

La adenilato ciclasa de D. discoideum es particulada y
depende de ATPMg2+como sustrato, es estimulada por Mn2+e inhi
bida por Ca2+ (37).
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En Parameciumtetraurelia, tanto la orientación como la
frecuencia de batido de las cilias está regulado por el potencial
eléctrico a través de la membranaplasmática (141).

Estudios con células permeabilizadas evidencian que el
Ca2+es el mediador de la depolarización-inversión de la direc
ción de nado de este protozoo (142)..Trabajos recientes demues
tran que el AMPc incrementa la frecuencia y también la orienta
ción del batido de las cilias (143).

El paramecio posee una adenilato ciclasa que está locali
zada en las membranas ciliares (144), activa con ATPMg3+como
sustrato. Schultz et al (144) encuentran que el Ca3+ inhibe de
forma no competitiva a la enzima respecto de ATPMg2+y no es ac
tivada por calmodulina. En cambio, Gustin y Nelson (8) encuentran
que a concentraciones micromolares de Ca2+ la adenilato ciclasa
se estimula, y a concentraciones milimolares se inhibe. Además,
encontraron que la enzima es inhibida por antagonistas de calmo
dulina, pero no demostraron la activación por este factor.

Willumsen et al. descubrieron la proteína monomérica
p21ras, que une GTP (146) y su homóloga RASZen Saccharomyces ce
revisiae, que activa la adenilato ciclasa (147). Se sugirió que
las proteínas RASpodrian funcionar comoproteínas G.

S. cerevisiae posee una adenilato ciclasa unida a membra
na, sensible a GTP,que es similar en ciertos aspectos a la enzi
ma de mamíferos. El GPP[NH]Pes más efectivo que el GTP en la es
timulación de la enzima, el Mn2+estimula la actividad cataliti
ca, no asi el fluoruro y_la toxinadehcoleraj

xu/ La subunidad catalitica; ¿e conoce como CYRl o CDC35. La
asociación de la adenilato ciclasa a la membranasugiere que ésta
responde a una proteína detectora o receptora que es estimulada
por señales externas. Se postula que ésta seria el producto del
gen CDCZS(93), aunque parece no ser un receptor clásico, ya que
no está claro su putativo dominio transmembrana.
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En la Figura 13 se puede ver un esquema del sistema ade
nilato ciclasa en S. cerevisiae. El gen de la enzima está clonado
(148) y secuenciado (149).

---

\

Du--.l

CDc25 i
RASZ

MP CAMP

Figura 13. Esquemadel sistema adenilato ciclasa en Sacharomyces
cerevisiae.

El AMPCcumple al menos dos funciones en la regulación de
esta levadura: comoregulador negativo en la esporulación (150),
y positivo en el comienzodel ciclo celular (151).

Los trabajos más importantes en cuanto a la participación
del AMPcen la morfogénesis de Néurospora crassa, corresponden a
los grupos de Scott (152,153) y de Torres (154,155). El primer
grupo, utilizando una cepa mutante (Fr) de N. crassa, logró res
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taurar la morfología salvaje bado condiciones de cultiVo que ha
cian aumentar los niveles intracelulares de AMPc(153). Además.
utilizando una cepa salvaje se logro producir mutantes morfológi
cas, fenotipioas, agregando al medio de cultivo sustancias que
disminuian el nivel intracelular del nucleótido cíclico (152).

trabajaron con N.
equiva

Torres y col. la mutante crisp-l de
crassa y demostraron que los niveles de AMPcíclico son
lentes al 0,5-1% de los
determinaron que el agregado de AMPco dibutiril-AMPc al medio de

encontrados en la cepa salvaje (154), y

cultivo de la mutante,
(155).

revierte la morfología al fenotipo salvaje

La adenilato ciclasa de N. crassa está débilmente asocia
da a membrana, es dependiente de ATPMnZ+,insensible a fluoruro,

. GTP, GPP(NH)P(11,156,157) y es activable por Ca3+-calmodulina en
‘¡presencia de ATPMgZ+como sustrato (34).

El Trypanosomacruzi es el agente etiológico de la enfer
medad de Chagas. Este parásito posee un ciclo de vida que involu
cra la alternancia de dos huéspedes, uno mamífero y un insecto
hematófago que representa al vector. El T. cruzi presenta tres
estadios definidos en su desarrollo: amastigote, estadío repro
ductivo intracelular; tripomastigote, estadio infectivo, es la
forma libre en la circulación sanguínea; y epimastigote, forma
multiplicativa en el lumendel insecto vector.

La adenilato ciclaSa de T. cruzi depende de ATPMn2+ como
¡untrato. también responde a ATPM53+
fracción particulada.

pero la
GPP(NH)P, forsko

y se encuentra en
Es insensible a fluoruro,

lina y hormonas (22).
Otro punto interesante de destacar es Que membranas de T.

crusi tratadas oon N-etilmaleimida (NEM)pueden reconstituir con
membranasde linfoma S49 (deficientes en Ga) y responder a fluo
ruro e isoproterenol (168). Esto implica que existiría una prote
ína regulatoria tipo
del cólera (158).

Gs, que además se ADP-ribosila con toxina
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Es importante destacar que tanto Trypanosomacruzi como
Neurospora crassa parecen poseer una subunidad catalítica de ade
nilato ciclasa semejante a la de mamíferos, en cuanto a peso mo
lecular, funcionamiento y regulación, ya que se han podido re
constituir en sistemas heterólogos. Membranasde higado de rata o
de eritrocitos de pavo, tratadas con N-etilmaleimida (que anula
la actividad catalitica de éstos), se reconstituyeron con la sub
unidad catalítica de T. cruzi o de N. crassa (159-161), como se
puede ver en la Figura 14.

Comoresultado de esta interacción, el sistema reconsti
tuído responde a los efectores comunesde la adenilato ciclasa de
eucariotes superiores GPP(NH)Pmás isoproterenol, fluoruro, toxi
na del cólera, en presencia de ATPMg2+como sustrato.

V. ADENlLAIQ_QICLASA_EH_BAQIEBIAS

La existencia de adenilato ciclasa en bacterias fue pri
meramentepuesta de manifiesto en Brevibacterium liquefaciens en
1967 (35). Esta enzima fue posteriormente purificada, alrededor
de 4500 veces, y su peso molecular estimado en 92400 (36). Ide en
1971 (20) ha informado la existencia de adenilato ciclasa en Hí
crococcus lysodeikticus, Arthrobacter globifbrmis, Corynebacte
rium equi, Nocardia erytropolis, Alcaligenes faecalis, Erwinia
caratovora. Se ha purificado también la adenilato ciclasa de
Streptococcus salivarius (162).

Unade las ciclasas bacterianas más estudiadas es la de
Escherichia coli, que fue documentada en 1969 (18,19). Yang y
Epstein (31) han encontrado el 80%de la actividad enzimática en
la fracción citoplasmática y han demostrado que la enzima asocia
da a membranapuede ser extraída sin el uso de detergentes y han
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Figura 14. Esquemade reconstitución
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determinado un peso molecular de 95000 por ultracentrifugación en
gradientes de sacarosa y 92000por filtración en geles. Estos pe
sos moleculares concuerdan con el peso molecular calculado a par
tir de la secuencia nucleotidica completa del gen cia, 97542, co
rrespondiente a 848 residuos aminoacídicos (163).

Se han realizado numerosostrabajos científicos tratando
de elucidar los mecanismos por los cuales es regulada la expre
sión de la adenilato ciclasa de Escherichia coli.

La proteína receptora de AMPc(CAP o CRP) de E. coli,
forma un complejo, CAP-AMPc,que es capaz de unirse al DNA para
activar la transcripción de varios operones del metabolismo de
ciertos azúcares, comoarabinosa, maltosa, galactosa, etc. (164).
Se ha observado repetidamente que mutantes crp (gen que codifica
para CAP), que no producen CRP, incrementan los niveles de acti
vidad de adenilato ciclasa y secretan AMPcal medio (185). Tam
bién se sabe que la fosfodiesterasa es pobremente activa en E.
coli (165).

Danchin y col. (167) han fusionado operones y proteinas
por recombinación in vitro, tanto en el fago X, comoen plásmidos
de bajo número de copias y directamente en el cromosomaen el lo
cus cya. Estos autores proponen que el complejo CAP-AMPCejerce
un control negativo moderado en la expresión del gen cya. En con
comitancia con una baja velocidad de crecimiento característica
de las cepas cya-, estos autores han observado un considerable
aumento de la expresión de la enzima. Este aumento en la síntesis
de la adenilato ciclasa no parece depender de la presencia de CAP
funcional; parecería estar controlada a nivel de la transcrip
ción.

Varios autores han sugerido que un posible control de la
actividad de la adenilato ciclasa se podria verificar a través
del sistema de transporte de carbohidratos dependiente de fosfoe
nol piruvato (PTS). Este sistema transporta azúcares, como la
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glucosa, fructosa, manosa, sorbitol, manitol, etc., al interior
de la célula comoderivados fosforilados a través del sistema PTS
que utiliza la energía derivada del fosfoenol piruvato (PEP).

En la Figura 15 se puede observar un modelo para la regu
lación por el sistema PTS. Unaproteína citoplasmática, enzima I,
es fosforilada por el PEPy, a su vez, ésta fosforila a una pe
queña proteína termoestable, también soluble, conocida como HPr.
Estas dos proteínas no presentan especificidad de azúcar (168).

Membrana
I

{exterior
Manüm-G-P . .

Intenor

pEp Enz¡ma_t P_HPr Manltol

memo P-I HPr

Glucosa-B-P

Figura 15. Sistema PTS
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El transporte específico de carbohidratos requiere de o
tras dos proteínas unidas a membrana, la enzima II (E-II) y en
algunos casos, la enzima III (E-III). Estas enzimas son específi
cas para cada azúcar. La E-III es fosforilada por HPrzPy ésta
E-IIIzP a su vez, fosforila al azúcar que es transportado a tra
vés de la membrana por E-II. Se desconoce por el momento si la
E-III activa directamente la ciclasa (posiblemente por fosforila
ción) o indirectamente por eliminación de su inhibidor (CAP)
(168).

Existen otros factores que también podrian regular la ac
tividad de la adenilato ciclasa, probablemente de manera indirec
ta. Estos incluyen el gradiente electroquimico de protones (169),
y el 2-cetobutirato, un análogo del piruvato, que reacciona con
E-IzP. En presencia de E-I, HPr, E-IIIglu y CAP, funcionales, la
acumulación de 2-cetobutirato causa una drástica inhibición de la
adenilato ciclasa (170,171).

Se pueden mencionar a Ditta y col. (172), que construye
ron una biblioteca genómica de Rhizobiummeliloti con un vector
de amplio rango de huésped. Haciendo uso de esta biblioteca,
Kiely y O'Gara (173) complementaron mutantes de Escherichia coli
que tenían una deleción en locus cya, transformando a éstos con
los plásmidos mencionados. Este procedimiento también fue seguido
por el grupo de Koshland Jr. (174), pero en este caso, la biblio
teca genómica correspondía a Salmonella typhimurium y estaba he
cha en el fago th4. Este investigador ha encontrado un polipép
tido de 81 Kd que complementa a mutantes cya y que presenta acti
vidad de adenilato ciclasa.

Bordetella pertussis es un bacilo Gram-negativo, no inva
sivo. Es el agente etiológico de la tos convulsa. La bacteria
produce un número de factores, los cuales se cree que juegan un
papel importante en la patogénesis (175). Unode estos factores
es la adenilato ciclasa que se detectó por primera vez en prepa
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raciones crudas de la vacuna (176). Esta enzima que es excretada
al medio extracelular (177), es sensible a calmodulina a (178), y
responde a ATPMgZ+o a ATPMn2+como sustrato (177). Se ha estu
diado la adenilato ciclasa asociada a la célula entera, y ésta
responde a la estimulación por calmodulina.

El grupo de Wolff (179) ha estudiado de la enzima de B.
pertussis y propone su localización comose ve en la Figura 16.
El primer compartimiento donde se encuentra la enzima (A), es en
el medio de cultivo que representa un 20%del total de la adeni
lato ciclasa. El resto está asociada a la célula y alrededor del
90%de ésta es sensible a tripsina. Unaparte de esta enzima aso
ciada a la célula puede ser medida con ATP l mM(B). El comparti
miento C representa la adenilato ciclasa extracitoplasmática res
tante, exceptuando una pequeña proporción que puede ser medida a
20 mMde ATP, requiere ruptura celular para ser detectada. Final
mente, una pequeña parte, 7—9%del total de la enzima (D) es in
tracelular o bien, es insensible a tripsina.

El Ca2+es un requerimiento obligatorio para la estimula
ción de la adenilato ciclasa de cerebro bovino, por calmodulina.
El agregado de EGTAa la enzima bacteriana activada revierte este
efecto (170). De hecho, la adenilato ciclasa de B. pertussis es
estimulada por calmodulina en presencia o ausencia de Ca2+ (180).

Bacillus anthracis es el agente etiológico del ántrax, u
na enfermedad grave, frecuentemente fatal que afecta a muchos ma
míferos, incluyendo a humanos. La virulencia de este bacilo in
cluye tres exotoxinas: el antígeno protector (PA), un factor ede
matoso (EF) y un factor letal (LF) y, además, una cápsula de áci
do poli-D-glutámico. El EF ha sido identificado comouna adenila
to ciclasa dependiente de calmodulina (181,182).
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Figura 16. Localización de la adenilato Ciclasa de Bordetella
pertussis (179)

Cuando dicho factor se purificaba de sobrenadantes de
cultivo de los bacilos, se detectaba actividad enzimática sólo en
presencia de extractos celulares eucariotas, especialmente calmo
dulina. Esta actividad es inhibida por EGTA.Esta adenilato ci
clasa invade las células eucariotas y, una vez en el citoplasma,
es activada por la calmodulina presente, aumentando dramáticamen
te los niveles de AMPc(181).

La adenilato Ciclasa de B. anthracis está clonada en E.
coli y se ha podido expresar en esta bacteria (183).
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VI. AIEWMWMWZ +iALflQDllLlflA

La calmodulina fue descubierta por Chueng (134) como una
proteína activadora de la fosfodiesterasa (PDE)de nucleótidos
ciclicos de cerebro bovino. Casi paralelamente, Kakiuchi y Yama
saki (185) descubrieron el papel del Ca2+en el proceso de acti
vación de la enzima.

Posteriormente, Teo y Wang(188) describieron la relación
entre el Ca2+ y la calmodulina, y observaron que el verdadero ac
tivador era el complejo Ca2+-calmodulina.

Esta proteína está ampliamente distribuida y no es espe
cifica de tejidos o especies. Está presente en todos los tejidos
de vertebrados, siendo mayor su concentración en testículo y ce
rebro. Se la encontró también en invertebrados, protozoos, plan
tas superiores y semillas, en algas, musgos y hongos.

En 1981, Iwasa y col. (187) demostraron por primera ves,
la existencia de un factor termoestable aislado de EBcherichia
coli con propiedades similares a la CaM.Este factor está asocia
do a una PDE dependiente de Ca2+, en la fracción soluble de la
bacteria, y activa a la ATPasa (Ca2+, Mgz+) de membrana de eri
trocitos, y a la quinasa de la cadena liviana de la miosina a ni
veles comparables a la activación que produce la CaMde cerebro
bovino y a la PDEde AMPcíclico de cerebro bovino.

A partir del descubrimiento de una proteina pequeña, aci
dica y capaz de unir Ca2+ en Streptomyces erithraues (188), Swan
y col. (189), aislaron, secuenciaron y dedujeron la estructura a
minoacídica completa de esta proteina. Tiene cuatro sitios poten
ciales de unión a Ca3+, pero su ubicación no correpsonde exacta
mente a los sitios de la CaMde cerebro bovino. Esta proteína
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tiene un alto porcentaje de aminoácidos cargados negativamente,
pero la composición aminoacidica total es muydiferente y tampoco
presenta homología interna entre las dos mitades.

Tambiénse reporta la existencia de una actividad tipo
ealmodulina en Bacillus subtilis (190). Activa la PDEde manera
dosis dependiente, se une a columnas de Affigel-fenotiazina de
forma Ca2+ dependiente, y es posible eluírla con EGTAy compite
con CaMde cerebro en experimentos de radioinmunoensayo.

Se ha demostrado que la calmodulina activa otras enzimas
además de la PDEde AMPcíclico; una de ellas es la adenilato ci
clasa.

En la actualidad se conocen muchas adenilato ciclasa de
mamíferos que son estimulables por CaM, como por ejemplo, las de
cerebro (191), corazón (192), músculo liso (193), plaquetas
(194), etc.

Algunas adenilato ciclasas presentan un comportamiento
bifásico frente al Ca2+. Esto es que a bajas concentraciones de
Ca2+, cuando únicamente están ocupados los sitios de unión a Ca2+
alta afinidad de la calmodulina, se activa la ciclasa y a altas
concentraciones, cuando todos los sitios están ocupados, la cal
modulina inhibe la ciclasa.

No sólo se han encontrado adenilato ciclasas de mamíferos
estimulables por CaM,sino también Néurospora crassa (34), Médi
cago sativa (23), y en ciertas bacterias comoBordetella pertu
ssis (178) y Bacillus anthracis (181,182).
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VII. QIANQBAQÏERLAE

Taxonomía

Las algas verde-azuladas ocuparon una posición anómala en
la biología. Fueron tratadas por los botánicos comouna división
(o clase) de algas, debido a que son fotoautótrofos que utilizan
el agua comodador de electrones y, además, contienen dos foto
pigmentos (clorofila a y B-caroteno), que son característicos de
las fotosíntesis de plantas.

El problema de definir en términos positivos las propie
dades que comparten las bacterias y las algas verde-azuladas, pu
do ser resuelto cuando se elucidaron las diferencias fundamenta
les entre la organización celular de organismos procariotas y eu
cariotas (195). En vista de su estructura celular, las algas ver
de-azuladas son reconocidas actualmente comoun grupo importante
de bacterias, que se distinguen de otras bacterias fotosíntéti
cas, por la naturaleza de sus pigmentos y por llevar a cabo foto
síntesis aeróbica. Este grupo se llama cianobacterias. La desig
nación algas verde-azuladas es errónea, pero este nombre común,
muchas veces, es hoy aun, utilizado.

Estas bacterias en la actualidad, tienen un potencial
biotecnológico muy importante. Desde tiempos remotos, las ciano
bacterias han sido utilizadas comofuente de alimento en China,
México y Africa (196).

En asociación simbiótica, Anabaena-Azolla, contribuyen
significativamente a la fertilización del suelo, en las regiones
donde se cultiva el arroz (197). además de proveer nitrógeno,_sqn
capaces de estimular el crecimiento de las plantas. Se han reali
sado experimentos donde, al agregarse extractos de cianobacte
ias, se ha observado un aumento del crecimiento en tomates, ají

CD-'1 s, raices de arroz y rabanitos (198).
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Las ficobiliproteínas, que son colorantes fosforescentes,
podrian ser utilizados en inmunoensayos (199), y se usan para dar
color a los alimentos (199). En Japón, una industria ha desarro
llado un extracto de cianobacterias que puede reemplazar al suero
animal en el cultivo de líneas celulares humanas (192). También
se las utiliza comofuente de arginina y aspártico (200).

Las cianobacterias constituyen uno de los más grandes
subgrupos de procariotas Gram-negativos, y todas las examinadas
sintetizan clorofila a y al menostres ficobiliproteínas: fico
cianina (X máx 620 nm), aloficocianina (X máx 650 nm) y alofico
cianina B (k 670 nm)(201).

De acuerdo a Stanier (201), las diferencias en estructura
y desarrollo permite la clasificación de cianobacterias en cinco
grandes subgrupos que se observan en la Tabla 4.

La Sección l está compuesta por organismos unicelulares
que se reproducen por fisión binaria o por gemación. Las células
son esféricas, cilindricas u ovales. Estas son las cianobacterias
más simples y tienen su contrapartida en otros grupos importantes
de bacterias Gram-negativas, unicelulares.

Los miembros de la Sección II se caracterizan porque pre
sentan un tipo especial de reproducción, fisión múltiple, el cual
no ha sido descripto en ningún otro grupo de procariotas. Todas
comparten la propiedad de que la célula vegetativa, está envuelta
por una capa fibrosa adicional recubriendo a la membranaexterna.
La fisión múltiple lleva a la formación de una pequeña célula es
férica reproductiva, llamada baeocito, que es liberada por la
ruptura de esa capa fibrosa de la célula parental.

La unidad de estructura en las cianobacterias de las Sec
ciones IlI a IV es un filamento de células o tricoma. La elonga
ción del tricoma está \áEEEBEÉad5‘bsí‘üí"ï5cremento en el número
de las células, comoresultado de divisiones celulares intercala
das, repetidas.
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Unlcelulares, células aisladas o Reproducciónpor fisión binaria o gelación Sección l
{orlando agregados que se ¡antie
nen juntos por capas externas Reproducción por fisión Iúltiple que da lugar
adicionales de pared celular a la forlación de pequeñas hijas (baeocytos), Sección ll

o por tisión núltiple y fisión binaria

Reproducción por Tricona sielpre con- División en un
Filalentosas, poseen ruptura al azar del conpuesto de células solo plano
tricona (cadena de trlcoan, por lornaclón vegetativas Sección ¡II
células) que crece del hornogonio y (sec
por división celular ciones IV y V), a En ausencia de fuente División en un solo plano
intercalada veces por gerninación de nitrógeno conbinadOw Sección IV

de acinetos el tricona contiene
heterocistos; algunos División en ¡ás de un plano
producen acinetos Sección V

Tabla 4. Principales subgrupos de cianobacterias

La capa de péptido-glucano crece transversalmente, segui
da por la membranaexterna.

El tricoma vegetativo se encuentra muchas veces envuelto
por una vaina tubular. Cuando la ruptura del tricoma ocurre con
la vaina , la elongación posterior puede suceder en uno o ambos
filamentos hijos, a través de la vaina, eventualmente dejándolos
en posición angular.Esta configuración se conoce comobifurcación
falsa.
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Las cianobacterias filamentosas de las Secciones IV y V
tienen la capacidad de diferenciarse, formandoheterocistos, en
ausencia de fuente de nitrógeno combinada. En algunos casos se
produce el desarrollo de acinetos, cuando el cultivo se acerca a
la fase estacionaria.

Dentro de la Sección IV se encuentra el género Anabaena.
Todos los miembros de este género son autótrofos obligados. En
las cepas que forman acinetos, siempre se desarrollan a partir de
las células vegetativas adyacentes al heterocisto. La reproduc
ción ocurre al azar, por fragmentación del tricoma vegetativo en
cadenas más cortas e indistinguibles de las parentales; estos
tricomas son mótiles. La cepa Anabaena sp (Pcc 7119) fue origi
nalmente descripta como Nostoc muscorum(202), pero no posee las
caracteristicas del género Nostoc (ver Tabla 5). En la figura 17
se puede observar una fotografia de los filamentos de células ve
getativas de Anabaena sp (PCC7119).

Q.] 1 Mp ,

Las células vegetativas de la mayoría de las cianobacte
rias tienen una estructura fina interna uniformey caracteristi
cas (Figura 18)

Tienen una pared similar a las bacterias Gram-negativas
(203). Poseen una capa de péptido-glucano que está recubierta por
una membranaexterna, compuesta de proteínas y lipopolisacáridos
(204). Másallá de la membranaexterna, las cianobacterias pre
sentan vainas o mucílagos formados por polisacáridos (205), que
tienen varios grados de definición estructural. La membranacelu
lar es usualmente simple (206).

Unaparte considerable del protoplasto está ocupado por
los componentesdel aparato fotosintético, que está localizado en
una serie de sacos aplanados, llamados tilacoidales (excepto en
Gleobacter).
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Reproducción por ruptura al
azar del tricoaa, y (en algu
nas) por gerainación de acl
natos, producen tricoaas

‘Heterocistos. intercalados o teralnalea,
posición de los acinetos (al hay), variable

Células vegatativas,esféricas
ovoidss o cilindricas

dnabasna

Células vegetatlvas en foraa
de disco

Nodularlna
hijos indistinguibles del
parental Heteroclsios terainales, se tornan en albos

extrslos del tricoaa, aclnetos aieapre adya
centes al hetsroclsto

Células vegetativas isodíané-l
tricaa o cilíndricas

Cilindrosperaua

Reproducción colo la
descripta ¡ás arriba y
tanbien por foraación de
ua tricoaa distinguible del

Hoaogoniacon heteroclato terainal,
en aabos extreaoa

Células vegetativas esféricas
cilindricaa u ovoides, aclne
tos (ai se producen), no se
ioraan adyacentes al hetero
nieto y genoralaente tornan
cadenas

Nostoc

parental. por ausencia de
rhetsrocistos o por uno o las
de loa caracteres siguientes:
taaaño ¡enor de laa células.
gran aotilldad, íoraación
vacuolas

CHOIOEOBÍHcon heterocisto terainal
en un solo ertreao

Celulas vegetativas lsodiaaé
aétricas o cilíndricas.
Tricola laduro está coapuesto
de células de ancho variable,
heterociatoe predoainanteaen
te lntercalados

Sccytoneaa

Células vegetativas en iorla
de disco, isodialétricas o
cilindricas. Tricoaa laduro
cónico. tiene un heterocisto
terainal

Calotbrix

Tabla 5. Cianobacterias filamentosas
dividen en un solo plano

con heterocistos, <1Ll€3 se
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Figura 17. Filamentos de células vegetativas de Anabaena sp. (PCC
7119)

En estos sacos están localizados los pigmentos lipofíli
cos, clorofila a y carotenos (centros de reacción fotoquímicos),
y la cadena de transporte de electrones fotosíntética (206).

Unacaracterística especial del aparato fotosíntético de
las cianobacterias (también de los cloroplastos de las rodofi
tas), es la localización extratilacoidal de las ficobiliproteínas
(PBPs), que son los pigmentos principales de la antena. Las PBPs
(las proteínas más abundantes en la célula), junto a ciertos po
lipéptidos incoloros que las unen,'están localizadas en organelas
llamadas ficobilisomas (207).

La unión de los ficobilisomas a la superficie del tila
coide es importante para obtener una alta eficiencia en la trans
ferencia de energía al centro de reacción del fotosistema II
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CM, membrana celu
vistas central y

unidas a tila
CY, gra
R, ri

célula vegetativa.
PB1 y PBz,

lateral de dos hileras de ficobilisomas
Esquema de una
lar; TH, saco tilacoidal;

GG, gránulos de glucógeno;
P, gránulos de polifosfato;

bosomas 708; C, carboxisomas, rodeados por el nucleo
plasma; G, vesículas gaseosas. Inserto A, vista am
pliada de las cubiertas celulares (membrana externa,
capa de peptidaglucano y membranacelular). Inserte B,
vista ampliada de parte del tilacoide, mostrando el
par de membranascon los ficobilisomas unidos hacia u
na sola cara.

coides adyacentes;
nulos cianoficina;
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(208). Aunquela organización espacial de los sacos tilacoidales
varía considerablemente dentro de este complejo grupo de organis
mos, el más simple consiste en un arreglo concéntrico de tilacoi
des y se encuentra en la mayoría de las cianobacterias unicelula
res (209)(Figura 19). En otras, los tilacoides están enrollados
sobre si mismos.

Cuatro clases de inclusiones parecen estar universalmente
presentes en las células vegetativas de todas las cianobacterias:
carboxisomas, gránulos de polifosfato, de glucógeno y de cianofi
ficina. Otras inclusiones presentes en algunas de ellas son las
vacuolas gaseosas y los gránulos de poli-B-hidroxibutirato (206).

Los carboxisomas son cuerpos poliedricos que parecen con
tener de 12 a 15 polipéptidos, la ribulosabifosfato-carboxilasa/
oxigenasa (RuBPC/O), la enzima principal en la fijación de COz,
vía el ciclo de Calvin, y una glicoproteina (210).

Los granulos de polifosfato son agregados esféricos de
fosfatos lineales, de alto peso molecular. Proveen el fosfato ne
cesario para la síntesis de ácidos nucleicos y fosfolípidos o co
mo fuente potencial de energía para la síntesis de ATP(208).

Los cuerpos de poliglucosa son gránulos discretos locali
zados entre los tilacoides (211). Es la reserva principal de car
bono. Consisten en unidades de poliglucosa altamente ramificadas,
con cadenas externas cortas.

Los gránulos de cianoficina son la fuente de reserva or
gánica nitrogenada que es sintetizada por, probablemente, todas
las cianobacterias, pero no por otro grupo de organismos. La cia
noficina es un polímero compuesto de sólo dos aminoácidos y su
nombrebioquímicocorrecto es multi-L-arginil-poli-[L-aspártico]
(212).
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AP
fix;

Figura 19. Esquemageneralizado de la organización de las membra
nas en cianobacterias. P, pared celular; MC, membrana
citoplasmática; T, sacos tilacoidales con los ficobi
lisomas unidos.

Muchascianobacterias planctónicas poseen vacuolas gaseo
sas (213), que son organelas formadas por un conjunto de vesícu
las gaseosas, huecas. Tienen la propiedad de ser permeables a
ciertos gases, pero no los contienen. Tienen capacidad de flota
ción, pero no está clara su función respecto de la protección de
la luz. Nopresentan actividad metabólica. La pared de las vesí
culas gaseosas, usualmente mal llamada membrana, no contiene li
pidos ni carbohidratos, está compuesta solamente de proteínas.
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Se sabe muypoco acerca de la reserva de lípidos de las
cianobacterias. Los gránulos de poli-B-hidroxibutirato (PHB), un
polímero único presente en bacterias, ha sido observado en algu
nas cianobacterias (203).

flgfiprggjfihg

Los heterocistos son células especializadas que se desa
rrollan a partir de las células vegetativas, cuando en el medio
se agota la fuente de nitrógeno. Estas células funcionan comofá
bricas anaeróbicas donde fijan N2 atmosférico bajo condiciones
externas aeróbicas (214)(Figura 20).

Cómoprovee el heterocisto un medio ambiente anaérobico
para proteger a la nitrogenasa?. Estructuralmente reduce la en
trada de gases y otros metabolitos, sintetizando una cubierta de
tres capas, externa a la pared de la célula vegetativa. Se reor
ganiza el aparato fotosíntético, no se produce más 02 (se inhibe
el fotosistema II, PSII), pero se sigue sintetizando ATPa partir
del fotosistema I (PSI). Aparentemente, hay otros sistemas enzi
máticos por los cuales se elimina el 02. Se establecen bombas,
que en las uniones con las células vegetativas vecinas, transpor
tan eficientemente las fuentes de carbono necesarias para la ni
trogenasa.

Morfológicamente,el heterocisto difiere de la célula ve
getativa. El septum que lo separa de ella tiene un diámetro menor
a la tercera parte del que separa a las células vegetativas entre
si (215). De las tres capas de las cuales está rodeado, la más
externa se denomina capa fibrosa (215). La intermedia, llamada
homogénea, contiene un polisacárido de gran longitud, con cadenas
laterales cortas. De esta manera, una red de oligosacáridos rodea
al heterocisto, esta capa homogéneaes completa, excepto hacia
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Figura 20.Esquema de parte de un heterocisto maduro que muestra
la conección polar con una célula vegetativa adyacen
te. GP, gránulo polar cianoficina; FL, capa fibrosa;
HL, capa homogénea; LL, capa laminar.
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los polos de la célula que es penetrada por el septum que contie
ne los microplasmodesmos (perforaciones que atraviesan el sep»
tum).

Lo mismo sucede con la capa interna, laminar. Esta capa
es la menos usual respecto a su composicion química, ya que está
formada enteramente por glicolipidos, solo encontrados en los he
terocistos (217,218).

Los heterocistos terminales poseen un gránulo polar de
cianoficlna, mientras que los que están intercalados poseen dos
(214).

Los heterocistos se forman a intervalos regulares en los
filamentos de Anabaenay Nostoc. No todas las células vegetativas
dan lugar a un heterocisto (214) y el patrón normal de su forma
ción está genéticamente determinado (218), aunque puede estar fe
notipicamente alterado en presencia de 7-azatriptofano (análogo
del triptofano) que estimula la diferenciación (219). Algunas ce
pas de Anabaena no son sensibles a este análogo (220).

Cuandola diferenciación se ha iniciado. este patrón está
precisamente determinado por el espaciamiento de células precur
soras llamadas preheterocistos, que pueden desdiferenciarse
(215). Cuandoel heterocisto madura, pierde la capacidad de re
producirse. Los heterocistos maduros mantienen un contenido sig
nificativo de clorofila a, pero pierden las PBSs. La destrucción
de las PBSsocurre en todas las células del filamento (221), en
especial ficocianina (208), pero una vez que la nitrogenasa (la
enzima que fija N2atmosférico) se activa, se resintetizan en las
células vegetativas.

La degradación parece ser causada por una proteasa, cuyos
sustratos preferidos son las PBSs(222). Los heterocistos pierden
la capacidad de fijar COzy esto ha sido demostrado ya que no se
observa actividad de RuBPC/O(214), hecho que se correlaciona con
la ausencia de carboxisomas (206).
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Está bien establecido que en el heterocisto se ha perdido
la actividad fotosintética normal, ya que no produce 02 (223).
Pero en presencia de luz, la nitrogenasa necesita grandes canti
dades de ATPpara su actividad. Este nucleótido le es provisto
por el heterocisto a través de la fotofosforilación cíclica
(224).

Ademásde ATPse requiere un bajo potencial reductor para
la fijación de N2. Este no puede ser generado fotoquimicamente;
debe ser adquirido directamente de las células vegetativas adya
centes o generado enzimáticamente dentro del heterocisto, a ex
pensas de un sustrato oxidable (un azúcar o azúcar-fosfato).

Se ha demostrado mediante experimentos autoradiográficos
que el 14C inicialmente asimilado como HCOz en las celulas vege
tativas es transferido intracelularmente al heterocisto (214,
223). Además, se ha visto en experimentos utilizando 13N2 (224),
el nitrógeno fijado, aparece rápidamente en forma de glutamina y
es exportado.

Para poder sintetizar glutanina, el heterocisto debe ha
ber obtenido previamente a-cetoglutarato (o algún precursor meta
bólico) de la célula vegetativa (206,225). En la Figura 21 se
puede ver un modelo del flujo de carbono y nitrógeno entre el he
terocisto y la célula vegetativa.

Acum

La diferenciación del acineto está acompañadapor la for
mación de una cubierta gruesa, de varias capas, frecuentemente
pigmentada, que se desarrolla alrededor de la pared preexistente
de la célula vegetativa. Generalmente la célula se alarga consi
derablemente y cambia de forma. Cuando el acineto está madurando,
es unicelular, pero cuando germina da origen a cadenas cortas de
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HETEROCISTO CELULA VEGETATlVA

Figura 21. Modelodel flujo de carbono y nitrógeno entre un hete
rocisto y una célula vegetativa. Enzimas: N2ase, ni
trogenasa; GS, glutamina sintetaea; GOGAT,glutamina
oxo-glutarato amidotransferasa; NADPH,probablemente
reduzca una ferredoxina. Las capas (fibrosa, homogénea
y laminar) limitan la difusión de N2, COzy 02. Los
cuerpos polares están omitidos.
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células (206). El alargamiento de la célula que lleva a la forma
ción del acineto, comienza durante la transición de la fase expo
nencial a la fase estacionaria de crecimiento.

u ¿:1-1hgl "lEn”!

Las cianobacterias son fotótrofos aeróbicos. Realizan fo
tosíntesis con producción de 02, a excepción de algunas como Os
cillatoria limnetica, que es capaz de utilizar, bajo ciertas con
diciones, sulfuro comoaceptor de electrones (225).

A expensas de nutrientes inorgánicos, la fotosíntesis
produce los compuestos orgánicos primarios que luego son utiliza
dos en las vías biosintéticas.

Algunas cianobacterias marinas requieren vitamina B12
(226) para su crecimiento. Con excepción a ésta, no se ha demos
trado la necesidad de otro tipo de factor de crecimiento- orgáni
co.

En la oscuridad, las cianobacterias presentan metabolismo
respiratorio, el cual está sujeto a inhibición en presencia de
luz (206).

La mayoria de estas bacterias son autótrofas obligadas,
pero algunas son facultativas y pueden crecer a expensas de un
limitado rango de azúcares (228).

El camino primario de asimilación del 002 es el ciclo re
ductivo de las pentosas (209). El principal material de reserva
es el glucógeno, que se acumula en los periodos de luz.

En oscuridad, el metabolismorespiratorio se realiza a
expensas de este glucógeno acumulado. La conversión de glucógeno
a glucosa-G-fosfato es seguida por la oxidación de este azúcar
fosfato a traves del ciclo de las pentosas.
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La respiración endógena está acompañada de sintesis de
ATPy el NADPparticipa en la cadena respiratoria de transferen
cia de electrones.

Las cianobacterias poseen el ciclo de los ácidos tricar
boxílicos incompleto, no sintetizan a-cetoglutarato deshidrogena
sa (229). Por lo tanto, las enzimas restantes de este ciclo, que
son sintetizadas por estas bacterias (229,230), desempeñan pape
les biosintéticos, por ejemplo, en la formación de aminoácidos
pertenecientes a la familia del glutamato, a partir de a-cetoglu
tarato (229).

Las cianobacterias son capaces de fijar COzvia el ciclo
de Calvin, cuyas enzimas principales son la ribulosa 1,5 bifosfa
to carboxilasa/oxigenasa (RuBPC/O)y la fosforribulosa quinasa
(PRK)(232). Hay evidencias que sugieren que Anacystis nidulans
incorporan COzvía glutamato, aspartato, alanina y fosfoenol pi
ruvato (PEP), indicando que existen vías alternativas al ciclo de
Calvin, en la fijación de COz(232). NOStoc muscorum y Synechoco
ccus sp, incorporan hasta un 20%de C02 en un compuesto llamado
citrulina (233).

La asimilación de nitrato y amonio ha sido demostrada en
cianobacterias.El amoniose asimila a través de la glutamina sin
tetasa (GS) y la glutamato sintetasa (GOGAT);también se han en
contrado alanina deshidrogenasa, glutamato deshidrogenasa y as
partato deshidrogenasa (197).

Se han reportado la existencia de nitrato y nitrito re
ductasas para Synechococcus an y A. cylindrica (196).
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OBJETLVOS

Desde el punto de vista evolutivo, como se ve esquemati
zado en la Figura 22, la adenilato Ciclasa se encuentra en todos
los niVCJes de la escala biológica.

En el reino animal, la enzima presenta laa subunidades
catalítica y regulatorias; en cambio en el reino vegetal sólo
tiene la subunidadcatalitica.

CGR CGR CGR CGR CGR CGR? C CG C C
AVES names munrsnos ANFIBIOS PECES INVERIEBRADOSPLANIAS ALGAS nonaos BACIERIAS

Paololoos c
HONGOS

FLAGE LADOS

yoo-¡0°.

REPIILES
PRIMIIIVOS

400.10‘

convoos

MEIAZOOS

EUCARIOIES
PRIMIIIVOS

PHOCARIOÏES
PRIMIIIVOS

Figura 22: Distribución de la adenilato ciclasa a lo largo de la
escala evolutiva.
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En eucariotas inferiores, se observa solamente la presen
cia del componentecatalítico, exceptuando algunos casos que po
seen un componente G rudimentario. Las bacterias sólo poseen la
subunidadcatalítica.

Las plantas son organismos fotosintéticos, y comose dijo
anteriormente, la adenilato ciclasa de Medicagosativa (23), es
una enzima soluble y regulable por Ca2+—calmodulina.R. meliloti
fija N2atmosférico en simbiosis con alfalfa, tiene actividad de
ciclasa.

Teniendo en cuenta que Anabaena sp es una bacteria que
presenta las dos características, fotosíntetiza con producción de
02 y fija N2 atmosférico en vida libre, es de interes comparar el
sistema adenilato ciclasa de esta bacteria con alfalfa y R. meli
loti.

Unpunto muy interesante que permite vincular los vegeta
les con las cianobacterias, es la teoría endosimbiótica (234),
esquematizada en la Figura 23, que postula que las ciano- y las
cloroxibacterias serían los ancestros de los plástidos de las cé
lulas de algas y de las plantas.
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Animales
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Figura 23: Diagrama esquemá'bico de la teoria endosimbiótica (234)
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1.1.«
La cepa utilizada para los experimentos de purificación y

caracterización de la adenilato ciclasa y calmodulina fue Anabae
na sp PCC 7119 (ATCC29151), tipo salvaje.

Las células se cultivaron bajo iluminación continua, con
agitación y burbujeo de una mezcla gaseosa de N2:COz (98%:2%) se
gún se describió en (235). El medio de cultivo estaba compuesto
de: NaCl (0,12 g/l); KNOa(2,02 g/l); MgSO4.7H20 (0,12 g/l);
CaCiz. 2H20 (15 mg/l) EDTA(88 mg/l); FeSO4. 7H20 (55 mg/l);
NaCOaH(42 mg/l); K2PO4H.3H20(0,46 g/l) y 1 ml de una solución
de micronutrientes de la siguiente composición: B03H3(2,86 g/l);
MnClz.4H20 (1,81 g/l); ZnSO4.7H20(0,22 g/l);'CuSO4.5H20 (79 mg/
l); Na2M004. 2H20 (1,26 g/l) NaVOa (24 mg/l); CoC12.6H20 (40 mg/
1).

Los cultivos que fueron utilizados para el estudio de los
efectos de la luz sobre la adenilato ciclasa se sincronizaron
previamente, introduciendo dos períodos de oscuridad de 16 hs,
previos a la iluminación constante (236).

Para la purificación de 1a adenilato ciclasa las bacte
rias se cosecharon en la fase estacionaria tardía de crecimiento
(21 días de cultivo) y en fase exponencial para la obtención del
factor con actividad calmodulínica. Los cultivos se centrifugaron
a 10.000xg durante 10 min a 4°C y las células se lavaron con bu
ffer PIPES 25 mMpH 6,5 conteniendo 2-mercaptoetanol 1 mM.El se
dimento de cianobacterias se conservó a -70°C hasta su uso.
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1.2. Eraccionamien&g_finhgelnlan

El sedimento correspondiente a 1 g)(peso húmedo) de cul
tivo congelado a —70°C, se resuspendió en 4 ml buffer PIPES 25 mM

pH 6,5, glicerol 5%, 2-mercaptoetanol 1 mM,PMSF5 mM, aggtrini
23_25 U/ml (buffer C) y se sonicó en un Ultrasonic Processor ÑÑL
385 Heat Systems-Ultrasonics Inc., por períodos de 15 seg con in
tervalos de 1 min a 200 W. El homogenato así obtenido se centri
fugó a 1000xg durante 10 min a 4°C y el sobrenadante se centri
fugó a 10.000xg durante 10 min a 4°C; a su vez, esta fracción se
centrifugó a 105.000xg durante 120 min a 4°C. A este último so
brenadante se lo denominóalga y constituye la fracción soluble
de la preparación de células bacterianas, a partir de la cual, se
realizaron los sucesivos pasos de purificación de la adenilato
ciclasa y de la Tgalmodulina". El precipitado obtenido del último
paso de centrifugación se denominó 2195.

II. EHRLEIQAQIQH_DE_ADEHILAIQ_QIQLASA

II.1. QrQmatggzaiia_en_columna_de_DEAE;gelnlgsa

Se sembraron 27 ml de la fracción 5195 (17,6 mg de prote
ina/ml) en una columna de DEAE-celulosa (10x1,3 cm) previamente
equilibrada con buffer C. La columna fue lavada con 100 ml de la
solución buffer y eluída con un gradiente lineal de NaCl, en el
mismobuffer, donde la concentración salina se incrementó de 0 a
0,5 M. El volumen total del gradiente fue de 300 ml. Se recogie
ron fracciones de 5 ml, a una velocidad de 4 ml/min. Las fraccio
nes con actividad de adenilato ciclasa se juntaron y constituye
ron la preparacion DEAEl.
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11-2. Gramatggrafia_en_gglnmna_ne_ücxilaming;sephargsa

La preparagign DEAEL(10 ml, 1,05 mg de proteína/ml), sin
dializar, fue sembrada en una columna de hexilamino-sepharosa
(8,5x0,9 cm), previamente equilibrada con buffer C, conteniendo
NaCl 0,25 M. La columna se lavó con 150 ml del mismo buffer y se
eluyó con un gradiente lineal de NaCl, donde la concentración sa
lina fue de 0,25 a 0,50 M. El volumen total del gradiente fue de
250 ml y se recogieron fracciones de 2,5 ml a una velocidad de
0,5 ml/min.

Las fracciones que presentaron la mayor actividad de ade
nilato ciclasa se combinaron constituyendo lo que se llamó Braga
racián hexilaming:fiepharofia.

Esta preparación fue concentrada en un equipo "Speed Vac”
marca Savant, y luego desalada según lo descripto en el apartado
X.3 de Materiales y Métodos.

II.3. Qr9matggrafia_en_flltrggel_AgAai

La nggazggign hexilaming;fieghazgsa, concentrada y desa
lada fue sembrada (6,0 ml, 0,15 mg proteína/ml) en una columna
preparativa de Ultrogel AcA34(77,5x1,3 cm).

La columna fue previamente equilibrada con buffer Tris
HCl 50 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM, NaCl 0,15 M. Las fracciones que
presentaron mayoractividad especifica de ciclasa se concentraron
y desalaron según el apartado X.3 de Materiales y Métodos y esta
preparación se denominófraggiún ultrggel.

67



Materiales y Métodos

III. DEIEBMIHAQlQfl_DE_LQ5_EABAMEIBQfi_HQLEQQLABES_E_H1DBQDIHA;

fllQQfi_DE_LA_ADEHILAIQ_QIQLASA

III.1.WWWIRÜMWQ
Se prepararon gradientes de 5 a 20% (P/V) de sacarosa,

hechos en agua u óxido de deuterio (D20) conteniendo TRIS-HCl
50 mM, pH 7,4, 2-mercaptoetanol 1 mM, EDTA 0,5 mMy NaCl 0,15 M.
Los gradientes se formaron en tubos de acetato de celulosa co
rrespondientes al rotor Beckman SW40.En ellos fueron sembrados
0,3 m1 de una mezcla que contenía la preparación enzimática co
rrespondiente (Exgpaxagián DEAEL0,32 mg de proteína) y las si
guientes proteínas marcadoras: B-galactosidasa (Escherichia co
li), 0,05 mg/ml; catalasa (hígado bovino), 0,1 mg/ml; malato des
hidrogenasa (corazón porcino), 0,01 mg/ml; lactato deshidrogenasa
(músculo de conejo), 0,03 mg/ml y citocromo C (corazón de caba
llo), 2 mg/ml.

Las centrífugaciones fueron realizadas a 40.000 rpm 'du
rante 18 hs, a 2°C. Al finalizar la corrida, se recogieron frac
ciones de 0,2 ml, succionando desde el fondo del tubo con una cá
nula conectada a una bomba peristáltica, a una velocidad de
0,5 ml/min.

III-2.WWE.
La filtración se realizó en una columna de Ultrogel ACA34

(60-140 um) de dimensiones alcalíticas (45x0,75 cm) equilibrada
con buffer PIPES 25 mMpH 6,5, conteniendo 2-mercaptoetanol l mM
y NaCl 0,15 M. La muestra sembrada fue la preparacion DEAELde
cianobacterias (1,5 ml, 1,05 mgde proteína por ml). La columna
se eluyó con el mismobuffer, a una velocidad de 0,5 ml/min y la
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temperatura se mantuvo a 4°C. Se recogieron fracciones de 1,0 ml.
Las proteínas marcadoras fueron añadidas a la muestra, como se ha
indicado en la sección III.1, en las mismasconcentraciones.

Se consideró como volumen de exclusión de la columna, al
volumen de elución de una solución de azul de dextrano, y como
volumen total al volumen al cual se eluye una solución de CoClz
1 M.

IV.MWWWW
IV.1. Mmmeifimamial

El método usado fue desarrollado por Clarke (237) y' Meu
nier et al. (238) para determinar el volumenespecífico parcial
de complejos de 'proteína—detergente5 Dicho método se basa en el
análisis de los coeficientes de sedimentación en gradientes de
densidad hechos en H20 y D20, según el nrocedimiento descripto
por Edelstein y Schachman (239) y basado en el cambio en el coe
ficiente de sedimentación producido por el aumento de densidad de
la solución por el uso de D20, cuando la cantidad de detergente
unido es conocida. vr “H

De acuerdo con el trabajo de Martin y Ames (240), la dis
tancia ri recorrida desde el origen por cualquier macromolécula
sometida a ultracentrifugación en un medio i (i=H para H20 e 12D
para D20) es:

ri = ki 320,»: (1-; (a) (1)

donde ki es una constante en un medio, a una dada densi
dad para cualquier macromolécula con el mismovolumen especifico
parcial; Szo,w es el coeficiente de sedimentación de la macromo
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lécula determinado en agua a 20°C; El es el volumen especifico
parcial y (3 i es la densidad del meaio i. Dadoque la densi
dad Q>i aumenta linealmente a lo largo del gradiente de sacaro
sa, se hace una estimación promedio de ese parámetro tomando como
valor ri/Z. Bajo estas condiciones, el error en É)i es menor que
el 0,5%. Entonces, dados dos gradientes de sacarosa realizados en
H20 y en D20, resulta:

rH kH(1-.\_Í GH)

rn kon-TI Q o)

Siendo entonces:

erD - erH
<! II

A co V

erD 9D —erHQ H

Dividiendo al numerador y al denominador del segundo tér
mino de la igualdad (3) por erH, resulta:

erD

erH

erD QD

erH

Por otro lado, la ecuación (2) puede plantearse así:
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erD (1 — V Q H)

erH (1 —ÏI Qu)

y según la ecuación de Svedberg:

(1 — V Q H) SH V?H
= (6)

u -7 CD) SD WD

donde SHy SD son los coeficientes de sedimentación apa
rentes determinados experimentalmente en H20y D20, respectiva

mente, y q H y VIDlas viscosidades de las soluciones en H20 y
D20, respectivamente, en la zona en que se ubica la macromolécula
analizada.

De las ecuaciones (4), (5) y (6), es entonces:

SH VIH

SD \1D
<l II (7)

SH W}!

SD vlo

La ecuación (7) fue utilizada para calcular el V de la a

D — PH

denilato ciclasa SH, SD, V2 H y VZD fueron obtenidos a partir
de la comparación de la movilidad de la adenilato ciclasa con
respecto a la de las proteínas marcadoras utilizadas, en los gra
dientes de sacarosa en HzOy D20, y cuyos valores numéricos serán
presentados en el capitulo "Resultados y Discusión“.

Las densidades G>Dy p H fueron determinadas por graví
metría, utilizando una micropipeta de 50 pl.
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El valor del radio de Stokes (a) fue obtenido a partir

del perfil de las filtraciones en geles. El valor fue estimado de
un gráfico de a vs Ve/Vo (volumen de elución normalizado respecto
del volumende exclusión), obtenido con las proteinas marcadoras
de parámetros moleculares conocidos._

IV.3. Efifig_mglfififllái

El peso molecular de la adenilato ciclasa fue calculado
de acuerdo a la siguiente ecuación (241):

6 TïN 20,w

M = ———:———:E—————.a.820,w

l-V V(20,H

siendo N el número de Avogadro; v? 20.w, viscosidad del
agua a 20°C (1,100.10-2g/cm seg); a, radio de Stokes; SZO,w, coe
ficiente de sedimentación a 20°C en agua; V, volumen especifico

parcial; Q 20,w, densidad del agua a 20°C (0,9888 cm3/g).1V.4.
El coeficiente friccional fue calculado utilizando los

parámetros moleculares previamente obtenidos (V, a, M) de acuerdo
con la siguiente ecuación:
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47m “ 1/3
f/Ío = a

3M;

Siendo f el coeficiente de fricción de la proteína y fo
el coeficiente de fricción de la proteína esférica y anhidra de
igual masa.IV.5.Wa

En la Tabla 6 se resumen los parámetros moleculares de
las proteínas marcadores utilizadas en las centrifugaciones en
gradientes de sacarosa y en las filtraciones en geles. La tabla
se confeccionó en base a los datos reunidos por Haga et al (242).

Coeficiente Volumen Radio
Proteína de Específico de Peso

Sedimentación Parcial Stokes Molecular

Szo,u(S) V(mg/ml a(nm) M

B-galactosidasa 15,93 0,76 6,84 520.000
Catalasa 11,3 0,73 5,21 247.000
Lactato deshidrogenasa 7,3 0,74 4,75 142.000
Malato deshidrogenasa 4,32 0,74 3,69 70.000
Citocromo C 1,71 0,73 1,87 13.300

Tabla 6. Parámetros moleculares e hidrodinámicos de las proteí
nas marcadoras

73



Materiales y Métodos

V. ELEQIBQEQBEñlfiMJjELEíDJLRQLIAQRILAMlDA

V.1. fiinlmümtumlizanie._y_momiúnjc_la.mima
_ _ a

En este caso se usaron minigeles. Las dimensiones del gel
separador fueron: 5 cm de alto x 1,5 mmde espesor y su composi
ción fue: acrilamida, 10%(P/V); bisacrilamida 0,5% (P/V); SDS
0,1%, buffer TRIS-HCl 0,375 M pH 8,8; TEMED0,033% (V/V) y per
sulfato de amonio (PSA), 2 mg/ml. Las dimensiones del gel concen
trador fueron: 1 cm de alto x 1 mmde espesor, y su composición:
acrilamida 5% (P/V); bisacrilamida 0,1% (P/V); SDS0,1% (P/V);
buffer TRIS-HCl 0,125 M pH 6,8; TEMED0,07% (V/V) y PSA 2 mg/ml.

Antes de ser.sometidas a electroforesis, las muestras se
desalaron según el apartado X.3. de Materiales y Métodos y se
concentraron contra una solución de sacarosa 2 Men TRIS-HCl
10 mM pH 7,4.

Las alícuotas de las muestras concentradas (10 a 30 pl)
tratadas con 10 a 30 ul de la mezcla desnaturalizante de la si
guiente composición: SDS 2% (V/V); buffer TRIS-HCl 0,06 M pH 6,8
y azul de bromofenol 0,02 mg/ml, se incubaron a 37°C durante
15 min, y luego se sembraron en los geles. La electroforesis se
realizó a una intensidad de corriente constante de 20 mA,durante
4 a 5 hs. El buffer de corrida utilizado fue TRIS-glicina 50 mM
pH 8, SDS 0,1% (P/V)

Las proteínas utilizadas para la calibración de los pesos
moleculares fueron: miosina (205000); B-galactosidasa (116000);
fosforilasa B (97400); ovoalbúmina (45000); anhidrasa carbónica
(29000).
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VI. EflfiAXQ_DE_LA_AQÏlXlDAD_DE—LA—ADEHILAÏQ—QIQLAñA

La composición de la mezcla de incubación fue la siguien

te: solución buffer TRIS-HCl 50 mM¿W_pH7,5; 3:isobutil—1 metil
xantina 0,2 mM; AMPc 1 mM; MnClz 2,5 mM} [áïïP] ATP 1 mp
actividad específica que varíam entre 100 y 600 cpm por pmol);

(con una

fosfocreatina 2 mM,creatina quinasa 0,2 mg/ml y fracción enzimá
tica (50 a 200 pg de proteína). El volumen total fue de 0,1 ml y
las incubaciones fueron realizadas a 37°C durante 3 a 10 minutos.
La reacción fue detenida por el agregado de 0,1 ml de una solu
ción que contiene ATP 40 mMy [3H] AMPcíclico 12,5 mM(actividad
especifica 3.800 cpm por pmol) y por calentamiento de 3 minutos
en un baño de agua hirviendo (246).

El AMPcíclico formado fue purificado siguiendo el proce
dimiento de cromatografía secuencial en columnas de Dowex 5ow-x4
y alúmina descripto por Salomon et al (247). La base del método
consiste en separar el AMPciclíco radioactivo de los fosfatos y
nucleótidos radioactivos o no (ATP, ADP, AMP,PPi, Pi) a través
de una resina intercambiadora de cationes (DowexSON-X4), donde
los H+ de la resina se intercambian con los -NH2+de la adenina
de los nucleótidos. El AMPcíclico es el único compuesto parcial
mente retenido por la resina, pues su carga positiva (adenosina)
no es totalmente contrarrestada por la única carga negativa del
grupo fosfato. Luego del pasaje por la resina Dowex50W-X4, el
AMPcíclico fue adicionalmente purificado en una columna de alu
mina, que retiene a todos los compuestos fosforilados aún presen
tes, excepto el AMPcíclico que no se retiene a pH neutro.

Los pasos de la purificación del AMPcíclico se detallan
a continuación:

Una vez detenida la reacción, se agregó 1 ml de H20 a la
muestra y se sembró en una columna de resina Dowex AG 50W-X4

(200-400 mesh) forma H+ de 4 cm de largo por 0,5 cm de diámetro
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interno. Después del pasaje de la muestra, se lavó con 5 ml de
H20 en dos etapas, una de 1 ml y otra de 4 ml, descartándose los
eluídos.

Luego se pasaron 6 ml de HzO, recogiéndose el eluído di
rectamente sobre una columna de alúmina neutra (3 cm x 0,5 cm)
previamente equilibrada con buffer Imidazol-HCl 0,1 M, pH = 7,5.
Una vez pasados los 8 ml por la columna de alúmina, y habiéndose
desechado el eluído correspondiente, se lavó esta columna con
1 ml de buffer Imidazol-HCl y luego con 4 ml del mismo buffer,
recogiéndose el eluído en frascos de centelleo líquido. La radio
actividad se midió según el método de Bray (248), añadiendo a los
frascos 13,5 ml de la mezcla centelleadora (naftaleno-dioxano).

Las lecturas de radioactividas se realizaron en un conta
dor de centelleo líquido marca BeckmanLS 1801. Se utilizaron los
siguientes parámetros: para 3H (el AMPctritiado agregado al fi
nalizar la incubación permite calcular el %de recuperación del
AMPcíclico después del pasaje por las columnas) con ventana en
tre 0 y 200; y para 32P, ventana entre 500 y 1000. Las recupera
ciones usualmente oscilaron entre un 50 y un 80%.VII.W
VII.1.WW

Se emplearon ratones Balb/c de seis semanas de edad. Los
ratones recibieron, por inyección intraperitoneal 100 ul de la
preparación DEAEL,concentrada y desalada, de adenilato ciclasa
de Anabaena sp (PCC 7119), 89 pg de proteina (343 pmoles/min por
mg proteina) mezclada con 100 pl de adyuvante completo de Freund.
A los 20 días, se aplica una nueva dosis de esta misma prepara
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ción. Cinco días más tarde, se efectúa un sangrado y a los rato
nes que presentan buen título de anticuerpo se los inyecta, quin
ce días más tarde, con la mismapreparación de adenilato ciclasa,
esta vez con adyuvante incompleto de Freund. A los tres días, los
animales se sacrifican para efectuar la fusión.

VII.2.Mmmm
Los ratones se sacrificaron por dislocación cervical y se

introducen en una solución de desinfectante. Se sacan los bazos,
se los coloca en un tubo cónico y se los lava dos veces con 10 m1
de medio 1: RPMI, GIBCO (10,0 mg/ml), NaCOaH(2 mg/ml), piruvato
de sodio (91 mg/ml), glucosa (3 g/l), glutamina (0,29 mg/ml).
Luego se lo coloca en una caja de petri que contiene 5 ml de me
dio L y se elimina el tejido adiposo. Unavez realizada esta ope
ración se los coloca sobre un tamiz metálico y se los disgrega
con el émbolode una jeringa plástica descartable sobre una placa
de Petri, que contiene 5 ml de medio 1. Seguidamente se lava el
tamiz sobre la placa de Petri con 2 ml de medio 1. Una vez fina
lizada esta operación, los 7 ml de la suspensión (6,5x107 cél.,
96%viables) se transfieren a un tubo plástico con el extremo in
ferior cónico, se deja enfriar 10 min en hielo, y se centrífuga
10 min a 800 rpm, se descarta el sobrenadante.

A esta suspensión se agregaron 1,1x108 cel. de mieloma
X33 (94% viables, 8 ml), previamente lavadas con medio 1 y se
centrífuga 10 min a 800 rpm. Se descarta el sobrenadante y las
células eedimentadas se colocan a 37°C y se les agrega, lentamen
te, 1 ml PEG 50%. A continuación se agregan 2 ml de medio L en
2 min y luego 7 ml del mismo medio en 3 min. Se centrifuga 10 min
a 800 rpm y luego se resuspende en 78 ml de medio Z (mgdjq 1 con
penicilina (100 U/ml), estreptomicina (0,1 mg/ml), Nistatina
(50 ug/ml) y suero fetal bovino 10%).
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Las células se siembran en cajas de cultivo 96 “multipla
cas" (105 cel por pozo, 100 pl) y se mantienen a 37°C en una es
tufa con atmósfera de aire y C02 5%.

A las 2 hs se agregan 100 pl de medio HAT(medio Z conte
niendo 0,014 mg/ml de hipoxantina, 0,0038 mg/ml timidina y 0,0018
aminopterina). A los 7 días se renueva el medio HATde las multi
placas y luego cada tres días hasta la visualización de híbri
dos.

El clonado de los híbridos se realiza por dilución limite
(12). Los clones positivos (productores de anticuerpos capaces de
inhibir la adenilato ciclasa) se diluyen en medio HI (media HAI
sin aminopterina) de tal manera que queden 5; 1 y 0,1 células por
pozo de la "multiplaca". A las multiplacas se les agrega previa
mente 105 cél de bazo por pozo (células alimentadoras). Los hí
bridos se mantienen cambiándoles el medio cada tres dias.VII.3.WWW

hibridgmas.

Para determinar la presencia de anticuerpos en los medios
de cultivo de hibridomas, se utilizó el sistema "VECTASTAIN",
Vector Laboratories (IgG ratón, peroxidasa).

Se procedió de la siguiente manera: en multiplacas para
enzimo-inmunoemsayo se siembra el antígeno (prepaxagifin DEAEL,
concentrada y desalada), 80 pl (5 pg de proteína), disueltos en
NaC03H50 mM, pH 9,6. Se deja toda la noche a 4°C. Se enjuaga dos
veces con PBS (NaCl 0,15 M, Na2P04H 8 mM, KPO4H2 1,5 mM). Se blo
quea con 200 pl BSA0,1% (seroalbúmina bovina). Se agregan 70 ul
del medio de cultivo de hibridomas. Se incuba 1 h a temperatura
ambiente y se enjuaga dos veces con PBS. Se agregan 80 pl de an
tiIgG de ratón biotinilado y se incuba 30 min a temperatura am
biente. Se enjuaga dos veces.
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Se agregan 80 ul del reactivo ABCVECTASTAIN(Avidina DH,
peroxidasa biotinilada). Se enjuaga cinco veces con PBS. Se agre
gan 100 pl de sustrato (0,4 mg/ml O-fenilendiamina en citrato de
sodio 0,1 M pH 4,5); luego se agregan de 3 a 5 pl de H202 30%. Se
incuba 10 min a temperatura ambiente en oscuridad.

La reacción se detiene por el agregado de 100 ul de H2504
1 M. La aparición de color amarillo es indicativa de la presencia
de anticuerpos en el medio de cultivo de los hibridomas.

VII.4. mmmmmmmnnm
ciclasa

La presencia de anticuerpos específicos para adenilato
ciclasa se determinó de la siguiente manera: la preparación DEAEl
(60 pl; 1,05 mg proteína/ml) se preincubó con 50 pl de cada uno
de los medios de cultivo que presentó anticuerpos (ver apartado
anterior), durante 4 hs en baño de hielo y con agitación. Segui
damente, se determina la actividad de adenilato ciclasa en pre
sencia de Mn2+,como se especifica en el apartado VI de Materia
les y Métodos.

De esta manera se seleccionan los medios que presentan e
fectos inhibitorios sobre actividad enzimática.
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VIII. EHRlElQAQlQfl_DE_flfl_EAQIQB_SEMEJANIE_A_QALMQDHLIHAVIII.1.WWW
El modulador se purificó de acuerdo al método de Barazi y

Clarke (250), modificado en nuestro laboratorio.
La fracción Slgfi (28 ml, 50,2 mg proteína/ml) se sembró

en una columna de DEAE-celulosa (10,5x1,3 cm), previamente equi
librada con buffer PIPES 25 mMpH 6,5, 2-mercaptoetanol 1 mM. La
columna se lavó con 100 ml del buffer y se eluyó con un gradiente
lineal de NaCl de 0-0,5 Men el mismo buffer. El volumen total
del gradiente fue de 500 ml y se recogieron fracciones de 10 ml a
una velocidad de 2,5 ml/min.

Las fracciones que contenían calmodulina se combinaron,
denominándose a éstas, preparación DEAEZ.

Este paso de purificación está basado en el trabajo de
Gopalakrshina y Anderson (251).

La preparación DEAEZse calentó 10 min en baño de agua a
100°C, luego se enfrió en hielo y se centrifugó 10 min a 3000 rpm
a temperatura ambiente. Posteriormente, se dializó contra buffer
TRIS-HCl 50 mMpH 7,4, 2-mercaptoetanol y se ajustó la concentra
ción de Ca2+ a 5 mM.Esta preparación (80 ml, 0,6 mg proteina/ml)
se sembró en una columna de Phenyl-Sepharosa (10x0,8 cm) equili
brada con buffer TRIS-HCl 50 mMpH 7,4, 2-mercaptoetanol 1 mM y
CaClz 0,1 mH.

La columna se lavó primero con 30 ml de este buffer y,
posteriormente, con 36 ml de la misma solución conteniendo 0,5 M
NaCl, hasta desaparición de absorbancia a 280 nm. La columna se
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eluyó con 35 m1 de buffer TRIS-HCl 50 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM,
EGTA1 mM. Se recogieron fracciones de 1 ml con un flujo de
0,25 ml/min.

IX. ' ” |

El ensayo de calmodulina se realizó midiendo la activa
ción producida sobre la fosfodiesterasa de AMPcíclico, de cere
bro bovino dependiente de calmodulina.

La mezcla de incubación contenía: TRIS-HCl 40 mMpH 8,
MgClz 5 mM, CaClz 25 HM, albúmina bovina 1 mg/ml, [3HJ-AMP cícli
co 200 HM(actividad específica 100 cpm/mmol), preparación de
fosfodiesterasa de cerebro bovino (2 mgproteína/m1) y la frac
ción calentada correspondiente. El volumenfinal de reacción fue
0,1 m1. Las incubaciones se realizaron a 30°C durante 10 min. La
reacción se detuvo calentando en baño de agua a 100°C durante
1 min 30 s.

La segunda incubación se realizó agregando 40 ul de fos
fodiesterasa de veneno de serpiente (King cobra, 2 mg/ml) durante
30 min a 30°C. Esta reacción se detuvo agregando 20 ul de una so
lución que contenía EDTA50 mMy adenosina 5 mM. La adenosina
marcada se separó por el agregado de una suspensión (1 ml) que
contenía resina Dowex AGl-X4 (200 a 400 mesh, 33% (V/V) y etanol
30%. Las muestras se centrifugaron 5 min a 3000 rpm y una alícuo
ta de 0,5 ml de los sobrenadantes se contó con 3 ml de una mezcla
centelleadora de omnifluor 0,4% (P/V) y Tritón X100 30% (V/V), en
tolueno. La radioactividad se midió en un contador de centelleo
BeckmanL81801, utilizando un programa con lecturas para 3H.
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X. EQSEQDIEEIERASA_DE_AME_QIQLIQQ_LBDE1x.1.WWW
A partir de cerebro bovino se purificó parcialmente la

PDEpor dos pasos de cromatografía en DEAE-celulosa, de acuerdo
al método de Téllez-Iñón et a1 (252). La actividad enzimática que
eluye en un único pico alrededor de 0,1 Mde NaCl se concentró y
se guardó a —70°Cen glicerol 10%.

X.2. Enflfi1Q_dfl_lA_BQIiEidfid_fifi_lfl_EDE_dfl_AMABAENAJHLÁBQQIllfll

La actividad enzimática se midió de acuerdo al método
descripto por Thomsony Appleman (253), con las modificaciones
introducidas por Londesborough (254). La mezcla de incubación
contenía: TRIS-HCl 40 mM pH 7,4, MgClz 5 mM, [3H]—AMP cíclico
1 HM(actividad específica 600 cpm/pmol) (255).

El ensayo se realizó de la misma manera que en el aparta
do IX de Materiales y Métodos.

XI. ERQQEDIMIENIQS_AHALIÏIQQS

¡(1.1.Wings
Se realizó por el método de Lowryy col. (256), utilizan

do sero-albúmina bovina cristalina comopatrón. La cuantificación
de proteínas en las fracciones obtenidas en la columna de hexila
mino-sepharosa se efectuó siguiendo la absorbancia a
280 nm/260 nm, y en las fracciones de la columna de Phenyl-sepha
rosa la determinación de proteínas se realizó midiendo la absor
bancia a 280 nm.
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.3 Ñ v . ‘ _

ggLAQABA

Qitggrgmg Q: fue medido por su absorción en la banda de
Soret (410 nm).

Malatg deshidrgggnafia: su actividad se midió por el con
sumo de NADH,en presencia de oxalacetato, siguiendo la desapari
ción de su absorbancia a 340 nm según lo descripto en el Manual
de enzimas de Worthington (257).

Lagtatg definidrgggnaga: su actividad se determinó por el
consumo de NADH,en presencia de piruvato, del mismo modo que pa
ra la malato deshidrogenasa.

Qatalafia: la actividad fue medida siguiendo la desapari
ción de H202, por la conversión de ioduro a iodo, de acuerdo al
método de Terenzi et al (258).

Q;galagtgfiidafia: se determinó su actividad utilizando O
nitrofenil-B-D-galacto-piranósido comosustrato, siguiendo el mé
todo descripto en el manual de Worthington (257).

¡(1.3.Wigan
Para este tratamiento se utilizó SephadexG-50 (poro fi

no). Se armó una pequeña columna de 10 ml (lecho de gel), en una
jeringa y se centrifugó, agregando el buffer donde se quiere ob
tener la muestra, durante 3 min a 3000 rpm. Luego se sembró la
muestra (1 ml) y se centrifugó nuevamente a 3000 rpm durante
3 min.
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XII. REM

DEAE-celulosa (DE-52) proveniente de Whatman Chemical Inc.
(Clifton, NewJersey, U.S.A.)

Phenyl-Sepharosa (4B), de Pharmacia Fine Chemicals (Suecia)

PIPES, Tris-Base, MIX, BSA, catalasa de hígado de ternera, cito
cromo C de corazón de caballo, malato deshidrogenasa de corazón
porcino, B-galactosidasa de Escherichia coli, clorpromazina, tri
fluoroperazina, hipoxantina, timidina, aminopterina, ATP, AMPc,
adenosina, NAD+, NADHz, PMSF, EGTA, PDE de veneno de serpiente
(King cobra), ZHZO, de Sigma Chemical Co. (St. Louis, Missouri,
U.S.A.)

Aprotinina (Trasylol) de Bayer (Leverkusen, Alemania)

Ultrogel AcA34 de LKB-Produkter (Bromma, Suecia)

Sacarosa (Schwartz-Mann, Orangeburg, Nueva York, U.S.A.)

Alúmina neutra, PEG6000, de Merk (Darmstadt, Alemania)

Resinas de intercambio iónico AG-50 W-X4 y AG1-X4 (200 a 400
mesh) provenientes de Bio-Rad (Richmond, California, U.S A.)

Creatina quinasa de músculo de conejo y lactato deshidrogenasa de
Boehringer (Mannheim, Alemania)

[a-32—P]ATP, [3H]AMPC, de New England Nuclear

El resto de los reactivos utilizados fueron de grado analítico.
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Las cianobacterias son procariotes autotróficos capaces
de realizar fotosíntesis y de fijar nitrógeno. Estos dos tipos de
mecanismos, bioquímicamente incompatibles, pueden llevarse a cabo
por estar temporal o espacialmente separados en dos estructuras
celulares diferentes: la fotosíntesis en las células vegetativas
y la fijación de nitrógeno en los heterocistos. Presentan por lo
tanto, un excelente modelopara estudiar la diferenciación celu
lar y las señales dependientes de AMPcíclico involucradas en las
diferentes respuestas.

Conel fin de analizar la posible participación de "se
gundo mensajero" en este proceso de diferenciación se comenzó con
el estudio de las características del sistema adenilato ciclasa.
El primer enfoque experimental estuvo destinado a la localización
subcelular de la adenilato ciclasa. Para ello, se realizó un
fraccionamiento subcelular de un homogenato de Anabaena sp (PCC
7119), mediante una centrifugación diferencial (apartado I, Mate
riales y Metodos). Los resultados de este experimento se encuen
tran en la Tabla 7.

De los datos incluídos en la Tabla 7, puede concluirse
que la fracción con mayoractividad (total y específica) es el
sobrenadante de 105.000xg (5195). Sin embargo, se encontró una
cantidad considerable de enzima en el sedimento de 1.000xg. Esta
fracción corresponde a células enteras y paredes celulares. La
presencia de actividad en esta fracción podría deberse a una rup
tura incompleta. Cuando la homogeneización se realizó en presen
cia de inhibidores de proteasas como el PMSF5 mMy apotrinina
(25 U/ml), se observó que la localización subcelular de la adeni
lato ciclasa era la misma, y que su presencia en la fracción ci
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INHIBIDOR ACTIVIDAD DE

DE ADENILATO CICLASA

PROTEINAS FRACCION VOLUMEN PROTEINA TOTAL ESPECIFICA

pmoles/ pmoles/min/
ml mg min mg prot

homogenato 26,0 62,4 4600 73,7
1000g(eedimento) 2,5 4,9 158 32,2

N0 10000g(sedimento) 2,5 3,9 83 21,3
105000g(sedimento) 2,5 9,4 55 5,8
105000g(sobrenadante) 25,5 45,4 4960 109,0

homogenato 26,0 72,8 '15160 208,2
1000g(sedimento) 2,5 7,8 1220 156,4

PMSF 10000g(5edimento) 2,5 4,15 240 57,9
(5 mM)

105000g(sedimento) 2,5 9,0 214 23,8
105000g(sobrenadante) 25,5 39,5 16040 406,1

homogenato 26,0 71,9 15077 209,7
Aprotinina 1000g(sedimento) 2,5 6,5 783 120,5
(25 U/ml) 10000g(sedimento) 2,5 4,1 230 56,1

105000g(sedimento) 2,5 9,3 165 17,7
105000g(sobrenadante) 25,5 40,7 16665 409,4

Tabla 7. Distribución de la actividad de adenilato ciclasa de
Anabaena sp (PCC7119) y efecto de inhibidores de proteasas en la
localización.
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toplasmática no era debida a un producto de proteólisis, pero su
actividad enzimática era considerablemente mayorque la obtenida
en ausencia de los inhibidores y esto podria deberse a la presen
cia de proteasas muyactivas.

Comose sabe, Anabaena es un género de cianobacterias que
forma heterocistos a partir de las células vegetativas. El patrón
proteico para ambos tipos de células es muydiferente. La degra
dación de proteínas, aparentemente, es la fuente de aminoácidos
para la síntesis de proteinas especificas del heterocisto. Las
bacterias del género Anabaenaposeen proteasas estimuladas por
Ca2+. Se ha purificado esta clase de proteasa en Anabaena varia
bilis (ATCC29413) que es inhibible por PMSF(259). Estos datos
contribuyen a sustentar los resultados obtenidos en la Tabla 7.

Se puede concluir entonces, que la adenilato ciclasa de
Anabaena sp (PCC7119) es una enzima de localización citoplasma
tica.

Se investigó también la variación de la actividad de la
enzima en los distintos estadios del cultivo. Para ello, se hizo
una curva de crecimiento, obteniéndose el gráfico que se ve en la
Figura 24.

Tambiénse determinó la actividad de adenilato ciclasa en
cada uno de los puntos obtenidos de la Figura 24; estos resulta
dos pueden observarse en la Figura 25.

Durante la fase exponencial de crecimiento la actividad
enzimática aumenta de manera cíclica, hecho atribuible a que el
AMPcíclico regularía ciertos aspectos de la división celular
(260). En la fase estacionaria, la actividad enzimática continúa
aumentando, pero en forma lineal.
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Figura 24. Curva de crecimiento de Anabaena sp (PGC7119).
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Figura 25. Actividad de adenilato ciclasa a lo largo del ciclo de
vida de Anabaena sp (PCC7119). La fracción enzimática utilizada
fue un filfií, ATP 0,5 mM, Mn2+ 0,5 mM.
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1.2. Emaisfladcuinéïicas de la .adenilatg_gic'1.35341:
Anabasnuaimm

Para determinar las concentraciones óptimas de ATPy ca
tión que requiere la adenilato ciclasa de Anabaena sp (PCC7119),
se determinó primero la concentración de proteina adecuada y el
tiempo de incubación del ensayo; estos resultados se pueden ob
servar en las Figuras 26 y 27.

En 1a Figura 26 se puede observar que la actividad enzi
mática es proporcional a la cantidad de proteína utilizada, hasta
0,35 mg por ensayo. Además, la actividad enzimática es lineal
respecto del tiempo hasta los 10 min de incubación (Figura 27). A
partir de estos datos, se utilizaron 0,35 mgde proteína como
fracción proteica y 5 min como tiempo de incubación para determi
nar las concentraciones de ATPy catión óptimas. Para ello, se
midió la actividad de adenilato ciclasa variando la concentración
de catión a una concentración.fija del nucleótido y, a su vez,
modificando la concentración de ATPmanteniendo fija la de ca
tión.

Comose puede observar en la Figura 28, la actividad en
zimática en presencia de Mg2+es despreciable; por lo tanto, se
utilizó Mn2+comocatión para determinar las condiciones adecua
das de trabajo. La concentración óptima de Mn2+fue 2,5 mMy con
respecto al ATP, esta fue 1 mM.

Por otra parte, se detectó una modesta activación cuando
las mezclas de reacción fueron suplementadas con activadores co
nocidos de ciclasas eucarióticas como, fluoruro, GTP, GMPP(NH)Po
forskolina (Tabla 8). Por otro lado no se detectó activación al
preincubar o ensayar las preparaciones enzimáticas en presencia
de toxina del cólera (pretratada o no con ditiotreitol), en pre
sencia o ausencia de NAD.

91



Resultados y Discusión

l l l I

1.o

(U

U1

.2
.2 30- o-—-—-—O 
U

2
2.3
'EE 20- —
%\
<3

° O1“E
{39 10- —
IE
*‘ O
U
'<

O l l
l l

0,1 0,3 0,5 0,7

Proteína (mg)

Figura 26. Actividad adenilato ciclasa de Anabaena 5p (PCC 7119)
en función de la cantidad de proteína. La fracción enzimática u
tilizada fue un 5105, ATP 0,5 mM, Mn2+ 2,‘ mM.d
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Figura 27. Actividad de adenilato ciclasa de Anabaena sp (PCC
7119) en función del tiempo. La fracción enzimática utilizada fue
un filfli (0,35 mg proteína), ATP 0,5 mM, Mn2+ 2,5 mM.
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Agregados Actividad
adenilato ciclasa

(pmoles/min por mg proteína)

Mg 1 mM 0,55

Mg 1 mM + NaF 10 mM 0,60

Mg 1 mM + GPP(NH)P 10 pM 0,86

Mg 1 mM + GTP 10 HM 0,77

Mg 1 mM+ Forskolina 0,05 mg/ml 0,91

Tabla 8. Efecto de activadores de ciclasas eucarióticas sobre la
adenilato ciclasa de Anabaena sp (PCC7119). La fracción enzimá
tica utilizada fue la pxggaragign DEAEL(65 pg de proteína)

Todos estos datos indicaron que la adenilato ciclasa de
Anabaenasp se asemejaría a una típica protociclasa, similar a
Neurospora crassa (34), Hucor rouxii (12), TTypanosoma cruzi
(22), Testis (14), Blastocladiella emersonij (38,261).
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Figura 28. Actividad de adenilato ciclasa Anabaena 5p (PCC 7119)
en función de la concentración de ATPa diferentes concentracio
nes de catión. La fracción enzimática utilizada fue un ” c
(0,35 mg proteina); tiempo de incubación, 5 min.
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Emilia).

II.1. > QluanJLDEALJsJJAJQ'-' 6.a

El primer paso de purificación consistió en una cromato
grafía en columna de DEAE-celulosa de un 5195. Los detalles expe
rimentales de este procedimiento fueron descriptos en la sección
II.1 de Materiales y Métodos. En la Figura 29 se muestra el per
fil cromatográfieo. La actividad enzimática eluyó en un único pi
co a una concentración aproximada de NaCl de 0,25 M. No se detec
tó actividad enzimática en las fracciones correspondientes al la
vado. En cuanto al perfil de elución de la proteína, éste mostró
un máximoque se elimina de la columna con el lavado, en dicha
fracción se encuentran la mayor parte de los pigmentos de la an
tena, las ficobiliproteínas.

Es importante destacar que la actividad especifica del
ñlQí es alrededor de 10 veces mayor que la obtenida, en las mis
mas condiciones que se detallan en la Figura 28, y esto se debe a
que el cultivo es cosechó el día 21 (ver Figura 24).

La adenilato ciclasa eluyó de la columna de DEAEcon una
actividad especifica de 143 nmoles AMPc/minpor mg de proteína.
Este valor es aproximadamente 40 veces mayor que el correspon
diente sobrenadante filflfi.

Adicionalmente se estudió la actividad de fosfodiesterasa
de AMPcíclico en las distintas fracciones de la columna. Esta
enzima eluye a una concentración de NaCl cercana a 0,2 M (resul
tados no mostrados). Tambiénse estudió la presencia de un factor
semejante a calmodulina, pero ésta fue baja y eluía a una concen
tración de NaCl 0,3 M.
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Figura 29. Cromatografía en columna de DEAE-celulosa de un filflfi
de Anabaena sp (PCC7119). (O), actividad de adenilato ciclasa;
(O), proteína. La enzima se purificó a partir de un cultivo de 21
días (ver Figura 24).
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11.2. ' -- H’ s - _ ..

La nrggfiragián DEAELfue sembrada en una columna de hexi
lamino-sepharosa, comofue descripto en el apartado II.2 de Mate
riales y Métodos. La Figura 30 muestra el perfil de elución co
rrespondiente.

Comose puede observar, la enzima no queda retenida en la
columna, sino que eluye con el lavado de la misma. Esto se debe a
que no se ha eliminado el NaCl de la preparacion DEAEL.Cabe men
cionar que cuando la muestra es dializada, la enzima es retenida
en la columna. Sin embargodurante la diálisis la actividad enzi
mática disminuye marcadamente.

En este caso, la actividad especifica recuperada es de
820 nmoles AMPcíclico/min por mg proteína es alrededor de 6 ve
ces más que la obtenida en la Enegaragián DEAEl.II.3.WWW

Con el objeto de obtener un grado de purificación mayor,
la grgggrggign hgxilgming;fie2hargsa (combinación de las fraccio
nes con mayor actividad de ciclasa del paso cromatográfico ante
rior), se concentró, desaló (ver apartado XI.3 de Materiales y
Métodos) y se sembró en una columna de Ultrogel AcA34, preparati
va. El perfil de la misma puede observarse en la Figura 31.Como
puede observarse, la enzima eluye en un solo pico.
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DEAELde Anabaena 5p (PCC 7119): (O) actividad de adenilat ci
clasa; (O) proteína.
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Unaalícuota de la preparación Ultrogel, obtenida según

el apartado anterior (30 ul, aproximadamente 50 pg de proteína)
fue sometida a una electroforesis en geles de poliaorilamida-SDS
10 % (P/V). El resultado de la tinción del gel puede observarse
en la Figura 32. Luegode la corrida electroforética, también se
recuperó la actividad enzimática del gel, según se describió en
la sección V.l de Materiales y Métodos. Los resultados pueden ob
servarse en la Figura 33.

La actividad enzimática recuperada del gel de poliacrila
mida es muy baja (4,5 pmoles/min por ml). De los resultados ex
puestos en las Figuras 32 y 33 la adenilato ciclasa de Anabaena
5p posee un peso molecular aparente de 60000 para la banda poli
peptídica que presenta actividad enzimática.

En la Tabla 9 se muestran los datos de purificación de la
adenilato ciclasa de Anabaenasp (PCC7119). La dificultad prin
cipal que surge en la purificación de esta enzima es su inactiva
ción rápida e irreversible (14,22). La misma se puede reducir muy
poco con el agregado de 2-mercaptoetanol, glicerol o sacarosa
hasta en un 20 %, a las soluciones buffer. Sin el agregado de
glicerol (5 %) no se podría llegar más allá del paso de purifica
ción de cromatografía en columna de DEAE-celulosa.

Con respecto a la purificación, se puede observar que en
el primer paso (DEAE-celulosa), es alrededor de 40 veces, valor
que es más alto que los que se obtienen normalmente en este tipo
de cromatografías.
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_ 205

_ 116
97

gel SDS-poliacrilamida 10 % (P/V).
B-galactosidasa; Phb,

Figura 32. Electroforesis en

ovoalbúmina; C, an
Proteínas marcadoras: M, miosina; B-gal,
fosforilasa b; BSA, seroalbúmina bovina; OVA,
hidrasa carbónica.
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Figura 33. A, Curva de calibración de pesos moleculares de las
proteinas marcadoras (O) y de adenilato ciclasa (O) obtenidas del
gel PAGE-SDS10 °/o (P/V) de la Figura 32. B, Localización de la
actividad enzimática de adenilato ciclasa del PAGE-SBS10 %.
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FRACCION PROTEINA ACTIVIDAD TOTAL ACTIVIDAD ESPECIFICA PURIFICACI(
(mg) (nmoles/min) % (nmoles/min por mg prot

alQí 476 1800 100 3,8 1

Paginas-Lian
DEAEL 10,5 1500 83 143 37

Ergparaqjón
hexilaminp;
ssphamsa 0,9 739 41 820 216

ulhnggfii 0,05 285 16 5700 1500

Tabla 9. Purificación de la adenilato ciclasa de Anabaena sp (PCC
7119)

Teniendo en cuenta la pérdida de actividad enzimática, se
estimó que luego del último paso, la purificación seria del orden
de 1500 veces. La cantidad de proteina obtenida fue del orden de
los 50 pg, teniendo en cuenta que la enzima no se obtuvo en forma
homogénease puede estimar que la adenilato ciclasa representaría
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menos del 0,01% de la proteína soluble. Es evidente que esta en
zima es una proteína minoritaria en Anabaena sp, hecho que carac
teriza a la mayoría de las ciclasas.

La electroforesis en geles de poliacrilamida reveló la e
xistencia de una banda de 60 KD, asociada a la actividad de ade
nilato ciclasa (Figuras 32 y 33). En la Figura 32 pueden obser
varse dos bandas de mayor peso molecular. Dichas bandas no pre
sentaron actividad enzimática y serían contaminantes.

Aunque la purificación se ha estimado en 1500 veces, la
enzima no se purificó a homogeneidad. Para poder hacerlo se ha
intentado la preparación de anticuerpos monoclonales contra la a
denilato ciclasa. A pesar de haber obtenido híbridos en las pla
cas de fusión que inhibieron la actividad de la adenilato cicla
sa, en aproximadamente un 5%, luego de haberse realizado el clo
nado de dichos híbridos, no se volvió a obtener inhibición de la
actividad enzimática.

Existen muypocos trabajos en la literatura científica
que describan intentos exitosos en la purificación de la adenila
to ciclasa. Kornblihtt et al (14) han obtenido muybuenos resul
tados en la purificación de la enzima de testículo de rata; lo
mismo ocurre en el trabajo de Reig Macia y col. (262) con la pu
rificación de la adenilato ciclasa de Neurospora crassa. Quizás
el único trabajo completo hasta el presente sea la purificación a
homogeneidadde la ciclasa soluble del procariota BTeVibacterium
liquefaciens llevado a cabo por Takai et al (36). Siguiendo pro
cedimientos convencionales comoprecipitación ácida, precipita
ción con sulfato de amonio, y cromatografías en columna de hidro
xilopatita, DEAE-sephadex,y Sephadex G200, los autores lograron
purificar la enzima 4500 veces, con un rendimiento del 10 %. La
enzima homogéneafue cristalizada y presentó un peso molecular de
92400, que estaba constituida por dos subunidades de 46000. Tam
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bién determinaron la composición de aminoácidos de la enzima pu
rificada, y comprobaronla presencia de un alto porcentaje de a
minoácidos ácidos e hidrofóbicos y la ausencia total de cisteína.

En lo que respecta a organismos eucariotas, sólo existe
un trabajo en la literatura que informa haber purificado una ac
tividad de ciclasa (cerebro bovino) a homogeneidad (263). Los au
tores, Stellwagen y Baker, utilizaron una cromatografía de afini
dad azul-dextrano-sepharosa, seguida de una cromatografía de in
tercambio iónico en DEAE-celulosa. Utilizando sólo estos dos pa
sos, lograron una purificación de 250 veces con un rendimiento
del 20%. Parece poco probable que con una purificación de sólo
250 se obtenga una ciclasa en estado homogéneo, sobre todo te
niendo en cuenta que en la mayoría de los tejidos analizados la
ciclasa constituye una proporción extremadamente baja de la pro
teína total de la célula. En el segundopaso de purificación, la
enzima eluye de una columna de DEAE-celulosa equilibrada a pH=8 a
una concentración de NaCl de 0,9 M. Este hecho parece bastante
inusual si se tiene en cuenta que la ciclasa de testículo de rata
(14), Neurospora crassa (262), corazón canino (264), hígado de
rata (265), Fasciola hepática (266), Brevibacterium liquefaciens
(76), Médicago sativa (23), y la de Anabaena sp eluyen de colum
nas de DEAE-celulosa equilibradas a pH cerca de la neutralidad a
concentraciones de NaCl comprendidas entre 0,2 y 0,3 M.

Además, se puede señalar que la adenilato ciclasa de Ana
baena sp (PCC7119) purificada tiene una actividad específica dos
órdenes mayor que todas las purificadas hasta el momento.
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" q q ¡-' nIII.1.
La Figura 34 muestra el perfil de elución de una prepara

ción DEAELde la adenilato ciclasa de Anabaena sp cromatografiada
en una columna analítica de Ultrogel ACA34.Las flechas indican
la posición de los picos de las proteinas marcadoras. La enzima
eluyó a una relación V\Vo de 1,6, correspondiente a un radio de
Stokes de 6,0 nm.III.2.

Con el objeto de conocer el coeficiente de sedimentación
(Szo,w) y el volumen especifico parcial (V) de la enzima, se rea
lizaron centrifugaciones en gradientes de sacarosa en H20y en
ZHZO.Los resultados son los que se muestran en la Figura 35.

Tanto en Hzo comoen ZH20,'la adenilato ciclasa sedimento
generando un pico asimétrico. El experimento mostrado en la Figu
ra 35 corresponde a gradientes sembrados con una preparación
DEAEL.En la Figura 35 inserta se graficó la distancia recorrida
por cada proteina marcadora (r), en función de los coeficientes
de sedimentación (s) correspondientes.

Dicha curva de calibración muestra que la posición de la
adenilato ciclasa de Anabaenasp respecto de las proteínas marca
doras es la misma (constante de sedimentación, 6,0 S). Este hecho
indica que la ciclasa posee el mismovalor de volumen específico
parcial (V) que las proteínas globulares, es decir 0,74 ml/g.
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Figura 34. Cromatografía en columna analítica de Ultrogel ACA34
de una nggfipagign gg DEAElde Anabaena sp (PCC 7119).El gráfico
incluído muestra la relación entre V/Vo y los radios de Stokes
para las diferentes proteínas marcadoras (O) y para la ciclasa
(O). V0, volumen de exclusión; G, B-galactosidasa; C, catalasa;
L, lactato deshidrogenasa; M, malato deshidrogenasa; Cc, citocro
mo C; VT, volumen total.
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Figura 35. Centrifugación en gradientes de densidad de sacarosa
de una greparagign DEAEde la adenilato ciclasa de Anabaena sp
(PCC 7119)‘ Los gradientes fueron hechos en Hzo o en 2HzO. En el
inserto se graficó la movilidad en función de las constantes de
sedimentación para las proteínas marcadoras (0) y la adenilato
cieiasa. Las abreviaturas utilizadas son iguales a las de la fi
gura anterior.

109



Resultados y Discusión.

Este valor es característico de estas proteinas encontradas en
fracciones solubles y carentes de sustancias lipídicas asociadas.

Conociendo los valores del radio de Stokes, el coeficien
te de sedimentación y el volumenespecífico parcial de la enzima,
es factible estimar su peso molecular relativo utilizando la fór
mula planteada en la sección IV.3 de Materiales y Métodos. El va
lor hallado es de 183400. Además,se calculo un coeficiente fric
cional de 1,59 para la enzima, usando la fórmula del apartado
IV.4 de Materiales y Métodos. La Tabla 9 resume los parámetros
moleculares e hidrodinámicos de esta adenilato ciclasa.

Los resultados corresponden a tres experimentos diferen
tes realizados con distintas preparaciones enzimáticas.

PARAMETRO VALOR

Szo.w (S) 6,4 i ,
a (nm) 6,0 i 0,2
v (ml/g) 0,74
PM 183400

f/fo 1,59

Tabla 10. Parámetros moleculares e hidrodinámicos de la adenilato
ciclasa de Anabaena sp (PCC 7119).S, coeficiente de sedimenta
ción; a, radio de Stokes; V, volumenespecífico parcial; f/fo,coeficiente friccional.
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En la tabla ll se muestran los parámetros hidrodinámicos
y moleculares de distintas adenilato ciclasas solubles de distin
tos organismos.

Se puede comprobar que existe una marcada diferencia en
tre las ciolasas solubles que se citan en la tabla 11 y la de
Anabaena sp, exceptuando la de fiWiaobiummeliloti y Neurospora
crassa, a las cuales se asemeja.

Los parámetros moleculares e hidrodinámicos de la adeni
lato ciclasa de Anabaenasp son similares a las enzimas de euca
riotes superiores asociadas a membranas. El hecho de que la ade
nilato ciolasa de Anabaenasp mostrara una banda correspondiente
a 60000 y que la enzima nativa posea un peso molecular de 183400,
sugiere que esta enzima sea una proteina oligomérica.

Hedicago Rblaobíun
Testiculo satíva B.líque- ¡eliloti

Tejido soluble (alfalfa) faclens (soluble) H.crassa Anabaena5p

Referencia lornblíhtt Carricarte Takai Carricarte Reig Bianchini
(14) (23) (76) (32) (267) (271)

PH 74000 04000 92400 140000 200000 183400

SLI(H 4J 4A L5 m3 02 6A

Radio Stoles (DI) 3,9 4,4 4,9 4,0 7,3 6,0

V (Il/e) 0,74 0,74 0,73 0,74 0,74 0,74

f/fo 1,4 1.54 1,6 1,09 1,64 1,59

Tabla 11. Parámetros moleculares e hidrodinámicos de distintas
adenilato ciclasas.
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El valor obtenido del coeficiente friccional (f/fo) 1,59
permite decir que esta enzima se aleja de la esfericidad, ya que
dicho valor es mayor que la unidad.

IV. EflBlElQAQIQH_DE_QMA_ERQIEINA_SIMILAB_A_QALMQDHLIHA

IV.1. QrQmai9gxafia_en_calumna_de_DEAE;gelnlgsa

Por cromatografía en DEAEcelulosa del filflfi, como se des
cribió en la sección VIII l de Materiales y Métodos, se obtuvo u
na fracción que estimula la fosfodiesterasa de cerebro bovino de
pendiente de Ca2+—calmodulina.El ensayo de su actividad se efec
tuó en las fracciones de la columna, previamente calentadas a
100°C durante 10 min sobre la PDEde AMPcíclico de cerebro bovi
no (ver apartado IX de Materiales y Métodos).

Comose observa en la Figura 36, el factor eluye en un
solo pico a alrededor de 0,3 Mde NaCl. Las fracciones que pre
sentaron mayor actividad tipo calmodulina se combinaron denomi
nando a éstas preparacion DEAEZ.

IV.2. Cromatografía de afinidad en gg1nmna_de_Ehenxl;sephargsa

La gregaragign DEAEZpreviamente calentada a 100°C, cen
trifugada y ajustada a 5 mMCaClz (Materiales y Métodos, VII.2)
fue sembrada en una columna de Phenyl-sepharosa. La Figura 37
muestra el perfil de elución. Comose puede observar, la activi
dad "calmodulina" eluyó en un solo pico, luego del agregado de
EGTA1 mM.Las fracciones de mayor actividad se dializaron y lue
go se concentraron por ultrafiltración en AmiconUM-lO.Esta pre
paración asi obtenida se utilizó para los estudios de regulación
de la adenilato ciclasa de Anabaena sp (PCC7119).
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Figura 36. Cromatografía en columna de DEAE-celulosa de un 5195
de Anabaena sp (PCC7119). (O), actividad calmodulina (U, 1 uni
dad se define como el equivalente al imcremento de 1 nmol de 5'
AMP/min); (O), proteina.
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pxfiganaaion DEAEZ.(O), actividad oalmodulina (U, 1 unidad se de
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De todo lo expuesto, la existencia de una sustancia en
Anabaena sp con propiedades de calmodulina se apoya en las si
guientes evidencias:

— El factor es termoestable y es capaz de activar la fosfodies
terasa de AMPcíclico de cerebro bovino, dependiente de Ca3+
calmodulina.

— La proteina es retenida en una columna de DEAE-celulosa, lo
que implica su comportamiento acídico (Figura 36).

— La proteína es retenida por columnas de afinidad de phenyl
sepharosa en presencia de Ca2+y es posible eluirla por el a
gregado de EGTA(Figura 37).

V. BWWIMILIMW ‘MMAV-l-
El primer efecto observado del factor semejante a calmo

dulina de Anabaenasp, fue la activación de la fosfodiesterasa de
AMPcíclico de cerebro bovino activable por Ca2+-calmodulina. Es
ta propiedad se utilizó para seguir la localización del factor
durante el proceso de purificación. Coneste dato experimental,
sumadoa los antecedentes existentes en la literatura científica
sobre la modulación de algunas adenilato ciclasas por calmoduli
na, se ensayó el efecto de la calmodulina de cerebro bovino y del
factor de Anabaena sp (preparación phenyl-sepharosa, sección
VIII.2 de Materiales y Métodos) sobre la actividad de 1a adenila
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to ciclasa de la bacteria medida en presencia de ATPMgZ+como
sustrato.

En primer término se determinaron las concentraciones óp
timas de Ca2+ y Mg2+para obtener la mayor activación de la enzi
ma.

En la Figura 38 se puede ver que aún en ausencia de Ca2+
hay activación por calmodulina. Esto puede deberse a la existen
cia de bajas concentraciones de Ca2+en las soluciones buffer em
pleadas (272).

Además, se observa que al aumentar la concentración de
Ca2+, el nivel de activación disminuye. Se efectuaron entonces,
curvas de la actividad enzimática variando la concentración de
Mg3+y en cada una de ellas se mantuvo fija la concentración de
Ca2+ en U, 5, 10, 25 o 50 HM. Estos resultados se observan en la
Figura 39, donde en presencia de Ca2+ 10 pMse obtiene una acti
vación máxima en presencia de Mg2+ 1 mM.

Luego de haber determinado las concentraciones óptimas de
Ca2+y Mg2+para la activación de la adenilato ciclasa, se estu
dió la enzima en función de concentraciones variables de calmodu
lina de cerebro bovino. Los resultados se muestran en la Figura
40. La activación de la adenilato ciclasa de Anabaena sp depende
de la concentración de calmodulina, es saturable y la mitad de la
estimulación máxima se alcanza con 12 pg/ml del modulador. A

Comoya se ha demostrado, la actividad de la adenilato
ciclasa de Anabaena sp es mucho más elevada con Mn3+—ATPcomo
sustrato y bajo estas condiciones, el agregado de calmodulina de
cerebro bovino no modifica la actividad enzimática (Tabla 12).
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Figura 38. Activación de la actividad de adenilato ciclasa de
Anabaena sp (PCC7119) en presencia de calmodulina de cergggg;995
vino (50 pg/ml) ATP0,5 mM;fracción enzimática, “fl” "' ‘Ï'
DEAEL(55 pg proteína). A, MgClz 1,0 mM; B, MgClz 2,5 mH; (O),
sin calmodulina; (0) con calmodulina.
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Figura 39. Activación de adenilato ciclasa de Anabaena sp (PCC
7119) por calmoduiina de cerebro bovino (50 pg/ml). La mezcla de
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Figura 40. Activación de adenilato ciclasa de Anabaena sp (PCC
7119) por calmodulina de cerebro bovino. La mezcla de incubación
contiene CaClz 10 pM; MgClz 1 mM, ATP 0,5 mM. La fracción enzimá
tica utilizada fue la acaparacién DEAEL(48 pg proteina)
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Agregados Actividad adenilato ciclasa
(nmoles/min por mgproteína)

-—— 133

CaMcerebro bovino 142
CaMhojas espinaca 146

Tabla 12. Actividad de adenilato ciclasa de Anabaena 5p (PCC
7119) medidas en presencia de MnClz 2,5 mMy ATP l mM. La frac
ción enzimática utilizada fue la preparacion DEAEL(65 pg protei
na), 25 pg/ml calmodulina de cerebro bovino, lOOng/ml calmoduli
na espinaca.

Tomandocomo base el comportamiento de las ciclasas euca
rióticas, en preSencia de quelantes de Ca2+o de drogas derivadas
de la fenotiazina, se deberia revertir el efecto de activación
que produce la calmodulina sobre la enzima en estudio (7). En las
Figuras 41 y 42 se muestran los resultados obtenidos con EGTA,
clorpromazina y trifluoperazina sobre la actividad enzimática de
la adenilato ciclasa de Anabaenasp en condiciones óptimas de ac
tivación por calmodulina. Los datos indican que tanto el EGTAco
mola clorpromazina y la trifluoperazina bloquean la activación
de la adenilato ciclasa de Anabaena sp, producida por Ca2+—calmo
dulina.

120



Resultados y Diacusión

Las concentraciones de clorpromazina y trifluoperazina
que bloquean el 50 % de la activación máxima fue de 30 pM y
150 pH, respectivamente.

La concentración de clorpromazina necesaria para la inhi
bición de la adenilato ciclasa de Anabaena sp fue similar a la
requerida para bloquear la estimulación de la PDEde AMP cíclico
de N. crassa (270) y tree veces menor que la necesaria para la
PDE de T. cruzi (252).
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Figura 41. Actividad de adenilato ciclasa de Anabaena sp (PCC
7119) en función de la concentración de EGTA.La fracción enzimá
tica utilizada fue la preggrggián DEAEL(48 pg proteina); Mg2+
1 mM;Ca3+ 10 “M; (0), sin calmodulina cerebro bovino; (O), cal
modulina cerebro bovino 25 pg/ml.
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Figura 42. Actividad de la adenilato ciclasa de Anabaena sp (PCC
7119) en función de derivados fenotiazínicos. La fracción enzimá
tica utilizada fue la pxgganagifin DEAEl(48 pg proteína); Mg2+
1 mM;Ca2+ 10 HM; (O), sin calmodulina cerebro bovino, clorproma
zina; (0), sin calmodulina cerebro bovino, trifluoperazina; (0),
calmodulina cerebro bovino (25 pg/ml), clorpromazina; (I), calmo
dulina cerebro bovino (25 pg/ml), trifluoperazina.
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Los resultados de las Figuras 41 y 42 se resumieron en la
Tabla 13.

Actividad
Agregados adenilato ciclasa

(pmoles/min/mg prot)

Ninguno 0 , 30i0 , 03

10 pM Ca2+ 0,59i0,08

10 pM CaZ+ + 0,25 mM EGTA 0,0510,01

10 pMCa2+ + 0,10 mMtrifluoperazina 0,20i0,09

10 pM Ca2+ + 0,25 mMclorpromazina 0,30i0,03

10 pMCa2+ + 25 ug/ml calmodulina cerebro 6,38i0,40

10 pH Ca2+ + 25 pg/ml calmodulina cerebro (SIGMA) 2,21i0,07

10 pMCa2+ + 100 pg/ml calmodulina espinaca 1.23i0.05

10 “M Ca2+ + 25 pg/ml calmodulina cerebro
+ 0,25 mMEGTA 0,0510,01

10 HMCa2+ + 25 pg/ml calmodulina cerebro
+ 0,50 mMtrifluoperazina 0,41i0,01

10 pM Ca3+ + 25 ug/ml calmodulina cerebro
+ 0,25 mMclorpromazina 0,30i0,09

Tabla 13. Efectos de calmodulina, EGTAy derivados fenotiazínicos
sobre la adenilato ciclasa de Anabaena sp (PCC7119). La fracción
enzimática utilizada fue la pregaxacián DEAEl(48 pg proteína).
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Ademásde la activación producida por calmodulina de ce
rebro bovino, la actividad enzimática fue estimulada por calmodu
lina de hojas de espinaca (Tabla 13) y por el factor semejante a
calmodulina purificado de Anabaena sp (apartado VIII de Materia
les y Métodos), Tabla 14. Los resultados muestran que la estimu
lación de la enzima por el factor de Anabaena sp es bloqueada por
EGTAy los derivados fenotiazinicos.

Chueng(7) ha señalado ciertos criterios para determinar
si una reacción enzimática es regulada por Ca2+-calmodulina.

1- El tejido o la célula debe contener una concentración sufi
ciente de calmodulina.

z- La eliminación de calmodulina del sistema debe modificar la
actividad enzimática y el sistema en estas condiciones debe
responder al agregado de calmodulina exógena.

3- Los quelantes de Ca2+ (EGTA)deben revertir la activación por
calmodulina de la enzima.

4- En presencia de drogas derivadas de la fenotiazina, la calmo
dulina es biológicamente inactiva. Estas sustancias inhiben
la activación de la enzima, pero no la actividad basal de la
misma.

o- La acción de la calmodulina debe ser revertida, al menos en
teoría, por su anticuerpo. En la práctica, por lo menos para
el caso de la fosfodiesterasa, este criterio no es satisfac
torio ya que la constante de disociación de la CaM-PDEestá
en el rango de 10-8 a 10-9 y la afinidad ag-ab es 10-6, por
lo tanto el anticuerpo podria no revertir la acción de la
calmodulina.
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Actividad
Agregados adenilato ciclasa

(pmoles/min/mg prot)

Ninguno 0,1610,03

10 HMCa2+ 0,30i0,08

10 pH Ca2+ + 0,25 mMEGTA 0,03i0,01

10 HMCa2+ + 0,25 mMolorpromazina 0,20i0,03

10 pMCa2+ + 0,5 mMtrifluoperazina 0,4010,07

10 MMCa2+ + 450 pg/ml "actividad calmodulínica” 2,25i0,07

10 HMCa2+ + 450 ug/ml “actividad calmodulínica"
+ 0,25 mMEGTA 0,07i0,01

10 pH Ca2+ + 450 pg/ml "actividad calmodulínica"
+ 0,25 mMclorpromazina 0,3010,03

10 pMCa2+ + 450 ug/ml "actividad calmodulínica"
+ 0,50 mMtrifluoperazina 0,68i0,02

Tabla 14. Efectos de 1a "actividad calmodulina" de Anabaena sp,
EGTA9,y derivados fenotiazinicos sobre la adenilato ciclasa de
Anabaena sp (PCC7119). La fracción enzimática utilizada fue unaDEAEL(48ugproteína).
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Los resultados presentados indican que la adenilato ci
clasa de Anabaena sp cumple con los requisitos enunciados del 1
al 4, no habiendo sido estudiado el requisito 5, por lo que se
puede concluir que la enzima es regulable por Ca2+ y calmodulina.

La existencia de proteinas similares a calmodulina, cuyas
funciones son aún desconocidas, han sido descriptas para Escheri
chia coli (187), Bacillus subtilis (190) y Streptomyces erythra
eus (189). La Bordetella pertussis y el Bacillus anthracis secre
tan además una adenilato ciclasa que es sensible a calmodulina y
que penetra en las células animales (177,178,182), comoparte de
la acción tóxica de estos bacilos. En el caso de B. pertussis, la
bacteria no posee calmodulina (148). Por otro lado, utilizando el
método de radioinmunoensayo con 125I-ca1modu1ina de testículo, en
la cianobacteria Oscilatoria limnetica se describió un factor ti
po calmodulina (268).

En esta tesis se demuestra la presencia, en Anabaena sp
(PCC7119) de un factor semejante a calmodulina. Este sistema "a
denilato ciclasa-calmodulina" procariota es sorprendentemente si
milar a los descriptos en eucariotas inferiores y superiores (23,
34,40). La calmodulina de cerebro o de espinaca puede reemplazar
al modulador bacteriano en la activación de la ciclasa de Anabae
na sp y, a su vez, este modulador puede activar la PDEde cerebro
bovino.

Esto significa que Anabaena sp es el único caso de orga
nismo procariote donde el factor calmodulínico regula una activi
dad enzimática de la propia bacteria, en este caso la adenilato
ciclasa.

Si tomamosen cuenta la teoría endosimbiótica (234) que
postula que las ciano y las cloroxibacterias serían los ancestros
de los plástidos de las células vegetales y de las algas, y como
han demostrado Carricarte et al (23) que la adenilato ciclasa de
Medicagosativa (alfalfa) también es regulada por la acción de
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Ca2+—calmodulina(cerebro y hojas de espinaca), se podria con
cluir que lo demostrado en este apartado provee el primer antece
dente evolutivo donde el Ca2+estaria implicado en los niveles de
AMPcíclico.
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V 'l' - 9.01.191.»0.8.1.911in

La'adenilato ciclasa de Anabaena sp. (PCC7119) es una
enzima de localización citoplasmática. Responde a ATPMn2+y a
ATPMg2+como sustratos. Presenta una modesta activación en pre
sencia de los clasicos reguladores de las ciclasas eucarióticas
como GTP, GMPP(NH)Py forskolina.

La enzima se purificó alrededor de 1500 veces. Se deter
minaron sus parámetros moleculares, cuyos valores son: coeficien
te de sedimentación, 6,4 S; radio de Stokes 6,0 nm; volumen espe
cifico parcial 0,74 ml\g; Peso Molecular, 183400y coeficiente
friccional, 1,59. Estos parámetros son similares a los encontra
dos en adenilato ciclasas de eucariotes superiores.

La enzima de Anabaena sp. es activada por el complejo
Ca2+—calmodulina (cerebro bovina), en presencia de ATPMg2+ como
sustrato.

En Anabaena sp. se ha probado la existencia de un factor
con propiedades de calmodulina, que se sustenta en los siguientes
datos experimentales: es estable al calor, activa la PDEde AMP
cíclico de cerebro bovino, presenta un comportamiento acidico, es
retenida en columnas de afinidad de phenyl-sepharosa en presencia
de Ca2+ y se eluye por el agregado de EGTA.

Esta actividad calmodulina estimula la adenilato ciclasa
de la bacteria en presencia de Ca2+ y ATPMgZ+como sustrato. Esta
activación es revertida en presencia de EGTAy derivados fenotia
zínicos.

Es importante recalcar que Anabaena sp. es el primer or
ganismoprocariota cuya adenilato ciclasa es regulable por una
actividad calmodulinica endógena.

De esta manera se pueden vincular a las cianobacterias,
que datan desde hace más de 2500 millones de años, y los eucario
tes superiores, en especial las plantas (500 millones de años),
respecto de la activación con calmodulina.
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