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The parathyroid-hormone sensitive adenylate-cyclase from renal rat cortex has been
studied. Mg2+ acts as stimulator at a specific locus increating the apparent Vnui
slightly from. 50 to 60 nmol of cAMP per gram of protein if the Mg2+ concentration
increases from 3.25 to 16 mM, and decreases the apparent Km from 2 to 0.4 mM.

Fluoride decreases the apparent Km from 5 mM in NaF concentrations of 0 to
2 mM in NaF concentrations 2 mM.

Magnesium ion also decreases the apparent Ka for NaF.

El enunciado de la hipotesis del segun-
do mensajero por Robinson et al. (18)
aclaro como llevan a cabo sus efectos las
hormonas peptidicas. Esta hipotesis se
basa en suponer que la hormona se une
a un receptor especifico situado en la par
te extema de la membrana, lo que acti-
varfa en la parte interna una enzima ade-
nil-ciclasa (ATP pirofosfato liasa [ciclante]
E.C.: 4.6.1.1.) form&ndose AMP ciclico
(AMPc) a partir del ATP; este AMPc ac-
tivarfa una protein-quinasa que catalizaria
todo un conjunto de reaccioncs bioquimi-
cas que constituyen el efecto hormonal.
Hoy se ha resenado con gran evidencia
de que uno de los modos de accion de
la mayoria de las hormonas peptidicas
— con la exception de la insulina (1,
13)— seria 6ste (6, 12, 17).

El ion magnesio parece esencial para la 

actividad enzimatica. El autentico subs
trate de la subunidad catalitica es el
MgATP, siendo necesaria, al menos, una
relation 1:1 entre el ion y el nucleotido
para que exista actividad enzimatica in
vitro. Esta bajo discusion si este es el uni-
co papel jugado por el Mg2+ o si este ion
ejerce otras funciones en un locus extra-
catalitico. Algunos autores han eviden-
ciado la existencia de una regulation alos-
terica por el magnesio; Perkins et al. (2)
encontraron quo la exposition al fluoru
ro de membranas conteniendo ciclasas
causa un descenso de la constante de acti
vation aparente (Ka ap.) y un aumento de
la velocidad maxima aparente (VmaI ap.)
en presencia de concentracioncs crccicn-
tes de Mg"+. Al contrario, Drummond y
Duncan (8) encontraron solo un aumen
to de la Vinax ap. en otros sistemas cstu- 
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diados. Birnbaumer et al. (2) sugieren
que este ion jugaria dos papeles distintos:
activation por secuestro del ATP libre e
inhibition por interaction con un locus
alosterico.

Las ciclasas de sistemas membranosos
desprovistos de celulas son estimulables
por el ion fluoruro, en especial por el
fluoruro sodico, cuyo efecto es inespeti-
fico y general para todos los sistemas, con
la exception de la adenil-ciclasa de mem-
brana de espermatozoide de rata. El me-
canismo de action de este ion es desco-
nocido, a pesar de tener algunas caracte-
risticas comunes con el modo de action
hormonal. Sin embargo, la activation por
el NaF es mucho menos dependiente de
la envoltura lipidica que la hormonal, y el
comportamiento cinetico es distinto. A pe
sar de estas diferencias, la activation de
la adenil-ciclasa por el NaF no parece ser
independiente de la hormonal. Hardwood
y Rodbell (2) demostraron que el NaF,
que a temperatura inferior de 30° C es-
timula la adenil-ciclasa de corteza adrenal
menos que la adrenocorticotropina, inhibe
la action estimuladora de esta si se incu-
ban conjuntamente. Manganiello y Vau
ghan (15) han resenado evidencias de
que la action del NaF sobre la ciclasa es
distinta cualitativamente (estimuladora o
inhibidora) segun la concentration y la
presencia o ausencia de hormona en el
medio.

De los datos expuestos hay pocos fir-
memente establecidos. Solo la compleji-
dad de la interaction de la enzima con
un conjunto de elementos moduladores,
y el cardcter de substrato del MgATP
mas que del ATP libre, parecen bien cla-
ros. La falta de conceptos asentados y la
posibilidad de que diferentes sistemas ac-
tuen y scan modulados de modo distinto,
justifica su estudio exhaustive. Uno de
los menos conocidos es el de corteza re
nal sensible a la parathormona (PTH),
que ha sido el escogido para el presente
trabajo, en quo se estudia su modulation
por magnesio y fluoruro sodico.

Material y metodos

Se determina en membranas de celulas
de corteza renal de rata la actividad ade
nil-ciclasa, siguiendo los trabajos de Cha-
bardes et al. (7), quienes, estudiando la
sensibilidad de diversas zonas de la ne-
frona a diferentes hormonas, demostraron
que es en la corteza donde se encuentra
la mayoria de la actividad estimulable
por la PTH.

El protocolo seguido es una modifica
tion de los de Marcus y Aurbach (16) y
Canterbury et al. (5). Se usan ratas hem-
bra, Sprague-Dawley, de un peso aproxi-
mado de 500 g, anestesiadas con tier. Los
rinones se lavaron con una solution iso-
tonica de sacarosa (0,25 M) colocada en
un bano con hielo fundente; aproximada-
mente 500 mg de la corteza de ambos
rinones se homogenizaron con un homo-
genizador Potter-Elvehem en un tampon
tris-HCl (25 mM) a pH 7,4. La suspen
sion obtenida se centrifugo a 12.000 X g
durante 10 min. El precipitado se resus-
pendio en tampon y se recentrifugo; el
nuevo precipitado se resuspendio en tam
pon tris hasta una concentration protei-
nica de 3 g/1, medida segun el metodo de
Lowry et al. (14). El sistema membrano-
so obtenido fue incubado con concentra-
ciones variables de ATP, MgCl2 y NaF
en un tampon tris-HCI (25 mM) a pH 7,4
que contenia, ademds, KC1 (13 mM), se-
roalbumina bovina (0,13 %), teofilina
(6 mM) como inhibidor de la fosfodies-
terasa y un sistema regenerador de ATP
compuesto por fosfoenolpiruvato (3 mM)
y piruvato-quinasa (30 mg/1) en un volu-
men final de 150 /zl. La incubation se
llevo a cabo durante 15 min a 37° C; des-
puds, la muestra se desproteinizo por in-
mersion en un bano a 100° C durante 3 min
seguida de centrifugation a 2.000 X g. El
sobrenadante se guardo a —20° C.

El AMPc se determine por un metodo
de union competitiva a proteinas basado
en el de Gilman (11) y modificado por
Tovey et al. (19) que usa como proteina 
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de union protein-quinasa de musculo de
buey que en nuestro trabajo resulto ser
una proteina con alta afinidad por el
AMPc, con una KD a 4° C de 6,4 X IO-10 M
(4) calculada segun el metodo de Scat
chard (9).

Los resultados de las determinaciones
de AMPc se expresan como nmoles de
AMPc producidos por gramo de proteina.

Resultados

Modulation. por el Mg2+. La relation
entre el ATP y el Mg2+ se estudio viendo
el efecto de concentraciones variables de
uno u otro o bien de ambos conjunta-
mente sobre la actividad enzim&tica. Con
centraciones crecientes de ATP incremen-

Fig. 1. Relacidn Mg*/ATP en la actividad
enzimatica.

A) Determinaci6n de la actividad adenil-ciclasa
en funcidn de la concentraci6n de ATP. B) De-
terminacidn de la actividad de adenil-ciclasa en
funci6n del incremento equimolecular de las
concentraciones de Mga+ y de ATP. Concentra
tion de NaF en A) y en B), 6 mM. C) Influen-
cia de los niveles de Mg2+ permaneciendo los

de ATP invariables.

Fig. 2. El Mg* como estimulador alosterico.
1) Concentration de Mg=+ equimolecular con
la de ATP. 2) Existe exceso de Mg de 12,8 mM
por encima del de ATP. La Km aparente de 1)
2 mM. Km aparente de 2) 0,4 mM. Concentra-

ci6n de NaF, 6 mM.

tan la actividad adenil-ciclasa siempre
que su concentration sea inferior a la de
magnesio (fig. 1 a). Cuando es inferior a
la de ATP, la actividad enzimatica se in-
hibe fuertemente.

Si se varian equimolecularmente las
concentraciones de magnesio y de ATP,
no se ocasionan cambios importantes en
la actividad enzimatica, que permanece
practicamente constante. En cambio, si se
incrementa el nivel de Mg2+ por encima
del de ATP, permaneciendo la concentra
tion de nucleotido invariable, se estimula
la adenil-ciclasa (fig. 1 b y c).

El papel estimulador del magnesio que-
da mas claro en la figura 2, que muestra
su comportamiento como estimulador alos-
tSrico, aumentando ligeramente la VIna^ ap.
y disminuyendo la KM ap. de 2 a 0,4 mM
cuando existe un exceso de magnesio
(12,8 mM) por encima de la concentra
tion equimolecular con la de ATP.

Modulatidn por el NaF. El NaF es
un modulador positivo de la actividad
adenil-ciclasa (fig. 3). Parece actuar dis-
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Fig. 3. Curva de Michaelis-Menten en pre-
senda de concentraciones crecientes de NaF.
Para 1, 2 y 3 corresponden los valores de 0,
3 y 6 mM y Km aparente de 5, 3 y 2 mM,
respectivamente. No habia exceso de magnesio.

minuyendo la KM ap. que pasa de 5 mM,
cuando no existe fluoruro en el medio de
incubacion, a 2 mM cuando existe una
concentracion de 6 mM.

La influencia mutua del magnesio y
el fluoruro sodico se muestra en la figu
re 4, en la que se ve que sin ningun ex
ceso de Mg-+ —actuando el magnesio
solo como substrato junto al ATP— el
efecto del NaF no se manifiesta a con
centraciones mds bajas de 2 mM y existe
inhibition por exceso de substrato. La
adicion del exceso de magnesio suprime
la inhibition por el NaF, incrementa la
VniaI ap. y disminuye la Ka ap.

Fig. 4. Modulation del estimulo del NaF por
el magnesio.

La concentracion de Hg34 en las curvas 4, 3,
2 y 1 fue de 19,5, 13, 6,5 y 3,25 mM, respecti
vamente; esta xiltima es igual que la de ATP.

Discusion

La modulation de la enzima adenil-
ciclasa es un proceso muy poco cono-
cido. Se cree que todo el conjunto de
estimuladores e inhibidores podria ac-
tuar modificando el acoplamiento del re
ceptor hormonal y la subunidad catali-
tica. Birnbaumer et al. (2) sugieren que
el magnesio actuaria como inhibidor por
interaction con un locus alosterico, o
bien suprimiendo la activation por los
guanil-nucleotidos. Garbers y Jhonson
(10) hablan de una activation alostSrica
del sistema enzimatico por el ion en la
adenil-ciclasa solubilizada con Lubrol PX,
aumentando la VmBX ap. y disminuyendo
la Km ap.

Nuestros resultados senalan el papel
del magnesio como substrato, formando
el MgATP y confirmando que el ATP
libre inhibe el sistema adenil-ciclasa. Solo
la adicion de cantidades de Mg2+ iguales
a las de ATP suprime este efecto inhibi
dor. Si el Mg2+ solo sirviese para secues-
trar el ATP libre, se llegarfa a un plateau
cuando todo el ATP estuviese saturado.
En nuestros experimentos se observa un
plateau (fig. 1 c), pero a niveles de Mg24
muy superiores a los presentes de ATP,
cuando la reaction

ATP + Mg2+ <=> MgATP
a pH 7,4 est& muy desplazada hacia la
derecha, con lo que el ATP queda total-
mente saturado con concentraciones de
magnesio no muy superiores a las suyas.
Parece, por tanto, que el ion Mg2+ es-
timula nuestro sistema a traves de actuar
como substrato.

La figure 2 muestra como se ejerce
este estimulo, aumentando la Vinax ap. y
disminuyendo la Kjr ap. para el MgATP.

La action del NaF parece ser la de dis-
minuir la KM ap. manteniendo constante
la Vniax ap. No queda claro, sin embargo,
por que la adenil-ciclasa es estimulada
por un ion fisiologicamentc tan extrano
como cl F“. Ambos ioncs, Mg2+ y F“ se 
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interactuan estimulando cada uno la ac-
cion del otro, disminuyendo su Ka ap. y
aumentando la Vmnx ap.

Resumen

Se estudia la adenil-ciclasa de corteza renal
de rata sensible a la parathormona. -Se de-
muestra que el Mgs+ actua como estimulador
en un locus especifico aumentando ligeramen-
te la Vmax aparente que pasa de 50 a 60 nmol
de AMPc por gramo de proteina cuando la
concentracidn de Mg’+ pasa de 3,25 a 16 mM
y disminuyendo la Km ap. de 2 a 0,4 mM.

El fluoruro disminuye la Km aparente que
pasa de 5 mM, cuando la concentracidn de
NaF es de 0 a 2 mM cuando es de 2 mM.

El ion Mg’+ tambidn disminuye la Ka ap.
para el NaF.
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