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7\ r: Tt r, F`F r I `f i I I?TTr` a

rrTrade7.cn   ci,n    f\r`,rrnr;   esr)La.c]..a]    ,1.]`.   r`ro    tTr)rr'e   I.    .,T\]Jeri.{:e

T.`or   hlhi=jrrnc   hrincl\|fl\i   lt?,   ,:33j:c{:=leri+.a   opc`rt.i`inirlt?.r`   r`e   rep.i.izcl.r

este   trabajo   bai'`-,   fjTu   ef.1.cap   y   r.i.ilj.c-en+,a   fir£-:cr?i.6na

rz\    Cathi?fine   .\llen.i`J]t`3,7    rr`n   ru.i.€m   +|1`v7C-:   el   ,|rtrr],CIO   C].a

trl.I?,?,i.|r   en   ref?etj.rlE`.gT,   r}ca.sj.r`n.blp„   rr.i   `:?rtTp.titufl   a)r`.r   fT,u   cr`ns-

tan+.a   ~|tinvr`   mr`r,.`.I   y   i>rr\fe.s]..rtn.?i ,    l{i   c?ue   ,i.:Ju(1rl,   c3r\.   rrrtTir.   r>,i.rte

a.   ]r].   exit``-.s?.   rti`ali'/:`|.c]..6n   cTe   ef,te   trafo.~l.i('\o

lle{.ieo   i?.flemas   exT)resar   in.I    recrim)cimic..ntc3   {T?    tr\t.-l„TS+g`

acTuellas   r;c!rsr,na.s   qu€-I   c{:tnt-.rihi].yerrn   a.   i.a   mciLterjali<za.ciar.

de   est_,i   t€`sjso      tn,   riesr?a   rl.e   crTmete.r   fl.Irun.,TL  nm,isi6r`.   invclun-

tcl.ria ,   c:uierrt   tef9t]'.rir,r`.iar   €m   fi.``rra.   exillfci+,ri.  mis   ri.tTrtif]-ec]..r-

m i a n t rj fT, ?

J\   ,r.€lela   Tti.rr.-.rTf,,   ?r)r   su   rer`.a,rt-)so   r].=tf`rte   en   lr..   revisif`n

i.nici,,?.I  t]e  esta  tesis?

..a,   Ca.rm.en   Ci-c`.tnzc3_lez„    7`r`r   su   cTra.n   f].Qficaci6n   e,n   I.fl   revisj.6n

final  clt3  este  escrito€

£`    toflos    loF`   inter?ran.tea   t`1.f`1   n(LT`+-`,`ri.rtamento   t-fj   r},i.r)rfufnicr3.   'T\=

1,r.   .Ta.cult.?f.   r]e   .P:ef].idina   Fr>rtt'.-j7    Unive.rsjfl.a.rq   r`cf,   rh.il€`-,    ?,tor

ltq.s   facilicl`?.(`1es   c>tort'aflt?.:s   r~?.rri   lp   recll.1..zclci6n   rle   este

trabajcL.

£7\.   `t`1a. rtt?,   7\,.rtea.q,:i.7   :|c>r   su   cnlahc`ra.cI.dn   en   la   exp€r_littl.   tra. ns-

crirci6n  {-1.el  textn,

.7\   Jc`s6   I:?.cmcTlc`?.,   }ior   su   tl.:.¢T±..caci6n.   en.   Ia   confeccj.6n   r]c-;   lcls

f I r-ura.s .
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REsunfTEN

Se  ham  estudiado  las  caracterlsticas  de  la  s±ntesis

de  r7rote±nas  en  oocitos  de Xenc)r)us   lcl-evis   y Caud iverbera .

caudiverbera.  micliendc`  1a  incorroraci6n  de  aITi.inoacid.a

radiactivo  externo  al  in.a.terial  :`Trecipitable  con  acido.

Se  han  observado  qram-i.es  diferencias  de  j.ncorTiora.ci6n

a  prr)teinas  entre   lc`s  di8tintos  aminocs.cid.os  usad.oso     For

ejemplo,   se  encontr6  que  a.cido  a.srfrtico  a  cTlutfimico

radiactivo  se  incorrtoraban  levemente  a  concentraciones  de

0,1  mM,   mientras  Cue  log  otros  FLmino5cidos   son  rfpidanente

incorp®rados  a,6n  a  concentraciones  de  n,01  mlil  en  el  media

extracelularo     Pst,|s `variacic>nes  se  deben  r>rincipalmente  a

diferencici-s  ev.itre  las  constantes  de  transporte   (KT)   y  entre  el

tamafio  de  log   "r}oc`les'.   d.e  amin.acidos  libres  en  el  oocito,

log  cuales  son  muy  qrandes  rtara  los  aminoaciclos  acidicoso

Se  ha  realizadr>  tan.bi6n  un  estudio  detallado  sobre

el   Sistema   transports.dor  a.e  arLinoscic?Los   on  ®r`cj.tog   tie

Xenc)r,)us  laevis.     Estas  c€1ulas  son  ca.paces  tie  ccincentrar

2-5  veces  la~  mayorla  de  los  aminoacidcts  estudiad.a,`s  respecto

al  rn.edio  extracelular®     Las  velocidades  iniciales  rle  `-.ntrada

para  los  distintos  aminoficidr`s  estud.iadr)s  varf a  con  la

concentraci6n  usada  cl.e  acuerdrt  a   la  ecuaci6n  de  Michaelis-

Fffenteno     Lag  constantes  a,e  transporte   (Kin)   encontradas
A

varfan  entre   0,1   -2,5  rnJ`'q,   der)endiendo  del   amino6.cido.
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I,a   capta,ci€in  de   anhinoacicl.c>  r>or  6stas   c€1ulas   .Darece

ser  especif]..ca  para  qrupos  de  amino5cidr>s  analogos,   corrio  lo

ham  demr`strado  lr)s  exr..erirnentrs  cl.e  comr`etici6n.     Estos

grupos  serian  el  C!.e  los  arinc)ficidcs  aromsticos9   aliffiticos,

acidos  y  bcfisicos.

`^.den/Ss  se  ha  demostrad®  mediante  el  a.ncflisis  de  log
"pooles"   de  r-minoficido  que  6stas  c€lulas  son  cartaces  a.a

concentrarlc>s  de  la   sanqre  de  la  hembra  a.el  ¥£±££±±±  ±V_±E

coma  d.el  meitic  de   incubaci6no

I.a  sfntesis  de  r!rote±nas  de  log  oocitos  de  ambos

anfibir)s    dependen  de  la  presencia    del   i6n  N.g++,.  obteni6n-

dcise   el  max.imf?  de   incQrTDoraci6n.  a  :Concentraciones  rlie   I  mJ1.

de  este   i6n®

Inhihid®res  de  la  sinte.sis  a.e  |3roteinas  comr`  riuroni-

cina,   acido  fus±dico  y  cicloheximicla  inhiben  eficientemente

la  incorr}oraci6n  de  aminoac]..do  rac]`tiactivo  a.  prr`teinas  en

los  clog  tiric`s  de  -c.c]..ttisg   a   concentraciones  de   |o-4 a  |o-5!i.

Tambi€n  se  ha.  estud.ia.do  el  e.fectc)  de.   1a  temr)eratura`,

y   Se.   encontr6   qua   la   ten.peraturci.   firtj.rna   f,r.`;   incub,:iciflr.  Tif.i:',,.i.

log  rjccitcs  de.   amhr7.s   especies  es  a.e   20    a   24°.

Fmbc`s  tir)os  de.  or)cites  f.if ieren  resr]ecto  a  lt?.  sensi±

bilid.ad     al  r,13  del  medio  a,e  incuracif5n  ya  qua  en  lr}s  c`ocitos

Cle  2SenrJllus  ±±j=;:}[]=£L  la   sintesis   i.e  :1rotein,|s   es   el   d.c`ble   a

TiH   8,5   qur.`   a   rtH   7,0  mientras   que   c`n   los   noon..tns   de

Caudiverbera    caucl.iverbera  nrt  se  detecta  diferenc±,a  a  estos

iv
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F:i  otrc)  tir`r)  d€.  estudic.is  tiene  gue  ver  cc)n  los

efectos  horn.c>nales   st`bre   los  or`citris  de  Xenrir>us   laevis®

Se  ha  realizadc`  un  estudio  de   las   ccTndicic)nes  Ciue

afectan  la  maduraci6n  a.e   lr\s  nocitos   ind.ucidLa  pr)r  difec-

rentes  hormc`nas.     Las  cibservacirjnes  demuestran  que  existe

una  clara.  derendencia  de  tem[.eratura.  y  pH  para  inducir

la  maduraci6n  I)or  gonaclc`trc`pim  cori6nica  humana,   proges-

terctna  y  testosteronri®

De  acuerdo  con  una  serie  de  observaciones  el  CAMP  esta-

rfa  involucrado  en  el|irr`ceso  de  rna.duraci6na     I,ns  nj.veles

de  c?iME`  decrecen  consicl,erahlemente  una  hrra  despu6s  de

expciner  lr`s  .ocitos  a.  proge§terrna  lo-7P4,   recobrandc\  log

niveles  norm.ales  desr)u€s  de   5  hc`ras  de   la  accif:)n  hormonalo

Un  resultado  muy  similar  se  ha  encr`ntrado  crn  el  i6n

lantanc`,   que  ha   sift.o  descrito  cr)n\c`  a.cTentc  incluctrtr  de   la

maduraci6no     En  cambio   la  gonad.otrr`rtina  cririi5nica  humana

que  ta"bi6n  es  car)az  cle  r>roducir  la  maduracif`n  en  estas

C6lulas,   aumenta   los   niveles   d.e   c`r`M.T`   en   un   loo   %   ,:.i   c,iL`r`   tl`~L`

1-2   horas   desrlu6s   d`e   ser   `q.t~TregacJ.r?.   a.i   ncdirl,.   r€jcur`er.5~n(lr`,   ltis

niveles  normales  fie  nucle6tir].c`.  ciclico   al  cci.hr`;  d.a   3  hfjras.

El  ritro  tipe  de observaciones  aue  relacirina_  fll  cA.M_r   ccin

la  macluraci6n,   es  el  hech.  que  teofilina  lo-3.P't  y  r`at.averina

|O-4-M,   ambns   inhibir5.ores   de   l`a   fcisfod.iesterasrl   de   cAPTr`,   sean

capaces  de  bl.guear  la  madura.ci6n   ind,ucidti  pc`r  crr`na.f.c`trr?pina

cori6nica  hunana  c,`  rtrcigesterona.     La  acci6n  cle  estos
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inhibid.ores,   sin  em`harcTo,   rodria  estar  ned.I..ada  rtor  la

slntesis  de  pr®teinas,   ya  que  se  ha  c`bservadrt  que  amhos

comr`uestos,   a   lag   cc`ncentraci®nes  que   imriden  la  Tn.acl.ura-

ci6n,   inhihen  la  sintesis  rle  Tiroteinas  de  estas  c€lulas

entre   un   50-60   %o

Existe  una  ccim:I:ilicaci6n  adicional  i`or  el  hecho  gue

altas  concentraci.nes  a,e  i6n  Ca++   (5  mM)   revierten  el

efectc`  de  teofilina  sr`hre  la  madura.ci6n  y  la  s±ntesis  de

protelnas®     Ademas  se  ha  encontrado  tambi6n  que  tanto

gc)nadrjtror)ina  cnri6nica  humana  cnmo  prr)gesterona  estimu-

lan  la  entrada  de  -t5Ca++  cl.e  log  or)citos,   y  que  este

estimulr)  es  impecl.icl.o  en  la  t`resencia.  cle  teofilina  r`  rapa-

verina ®

Per  tiltimr>,,  se  ha  puesto  en  evidencia  que  la  progeste-

rona  r>r.duce  un  estimulc`  en  la  fosfc`rilacifin  cl.e  'irrtefnas

nucleares  y  tc`tales  del  r`c`cito    durante  las  rrimeras    horas

de  su  acci6no

se   Tlresenta.n   aiemas   ciertas   c?i..7iclencia.s   r7ii.ci   '`L.r`t-;rr;.£tQL

rcna  y  gc`nadotror)ina  ct`ri6nica  humana  estim.ulan  la  sfntesis

de  iirotefnas,   Tiero  que  este,  estfmulo  es  Lr)ref€`.rentemente

de  tiTiri  cuantitativo  y  nc,  cualitativr)a
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S U`M1`',P RY

Certain  as]iects  of  the  in.echanism  of  ?.-)rr`tein  synthe-

sis  have  been  studied  in  isc`1a.tef[  amphibian  oocytes  obtai-1

ned  fran  Xenor;us   laevis,   the-A.frican  clawed.  toad  and  Sa±±-

diverbera  caudiverbera,   a  large  Chilean  frc`c?a     Th.e

r.r!ncir>1e  metht`;a,  used  was  th.a  incorTir`ration  of  externally

added  rtidic`active  a.rninc  acid.s  into  acid  preciritable

rna.terial ®

IjarcTe  a.ifferences  we,re  r`hserverl  for  the  incc)rroration

of  the  clifferent  anin®  acids  testef<  into  r`rr`teino     For

example,   radioactive  glutamic  and  aspartic  acid  are  incor-

pc)rated.  tc`;  a  lr;w  a.egree  at  0,1  "  whereas  other  amino  acids

such  as  thr;onine  and  phenylalanine  are  readily  incr`rporatec

from.  the  external  ned.i`im  even  at  0.nl  mqo

It  was  shown  that  these  differences  are  a  result  of

dif ferences  in  the  transrtc`rt  c.nstants   (KT)     and.  the  size

c>f  th.e  free  aminc  acid  prc`ls   in  the  oocyte®     The  pr)ol   size

of  the  acidic  aminc`  acids   is  hl.cTho

The  amino  acicl.  transport  system  in Xenopus  laevis

has  heen  studied.  further.     These  oocytes  are  capahle  af

concentrating  twcj  to  f ive  fr`ld  most  cif  the  arninr,  acids

present  in  the  external  IT`.edium.     The  initial  rates  c>f

uptake  c`f  the  dif ferent  amim  acids  vary  in  proportion  to

the  concentratirin  used  in  accc`rcl.lance  with  P`.1.ichaelis-Menten
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kinetics.     The  transport   (or  uptclke)   ct)nstants   (KT)

observed  varied   Between   0.1   and   2o5  rm.1o

Competition  experiments  have  shorn  that  the  urttake

of  amino  acicl.s  in  these  cells  i§  very  specif ic  for  groups

of  amino  acids  witll.  analc>apus  structureso     Four  type-

grour>s  of  hehavi.ur  were  observep„   aromatic.p   alipha.tic,

acidic  antl.  hasic®

Me.asurem.ent  r)f  the  amino  acid.  pf`ol   size  showed.  that

these  cells  are  capable  of  cr`ncentratinq  ,|mine  acids  from

the  blood  supply  as  well  as  from  the  incuhaticjn  mediurri.

Protein  synthesis  in  cocytes  obtainef!.  froni  both

amphibians  is  depend.ent  on  the  presence  of  macTnesiun  ion,

i  mM  being  the  concentration  for  rna.ximum  activj.tyo

Purc>rnycin,   fusidic  acic]  and  cyclohexinide  effectively

inhibit  prc`tein  synthesis  in  hath  amr`hihians  at  10~4  to

10-51!.     The  optimun  temT3erature   in  both  system.s  is   2n   to

24°.     .A   c?i.fference   in  pH  maxima   for  ir`.corporatior`.  of   amino

acifls   intri  prr`teins  wt-,a  ohserverl  with  the  t`^7o  tyres  of

Oocytes . tTsinq  xenopus 1af>.vis  flo.cyte.s   the.   incor?`nratic`n

at  PFI   8.5   is  twice  tnat  lneasured   at  pll  7.n  ve7hile  wj.th.

Caucliverbera. cauf!.iverbera.  nr)  dj.f ference  in  incnrr`oratic)n

is  seen  in  this  r`H  ranfre..

The  ef feet of   hrtrlii.r)nes   r`n   Xenr`pus laevis  oocyte§

v,ias  also  stut].led.a     The  ccnditions  which.  affect.  the  matura-

tiori_  of  oocytes  were  observed.  usinf?  different  hormones.
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The  results  show  a  clear  cler)endence  on  temperature  and_

PH  with  the  hfirm.rtnes  rjrocJesterone,   testosterone  and  human

qonaf].otrcjpin`  hormc`\ne    (hcG)  a

The  rc.le  r>f  c.r``l?r   in  the  maturation  process  t`7as

studied.     The  levels  of  calm  cl.ccrease  consj.derably  a.fter

i  hour  after  exr)r>sure  of  the  oocytes  tc)  prr,gesterone  at

10.i.7r®     The  levels  return  to  nrirmal  after  5  hours  r)f

hormone  action.     A   simj.1ar  result  was   fc)und.  with  lanthanum

ion  which  has  been  repc`rte(i  tr}  he  6{|pahle  rif  inducing

oocyte  maturatir`no     On  the  c>ther  handp   hcc-,   which  €ilsn

induces  oocyte  rnaturatirin,   causes  an  increcise  in  CAPIP  le`/el

of  100  %   in  1  to  2  hours  a.fter  its  addition  to  the  mefiiulTi.

and  again  there  is  a  return  to  normal  CAJJP  levels  after

the  thirrl.  hc``ur.

The  relatir,n  between  c.,A.MF  and.  the  process  of  rnatura-

ti®n  is  suFr`r>rted.  by  the  fact  that  ther`T`hylline  at  |n-3rl

ancl  paLiaverinc:  at   ln"'4l.tp   Tioth   ]..nhihitors  of   c?`!1P  phc`spho-`

diesterase,   are  capar>le  of  .Til.,ctrint,'  th.e  inductie.n  -F

maturation  using  hcG  or  proresterr)ne.     The  t-,cti\r`n  of  these

inhihitcrs,   however,   could  !`e  ri.ef!.iated  thrc`ucTh  the  synthesis

of  prr)teins  since  it  has  been  shown  that  hiltb.  comr]ouncl`s,   at

the  levels  that  they  inhibit  naturation,  inhi+it  or)cyte

protein   synthesis  hy   50   tr>   60   %®

There.  is  an  adt.Litir)nal  f actr)r  vthich  enters  into

consideraticin.     The.t  is,   hiah  concentratic`ns  c`f  calcium.
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ion   (5  mJ4)   reverse  the  effects  f)f  theor>hylline  c`n  hc)th

rna,turation  and.  protein  synthes*..§.     The  hcrmr,ne.s  her-and.
`       Pror3'esteroncJ  stj.mulate  the  u:`trlke  of  raf iriactive  Ca++

(45ca++)   by  the  rocytes  an.rl  the  stir`ulus   is  not  Se`dn  in

the  |`>resence  ct.f  ther>phyllin,e  art.rl  r`a.paverine.

Finally   it  ha.s  rteen  o}``§erved  that  rjrc)rTesterr)ne

Prof].uces  a  stimulaticn  r!f  iihosr)hr`,ryla.tion  cif  tr>til  ancl.

nuclear  r)rcjteins  `^jf  the  oocyte  t..urinrT  the,  first  hours  of

expcisure .

F.vica:ence   is   alsc`  riresentecl  tb.at  hcci  ant]   rrc`gesterf>ne

stimulate  r>roteir`_  synthesis  I?ut  that  this  st]..mulation  is

ctf  a  quantitative  nature  ra.ther  tr``an  qualitativeo
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2)   Disponibilidad  de  c€1ulas  en  distintas  etapas

de  crecimiento.

En  un  ovario  de  anfibio,  nomalmente,   se

encuentran  los  oocitos  en  diferentes  etapas  de

crecimiento,  lo  que  permite  estudiar  las  posibles

regulaciones  de  la  expresi6ng€nica  a  medida  que

las  c61ulas  se  desarrollan®

Durante  el  crecirfuiento  del  oocito   (oog€nesis) ,

existe  una  intensa  actividad metab61ica  que  le

permite  sintetizar  los  productos  necesarios  para
su  crecimiento,  adem6s  de  una  gran  cantidad  de

otras  sustancias  que  se  almacenan  por  semanas  o

meses,  para  §er  utilizadas  durante  la  enbriog€nesis

temprana  del  anfibio.    La  mayorfa,  y  .tal  veg  tbdo

el   rENA,   tENA  y  mENA  que  se  utiliza  durante  los

primeros  estados  embrionarios,  se  sintetiza  durante
la  oog6nesis.

En  los  estados  iniciales  de  la  oog6nesis  se

produce  la  amplif icaci6n  del  rDNA.     Luego  se  produ-

cirla  una  activa  sfnte§is  de  mENA  ,. de  tENA  y

RNA  5S.    Mss  tardiamente,  se  sintetizaria,  en  gran

cantidad,   los rENA   28S  y  18S.

Es  evidente,  por  lo  tanto,  que  existe  una
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regulaci6n  en  la  expresi6n  de  ciertos  genes  del

oocito  durante  su  crecimiento,  1o  cual  permitirfa

usarlo  como  modelo  para  estudiar  el  control  de

expresi6n  g6nica.

3)   Capacidad  de  responder  a  hormonas.

Una  vez  que  log  oocitos  nan  alcanzado  su

crecimiento  maximo,   son  capaces  de  responder  a

ciertas  hormonas  que  los  harian  salir  del  largo

periodo  de  profase  de  la  primera  divisi6n  mei6tica
en  el  cual  se  encontraban  durante  toda  la  oog6nesis,

y  terlninar  el  proceso  de  meio§is   (maduraci6n) .
Esta  propiedad  hace  de  los  oocitos  un  excelente

sistema  para  estudiar  el  efecto  de  hormonas  en  c61ulas

eucari6ticas .
Debido  a  que  numerosas  hormonas  son  capaces  de

inducir  la  maduraci6n  de  estas  celulas (.'.--:ctgesterona,

hcG,  testosterona,  hidrocortisona,  eta.)   es  posible

realizar  estudios  comparativos  sobre  los  mecanisr.or9

de  acci6n  de  los  diferentes  inductores  y  establecer,

asl,  una  relaci6n  entre  el  fen6meno  de  maduraci6n  y

log  mecanismos  por  los  cuales  actuarian  las  distinta§

hormonas.

-3-



4)     Posibilidad  de  ser  microinyectadas.

Alguien  que  desee  entender  c6mo  ocurren  y

est5n  organizados  log  procesos  dentro  de  una  c61ula

viva,  a  menudo  encuentra  6til  alterar  el  medio

interno  celular,  simplemente,  agregando  al  medio

sustancias  que  puedan  penetrar  facilmente  la  membra-

na  plasmatica.     Esto  se  complica  cuando  log  compo-

nentes  a  usarse  son  de  gran  tamafi.o,  o  impermeables

a  la  celula.     Un  modo  de  ver  el  efecto  de  estos

compuestos  es  romper  la  c61ula  y  estudiar  el  sistema

in  vitro.    Esta  met6dica  tiene  el  inconvenience  de

destruir  la  organizaci6n  interna  de  la  c61ula  lo

que  puede  influir  en  la  actividad  e  interacci6n  de
los  componentes  en  estudio.    Otra  manera  de  resolver

el  problema,  por  lo  tanto,  es  el  de  .introd'ucir

estas  sustancias  dentro  de  la  c€1ula,  dejfindola

relativamente  inalterada.    Para  6sto    tiltimo,  1as

c6lulas  germinales  parecen  §er  las  mss  adecuadas,  ya
`

que  se  piensa  que  su  citoplasma  tendr±a  memos

restricciones  que  los  de  una  c61ula  altamente  espe-

ciallzada.

Entre  las  c€lulas  germinales,  las  mss  aptas

serlan  lag  de  anfibio,  ya  que  son  de  un  tamafio  sufi-

cientemente  graride  com.o  para  poder  microinyectarlas,
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con  un  volunen  de  alrededor  de  loo  nl,   1o  que

equivale  de  un  10  %  a  un  20  a  de  su  vclumen,   sin

causar  dafio  celular  visible.
Es  posible,  por  lo  tanto,  utilizando  esta§

c€1ulas,  estudiar  los  efectos  producidos  por  altera-

ciones  en  los  niveles  intracelulares  de  macromol€cu-

1as,  nucle6tidos,  etc. ,  mediante  la  t€cnica  de

ricroinyecci6n.
Ademas,  es  interesante  resaltar  la  posibili-

dad  de  estudiar  en  estas  c€1ulas  la  interacci6n

existente  entre  n€cleo  y  citoplasma,  como  control  de

la  expresi6n  g6nica,  utilizando  para  ello  log  trams-

plantes  nucleares.
De  los  puntos  anteriormente  seaalados,  hemos

escogido  hacer  una  revisi6n  bibliogrsf ica  mss  detallada

sobre  la  microinyecci6n  de  mRNA    en  oocitos  de  Xenopus

laevis  y  sobre  log  conocimientos  que  se  ham  acumulado

acerca  de  la  maduraci6n  de  estas  c61ulas  gatillada  por

hormonas.    Esta  revisi6n  tiene  por  finalidad  exponer

algunas  de  lag  posibilidades  de  inve§tigaci6n  que

presentan  log  oocitos  de  anfibio  coma  sistema  y  ayudar
en  la  compren§i6n  de  los  problemas  que  se  ham  enfrenta-

do  en  el  trabajo  experimental  de  la  t6sis.
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11    Oocitos  de  anf ibio como  sistem.a  traductor  d.e  ETA
de  estud.iotado§.  y in.ediomensajero

contro atra

Iia  mlcroinyecci6n  permite  introducir  en

oocitos  grandes  cantidades  de  macromol6culas,   como

RNA  mensajero  y  estudiar  su  traducci6n,   1o  cual

mos  puede  ayudar  a  investigar  los  controles  existen-

tes  a  este  nivel.
Para  identif icar  el  producto  de  un  ETA

mensajero  es  necesario  que  €ste  codifique  para  una

protelna  caracteristica.     Si  el  mENA  va  a  ser  micro-
inyectado,  es  necesario,  tambi€n,  que  la  c€1ula  en

la  cual  se  introduzca  no  exprese  o  no  posea  la

informaci6n  para  la  prote±na  que  codif ica  el  mRNA

introducido.    Generalmente  6sto  es  facil  de  lograr

utilizando  mRNA  proveniente  de  una  especie  distinta

a  la  de  la  c61ula  germinal.

Hasta  el  momento,  el  oocito  ha  sido  utilizado

como  sistema  traductor  de  numerosos  RNA  mensajeros

provenientes  de  diferentes  fuentes.     Log  m8.s  util.i..za.-

dos  han  sido  los  de  reticulocito  de  conejo,  pato  y

rata,   ademas  de  mENA  proven.ientes  de  c61ulas  epitelia-

leg  de  cristalino,  mieloma,   testiculos,  eta. ,  y  RNA

proveniente  de  numerosos  virus   (1-18) .

Algunos  de  los  resultados  experimentales  que

se  ham  descrito  en  la  literatura  referehte  a  la  ca.pa-

cidad  del  oocito  para  traducir  diferentes  in.ensajeros
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I  Venta

INTRODUCCION

as  del  aistema  de  oocitos  de  anfibio

Lag  principales  ventajas  que  ofrecen  log oocitos

de  anfibio  sabre  otros 9±stenas   son:

1)     R6pida  obtenci6n,  gran  tamafio  y  facllidad  de

cultivo ,
Una  hembra  adulta  de  Xenopus  Laevls  posee  alre-

dedor de 5000  a 10000     oocitos  en  su  maximo  crecimiento.

Para  poder  obtenerlos  en  forma  aislada  s61o  basta

reallzar  un  tratamiento  con  colagenasa  durante  una

hora,  despu€s  que  el  ovario  se  ha  extraldo  del  animal.

For  lo  tanto,  el  tiempo  que  se  demora  en. obtener  estas

c€lulas,  desde  que  se  opera  al  animal,  no  supera  lag

dos  horas.

I.os  oocitos  alcanzan  un  tamafio  m6ximo  de  I,I  -

I,3    ([m,     1o  cual  permite  un  facil  manejo  y  realizar

experimentos  de  mediciones  enzim5ticas,  aislamiento

de  compuestos  y  actividades  biosint€ticas  con  s61o

5-20  celulas.    Ademas,  estas  c€lulas  son  capaces  de

ser  cultivadas  en  un  medio  salino  simple,  y  sobreviven

en  condiciones  esteriles  por mss  de  dos  semanas.



se  discutir€n  en  los  parrafos  siguientes.

En  oocitos  que  ham  sido  microinyectados  con  RNA

mensajero  proveniente  de  una  cepa  de  fibroblastos   (3T6)

de  rata,  que  es  productora  de  col£geno  y  cuya  traducci6n

se  ha   Podido  segulr midiendo   la  conversi6n  de    53H  -prolina

a    53H  -hid.roxiprolina,se  ha  detectado  que  la  raz6n  de

hidroxiprolina/prolina  aumenta  5  veces  al  provenir  el  ETA

de  los  polisomas   (19).     La  cantidad  de  colageno  que  se

sintetiza  representa  s6lo  un  0,1  %  de  la  sintesis  de

proteinas  totales  del  oocito.    Esto  demuestra,  claramente,
la  sensibilidad  del  sistema.

Con  el  objeto  de  realizar  estudio  de  car6cter  cuan-

titativo,  se  ha  determinado  la  relaci6n  existente  entre  la
cantidad  de  mRNA  inyectado  y  la  cantidad  de  protefna  nueva

que  se  sintetiza  en  respuesta  al  RNA  mensajero.
Todos  los  mRNA  estudiados  hasta  el  momento  presentan

el  mismo  comportamiento.     Inicialmente  el  sistema  respende

en  forma  lineal  a  la  cantidad  de  mENA  inyectado  para  luego

llegar  a  un  nivel  de  saturaci6n.     Segan  datos  obtenidoc  ==.I

ETA  mensajero  de  globina,  el  sistena  de  traducci6n  del

oocito  se  saturar±a  con  aproximadamente  10  a  25  ng  de  mENA

(6).     Se  nan  encontrado  variaciones  con  log  distintos  mENA

pero  estas  podrlan  deberse  a  problemas  de  degradaci6n  de
esta  macromol6cula   (4,20).

EI  ETA  mensajero  de  globina  es  funcional  afin  despues

de  18  horas  de  haber  sido  microinyectado  en  el  oocito
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(2,20-22).     Esto  significaria  que  la  sensibilidad  del

oocito,  como  si§tema  para  detectar  traducci6n  de  ciertos

mensajeros,   se  debe  a  una  sfntesis  muy  eficiente  de  un

producto  estable   (5)   sobre  un  largo  periodo.
Prespecto  a  la  f idelidad  de  la  traducci6n  del  mENA

microinyectado  en  el  oocito,  ha  sido  posible  comparar  log

productos  sintetizados  a  partir  de  ETA  14S  de  cristalino
inyectado  en  el  oocito  con  la  prc>tefna  2A2  extraida  direc-

tamente  de  lag  celulas  del  cristalino  de  ternero.    I.a

dige§ti6n  trfptica  de  e§tas  proteinas  no  demuestran  ninguna

diferencia   (19).

Resultados  similares  se  ham  obtenido  con  mENA  de

globina  de  pato  y  rata,  y  con  ETA  mensajero  de  la  cadena

liviana  de  irmunoglobina   (10,12,   23) a

Hasta  el  momento,   sigue  en  pie  la  pregunta  si  habr6

mensajeros  que  no  pueden  ser  traducidos  pc)r  el  oocito.   Se

ha  descrito  que  ciertos  ETA  microinyectadr`s  no  causan  la

sintesis  de  protelnas  nuevas   (ETA  de  f2,   ETA  del  virus

Rauscher,   ETA  de  AMV,   etc.)    (19) ,   percj  no   se  ha  demostra.do

fehacientemente  aue  6stos  RNA  no  se  traducen  y  que  los

mENA  estarian  en  el  oocito  en  forma  funcional.     Por  lo

tanto,  §e  necesita  mag  informaci6n  para  poder  definir  o

establecer,  en  forma  precisa,  si  existe  alguna  especialidad

del  sistema  de  traducci6n  de  estas  celulas  germinales  con

respecto  a  mENA    ex6genos.     Por  otra  parte,   se  ha  encontrado
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`que  el  RNA  mensajero  de  promelitina,  que  se  prepara  de

91andulas  de  abejas  reinas,  puede  ser  traducido  eficiente-
mente  en  el  oocito,  1o  cual  sugiere  que  no  habrfa  barreras

de  caracter  interespecffico  y  que,  seguramente,  €ste  ser€a

capaz  de  traducir  cualquier  mENA  proveniente  de  otra  especie

animal   (13).

Respecto  a  la  posible  capacidad  del  oocito  para  modi-

ficar  o  procesar  los  productos  post-transcripcionalmente,

se  ha  comprobado  que  este  sistema  es  capaz,  por  ejemplo,

de  acetilar  el  grupo  aminoterminal  de  la  proteina  2A2  de

cristalino  traducida  por  un  mENA.  ex6geno  microinyectado.

Se  ham  encontrado  resultados  analogos  para  la  fosforilaci6n

de  protamina  bajo  la  direcci6n  de  mensajero  de  trucha  y  para

la hidroxilaci6n  de  colageno  inyectado  en  oocitos  crecidos

de  Xen.opus laevis   (19).

Evidencias  de  que  el  oocito  no  s6lo  es  capaz  de  modi-

ficar  el  producto  formado,  sino  que  ademas,  contiene  si§te-

mas  enzimaticos  que  aparentemente,  procesarian  el  producto

a  prote±nas  de  menor  peso  molecular,  ham  sido  dadas  I)or  la

microinyecci6n  de  RNA  mensajeros  de  mieloma  K-14  de  rata  y

de  virus  EMC.     En  el  primer  caso,   se  ha  encontrado  que  el

oocito  sintetiza  una  cadena  de  inmunoglobulina  liviana  que

es  id6ntica  a  la  producida  por  la  rata   (4,10) .    Esto  no

sucede  si  §e  realiza  la  traducci6n  del  mRNA  de mieloma   en  un

sistema  libre  de  c61ulas;   s61o  se  obtiene  una  protefna  de
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mayor  peso  molecular  que,  seguramente,  serfa  el  precursor

de  la  cadena  liviana  de  inmunoglobulina.    En  el  caso  del

virus  EM.C,   el  sistema  es  aan  mss  complejo.     Se  ha  demos-

trado  que  este  RNA  viral  s6lo  posee  un  sitio  de  iniciaci6n

y  que  codlfica  para  6  prote€nas  virales   (34) ,   lag  cuales
estarfan  formando,   inicialmente,  una  §ola  cadena  polipep-

tidica.    Este  polip6ptido  deberfa  ser,  por  lo  tanto,  cortado,

para  dar  las  protelnas  maduras.    Al  microinyectar  este  RNA
viral,  el  oocito  es  capaz  de  dar,  como  producto  final,  las

6  prote±nas  virales,  que  son  id6nticas  a  las  provenientes

de  C€1ulas  infectadas  con  EMC.     As±,  el  oocito  es  capaz  de

traducir  el  genoma  completo  de  EMC  y  procesar  el  producto

correctamente  para  dar  las  prote±nas  normales  de  este  virus.

De  los  resultados  obtenidos,  hasta  el  momento,

mediante  el  em.pleo  de  microinyecci6n  de  mENA,   es  posible

llegar  a  las  §iguientes   oonclusiones   respecto  al  sistema

sintetizador  de  protefnas  en  oocitos3

1)    El  oocito  posee  todo  lo  necesario  para  la  traducci6n

de  mENA  ex6geno.

2)     El  oocito  es  capaz  de  traducir  mRNA.  provenientes  de  t..1..r`os

de  c61ulas  diferentes,  y  que  no  ser±a  necesario  otro

factor  de  la  celula  dadora  del  mRNA  para  traducirlo  en

forma  eficiente  y  fiel.

3)    Si  se  requirieran  factores  especificos  para  la  traducci6n

de  los  mRNA  estos  factores  existirfan  en  el  oocito,

aunque  es  una  c€1ula  que,  norm.almente,  no  sintetiza  esas

protefnas .
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Log  hechos  anteriores  harlan  pensar  que  si  real-

mente  el  mRNA microinyectado  usa  el  conducto  normal  para

Ber  traducido,  pareeerfa`,  entonces,  que  todo  mENA  accesi-

ble  al  sistema  de  traducci6n  en  la  c6lula  ser±a  ef iciente-
mente  traducido.    For  lo  tanto,  podrla  existir  un mecanisr.o

de  control  que  estarla  lmpldiendo  o  permitiendo  que  los

diferentes  mENA  interactuaran  con  los  componentes  del  sis-

tema  sintetizador  de  protelnas.    Sin  enbargo,  resultados

muy  recientes  en  log  que  se  ha  enpleado  mRNA  de  virus  EMC

y  de  globina  pemiten  concluir  que  la  cantidad  de  sfntesis
de  protelna§  en  el  oocito  e§tarfa,  en  parte,  controlada

Por  un  componente  polisomal,  y  no  s6lo  par  la  disponT.h"` -
dad  de  mENA  libre,  ya  que  ambos  ETA  disminuyen  la  §±ntesis

de  protelnas  end6gena§  del  oocito  en  forma  competitiva.

Esto  no  sucede  cuando  log  ETA  mensajeros  se  inyectan  como

polisomas   (25).
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Ill  Microinyecci6nnge  a_fic|eos  a  oocitos  de. anf ib±££9LmL9£±E±±iE3
5=. tiinritiro 1  transcr±bc_itonal.ara  el  estndio

Uno  de  log  aspectos  mag  interesantes  en  el  control  de

la  funci6n  g€nica  es  la  inactividad  constante  de  muchos

genes  en  lag  c61ulas  difarenciadas.    Esto  contrasta  con  lag
rapidas  alteraciones  en  la  actividad  de  log  genes  tipicamente
funcionales  de  dichas  c61ulas.

I.a  investigaci6n  del  control  que  i"pide  la  expresi6n

de  una  importante  fracci6n  de  los  genes  en  celulas  diferen-

ciadas  podrla  ser  ampliamente  facilitado,  si  se  pudieran

induc±r  experimentalmente  alteraclones  predecibles  en  este

mecanismo  de  regulaci6n.

El  trasplante  nuclear  parece  ser  una  de  lag  maneras

de  realizarlo  y  su  aplicaci6n,  usando  huevos  de  anfibios,

es  lo  que  se  enfatizarf  en  lag  pr6ximas  lineas.

El  eje"plo  mss  clara   descrito   en  la  literatura  sabre
alteracione§  en  la  regulaci6n  genica,  es  el  realizado  con

nacleos  provenientes  de  epitelio  intestinal.    Oocitos  madu-

ro§  anucleados,  inyectados  con  un  nacleo  proveniente  de  e§as

celulas,  fueron  capaces  de  dividirse  y  desarrolla=   anfibios
adultos  nomales,  en  un  20  %  de  los  casos  estudiados   (26) .

Estos  datos  indican,  claranente,  que  el  trasplante  suprime
las  restricciones  pre-existentes  de  la  actividad potencial
de  los  genes  en  log  nGcleos  de  c61ulas  epiteliales  de  intes-

tina.    Se  ban  realizado  experimentos  similares  empleando

nacleos  provenientes  de  otras  celulas   (27-31) .
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I.os  resultados  descritos  anteriormente  no  permiten

sin  embargo,        discer.nir  si  son  el  m€todo  de  obtenci6n  de

log  nacleos  a  la  exposicl6n  del  n6cleo  a  un  nuevo  ambiente

cltoplasmstico,  1os  causantes  del  camblo  en  su  actividad

nuclear .

En  general,  se  ham  utilizado  dos  enfoques  experimenta-

1es  para  abordar  este  problema:  en  un  caso,  se  microinyectan

nu]merosos  nacleos  en  el  huevo;  y  en  el  otro,  s6lo  se  intro-

duce  un  ndsleo  al  citoplasna.    Con  la  primera  t€cnica  se

impide  que  el  huevo  se  divida,  y  es  posible,  por  lo  tanto,

estudiar  los  camblos  r6pidos  en  la  expresi6n  del  nacleo

donado.    En  estos  experimentos  se  ham  visto  notables  cambios

en  la  estructura  de  la  cromatlna  del  ndcleo  inyectado  y  un

gran  aunento  del  tama5.a  nuclear   (32,   33).     Adem5s,   se

detecta  slntesl§  de  DNA  en  huevos,  aumento  de  slntesis  de

ETA  en  oocltos,  eta.    Estos  efectos  se  detectan,  clara=.3ntc.,

una  a  dos  horas  degpu6s  del  transplante  nuclear  (32) .

Efectos  similares  se  encuentran  al  microinyectar  s6lo

un  n6cleo  por  c€1ula.    Al  inyectar  nacleo  de  neurula,  qi`|.a

esta  en  activa  slntesis  de  ETA,  despu€s  de  30'   se  inhibe  la

slntesis,  desaparece  el  nucl€olo,  y  se  induce  la  slntesis
de  DNA.     Horas  despu6s  de  la  microinyecci6n,   el  nacleo

donado  comienza  a  sintetizar  las  tres  clases  de  RNA  que  se

observan  en  el  desarrollo  normal  de  huevos  fertilizados.

Iios  experimentos  anteriores  y  otros  experimentos  similares
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ham  demostrado,  claramente,  que  al  cabo  de  tan  s61o  una  a

dos  horas  de  encontErarge  el  nacleo  inyectado  en  contacto

con  el  citoplasma  del  huevo,  es  indistinguible  en morfologfa

y  actividad  con  el  nficleo  de  un  huevo  fertilizado   (34,   35).
IJJs  efectos  especlficos  ejercidos  por  el  c.itoplasma

del  huevo,  no  se  restringen  a  nacleos  provenientes  de

c61ulas  de  la  misma  egpecie,  sino,  tambi€n  ocurren  con

nacleos    obtenidos  de  especies  distintas   (36,   37).

Log  cambios  de  actividad  del  nacleo  transplantado

pueden  ser  eventualmente  explicados  en  t€rminos  de  una  inter-
acci6n  entre  mol€culas  del  cltoplasma  y  el  nticleo.

Actualmente  existen  claras  evidencias  que  protefnas

de  orlgen  citoplasmatico  entrarlan  al  nacleo  microlnyectado,
sugiriendo  la  posibilldad  que  este  paso  de  prote±nas  cito-

plasmaticas  al  n6cleo,  estuviera  relacionado  con  los  cambios
en  la  actividad  del  n€cleo  donado   (38,   39) .

Estudios  m6s  reeientes  empleando  diversas  protefnas

purificadas  y  marcadas  con +251,  nan  demostrado  que  tanto
el  nficleo  donado  como .1a  veslcula  germinal  del  oocitc`  poseen

selectividad  para  el  paso  de  protefnas  a  su  interior.  Algunas
de  6stas  se  distribuyen  especlf icamente  ya  sea  en  el  nticleo
o  en  el  citoplasma.    Otras  se  localizarlan  indistintamente

en  el  citoplasma  y  en  el  n6cleo.    Esta  selectividad  es  inde-

pendiente  del  tamafio  de  la  protelna.    Como  dato,  es  intere-
sante  destacar  que  histonas  marcadas  con  t25.I  microinyectad.=.-
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en  el  cocito  se  encuentran  100  veces  m6s  concentradas  en

la  veslcula  germinal  que  en  el  citopla§ma  despues  de  24  horas

de  su  inyecci6n.   Seroalbfroina     de  boviho  inyectado  bajo  las

mismas  condiciones,   se  encuentra  dos  Veces  mag  concentrada

en  el  citoplasma  que  en  el  n6Cleo.

Trabajos  realizados  recientemente  por  Curdon  dy  colabo-

radores  usando  microinyecci6n  de.ndcIQ®€   en  oocitos  de

anfibios,  ham  perl[`itido  mantener  el  nacleo  inyectado  en  forma

activa  par  mss  de  28  d±as.    Estos  investigadores  ham  micro-

inyectado  nacleos  de  c61ula§  HeLa  y  de  mielona  de  rat6n  y

ham  demostrado  que  los  nacleos  inyectados  aumentan  su

sfntesis  de  ETA  continuamente  durante  log  28  dias  de  cultivo.

El  aumento  en  la  slntesis  de  ETA  esta  acompafiada  por  un

incremento  en  el  tamafio  nuclear  y  par  una  p€rdida  de  lag

protefnas  del  n€cleo  inyectado.    Ademas  se  produce  una  entrada
de  histonas  y  prote±nas  no  hist6nicas  del  citoplasma  del

oocito.    Tambien  es  interesante  resaltar  gue  algunos  de  los

ETA  sintetizados  por  el  nacleo  inyectado  son  capaces  de  ser

traducidos  en  protefnas  id6nticas  a  las  de  la  c€1ula  de  la

cual  provienen   (43-46) .

Resuniendo,  se  puede  decif  que  los  cambios  estructliral-~

y metab61icos  que  sufre  un  nacleo  transplantado  en  oocitos,
sc>n  los  siguientes:     a)   alteraci6n  en  la  slntesis  de  DNA  y

ETA;     b)   r6pido  aunento  de  volumen;     c)   dispersi6n  progresi`-=

de  la  cromatina;  y    a)   acumulaci6n  de  alguna§  protelnas  en

forma  selectiva.
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Algunas   interrogantes  que  podrlan  ser planteadas   usando

el  sistema  de  transplante  nuclear  en  oocitos  son  las

siguierites:

1} a  Qu€  protelnas  citoplasm6ticas  o  nucleares  son  importan-

tes  en  la  regulaci6n  de  la  actividad  g6nica?

2)€  Qu6  detemina  la  asociaci6n  de  6§tas  protefnas  con  los

crcmosomas?    y

3) a  Cuando  se  disociarlan  6stas  protelnas  de  log  cromosomar

y  pop  que?
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IV  Maduraci6n  de oocitos  in vitro.

Desde  log  primeros  hallazgos  en  qtie  se  obgerv6  que

log  anflbios  pod±an  ovular  por  medio  de  inyecciones  de

preparaciones  crudas  de  glsndula  pituitaria  anterior  (46} ,
6sta  t6cnica  ha  sido  ampliamente  usada  para  inducir  la

ovulaci6n  fuera  de  las  estaciones  normales.

En  el  trahscurso  de  log  afros,  nunerosos  trabajos  ban

demostrado  que  io§  extractos  de  pituitaria  son  capaces  de

inducir  la  ovulacl6n  ln
I  _   ___

vltro   (47-49).     Este  proceso  se

anallza  eonanmente  con  trozos  de  ovario  o  con  oocitos  ais-

lados  lncubados  en  un medio  sallno  adecuado  al  cual  se  le

agrega  la  homona,  y  se  observa  la  capacidad  de  log  oocitos

papa  desprenderse  de  lag  celalas  follculares  que  log  rodean.
El  hecho  ae  desprenderse  de  esta  capa  celular  que  los  rodea
tanto  en  el  ovario  como  cuando  el  follculo  ha  sldo  disectado

nanualmente,  se  dencmina  ovulaci6n.    Este  pcoceso  aura  alre-

dedc>r  de  14  a  18  horas  en  oocltos  de  ginge[±g |aevis ,

aproximadamente  24,  a  28  horas  en  c€lulas  de  g±E± pipiens.
\  La  capacidad del  extracto  pittytarico  a  de  r`tras

homonas  para  induclr  la maduraci6n  ge  realiza  en  condiciones

iguales  a  las  de  ovulaci6n,  pero  se  analiza  la  ruptura  de  la
veslcula  geminal  despu€S  de  18  a  24  horas  de  Ja  inducci6n

homonal.     El  fen6meno  de maduracl6n  va  acompafiado  tanbi6n

de `H`  pequefio  cambio  morfol6gico  externo,   1a  aparic±6n  de

u`lna  pequefia  mancha  blanca  en  el  polo  animal   trylor  ca£€.) .
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Este  fen6meno  se  observa  despu6s  de  4  a  6  hc)ras  de  agregada

la  hormona  al  medio  de  incubaci6n®     Esta  mancha  blanca

estarla  indicando  la  migraci6n  de  la  ve§1cula  germinal  hacia

la  parte  superior  del  polo  animal,  como  consecuencia  del

est€mulo  hormonal.

Mediante  el  uso  de  inhibidores  de  la  sfntesis  de  RNA

(actinomicina  D)  ha  sido  pesible  determinar  que  se  requiere
la  sfntesis  de  ETA  para  la  maduraci6n  provocada  por  hormonas

pituitarias.     Se  ha  demostrado  que  actinomicina  D  agregada.
simult5neamente  con  la  hornona,  o  hasta  2  horas  despu€s  del

estimulo  hormonal,  inhibe  totalmente  la  maduraci6n.     Si  se

agrega  el  inhlbidor   luego  de  3  horas  de  agregada  la  ho.rlttona

pltuitaria     al  medio  de  incubaci6n,  no  se  afecta  en  nada
la maduraci6n  de  los  oocitos   (50-53) .    Estos  resultado§

indicarfan  que  el  ETA  necesario  para  la  acci6n  de  lag  hormo-

nas  pituitarias  se  slntetizarla  durante  las  dos  horas  inicia-
les  del  estfmulo  hornonal.

Inhibidores  de  la  slntesis  de  protefnas  (cicloheximida

o  puromicina)   son  tambi€n  potentes  inhibidores  de  la nadura-

ci6n  provocada  por  las  hormonas  pituitarias   (50,   52,   53) .

Experimentos  realizados  para  ver  el  posible  rol  de  las

c6lulas  foliculares  (c6lulas  que  estan rodeando    el  oocito)

en  la  maduraci6n,  demostraron  que  en  ausencia  de  estas

celulas  log  c)ocitos  pierden  la  capacidad  de  responder  a  los

estfmulo§  de  lag  hormonas  pituitaria  c>   gonadotropina  (54) .
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Esto  indicarla  que  la  accl6n  de  esta€  hormonas  se  realiza

a  trav€s  de  algtin  tipo  de  interacci6n  con  lag  c€1ulas  foli-

culares  que  rodean  al  oocito.

Es  lmportante  hacer  notar  que  se  requiere  la  presencia

continua  de  hormonas  pituitarias  para  producir  la  maduraci6n

de  los  oocitos.    Esta  dependencia  temina  con  la  disoluci6n

de  la  vesfcula  germinal   (52,   54) .

Bn  los  Gltinos  afios  n`merosos  trabajos  ham  denostrado

que  no  s61o  lag  gonadotroplnas  pituitaricas  Son  capaces  de

producir 1a  maduraci6n  de  oocltos  in  vitro,  sino  que  una___         _        _

serle  de  hormonas  esteroldale§,  como  progesterona,  testoste-

rona,  dihidrocortisona,  etc. ,  poseen  tambi€n  la  capacidad

de  hacer  madurar  a  log  oocitos  de  anfibio  en  cultivc)   (52,56,60) .

Estos  datos,  junta  con  el  hecho  que  las  gonadotropinas

pituitaricas  necesltan  de  la  s±ntesls  de  RNA  y  de  la  presen-
cia  de  las  c€lulas  follculares  llevaron  a  postular  la  posibi-
lidad    que  las  homonas  peptldicas  actuaran  a  trav€s  de  la
slntesis  de  un  producto  esteroidal  producido  par  las  c61ulas

foliculares.     Se  realizaron  numerosas  investigaciones  con  `al.

fin  de  probar  esta  teoria,  y  s61o  recientemente  ha  sido

posible  encontrar,  e  incluso  aislar  progesterona  de  tejido
ovarico  de  anfibio,  lo  que  hace  muy  probable  que  progesterona

sea  un  intermediario  en  la  acci6n  de  las  9onadotropinas   (61) .

Adem6s  estudios  citoqulmicos  ham  demostrado  que  el  tejido

ova rico   de  ¥_e_n__ep¥_s= 1aevls  sintetiza  estr6geno  en  ..el tejido
folicular  y  que  las  gonadotropinas  estimularian  levemente  la
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producci6n  de  estos  esteroides  (62) .
f!xt]erimenEc>s  realizados  in  vitro  Con  progesteronaExperimentos  realizados  ±E

demue8tran  claramente  que  esta  hormona  induce  la  maduraci6n

de  los  oocitos,  pero  no  e§  capaz  de  prc)vocar  la  ovulaci6n

(57,   63} a     En  estud±os  posteriores  realizados  ±±VL£±±Zgi

inyectando  progesterona  a  hembfas  adultas  de  E£££ pipiens

se  vic>  que  en  las  hembra§  no  se  inducia  la  ovulaci6n,  pero

se  encontr6  que  todos  log  oocitos  crecidos  estaban maduros

y  eran  capaces  de  ser  activados  partenogene.ticamente  (55) ,
lo  que  indica  que  estaban  en  la  segunda  metafase  mei6tica.

Estos  datos  apeyarlan  fuertemente  la  idea  de  que maduraci6n

y  ovulaci6n  son  p]rocesos  no  lnterdependientes   (48) .
ContrarlaLmente  a  lo  obtenido  para  lag  hormonas

Pituitarica8,  se  ha visto  que maduraci6n  causada  por  la
acci6n  de  progesterona  no  se  lnhibe  en  presencia  de  actino-

niclna  D,  indlcando  que  no  es  necesaria  la  slntests  de  ETA

nuevo  para  la  acci6n  de  esta  homona  esteroidal   (52,  53,   55}.

Adem6s  aunque  log  oocltos  sean  disectados  de  sus

C6lulas  folioulareg,  siguen mantenlendo  la  capacidad  para

te§ponder  a  proge5terona;  pop  lo  Canto  e8ta  homona  actuarla

directamente  sobre  el  oocito   (56,  57,  64) .

tog  inh±.bidores  de  la  slntesis  de  protelnas,  igual  que

paralas  horronas  gonadotr6picas  son  capaces  de  inhibir  la
areci6n  de  la  progesterona  en  la  maduraci6n  de  log  oocitos   (53`/ .

Un  hecho  muy  interegante  es  que  la  progesterona,  al
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ser  microinyectada  en  el  oocito  en  cantidad  suf iciente  cono

para  inducir  la  maduraci6n,  no  es  capaz  de  producirla.  Esta
observaci6n  sugiere  que  el  esteroide  debe  interactuar

prinero  con  la  membrana  del  oocito  o  algtin  comp(inente  de  ella

para  inducir  la  maduraci6n.
La  dependencia  de  la  presencia  hormonal  en  la  madura-

ci6n  provocada  por  progesterona  es  muy  corta.    E§  suficiente

que  lc>s  fragmentos  de  ovario  u  oocitos  aislados  esten  en
contacto  durante  15  minutos  con  la  hormona  para  obtener  un

mfximo  de  maduraci6n.

La  uni6n  de  3H-progesterona  a  oocitos  de  Xenopus

laevis,  detectada  por  :radioautografra  demuestra  que  la

hormona  se  une  principalmente  a  nivel  de  la  membrana  celular

y  citoplasmatica  adyacente.    Esta  uni6n  es  rapida  y  reversible

y  presenta  una  cin6tica  de  primer  orden   (65) .     El  ntimero  de
moleculas  que  es  capaz  de  unir  el  oocito  es  cientos  de  veces

mayor  que  la  cantidad  necesaria  para  pfovocar  su  maduraci6n.

Adenas  ha  §ido  posible  aislar  una  fracci6n  citoplasmatica

del  oocito  cc>n  un  coef iciente  de  sedimentaci6n  de  15S  a  l8S

que  se  une  especificamente  a  la  progesterona   (66) .
La  interacci6n  de  progesterona  con  sus  receptores

celulares  parece    no    requerir    la  intervenci6n  de  cationes

divalentes  difundibles  como  Mg+.+  y  Ca++.   Se  ha  descrito  que

la  preincubaci6n  del  oocito  y  la  administraci6n  de  esteroide

en  un  medio  carente  de  iones  divalentes  prov®ca  una  respuesta
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norlnal  si  despu€s  de  la  interacci6n  de  la  hormona  con  el

oocito  se  agregan  cationes  divalentes  tales  como  Ca++  y

I:g++.    Estos  cat±ones  son  totalmente  necesarios  para  los

eventos  intracelulares  que  acontecen  posteriomente  hasta
el  rompimiento  de  la  vesicula  germinal.    No  es  posible

reemplazar  la  funci6n    de  uno  de  ellos  por  el  solo  aumento

de  la  concentraci6n  del  otro;  ambos  son  por  lo  tanto  nece-

sarios  para  el  rompimiento  de  la  vesfcula  germinal   (67,   68) .

Se  ha  demostrado  ademss,  que  la  maduraci6n  de  los

oocitos  de  ± pipiens  va  acompafiada  de  un  aumento  del

contenido  de  calcio  de  la  c61ula  y  de  una  redistribuci6n

intracelular  (69).

Resultados  mss  recientes  nan  demostrado  que  no  es

r[c=c;i:ario  el  intercambio  de  iones  con  el  medio  para  que  se

produzca  la  maduraci6n,  1o  que  indicarla  que  son  las  distri-
buciones  intracelulares  las  importantes  para  que  se  realice

este  fen6meno   (70) .     La  incubaci6n  de  oocitos  de  E±±± pipier`.s

o  de  Xenopus laevis  con  progesterona  radiactiva   causa  una

acunulaci6n  de  radiactividad    en  el  oocito.     El  an8.1isi:`;  '-.=1

esta  radiactividad    indica  que  gran  parte  de  la  progesterona,

al  cabo  de  pocas  horas,  ha  sido  metabolizada  dando  principal-

mente  compuestos  mag  polares  como     5ct  y  5 P-pregnanediona.

La  remoci6n  completa  de  las  c€lulas  fol±culares  no  afecta  la

capacidad  de  metabolizar  la  progesterona,   lo  que  indicarfa

que  es  el  oocito  el  que  posee  la  capacidad  de  convertir  esta
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hormona  esteroidal  en  otros  derivados.    Adenas,  progesterona

microinyectada  en  oocitos  es  tambi€n  metabolizada.    Oocito§

anucleados,  a  log  cuale§  se  leg  ha extrafdo   la  vesfcula  ger-

minal  antes  de  exponerlos  a  progesterona,  tafroi6n  tienen  la

misma  capacidad  para  convertirla  en  otros  productos.    Uno

de  los  derivados`  de  progesterona,  que  se  produce  en  el  oocito

al  metabolizarla,  es  la  5atpregnaneaiona,  que  es  tan  efectiva

como  progesterona  para  lnducir  la  maduraci6n  en  el  oocito

(71,    72''.

Evidenclas  relacionadas  con  el  rol  que  cunplirlan  esto~

metabolitos  derivados  de  la  hormona,  indicarian  que  el  meta-

bolismo  "per  se"  no  jugarfa  un  rol  importante  en  la  maduraci6n.

Oocitos  que  no  ham  sldo  capaces  de  responder  al  efecto  de

progesterona,  pueden  metabollzarla  en  foma  nomal   (71) .
Una  funci6n  del  metabollsmo  de  pregnanediona  en  el

oocito  podrla  set  reducir  log  niveles  efectivos  de  esteroidr
capaces  de  inducir  ronpiniento  de  la  vesicula  geminal.

Si  el  esteroide  se  conb±na  con  un  receptor  especifico

para  poder  actuar,  entonces  el  hecho  de  que  los  is6mero§  5
al fa  y  5  beta  de  pregnanediona  sean  capaces  de  inducir  el

rompimiento  de  la  vesfcula germinal   sugeriria  que:

a)   afroos  is6meros  se  unen  al  mismo  receptor8    b)   existen

receptores  §eparado§j    a)  hay  retroconversi6n  ae  progesterc.

y/o  a)  existe  una  isonerasa  en  oocitos  para  convertir  una
forma  en  otra.
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Investigando  el  mecanismo  operante  en  la  maduraci6n

de  oocitos  gatillada  por  progesterona  se  ham  realizado

experimentos  en  log  cuales  se  extrae  una  mezcla  de  cario-

plasma  y  citoplasma  de  oocitos  cuya  ves±cula  germinal  se  ha
destruldo  por  acci6n  de  hormonas.    Esta  mezcla  §e  inyecta

en  oocitos  crecidos,  se  observa  que  los  oocitos  responden

con  una  maduraci6n  no]:.mal   (54) a     Mfis  recientemente  se  ha

demostrado  que  no  es  necesario  que  el  oocito  haya  §uf rido

el  rompimiento  de  su  n6cleo  para  inducir,  mediante  la  inyec-

ci6n  de  su  citoplasma,   la  maduraci6n  en  otras  c61ulas   (73) .

El  factor   (o  f actores)   contenido  en  el  citoplasma  de  los

•ocitos  donantes  y  que  induce  la  maduraci6n,  recibe  el  nombre

de   "factor  promotor  de  la  maduraci6n"   (F.P®M.) .   En  oocitos

de  ± pipiens  este  factor  aparece  alrededor  de  6  horas  des_

puss  de  tratar  el  cocito  con  progesterona,  alcanzando  su
maxima  actividad  entre  las  12  y  18  horas   (74) ®   Despu6s  de

ccxpleta  la  maduraci6n,   aproximadamente  40  horas  despu€s  de

tratar  el  oocito  con  progesterona,   1a  actividad  Gel  F.P®M.

se  reduce®     Sin  embargo,  algunos  datos  indican  que  todavia

existen  pequefias  cantidades  de  F.P.M.  en  el  citoplasma  de

embriones  en  divisi6n.     La  enucleaci6n  de  log  oocitos  dadores

de  citoplasma,  antes  del  tratamiento  con  hormona,  no  altera

log  nivele§  de  F.P.M.    Lo  anterior  indicaria  que  este  factor

se  forma  directamente  en  el  citoplasma  del  oocito,  sin  parti-

cipaci6n  del  nticleo   (75,76) .  Este  factor,  tambi6n  se  ha  detec-

tado  en  oocitos de  Xenopu§  laevis  despues  de  15  minutos
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de  acci6n  hormonal,  alcanzando  su  maximo  al  cabo  de  6  horas

(77).    Estas  diferencias  en  la  velocidad  de  aparici6n  del
F.P.M.   en  el  citoplasma  de  oocitos  de  E±pa plpiens  y  Xenopus

laevis,  estaria  de  acuerdo  con  las  diferentes  velocidades  de

maduraci6n  que  presenta.n  amJ3as  especies  de  oocitos.

Es  importante  destacar,  en  relaci6n  con  el  F.P.M.   que

los  oocitos  inyectados  con  citoplasma  de  celulas  pretratadas

con  hormona  durante  5  horas,  presentan  rompimiento  de  vesi-

cula  germinal  desde  la  primera  hora  despu€s  de  la  inyecci6n;

en  cambio,  en  los  oocitos  tratados  con  progesterona  se  observa

la  disoluci6n  de  la  veslcula  germinal  solo  4  horas  despues

de  la  exposici6n  al  esteroide.    Esto  sugiere,  claramente,

que  existe  mag  de  una  etapa  durante  el  proceso  de  maduraci6n
inducida  por  progesterona   (77) .

Si  se  extrae  citopla§ma  de  un  oocito  tratado  con

hormona  y  se  microinyecta  a  otro  oocito,  este  6ltimo  es  capaz

de  realizar  su maduraci6n  meistica.    Al  extraer  citoplasna

del  oocito  inyectado  .y   .microinyectarlo  a  otra  c61ula,  nueva-

mente  la  c€1ula  aceptora  es  gatillada  para  continuar  la

meiosis.    Al  repetir  esta  operaci6n  10  veces,  lo  que   Significa

una  diluci6n  de  lo-11  veces  del  citoplasma  de  la  primera

c61ula  dadora,  el  oocito  aceptor  responde  siempre  con  la

misma  eficiencia.     De  estos  datos  es  posible  postular  que

el  FOP.M.   posee  una  actividad  autocatalitica   (78,   79) .

Al  pretratar   oocitos  aceptores  de  citoplasma  portador

de  F.P.M.   con  cicloheximida,   §e  encuentra  que  €§tos  maduran

en  un  79  %  de  los  casos.     Si  se  inyecta  citoplasma  de  estos
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oocitos  a  c€lulas  pretratadas  con  cicloheximida  no  se

observa  maduraci6n.     En  cambio,  oocitos  no  tratados  con  el

inhibidor  se  comportan  en  forma  normal.    Estos  datos  indi-

carian  que  esta  involucrado  el  fen6meno  de  traducci6n  en

la  autocatalisis  de  F.P.M.,  pero  no  en  la  inducci6n  de

maduraci6n  por  este  factor,  ya  que  en  la  primera  transfe-

rencia  es  capaz  de  inducir  un  79%  de  maduraci6n  en  oocitos

pretratados  con  ciclohexlmida.     Ademas,  tambi6n  se  puede

concluir  que  el  FOP.Mo   es  un  paso  intermedio  en  la  madura-

ci6n  provocada  por  esteroides.    Se  nan  encontrado  resultados

similares  usando  hidrocortisona  como  hormona  inductora  de

mad.uraci6n.

Con  el  objeto  de  tratar  de  localizar  el  F.P.M„  se  ha

extraido  citoplasma  de  distintas  zonas  del  oocito,  y  se  ha

logrado  demostrar  que,  Canto  oocitos  normales  como  oocitos

anucleados  tratados  con  progesterona,  poseen  una  mayor  acti-

vidad  pronotora  de  la  maduraci6n  en  la  regi6n  animal  del

citoplasma   (75,   76).

Mediante  el  uso  de  centrifugaci6n,   se  ha  logi-a.do  pro--

ducir  ciertas  estratificaciones  dentro  del  oocito.    Tomandc>

muestras  Ce  log  estratos  formados,  §e  ha  detectado  que  la

maxima  actividad  de  F.P.M.   se  encuentra  en  el  estrato  hialino

y  que  €ste  se  encuentra  normalmente  en  gran  cantidad  en  el

polo  animal  del  oocito   (75,   76) .

Experimentos  realizados  con  el  f in  de  estudiar  la
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especificidad  del  F.P.M„  utilizando  para  ello  cit®plasma

de  oocitos  tratados  con  hormona  de  diferente  origen  a  los

oocitos  receptores   (E±p± p±p±ep±  y  Xepepl±±

clemitans

1a.evis,   Rana

Axolote  mexicanum)   demostraron  que  el  factor

proveniente  de  cualquiera  de  estos  oocitos  hace madurar  en
forma  tan  ef iciente  al  aceptor  coma  si  fuera  citoplasma  de

la  misma  especie.     Esto  indicarla  un  gran  grado  de  inespe-

cificidad,  ya  que  se  trata  de  distinto§  sub-ordenes  taxo-

n6micos  y  aan  de  diferente  orden   (79).     Huevos  de  E£±±

E±E± Cuya  ovulaci6n  ha  sido  inducida  por  inyecci6n  de
homona  gonadotr6pica  cori6nica  humana   (hcG)   y   extraidos

de  la  cavidad  corporal  tambien  presentan  F.PoM.     Por  otra

parte,  oocitos  que  no  responden  a  hormona,  no  poseen  este
factor.     En  oocitos  de       ±Q_P_uL± 1aevis  se  conserva  este

factor  hasta  4,8  horas  despu6s  de  la  exposici6n  a  la  hormor`.a.

De  log  datos  presentados  sobre  el  F.P.M.   se  puede  llegar  a

las  siguientes  conclusiones:     a)   EI  F.P.M.   aparece  en  el

citoplasma  de  log  oocitos  despu6s  de  ser  tratados  con

cualquiera  de  lag  ho]mclnas  que  inducen  la  maduraci{Sr.;

b)  La  s±ntesis  de  este  factor  requiere  de  la  s±ntesis  de

protelnas  y  es  autocatal±tico;    c)  No  presenta  especifici-
dad  en  cuanto  a  las  celulas  dadoras  o  aceptoras  de  este

factor ,
Se  ha  encontrado  en  el  citoplasma  de  oocitos  otro

factor  que  jugar±a  un  rol  inhibitorio  en  la  mitosis  y
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divisi6n  celular.    Si  se  inyecta  citoplasma  de  oocitos  que

estan  en  maduraci6n  a  blast6meros  de  huevos  en  divisi6n,

estos  blast6m.eros  microinyectados  cesan  su  divisi6n,  mientras

que  log  blast6meros  vecinos  contintian  dividi€ndose  normal-
mente.     El  citoplasma  de  huevos  activados  no  posee  este

factor.    Esto  nos  indicarla  que  la  divisi6n  y  la  mitosis  de

log  oocitos  estarfan  inhibidas  por  la  acci6n  de  un  factor

citoplasmstico,  el  factor  citostatico   (F®C.)    (74).

Ha  sido  posible  determinar  en  B±p± pipiens,  que  el

F.C.   aparece  despu6s  de  20  horas  de  tratamiento  con  proges-

terona®     El  nivel  maxirro  de  actividad  se  mantiene  hasta  el

momento  de  la  activaci6n  del  oocito,  bajando  rapidamente

despu6s  de  la  fertilizaci6n®     Parece  que  esta  capacidad  de

neutralizar  el  F.C.   se  conserva  s61o  hasta  90  in.inutos

despues  de  la  activaci6n  del  huevo,  ya  que  si  se  inyecta.

F.C.  despu€s  de  este  tiempo  post-fertilizaci6n,  se  inhibe

totalmente  la  divisi6n.

Log  primeros  datos  referentes  al  pc>sible  rol  de  los

componentes  de  la  ves±cula  germinal,   fueron  ohtenidc>s  hace

unos  sesenta  y  cinco  afros  por  investigadores  que  realizaban

estos  estudios  en  huevos  de  erizos  de  mar,  estrellas  de

mar  y  en  nemertinos   (80) .     Estos  huevos  se  cortaban  en  dos

fragmentos  antes  o  despu6s  de  la  ruptura  de  la  vesfcula

germinal.     Cuando  se  bisectaban  oocitos  individuales  despu6s
de  la  disoluci6n  de  la  vesfcula germinal, ambas  partes  podfan

ser  fertilizadas  y  dividir§e.    Si  ellc)s  eran  activados  parte-

nogenicamente,   1a  mitad  que  poseia  el  ndcleo  tambi6n  era

-28-



capaz  de  dividirse,  en  cambio  la  otra  mitad,  que  no  conten±a

cromosomas,  pero  sf  algo  de  material  proveniente  de  la

veslcula  germinal,   formaba  numerosos  radios.     Cuando  la.

operaci6n  se  llevaba  a  cabo  antes  de  la  ruptura  de  la

vesicula  germinal,  s61o  1a  mitad  que  conten±a  la  ves±cula

germinal  pod±a  posteriormente  ser  fertilizada  o  partenog6-
nicamente  activada.     La  otra  parte  del  huevo  no  pod±a  ser

fertilizada  o  activada  y  el  citoplasma  apenas  era  capaz

de  formar  radios.     Estos  resultados  demostraron  claramente

que  para  lograr  la  madurez  citoplasmftica  era  necesaria
la  liberaci6n  de  material  nuclear  al  citoplasma.

Estudios  similares  se  realizaron  en  oocitos  de  anf i-

bios  y  €sto§  consistieron  principalmente  en  eliminar  las

c6lulas  foliculares  y  la  vesicula  germinal  durante  el

per±odo  dependiente  de  hormonas.     Estos  oocitos  eran  inca-

paces  de  dividlrse  atin  cuando  se  les  transplantara  un
nticleo  de  c61ulas  somaticas.    S61o   eran  capaces  de  ser

activados  aquellc)s  que  no  se  leg  extra±a  la  ves±cula  germinal.

Con  estas  evidencias  los  autores  cc)ncluyeron  que,  tanto  en  .

oocitos  de  anfibio  como  de  invertebrados,   la  madijiraci6n

citoplasmatica  es  posible  §6lo  si  el  material  de  la  ves±cula

germinal  se  dispersa  en  el  citoplasma.
Investigaciones  posteriores,  realizadas  en  RL±±± .p±pL±=±

y  usando  progesterona  como  estlmulo  hormonal  demostraron

claramente  que  oocitos  anucleados  previo  al  estfmulo  hormonal,

eran  capaces  de  responder  a  estimulos  de  activaci6n   (55,   64) .
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Iios  criterlos  de  activaci6n  empleados  fueron:   elevaci6n  de

la  membrana  vitelina,  rotaci6n  del  huevo  dentro  de  la

membrana,  cambios    en  turgidez  del  huevo  y  modificaciones

caracter±sticas  en  la  superficie.    Aquellos  huevos  anuclea-

dos  que  eran  activados  presentaban  siempre  surcos  de  divisi6n

de  tipo  abortivo.    As£,  un  criterio  de  maduraci6n  citoplas-

matica,  es  decir,  la  capacidad  de  responder  a  la  penetracit:j:..

del  espermio,  o  de  ser  activado  partenog8n6ticamente  no  es

impedido  por  la  remoci6n  de,1a  vesicula  germinal.     Sin

embargo,  todos  log  oocitos  anucleados  son  incapaces  de  divi-

dirge  en  forma  normal  a.e§pu6s  de  transplantarles  nacleos

de  celulas  somfticas,  en  cambio,  todos  los  oocitos  controles

respond.en  normalmente.

A  traves  de  los  afi,o§  se  ban  ido  acumulando  c-v-ic.cr.ci`=5

de  que  el  material  de  la  veslcula  germinal  juega  un  rol  muy

importante  tanto  en  la  morfog6nesis  coma  en  la  maduraci6n.

Por  ejemplo,  estudios  mag  recientes  utilizando  mutantes  de

axolote  han  dado  clara  demostraci6n  que  el  material  de  la

vesicula  germinal  es  importante  en  la  gastrulaci6n.     Sc  hcl

descubierto  un  gen  recesivo  en  el axolote   que  ejerce  un

efecto  maternal  modif icando  el  citoplasma  del  oocito  durante

la  oog6nesis  de  tal  modo  que  detiene  el  desarrollo  en  11

etapa  de  gastrula.    Esta  deficiencia  puede  ser  corregida

inyectando  citoplasma  de  oocitos  normales  en  huevos  mutantes

fertilizados.     Cabe  destacar,   sin  embargo,  que  el  componente
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correctivo  se  acumula  en  el  nacleo  antes  de  inducir  la

maduraci6n;   aan  mss,   1a  inyecci6n  de  material  de  la  veslcula

geminal  en  oocitos  mutantes  es  mss efectiva   para  corregir
el  sfndrome  anteriormente  expuesto   (81) .

Con    respecto  a  la  sfntesis  de  macromol6culas  durante

la  maduraci6n  se  ban  vista  ciertas  variaciones  en  relaci6n

a  la  sintesis  de  ETA  y  protefnaso

Mediante  la  microinyecci6n  a.e  precursores  radioactivos

especificos  para  detectar  la.  s±ntesis  de  RNA,  ha  sido  posi-

ble  estudiar  la  capacidad.  de  sintetizar  P`NA  en  oocitos,

antes  y  despues  a.el  estfmulo  hormonal®     I.os  resultados  ham

demostrado  que  el  c>ocito  sin  tratamiento  hc)rmonal  es  capaz

de  sintetizar  ETA  y  que  oocitos  estimulados  por  progesterona

o  gonadcttropinas  incorporan  igual  cantidad  de  precursor  que

los  oocitos  controles.    Ha  sido  posible  ademas,  detectar  el

lugar  de  s±ntesis  siendo  preferentemente  en  los  nucl6olos

(82-84)  .

El  efecto  de  actinomicina  D  §obre  la  maduraci6n  induci-

da  Por  hormonas  pituitarias,   hizo  pensar  que  era  i.ndispen.s,=.1--

ble  la  sintesis  de  un  RNA.  e§pecf f ice  para  que  el  oc`cito

pudiera  realizar  la  maduraci6n.    Pero  log  resultados  obtenidos
con  progesterona,   en  cuyo  caso  no  se  necesita  la  slntesis  de

ETA  para  inducir  la  maduraci6n,  ham  sugerido  que  las  gonado-

tropinas  necesitan  sfntesis  a.e  RNA  para  su  acci6n  s6lo  para

producir  un  inte]:'mediario  de  tipo  esteroidal  que  seria  el
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respon§able  de  la  maduraci6n.     Ass,   se  piensa  en  estos

momentos  que  en  general,  el  ETA  sintetizado  durante  la

nmaduraci6n  jugaria  un  rol  importante  durante  las  primeras

divisiones  del  embri6n.

Con  respecto  a  la  slntesis  de  prote±nas  las  evidencias

que  existen  por  los  efectos  hormonales  no  son  muy  claras.
Experimentos  realizados  mediante  microinyecci6n  de

aninoacido  radiactivo     en  oocitc>s  de  E±±± p±_p±_e_nLf  despu6s

del  estinulo  hc>rmonal,  muestran  evidencias  muy  discutibles

sobre  un  posible  aumento  en  la  sfntesis  de  proteinas

de.Bpu€s  de  24  horas  de  la  acci6n  hormonal   (55) .     Per  otra

parte,  experimentos  realizados  mediante  pulsos  de  aminogcidos
radiactivos    agregados  al  medio  de  incubaci6n  durante  30

minutos,  muestran  claramente  que  existe  un  aumento  de  incor-

poraci6n  a  proteinas  en  oocitos  de  X9_P9Pu_E_ laevis  despues

de  3  a  7  horas  de  agregada  la  hormona  esteroidal   (66) ®

Estudios  realizados  empleando  electroforesis  en  geles

de  poliacrilamida  no  ham  logrado  encontrar  diferencias

notables  en  las  proteinas  que  se  estar±an  sintetizando  antes

o  durante  el  perfodo  de  maduraci6n.     Los  cambios  importantes

en  el  tipo  de  prote±nas  sintetizadas  se  producirlan  despu6s

de  la  fertilizaci6n  del  huevo   (55,   85) .

Recientemente  ha  aparecido  en  la  literatura.  resultados

obtenidos  con  oocitos  proveniente§  de   cerdo   ,  rat6n  o  erizo

de  mar  respecto  a  lag  proteinas  que  se  estarf an  sintetizando
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durante  la  maduraci6n  o  inmediatamente  despues  de  la  f erti-

lizaci6n   (86-88).     En  todc`s  los  casos  se  ha  utilizado  la

t6cnica  de  geles  bidimensionales  descrita  por  O'Farrell.

Log  datos  presentados  en  estos  trabajos  den.uestran  que  no

existirfa  un  cambio  notable  en  las  protefnas  que  se  estarian

sintetizando  antes  o  durante  la  maduraci6n  de  los  oocitos.

Pareciera  ser  que  los  cambios  son  mayormente  de  tipo  cuanti-

tativo  que  cualitativo®

Cualquier  modelo  para  el  mecani§mo  de  la  acci6n  hormonal

en  la  inducci6n  de  la  maduraci6n,  debe  ser  capaz  de  reconciliar

las  numerosas  evidencias  experimentales  existentes  hasta  el

momento.     Este  modelo  tendr±a  que  postular  una  interacci6n

a  nlvel  de  la  membrana,   entre  las  gonad.®tropinas  y  las  c61ulas

foliculares,  1as  cuales  responderlan  con  la  formaci6n  de  un

esteroide   (progesterona)  y  €ste  serfa  liberado  por  lag

celulas  foliculares  para  interactuar  con  la  membrana  del

oocito.    Esta  interacci6n  producirfa  la  aparici6n  del  factor

de  maduraci6n   (F.P.M.)   en  el  citoplasma  el  cual  ser±a  capaz

de  producir  la  maduraci6n.

Como  se  puede  apreciar,  practicamente  no  existe  expli-

caci6n  alguna  sobre  los  mecanismos  por  los  cuales  las  gona-

dotropinas  o  la  progesterona  realizan  su  acci6n,   1o  cual  hace

interesante  estudiar  los  efectos  hormonales  en  sus  etapas

inmediatas a

Recientemente,   el  concepto  de  que  numerosas  hormonas
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act6an  por  un  sistema  de  segundo  mensajero,  ha  sido  amplia-

mente  demostrado.     Este  concepto  involucra  la  regulaci6n  de

los  niveles  intracelulares  de  AB@  clclico.    El  nivel  de  este

nucle6tido  esta  preferentemente  regulado  por  dos  actividades

enzimaticas,   1a  adenilciclasa,  que  cataliza  la  conversi6n

de  ATP  a  AMP  clclico,  y  la  fo§fodiesterasa  que  cataliza  la

conversi6n  de    AMP  cfclico  a  5°AMP.

Durante  el  desarrollo  de  esta  t6sis  ham  aparecido

dato§  en  la  literatura  que  apoyarian  la  participaci6n  del

AMP  clclico  en  la  maduraci6n  de  log  oocitos.     As±  por

ejemplo,  ha  sido  descrito  que  la  microinyecci6n  de  la Sub-.

unidad  regulatoria  de  la  protefna  quina§a  es  capaz  de

inducir  la  maduraci6n  y  ademas  la  subunidad  catalftica

inhibe  este  proceso   (89) „

Por  otra  parte  ha  sido  descrito  que  progesterona

produce  cambios  en  log  niveles  de  cAMF`  durante  la  madura-

ci6n     (90)   y  ademfis  que  inhibidores  de  la  fosfodiesterasa,

como  teofilina,   son  capaces  de  bloquear  la  maduraci6n   (90) .

Estudios  efectuados  en  esta  Tesis

La  t6sis  se  ha  planteado  dentro  del  contexto  de  la

llnea  del  laboratorio  de  utilizar  el  sistema  de  oocito  para

el  estudio  de  la  regulaci6n  de  la  expresi6n  g€nica.     Dentro

del  proceso  de  la  expresi6n  g6nica,   la  etapa  de  traducci6n
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ocupa  un  importante  lugar  y,  por  lo  que  hemos  visto,  en  la

revisi6n  de  la  bibliografla  que  antecede,  parecer±a  claro

que  existirfan  mecanismos  regulatorios  post-transcripcic>na-
1es  operativos  en  los  oocitos  de  anfibios.     Sin  embargo,

a  pesar  de  que  el  oocito  se  ha  estado  usando  en  muchos  labo-

ratorios  para  la  traducci6n  de  mENA  inyectados,  como  hemos

visto  anteriormente,  no  existfa  en  la  literatura  un  estudio
detallado  sabre  las  condiciones  que  afectan  la  incorporaci6n

de  aminoacidos  ex6genos  en  las  prote±nas  de  estas  celulas.

Iia  primera  parte  del  trabajo  de  la  t€sis,  por  lo  tanto,

se  dedic6  al  estudio  de  diferentes  parametros  que  afectan

dicho  proceso,  haciendose  6nfasis  en  las  condiciones  y  meca-

nismos  involucrados  en  la  captaci6n  de  am.inoacido§  ex6genos.

Posteriormente,  se  atac6  el  problena  de  estudiar  los

eventos  moleculares  que  se  inducen  por  la  acci6n  de  hormonas

que  causan  la  maduraci6n  del  oocito.    En  esto§  estudios  se

parti6  de  la  hip6tesis  que  el  papel  preponderante  que  aparen-
temente  jugar±a  la  interacci6n  de  la  membra.na  externa  con  la

hormona  en  el  proceso  de  maduraci6n  posiblem.ente,   indicaba  la

participaci6n  de  AMP  clclico  en  las  etapas  tempranas  del

proceso.    Los  resultados  obtenidos  justificaban  la  hip6tesis
de  trabajo  e  indican  que  podria  haber  una  relaci6n  entre  la

funci6n  de  los  nucle6tidos  cfclicos  y  el  mecanismo  de  traduc-

ci6n  durante  el  proceso  de  maduraci6n  inducido  por  hormonas.
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METODOS

Se  usan  hembras  adultas  de  Xenopus laevis  orovenientes

de  South  African  Snake  Farm,   Cape  Province,  Africa  d.el  Sur,

que  se  mantienen  en  cautiverio  durante  varios  a.fas  antes  de
utilizarse;   se  alimentan  una  vez  por  semana,  con  pequ'efios

trozos  de  carne.     Tambi6n  se  usa  la  especie  chilena

Caudiverbera  caudiverbera,    proveniente  de  la.s  vecindades  de

Santiago ®

Obtenci6n  de  oocitos

Las  hembras  se  anes±e§ian  coloc6ndolas  en  agua  con  hielo,

a  la  cual  se  agrega  una  pequefia  cantidad  de  tricaina  metano-

sulfanato  (anest€sico  para  animales  de  sangre  fria) ,  y  se  les

mantiene  durante  30  minutos  en  esta  soluci6n®     Enseguid.a  se

ex€rae  un  pequefio  trozo  de  ovario,  mediante  una  incisi6n  en

la  parce  ventral  baja  del  animal.    El  trozo  extra`|do  se

coloca  en  soluci6n Holtfreter  modificado   (HF)   que  contiene

Nacl   63  mM,   Kcl   1  mM,   Cac120,5  ml!,   Mgc121  ut4,   Tris-Hcl   20  mM,

pH  7,4  penicilina  y  egtreptomicina,10  mg  de  cada  una  por  rt`1^

El  animal  se  sutura  y  normalmente  se  puede  volver  a  operar

despu6s  de  un  mes.     Es  posible  realizar  3-4  operacione§  a  un

mismo  animal.     Los  oocitos  se  separan  manualmente  del  trozo

de  ovario,   extraldo  y  mantenido  en  soluci6n  HF;   se  realiza

bajo  lupa  empleando  para  ello  unas  pinzas  Dumont  N°5®

Normalmente  se  utilizaron  s61o  los  oocitos  totalmente  crecidos

estado    VI  seg6n  Dunont   (92),1os  cuales  tienen  un  diametro
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de  1,1  -I,3  rum  para  Xenopuslaevisf.  y  de   3,0   -3,5  mm  para

C.  Caudiverberao     Cualquier  oocito  que  presentara  una  pig-
___                         _           .                                        _           _     _    __

mentaci6n  anormal  6.ra  desc;artado`.

Analisis  de i6n  de  aminoscidos  radiactivos
prote nas®

Para  el  ensayo  de  s±ntesis  de  prote±nas,  grupos  de  5

oocitos  de  Xenopus laevis  se  incuban  en  50  ul  de  soluci6n  HF

en  presencia  de  14C  -  aminoacido  a  una  concentraci6n  de  18  uM,

a  memos  que  se  especifique  otra  cosa.     I.a  incubaci6n  se  realiza

a  21°y  §e  detiene  agregando  1  ml  de  TCA  5   %   fr±o  despues  de

tiempos  varj.ables.     Enseguida  los  oocitos  se  homogenizan  con

rna  varilla  de  vidrio,   1os  homogeneizados  se  filtran  a  trav6s

de  filtros  de  fibra  de  vidrio  que  se  lavan  3  a  4  veces,  con

TCA  5  %  frio.     La  radiactividad     incorporada  al  material  Scido

insoluble  se  mide  en  un  contador  Mark  I  empleando  una  soluci6n

de  tolueno  y  Om.nifluor   (4  g/1)   de  centelleo  para  muestras

liquidaso     I,a  eficiencia  para  [4C  era  de  75  %®     I.os  resulta-

dos  representan  el  promedio  de  determinaciones  en  duplicado,

que  en  general  difieren  en  no  mfis  de  un  10  %.     El  procedimiento

descrito  es  igual  cuando  se  usan  oocitos  de  g= caudiverbera

excepto  que  se  incuban  en  grupos  de  3  oocitos  en  100  ul  de

HF,   en  presencia  de  aminofcid.o    radiacti.vo.
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An£1isis  de  entrada  de  aminofcidos radiactivos..  al  oocito

I.as  incubaciones  para  el  ensayo  de  la  entrada  de

amino€cidos  y  la  in.edici6n  de  la radiactividad    se  realizan

exactamente  como  se  describe  en  el  parrafo  anterioro     Ija

reacci6n  se  detiene  mediante  lavados  sucesivos  de  log

oocitos  con  soluci6n  HF  y  luego  se  transfieren  las  c€lulas

intactas  a  filtros  de  fibra  de  vidrio,  donde  se  lavan  4.

veces  con  10  ml  de  soluci6n  HF  fria   (este  lavado  demora

aproximadamente  1-2  minutos) a     Enseguida  los  filtros  sa

doblan  y  se  aplastan  para  romper  log.  oocitos,  se  secan  y  se

mide  la  incorporaci`6r}  total  de  amino6cidos    radiactivos.

Determinaci6n  del contenido  de  aminoacidos |ibres

Para  poder  arializar  i.a  concentraci6n  interna  de  amino-

acidos  en  oocitos,   se  disecan  manualmente  2.000  oocitos

crecidos   (estado  VI) ,..  provenientes  de  diferentes  animales

y  se  colocan  directamente  en  TCA  5   %o     Las  c€1ulas  se  homo-

genizan .  en  este  fcido  durante  3  a  5  minutos,  mediante  un
homogenizador -  de  vidrio  con  €mbolo  de  tefl6n,  movido  por

un  motoro     El  homogenizadc> .   se  centrifuga  a   30.000  g  durante

30  minutos,  y  el  sobrenadante  obtenido  se  centrifuga  nueva-

mente  a  105®000  g,   durante  60  minutos.     El   liquido  sobre-

nadante  f inal  se  extrae  cuatro  a  cinco  veces  con  6ter  etilico

hasta  obtener  una  soluci6n  neutra)   para  eliminar  el  TCA®

Luego  se  liof iliza  y  se  suspends  en  600  ul  de  HCI  0,01 N pH  2,2

\
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Se  toma  100  ul  de  esta  suspensi6n,   se  diluye  con  un  volumen

igual  de  HC10,01 N.  y  se  coloca  en  un  analizador  de  amino-

6cidos  automatico  Beckman  Modelo  120  C.     El  rendimiento  de

este  proceso  se  calcula  usando  una  soluci6n  patr6n  de

aminoacidos  que  se  trata  igual  que  la  muestra  problema.

Obtenci6n  de  nficleos  o  veslculas  germinales

Para  obtener  vesf.culas  germinales  aisladas,   se  hace

un  pequefi.o  orificio  a  los  oocitos  en  el  polo  animal,  con

una  pinza  Dumont  N°5.     Enseguida  se  presiona  suavemente  con

lag  pinzas  la  zona  ecuatorial  del  oocito,  y  el  nacleo  sale

espontaneamente.     I,as  ves±culas  germinales  asi  obtenidas

tienen  un  diametro  de  0,3  mm  en  log  oocitos  crecidc)a,   pueden

lavarse  facilmente  con  soluci6n  H.F.   usando  una  pipeta

Pasteur,   para  ser  utilizadas  posteriorm.ente   (Figura  1) a

Detecci6n  de  maduraci6n

Como  m€todo  de  anflisis  para  ver  madurac.1..6r!.  dr!  3ticitrs.

se  us6  la  aparici6n  de  un  punto  blanco  en  el  polo  animal  y

la  disoluci6n  de  la  vesfcula  germinal.     El  punto  blanco  se

observa  facilmente  bajo  el  microscopio,  entre  las  4  y  6

horas  despu€s  de  tratar  con  hc`rmonas   (Figura  2) .     La  ausen-

cia  de  nficleo  se  detecta  ffcilm.ente,   despu6s  de  4  a  10  horas

de  la  acci6n  hornonal,  pinchando  el  oocito  en  el  polo  animal

bajo  el  microscopio.

h `i  ,,"    Estos  ..qr.1tu9r|o.9  .4e`v c8,_n..ttr_?.I  .de. maduraci6n,   nan  side

usados  por  numerosos  investdgadoreso
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Figura-   1

Procedimiento  de  enucleaci6n  de  oocitos  de  Xenopus 1aevis

A)   oocito  crecido  cc)n  lag  capas  fc)liculares  parcial-

mente  removiclas;     8)   y  C)   ai£)roximaci6n  y  penetraci6n  en  el

.i..olo  animal  de  una  iiinza  Dunont  N°   5,:     D)   oocito  con  uns

incisi6n  en  el  i-Jolt)  animal;     E)   vesicula  germinal  emer-

giendo  a  traves  de  la  incisi6n;     F)   oocitc.`  anucleado  cc`n

la  vesicula  germinal  a  su  lador     G)   y  H)   oocito  anucleado

con  la  incisi6n  :?arcj.c?.1  o  totalmente  cerradao

En  la  rarte  inferior  cle  la  figura  se  muestra  un

conjunto  de  vesiculas  germinales  obtenidas  a(]r  enucleaci6n

manual   de  lcjs   oc`citr`s.
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Figura  2

Oocitc)s  de  Xenopus  laevis

Bn   (A)   orjcitos  crecidos   (e§tad`o  VI)   presentanclo  la

tipica  band.a  ecuatcrial;     (a) ,  orcitos  estimulad.os  cc`n  hor-

mona  con  el  I)unto  blpLnco  en  el  Polo  animal.     r,n   (C)   se

muestra  un  corte  cl.e  oocito  doncl_e  se  pu€c7.e  ai)reciar  a.I  tama-

fio  relative  y  ubicaci6n  espaci?.i  de  la  vesicula  germinal

en  esta  c€lula;   g.vo   :   vesicula   germ.inal;     v.p.    a   p.rc>teinas

vitelinicas a
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Separaci6n mediante Capa f ina-  de aminoacido

Para  detectar  interconversi6n  del  aminogcido  radi-

activo  que  entra  al  oocito,  se  utiliza  cromatograffa

bidimensional  en  capa  fina.     Para  esto  se  incuban  20  oocitos

durante  5  horas  con  anino6cido   radiactivo   en  soluci6n  HF.

Una  vez  finalizada  la.  incubaci6n,   se  lavan  repetidas  veces

con    soluci6n  salina,  para  eliminar  el  aminoacido   radiactivo

externo,   se  homogenizan  en  500  ul  de  Hcl 0,1  N   y  enseguida

el  homogeneizado  se  centrifuga  a  30.000  rpm  por  60  minutos

en  una  centrifuga  Spinco,  Modelo   L ,   rotor    40.   El  1£quido

sobrenadante  se  liofiliza  y  resuspende  en  15  ul  de  HC10,I  N.

De  esta  soluci6n  se  usan  alicuc`tas   de  5  ul.  para  el  corri-

miento  cromatogr5fico  en  Placas  llN  Poligram  Cell   300  UV  254.

Para  el  desarrollo  de  la  cronatograffa  en  la  primera  dimen-

si6n  se  usa  una  mezcla  de  n-buta.nol:  acetona:  dietilamina:

agua   (10:   log   23   5)  ;   6eto  demora  aproximadamente   3  horas.

I,a  placa  se  seca  a  temperatura  ambiente  y,   1uego,   se  hace

la  cromatograffa  en  la  2a.   dimensi6n  usando  un.?  in.ezcla  de

isoprc>panol   3   acido   I-6rmico   :   agua   (40:   2:   10)   durante   3

horas.     Enseguida  la  placa  cromatografica  se  seca  y  se  pone

en  contacto  con  una  placa  radioautografica  RP  X  -OIIAT,

durante  7  dias  a  -70°  en  la  oscuridad.     El  revelado  se  hace

segan  log  procesos  normclles  de  revelado  fotografico.

Normalmente  se  us6  aminoLS.cido   .raaiactivo   para  observar

la  ubicaci6n  de  €ste  en  la  placa,  como  m6todo  de  control.
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Detemina i6n  de  la actividad fosfc)diesterasic in  vitro

La  actividad  fosfodiesterasica  se  determin6  a  21°

a  menos  que  se  indique  lo  contrario,  usando  alicucjtas  del

homogeneizado  proveniente  de  5  oocitos.     La  mezcla  de  reac-

ci6n  contiene  los  siguientes  reactivos  a  concentraci6n  final:

Hepes  pH   7,0,   50  ut'„   Mgc12   "  mpr*  y   0,2   uci  de   3IFCAMP  o
3H-CGMP   ;     volumen  final   50  ul.     Al  final  clel  periodo  de

incubaci6n  se  agregan  5  ul  de  HC10,1  N  y  se  centrifuga  la

soluci6n  a  2®000  a  durante  10  minutos.     Se  toman  5  ul  del

sobrenadante  y  se  cc>1ocan  sc\bre  una  placa  de  polietilenimida

celulosa   (PF,D   para  cromatograffa  en  capa  fina.     La  placa

se  desarrolla  por  cromatograffa  ascendente,  usando  como

eluyente  1,ic10,5  M,   durante  3  a  4  horas   (93) .     En  el  caso  de

detecci6n  de  f osfodiesterasa para   CGMP  la  placa  se  precorre

con  Trit6n  I  %,   se  seca  y,   a  Continuaci6n7   se  pone  en

Lic10,5  lil.     Las  areas  correspondientes  a  marcadores  de  CAMP

o  cC-MP  y   5'-J\14P  o  5'-GMP,   Began  el  caso,   se  usan  para  detectar

la   radiactividad     usando  Aquasol  2  comn  un  sistema  para

contar  muestras  1£quidas.

An61isis de distribuc i6n intrace1ular  de  f a fodiesteraSas

Para  poder  estucliar  la  distribuci6n  intracelular  de

fosfodiesterasas,   se  utiliza  el  homogeneizado  procedente  de

120  oocitos   (totalmente  creciclos)   en  0,5  ml  de  la  mezcla  de

reacci6n  descrita  en  el  parrafo  anterior.    El  homogeneizado
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se  centrifuge  a  105o000  g.   por  60  minutos.     Se  sacs  el

liquido  sobrenadante  y  el  precipitado  se  lava,  centrifuga

y  resuspende  en  0,5  ml  de  soluci6n  para  el  ensayo.     La

actividad  del  sobrenadante  y  precipitado  se  detecta  en  lag

mismas  cc>ndiciones  descrita. s  en  el  parrafo  anterioro

Analisis f i cc, de  fos fodiestera Sas

Se  utilizan  3  gramos  de  ovario  de  una  hembra  adulta

de±- 1aevis  que  se  homogenizan  en  6  ml  de  una  soluci6n

Hepes   0,05   I.f  pll   6,8,14g  C12   5  mll,.EDTA  1  "  y   2pmercaptoe-

tanol   3  mp.1o     El  homogeneizado  resultante  se  sonica  durante

3  minutos  en  un  sonicador  Biosonic  Ill  y  luego  centrifuga

durante  1  hora  a  105.000  g..     Ellfquido  sobrenacl.ante  se

pone  en  una  columna  de  celulosa  DE-52   ("  x  3  cm)   que  se  lava

con  3  ml  de  la  soluci6n  empleada  para  la  homogenizaci6n.

La  eluci6n  de  la  muestra  se  realiza  utilizando  una  gradiente

lineal  de  acetato  de  sodio  entre  0  y  1  M  en  un  vc`lumen total

de  5  ml  del  mismo  tamp6n  de  homc)aenizaci6no     Se  colectan

fracciones  cle  50  ul.    Para  la  detecci6n  de  la  actividacl

fosfodiesterasica  se  usa  la  fracci6n  completa,  adicionfndole

1  ul  de  3H-czurp   (0,2  uci)   a  una  concentraci6n  final  de  0,1  ".

La  incubaci6n  se  realiza  durante  30  minutos  a  21:     La  reac-

ci6n  se  ditiene  mediante  la  adici6n  de  5  ul  de  HC1  0,1  N.

Fracciones  de  5  ul  se  analizan  por  cromatc`graf fa  en  capa

fina,   como  se  describi6  anteriormenteo
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Para  medir  los  niveles  de  cAIrf.P  en  oocitoa  y  vesiculas

germinales  aislarlas   se  usa  el  matoclo  €`e  Gilman   (94) .     Este

metodo  se  basa  en  la  especif icidad.  para  unir  cJdlp  de  una

preparaci6n  semipurificatl.a  de  masculo  de  vaca.     Esta  prepa-

raci6n  es  bastante  estable  a  bajas  temperaturas,  lc  cual

permite  conservarla  durante  10  a  12  neses  a  -809
Para  determinar  lcs  niveles  de  ct7\"P  en  los  oocitos,

se  colocan  grupos  r.lie  10  oocitos  en  HC10,01  N,   y  se  homoge-

nizan  con  una  bagueta  de  vidrio.     El  homogeneizad.o  se  liofi-

liza  hasta  sequedad  y  se  resuspencle  en  200  ul  de  tamp6n

acetato  de  sodio  0,05  N  pH  4,0.     Se  tonan  100  ul  de  esta

suspensi6n,   s€  agregan  200  ul  de  acetato  de   sodio  0,05  N

pH  4,0,loo  ul  de  H3-cAIap      y  la  protef.na  especlfica  para

unir  cj}u4P   (15-25  ul) .     La  mezcla  se  incuba  durante  i  hc)ra  a

2°y  la  reacci6n  se  detiene  agreganclo  1  It`|  de  tamp6n  fosfato

0,02  N  pH   6,0   frioo     Se  agita  y  tl`eja  durante  15  minutos  mss

a  2°.     Enseguif!+a   se   filtra  a  tr`a+v6s   a.e   filtros  r.I.1.1.r.'\rrs

lavando  5  veces  con  2  ml  a.el  tamp6n  fc`sfatc`   frfc`  car a   `Jo*

I.a  :radiactividad    retenida  en  lcts  f iltros  se  cletecta  c:on  un

contador  de  centelleo  liquidr:i.

El  procedimiento  para  medir  log  niveles  de  cAI`1P  en

nacleo  es  identico  al  cl.escrito  para  oocitos  con  la  finica

diferencia  que  se  usan  20  nficleos  por  muestra  analizando  el

volrfuen  total.     En  todos  log  experimentos  se  realizan  curvas

-47-



de  calibraci6n,   usando    d].Lversas  cantidad.es  de  CAMP  frio

para  ver  la    linearidad.  de  la  determinaci6n.

Analisis  de inas fosforiladas

Con  el  objeto  de  detectar  la  fosforilaci6n  de  proteinas

totales  en  oocitos,   se  utiliza  P32-ATP      como  donaclor  de

grupos  fosfato.     Log  oocitos  se  inyectan  con  5o  n|  de  p32  -

ATP   (2,0   uci),   y   se   incuban  en   soluci6n      HF   r~     21°.13a

reacci6n  se  a.etiene  con  2  ml  de  TCA  10   %   f rio  y  luego  se

homogeni7.a  en  presenc]..a   de  ATP   10-4M(para  disminuir  al

maximo  los  blancos) .     Se  filtra  por  filtros  miliporo.y  se

lavan  repeticl.as  veces  con  TCA  10  %  frio.     Los  filtros  se

secan  y  la.  radiactividad     se  mide  en  un  cc`jnta(1cir  para  cente-

lleo  liquidrL     I,os  resultaclos  representan  el  promedio  d.e

determinaciones  en  duplicado,  q.ue  en  general  no  difieren

en  mss  de  un  10  %.     Para  analizar  por  electroforesis  la

radiactividad    incorporada  a  prc>teinas  se  toman  10  a  15

00Citos  y   se  .  homogenizan  en   la   soluci6n  p,a.rr|   c,.1.rLicJL.rtifnrc.a`i.a,

que  se  describirf  posteriormer`te.
Para  medir  fosforilaci6n  de  protefnas  en  vesicu]as

germinales  se  incuban  10  v.g.   en  100  ul  cle  soluci6n  HF  con

i  uci  de  p32-ATp          a  21°y  luego   se  procesan  en  fc>rma

id6ntica  a  la  descrita  para  oocitos,  tanto  para  medir  incor-

poraci6n  a  proteinas  totales  c(>mo  para  separar  las  protefnas
marcadas  por  electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida.     I.as

protelnas  racliactivas    de  log  geles  se  a.eterminan  por  fluo-

rograf ia .
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Electroforesis en  geles depO liacrilanida

La  electroforesis  se  realiza  en  condiciones  desnatu-

rantes,   en  presencia  de  dodecil  sulfato  de  sodio   (SDS)

0,1  %.     Se  emplea  electroforesis  discontinua  en  geles  de

acrilamida  al   9   %   en  placa  de   20  2?.  20  cm  por   1,6  rm  cle

espesor   (11) a    I,a  acrilamida  y  bisacrilamida  se  recristali-

zan  antes  de  usar  empleandc)  para  ello  cloroformo  y  acetona,

respectivamente a

Se  homogenizan  10  oocitr)s  en  100  ul  de  una  soluci6n

Tris-Hcl   0,1251„   pH   6,.8   Na2   EDm`   0,01  M.      E1.hop.ogeniz.ado

se  centrifuga  a  5.000  g durante  10  minutos  a  temperatura

ambiente.     El  liquido  sobrenada.nte  se  separa  cuidadosamente

para  evitar  la  capa  lipfdica,  y  se  mezcla  con  50  ul  de  una

soluci6n  de  mercaptoetanol   20   %,   SOS   3,2   %,   glicerol   20   %  y

azul  de  bromo  fenol   0,002  %.     Esta  mezcla  se  calienta  a  100°

durante  5  minutos  y  se  centrifuga  a.  5.000  g  por  10  minutos.

El  volunen  de  muestra  que  se  coloca  en  el  gel  no  debe  exceder

de   75   ul.     I.a  composici6n  del   gel   de  concenJL.racif:n   es   i-.cr.1..--

lamida   3   %,   bisacrilamida   0,15   %,   TEmED  0,1   %   y  persulfatc

de  amonio  0,2   %.     El  gel  de  resoluci6n  se  compone  de  acrila-

mida   9   %,   bisacrilamid.a   0,05   %,   TEMED   0,05   %,   persulfatc)   de

amonic)   0,1   %   y  Tris-HC10,01  M.,   pH   8,8o      I.a  electroforesis

se  realiza  a  una  intensidad  de  50  rnA,   durante  4  a  5  horas,

usando  una  fuente  de  pc)der  de  intensidad  constante.     El

tamp6n  de  electroforesis  es  Tris-glicina   0,2.M,   pH  8,8  con

SDS    0,I    %o
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Una  vez  finalizada  la  corrida  electrofor6tica,   se

saca  el  gel  y  se  ti fie  por  inmersi6n  f.urante  2  horas  en

soluci6n  de  azul  de  coomasie  "  %  en  fcido  ac€tico  7,5  %

y  metanol  45  %.     El  gel  se  saca  de  esta  soluci6n  y  se

coloca  en  soluci6n  para  destefiir,  metanol  tt5  %  y  6cicl.o

ac6tico  7,5  „   que  se  Gambia  frecuentemente  para  lc>grar  un

destefiido  rapido,   demorandose  alrede€or  de  6  horas.     Con

el  f in  de  detectar  la    radiactividad  en  las  proteinas

separadas  por  la  electroforesis,   se  usa  la  tecnica  de

£1uorograf fa  descrita  a  continuaci6n.

E±2gE±
Este  metoclo  descrito  recientemente  por  Bonner  y  I.askey

(95)   y  Laskey  y  l]ills   (96) ,   tiene  la  gran  ventaja  de  poder

detectar  muy  pequefia  cantidad  d.e  r®t!.iactividad    incorporada

a  proteinas.     Se  basa  principalnente  en  el  uso  de  PPO,   un

centelleaclor  en  el  cual  se  embebe  el  gel  `.  cualquier  otro

soporte  que  ccntenga  la  muestra  ,a  anLllizaro     L}n,i  .7cl7   c.m|.phil.

el  §oporte  se  seca  y  se  cciloca  en  crtntacto  con  un`a  placa

racliogrgfica  de  alta  sensibiliclad,  a  la  oscuridad  y  a  baja

temperatura .

El  procedimiento,  en  detalle,  es  el  siguiente:

inmediatamente  despu€s  de  f inalizada  la  electroforesis  o  de

la  tinci6n  del  gel,   este  se  sunerge  durante  30  minutos  en

un  volumen  21  veces  mayor  de  dimetilsulf6xido;   seguido  de
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una  segunda  irmersi6n  de  30  minutos  en  dimetilsulf6xido

fresco.     Enseguida  se  coloca  por  3  horas  en  4  veces  su

volumen  de  PPO   20   %    (p/p)en   soluci6n  de   DMSO   22,2   %    (p/V) .

I.uego  se  pc)ne  el  gel  en  un  volumen  de  agua  20  veces  su

voluneri,   durante  I  hora.     Una  vez  terminada  esta  operaci6n

se  procede  a  secar  el  gel  al  vacio,  para  lo  cual  el  gel  se

coloca  sobre  papel  Whatman  N°3,   se  cubre  con.pl€stico  y  se

coloca  sobre  una  placa  porosa  dentro  de  una  bolsa  plastica

al  vacfo  sobre  vapor  de  agua   (este  proceso  de  secado  demora

alrededor  de  i  hora) .     Una  vez  seco  el  gel  se  pone  en

contacto  con  una  placa  de  rayos  X   (RP ,Royal  X-Cmat)   u  otra

equivalente  y  se  guarda  en  la  oscuridad ,a  -70°,durante  el

tiempo  necesario.     Esto  depende  de  la  radiactividad    de  la

muestra  analizada;  normalmente  el  tiempo  usado  para  3H  -

Protefnas  es  de  10  a  15  dfas,  y  para  [4C-protefnas  Gin+-^

5  y   10   d±as.

El  revelado  de  la  placa  se  hace  de  acuerdo  a  lc>s

procesos  fotograficos  usuales.    El  registro  densitom6trico
de   la  placa   se  hace  a   540  .rm  en  un  densit€)neJ:.ro  p-..:`-   r~`l.a:.q

Canalco .

Electroforesis bidimensional  en  ge1es  de liacrilamida

Para  poder  resolver  con  mayor  ef iciencia  las  protefnac

del  oocito  se  usa  la  t6cnica  descrita  per  O'Farrell   (97) ,

modificada  por  Gurdon  y  col.   (98).     Esta  t6cnica  consiste  en
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correr  la  muestra  en  la  primera  dimensi6n  en  un  gel  cil£n-

drico  13  cm  x  2,5  rm    de  una  concentraci6n  final  de  acrila-

mida   3,8   %,   bisacrilamida   0,20   %,   urea   9,2   8,   IERED  0,07   %,

persulfato  de  amonio  0,01  %  y  anfolitos  con  un  rango  de  pH

de   3,5-10  y   5-8   al   2   %.

Log  oocitos  se  I.omogenizan  en  loo  ul  de  una  soluci6n

de  Trls-Hcl  10  ",   pH  7,4,   Mg  C12  5  ",   ENAsa  y  DNAsa

100  mg/ml;   el  homogenizado  se  incuba  durante  15  minutos  a

o°  y  a  27°  pop  otros  15  minutos.     I.uego  se  centrifuga  a

3.000  g  por  15  minutos,   ge  separa  el  llquido  sobrenadante  al

que  se  le  agrega  urea  hasta  una  concentraci6n  f inal  de  9  M.
I.a  muestra  ass  obtenida  se  coloca  §obre  el  gel  que  se  ha

corrido,  previamente,  durante  15  minuto§  a  200  volts/tubo,

30  minutos  a  300  volts/tubo  y  30  minutos  a  400  volts/tubo.

Log  medios  de  electroforesis  usados  Son  NaoH  0i02  M  y  H3  P04

0,01  M.     La  electroforesis  se  realiza  durante  18  horas  a

400  volts/tubo.    Una  vez  finalizada  la  corrida,  el  gel  se

sumerge  durante  90  minutos  en  una  soluci6n  de  Tris-HC10,026.E,  `M

pH  6,8,   glicerol   10   %,   2-mercaptoetanol   5   %  y  SDS   2,3   %.     Este

gel,  asi  procesado,  se  coloca  sobre  un  gel  de  resoluci6n  de

placa  de  acrilamida  15   %,   bisacrilamida   0,075  %,   SDS   0,1   %,

TEMED  0,05   %,   persulfato  de  amonio   0,1   %,   Tris-Hcl   0,01  M  pH   8.a

El  gel  de  concentraci6n  contiene  acrilamida  5  %,  bisacrilanida

0,25   a,   TEMED   0,1   %,   persulfato   de   amonio   0,2   %,      SOS      0,1   %,

pH  6,8.   Se  corre  durante  4  a  5  horas  a  50  rnA.  El  procedimiento
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posterior  es  id€nticc>  al  descrito  para  electroforesis  en
rna  dimensi6n.
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FUENTE   DE   LOS   MATERIALES

Acido  Ac6tico

Acido  Clorhfdrico

Acldo    FLlrffq.+.cr`

Acido  Percl6rico

Acido  Tricloroac€tico

aninoacidos  . Radiactivos

Anfolitos
32p   -  ATP

Big-acrilamida

Cicloheximida

Cloruro  de  Calcio

Cloruro  de  I.itio

Cloruro  de  Magnesio

Cloruro  de  Potasio

Cloruro  de  Sodio

DEAR-celulosa

Dimetil  Sulf6xido

2,4  -dinitrofenol

Dodecil-sulf ato  de  sodio

EDTA-Na2

Filtros  de  lama  de  vidrio

Filtros  de  nitrocelulosa
Fosfodiesterasa  de  veneno  de  serpiente
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Merck

Merck

Calbiochen

Merck

Merck

New  England  Nuclear

LKB

New  England  Nucle@`?

Sigma

Sigma

Baker

Merck

Baker

Baker

Sigma

Sigma

Merck

Merck

Sigma

Sigma

Whatman

Millipore

Sigma



Glicerol

Glicina

Gonadotropina  cori6nica  humana

Hepes

Hidr6xido  de  sodio

I, -aninoacidos

2-Mercaptoetanol

Metanol
35s  _  metionina

Nitrato  de  lantano

N,N,N,N,    TEMED

Nucle6tidos

Nucle6tidos  ciclicos

Nucle6tidos  ciclicos   radiactivos

Cmnifluor

Ouabaina

Papaverina

Persulfato  de  amonio

Placa  fina  de  Poligram

Cel  300  PEI   (polietileneimina)

Poliacrilamicla

PPO

Progesterona

Pronasa

Puromicina

Sulfato  de  amonio

-55-

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Merck

AIersham

Fischer

Sigma

Sigma

Sigma

New  England  Nuclear

New  England  Nuclear

Sigma

Sigma

Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Calbiochen

Sigma

Sigma

Sigma



Testosterona

Trica±na  metanosulfonato

Iris   (base)

Trit6n  X-100

Urea
-®D-----

anersham

Baker

Calbiochem

Fischer

LKB

Merck

Millipore

New  England  Nuclear

Sigma

Whatman

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Merck

anersham  Searle  Co. ,   Illinois,U.S.A.

Baker  Chemical  Co. ,  Phillipsburg,   N.J„U.S.A.

Calbiochem,Sam  Diego,   California,   U.S.A.

Fischer  Scientific  Company,   St.Louis,   U.r`  -

I.KB  Proclukter  A.B.   Stocolmo,   Suecia

Merck,   Darmstadt,   Alemania

Millipore,   Bed ford,   Mass.,   U.S.A.

New  England  Nuclear,Boston,   Mass..   U.S.A.`

Sigma  Chem.ical  Company,   St.Louis,-U..Sr7\

Whatman,  W.   and  R.Balston,   I,td.,Inglaterra
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RESuliTADOS

Capitulo  Primero

Condiciones afectan  la  s±ntesis  de
en  oocitos  de  anf ibio

A.     Concentraci6n externa  de  aminoacido

La  Figura  3  muestra  la  influencia  directa  de  la  con-

centraci6n  externa  de  amino6cido  en  su  incorporaci6n  a
nm+_efna.a  en  oocitos  de  X.   1aevis®     Es  Claro,   de  estosprotefnas  en  oocitos  de  i
resultadosp  que  existen  diferencias  entre  los  aminoacidos

estudiados.     Tirosina  a  una  concentraci6n  de  0,5  mM  se

incorpora  a  la  maxima  velocid.ad,  mientras  que  treonina,  a

la  misma  concentraci6n,   s61o  se  incorpora  a  proteinas  al  60  %

de  su  velocidad  maxima®     Por  otra  parte,  el  acido  aspartico

no  se  incorpora  a  la  velocidad  maxima  adn  a  concentraciones

de  3  ".    Este  resultado  demuestra  que  existe  una  relaci6n

directa  entre  la  concentraci6n  cle  aminoacido  en  el  medio

externo  y  su  incorporaci6n  a  protefnas  en  un  amplio  rango  de

concentraciones.    Dos  factores  principales  podrian  explicar

los  resultados  obtenidos:     a)   1a  velocidad  de  entrada  del

aminoacido  radiactivo  al  oocito  y  b)   la  posible  diluci6n

isot6pica  que  el  amino6cido  experimentaria  con  los  "pooles"

internos  de  la  c€1ula.
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Figura  3

Ef ecto  de  la  concentraci6n  de  aminoacido  en  la  velocidad

de  incorporaci6n  en  oc>citos  de  Xenopus 1aevis ®

Grupos  en  duplicado  de  5  oocitos  se  incubaron

durante  2  horas  a  20°  en  soluci6n  HF  con  los  distintos

aminoacidc>s.     I,a  incorporaci6n  de  aminoacidos  s®  deter-

min6  segan  lo  descrito  en  m6todos.     Cada  punto  representa

el  promedio  de  los  duplicadc>so     Los  aminoacidos  usados

fueron  [4C-acido  aspartico   (a) ,  actividad  especif ica

135  uci/umolj   [4C-treonina   (.3) ,   actividad  especlfica

186  uci/unolj  y  [4C-tirosina   (ZJfa) ,   actividad  especffica

476  uci/umol.
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Con  el  objeto  ae  ver  si  el  aumento  de  la  concentraci6n

externa  del  aminoacido  producfa  un  estfmulo  en  la  entrada  de

este  y,  por  consiguiente,  una  mayor  incorporaci6n  a  prote±nas,

se  realiz6  el  experimento  que  se  describe  en  la  Figura  4.

Se  us6  como  aminoacido  radiactivo  L4C-1eucina  a  3  concentra-

ciones  diferentes  para  ver  el  efecto  en  la  cinetica  de  entrada

y  slntesis  de  prote±nas  en  oocitos  de  ¥. 1aevis   (4A,   48)   y

C.   caudiverbera   (4C,   4D) .     Se  observa  que  existe  una  relaci6n

clara  entre  la  concentraci6n  de  aminoacido  radiactivo  en  el

meaio  externo,  velocidad  de  entrada,  e  incorporaci6n  a  protelnas

en  ambos  tipc>s  de  oocitos  usados.

En  la  Tabla  I  se  compara  la  entrada  de  los  diferente§

aminoacidos,   su  incorporaci6n  a  protefnas  y  los  "pooles"  de

aminoacido  libre  encontrado  en  oocitos  de  ¥o |aevis    y

C.  caudiverbera  con  el  fin  de  estudiar  la  posible  diluci6n

isot6pica  que  experimentarfan  diferentes  aminofcidos  radiactivos

dentro  del  oocito.    Para  realizar  la  determinaci6n  de  los
"pooles"  de  amino6ciclo  en  oocitos,   se  aislaron  manualmente

2000  oocitos  crecidos   (estado  VI)   provenientes  de  3  anim.ales

diferentes,   y  se  procesaron  como  se  describe  en  M€todos®     Mss

adelante  se  discutiran  estos  resultados  con  respecto  a  la

capacidad  que  poseen  estas  c€1ulas  para  concentra.r  los  amino-

acidos  respecto  al  medio  externo.

En  la  dltima  columna  de  la Tabla  I  se   muestran  los  pico-

moles  de  aminoacido  incorporado  a  prote±na  por  oocito  y  por
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Figura  4

Efecto  de  la  concentraci6n  de  aminoacido  en  entrada  e

incorporaci6n  a  proteinas  en  c)ocitos  de  anfibio.

Grupos  en  duplicado  de  5  oc)citos  provenientes  de

Xenopus laevis,   c)  de  3  oocitos  provenientes  de

C.   caudiverbera  se  incubaron  a  20°  en  soluci6n  HF  en

presencia  de  ±4C-leucina  a  distintas  concentraciones.

(A)   y   (a) ,   efecto  de  concentraci6n  de  aminc)acido  en
__jL__A_   _   .._~^.r`^--^i.£n   a   r`rr`+ofnaf   f2n  rincitos  de  X.   Iaevisentrada  e  incorporaci6n  a  prc)te±nas  en  oocitos  de  ¥

respectivamente.     (C)   y   (D) ,   efecto  de  concentraci6n  de

aminofcido  en  entrada  e  incorporaci6n  a  protefnas  en

oocitos de  C.  caudiverbera  respectivamente.
------              _   _  ___

Concentraciones

de  aminoacido  usad.as   :   0,9  x  lo-5M   (.);   i,8  x  |o-5M   (a)   y

3,6  x  10-5M   (I.) .     El  an61isis  de  entraf.a  y  sfntesis  a.e

protefnas  se  realize  coma  se  d.escribe  en  M€todos.
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TABIA     I

Incorporaci6n  de  aminoacidos  a  proteina

en  oocitos  de  X. 1aevis  y  9. caudiverbera

Oocitos

XENOPUS

rminoacidos

A,rainina
IJeucina
Alanina
Treonina
Ac . Glutamico
prolina
Ac oAspartico
Lisina

ABC

ey!m /           arFm /a.e.     oocito    oocitc>

340         1.590            660

277         1.560            950

138         2.000      i.000

186         4.000            710

273               720               20

227         9.000      I.370

135               410               95

285          5o640             585

Tirosina                  476        3.000      1.400
Fenilalanina       465       2.010     I.Ilo

CAUDIVERBERA     Leucina
Alanina
Isoleucina
Lisina
Ac . Giutinico
Tirosina

277         2.233      1.200

138         1.165            500

313         4.080      1.750

388         5.000      i.000

203               330               20

208         2.000            500

DE

pmol/    pin.ol/hr
oocito  oocito

320

210

115

160

2 . 200

24

450

260

53

60

220

215

270

128

6.124

70

A  ;..`..  actividad  especifica  de  los  L4C-aminofcidos  usaf.os,

expresada  en  uci/unol.     En  a  aparecen  los  valores  de  entrada

del  aminoscidoo     La  colunna  C  son  log  valores  de  incorpc>raci6n

de  aminoacidrj  radiactivo  a  protefnas.     En  D  aparecen  los



(Cont.   Tabla  I)

valores  de  aminoaciclo  libre  en  el  oc>cito®     La  columna  E  es

la  cantidad  de  amino6cido  incorporado  a  prote±nas  considerand.o

la  diluci6n  isot6pica  del  amino€cido  radiactivo  en  el  "pocil"

interno  del  oocito.
I.a  entrada  de  aminoacido  radiactivo  y  su  incor-

poraci6n  a  protelnas  §e  analiz6  como  se  describe  en  M€tod.os.

I.os  valores  de  aminoficido  libre  representan  el  promedio  de

3  determinaciones  realizadas  seg6n  se  describe  en  M€todos.
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hora,   fueron  calculados  suponiendo  que  el  aminoacido  radiac-

tivo  §e  diluye  en  el   ''pool"  de  aminoscicl.o  interno  antes  de

incorporarse  a  proteinas®     De  esta  tabla,  es  evidente  que,

tanto  acido  glutamico  coma  aspfrtico,   tienen  comportamiento

diferente  comparado  al  resto  de  los  aminoacidos.     Su  entrada

es  muy  baja  y  la  incorporaci6n  a  protefnas  es  atin  menor,

debidc>  a  log  irmensos  "pooles.'  internos  de  estos  aninoacidos

en  los  oc>citos.     Desde  el  punto  de  vista  pr6ctico,   log  resul-

tados  de  la  Tabla  I  indicarian  qu6  aminoacidcts  debieran

usarse,  preferentemente,  para  obtener  protefnas  marcadas  en

oocitoso     I>areciera  ser  que  tirosina  y  fenilalanina  fueran

uno  de  lcts  mag  indicadns,  ya  que  entran  al  oocito  con  gran

facilidad  y  estan  presentes,  en  esta  c6lula,  en  concentracio-

nes  relativamente  bajas.

8.     Influencia  de concentraci6n  de  i6n
nesio sc)bre 1as ntes

de  amino6cidos

En  la  Figura  5  se  mue§tra  el  efecto  de  tempera+.u.fa  en

la  cinetica  de entrada   de  amin®6cido  y  sintesis  de  protelna

en  c>ocitos   de  X® |aJrfe y £ caudiverbera®     Los  resultados

obtenidos  para   los  oocitos  de  ambas  espec.1..es  er,i""  r,.-.. I:.1.r-...- ^

Iia  temperatura  tiene  un  dr6stico  efecto  en  ambos  r`rocesc>s.

I-a  temperatura  6ptima,   despu6s  de  5  horas  de  incubaci6n,

result6  ser  20°.     Sin  embargo,1os  fen6menos  de  captaci6n  de

aminoacido  e  incorporaci6n  a  proteinas  estan  claramente

di§ociados,   ya  que  al  comienzo  de  la  incubaci6n   (1  y  2  horas)
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Figura  5

Efecto  de  temperatura  en  la  entrada  de  aminoficidos  e

incorporaci6n  a  prote±nas  en  oocitos  de  anfibio®

Grupos  en  duplicado  d.e  5  oocitos  de  i |aevis

se  incubaron  en  HF  con  L4C-leucina,   actividad. eap_I:cffi-   `'.

Ca  277  ,uci/unol  a  una  concentraci6n  de  18,5 ,uM  a  ].as

temperaturas  incl.icadas  para  ver  entrada  a.e  aminoacid.os

(A)   y  sintesis  de  proteinas   (B)a     Id€nticas  condiciones

f ueron  usadas  para  ver  la  entrada  de  aminoacido   (C)   y

§£ntesis  de  protefnas   (D)   en  gruFos  en  duplicaclo  de  3

oocitc)s de  £.caudiverbera Los  ensayos  de  entrada  y

sintesi.F  f!.e  protelna§  se  realizaron  segfin  se  describe

en  . Mietodeso
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la  entrada  de  aminoscido  es  mss  rapida  a  3o°que  a  2oo,

mientras  que  la  sfntesis  de  protelnas  es  mayor  a  20°.

Tafroi€n  la  raz6n  entre  la  velocidad.  de  entrada  a  20°y  a

loo  es  2,2,  mientras  que  la  raz6n  a  las  misma.s  temperaturas

para  sfntesis  de  proteinas  es  de  7,5,    Este  re§ultado  es
interesante  por  el  hecho  que,  en  general,  en  procariotes  y

en  c61ulas  de  mamiferos  lag  temperaturas  6ptimas  de  incuba-

ci6n  para  la  sintesis  de  protefnas  y  divisi6n  celular  son

mayores  que  30°®     Un  interesante  efectc>  se  observa  a  bajas

temperaturas   (2°, Figura  5A) .     A  esta  temperatura  las  c6lulas

son  permeables  a  aminoacido,   pero  son  incapaces  de  concen-

trarlo  con  resr)ecto  al  medio  externo.

I.os  resultaclc)s  presentados  en  la  Figura  6  muestran

el  efecto  del  pH  en  la  entrada  de  aminoacicl.o  y  su  incorpo-

raci6n  a  protefnas  en  ambos  tipos  Gle  oocitos  a,e  anfibio.   En

este  caso,   se  observa  una  `Cierta    diferencia  en  el  colT`.porta-

miento  de  los  oocitos  de  lag  dos  especies.    No  hay  un  efecto

significativo  del  r`H,  en  ninguno  de  los  procesos,  en  los

oocitos  de  C.caudiverbera   (6C  y  6D).     Sin  embargo,   se  pueden-                                           ______--                       __

observar  claros  ef ectos  Gel  pH  del  medlo  en  la  sfntesis  cle

protefnas  en  c>ocitos  de  X laevis    (68)    y   uns.   :..rT.fJ.]ier\ri.i.-   rer[ri--

en  la  entrada  a.e  aminoacidos   (6A) .     En  los  oocitos  de

X. laevis  se  observa  mss  del  doble  d.e  incorporaci6n  a  pro-

teinas  a  r)H  8,5  que  a  pH  6,5  o  7,0.     I.a  diferencia  entre

estas  especies  puede  deberse  a  la  distinta  capacidad  de  los
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Figura  6

Efecto  del  I)H  en  la  entrada  de  aminoacido  y  sintesis  de

protefnas  en  oocitos.

Cinco  oocitos  de  X.   1aevis  se  incubaron  a  20°   con
__                                                           _             _      _

[4C-1eucina  a  una  concentraci6n  de  18,5  uM  durante  los

tiempos  indicados  y  se  midi6  1a  entrada   (A.)   y  s±ntesis  cle

proteinas   (a)   seg6n  se  describe  en  M6todoso     Los  oocitos

fueron  preincubadc`s  durante  2  horas  a  los  diferentes  pH

antes  de  la  adici6n  clel  aminoacido  radiactivo.     Experimen-

tog  similares  se  realizaron  con  c>ocitos  de  Co caudiverbera

usando  ±4C-isoleucina  a  una  concentraci6n  10  uM  vienclc)  la

entrada  del  aminoacido   (C)   y  la  sintesis  de  protefnas   (D) .

El  medio  de  incubaci6n  estaba  tamponaclo  con  N-2-hidroxietil-

piperazima-N'2-etanosulf6nico   (Hepes)   20  mM  I)H  6,5  .);  PEI  7,0

(A)3   pH   7,5    to);   pH   8,0    (ai;   pH   8,5    tE).
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dos  tipos  de  oocitos  para  mantener  el  pH  clel  medio  intrace-

|ular a

El  efectc>  c].e  la  concentraci6n  de  i6n  magaesio  en  el

medic  de  incubaci6n  sabre  la  entrada  de  aminoacido  y  sfntesis

de  proteinas,   se  muestra  en  la  Figura  7®     Coma  se  puede

obeervar  en  la  Figura  7A,   la  sintesis  de  protefnas  en  oocitos

deX® 1aevis  es  fuertemente  estimulada  Lior  el  i6n  magnesio;

esta  estimulaci6n  es  alred.edor  de  7  veces,  entre  el  rango  de

0,05   a   1  mpr.  de   i6n  magnesio.

En  C.   caudiverbera   (Figura  78)   se  observa  un  aumento  de----           _  _

aproximadamente  2  veces  dentro  del  mismo  rangc)  de  concentra-

ci6n  de  Mg++.     Pareciera  ser  que  esto§  oocitos  no  son  tan

dependientes  de  Mg++,   ya  que  atin  a  concentraciones  de  0,02  mM

de  e§te  ion,   la  incc>rporaci6n  del  aminoacid.o  a  proteinas  es

bastante  cc>nsiderable.     El  aumento  en  la  sintesis  de  proteinas,

en  c>ocitos  de  ambos  tipos  de  anfibio,  no  se  debe  a  un  estimulo

en  la  velocidad.  cl.e  entrada  del  aminoacido,   ya  que,   como  se

d.emuestra  en  lag  f iguras  7A  y  78  6sta  permanece  constante  en

todo  el  rango  de  concentraci6n  de  i6n  Mg++  estucliado.

Log  resultados  anteriores  demostrarfan  que  los  oocitos

de  anfibio,  especialmente  los  {le  ¥o 1aevis , son   I..ncF.D,i.ceq   dc`.

mantener  una  concentraci6n  6ptima  de  M.a++,   y  serian,   £ioi-1o

tanto,  fuertemente  afectados  por  lag  variaciones  en  los  niveles

de  Mg++  del  meclio  externo  que  log  rodea®     Ar]emas,   es  interesan-

te  el  hecho  que  el  i6n  magnesio  es  indispensable  rjara  mantener
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Figura  7

Efecto  de  la  concentraci6n  del  i6n  magnesio  en  la  entrada

de  aminoacido  y  sintesis  de  proteinas  en  oocitos  de  anfibio.

Se  us6  [4C-arginina,  actividacl  especifica  340  uci/umol,

a  una  concentraci6n  de  10  uM.    (A) ,   efecto  de  la  concentraci6n

de  magnesio  en  la  entrada.  de  aminoaciclo   (a)   y  sfntesis  cle

protefnas   (.)
en

en  oocitos  Xo   laevis. (a) ,   el  mismo  efecto

oocitos  de  Co   caudiverbera.     En  ambos  casos  la  incubaci6n-                   _  _  -_   _   -        -          _

se  realiz6  a  ZOO  durante  3  horas.     Tod.os  los  ensayos  se

realizaron  como  se  describe  en  M6todos.
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la  estructura  celular  del  oocito,  ya  que  su  ausencia  en  el

medio  de  incubaci6n  produce  una  lisis  celular,  al  cabo  de

corto  tiempo.

C.    Efg+£:sd:_o:a£:_8±_%=: a_y _a_eLgr_ad_a_C_i€_I_ _de ___I_a_5j2±

Con  log  datos  obtenido§`.  anteriormente  se  quizo  ver  cu£1

seria  el  ef ecto  de  mantener  in vitro  trozos  de  ovario  aislados,

en  lag  condiciones  6ptimas  de  incubaci6n,   sobre  la  entrada

de  aminoacido  y  sfntesis  de  protefnas  en  oocitos,     Las  tempe-

raturas  escogidas  para  el  cultivo  del  ovario  fueron  de  4°y  ZOO

porque  20°  es  la  temperatura  6ptima  encontrada  para  slntesis
de  protefnas  y  4°  es  la  temr)eratura  a  la  que  la  biosintesis

de  prote±nas  esta  fuertemente  disminu±da,   1o  cual  podria

conservar,  con  mayor  facilidad,  a  estas  c€lulas  en  estado

viable.    Los  oocitos  se  aislaron  del  ovario  en  cultivo  a

diferentes  tiempos,   y  se  incubaron  durante  5  horas  con  L4c-®

leucina,  determinandose  la  entrada  de  aminofcido  y  s±ntesis

de  prote±na   (Figura  8) .     Se  puede  observar  que  la  sintesis

de  rtrote±nas   (8A)   en  oocitc)s  se  mantiene  en  su  nivel  normal,

s61o  durante  las  primeras  24  horas  de  cultivo,   tanto  a  4°

como  a   20°   a     Algo  muy  similar  acontece  con  la  ent:.-ad.a.  cle

aminoacido   (88) ,   1a  cual  es  pra6ticamente  id6ntica  despu€s

de  24,  horas  de  preincubaci6n;   pero  cae  bruscamente  a  las  48

horas,   a  ambas  temperaturas®
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Figura  8

Efecto  del  cultivo  de  ovario  en  soluci6n  HF  sc>bre  la

captaci6n  de  aminoacidos  y  sfntesis  de  protelnas.

Se  us6  L4C-1eucina,   actividad  esr`ecifica  277  uci/ii.mol,

a  una  concentraci6n  de  18  uM.     Log  oocitos  se  aislaron

del  ovario  en  soluci6n  HF  en  el  tiempo  indicado  y  se  incubaron

con  ±4C-leucina  durante  5  horas  a  20°   .   En   (A)   se  muestra  la

incorporaci6n  a.e  radiactividad  a  r3roteinas  cle  oocitos  prove-

nientes  de  ovarios  mantenidc)s  en  soluci6n  HF  a  4°   (a)   y  a

20°   (e|®     En   (a)   se  observa   la  entrada  de  aminoacido  a  4°   (Ci)

y a  20°(a) ®  La  sintesis  de  proteinas  y  entrada  de  aminot€cido

se  analiz6  de  acuerdo  a  lc]  descrito  en  M6todos.
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Los  resultados  descritos  indicarian  que  s61o  es  con-

vert.iente  guardar  trozos  de  ovario  en  sc)1uci6n  HF  hasta  24

horas  despu6s  de  extralclos  del  animal,  ya  que  lag  capaci-

dades  de  caLltaci6n  e  incc)rporaci6n  de  amino6cido  a  protefnas

disminuye  notablemente  clespu€s  de  este  perfodo.     Ademas,

pc)r  el  aspecto  moffol6gico  externo  de  las  c6lulas,   es  mss

conveniente  mantenerlos  a  20°  que  a  bajas  temperaturas,  afin

cuando  el  efecto  de  la  incubaci6n  sea  el  mismo  a  temperatu-

ras  mss  bajas.

Con  el  objeto  cle  ver  si  el  oocito  estaria  degradando

en  forma  rapida  sus  protefnas  al  estar  en  cultivo,  se  incu-

baron  estas  celulas  clurante  14  horas  en  r>resencia  de  L4c-

leucina.     Enseguida  se  lavaron  repetidas  veces  en  soluci6n

HF  y  se  dejaron  en  un  medio  gue  cr>ntenfa  leucina  lo-4M
I

no  radiactiva,  para  evitar  la  posible  reutilizaci6n  del  amino-

ficido  radiactivo  incorporado  a  r>rotefnas,   ha.sta  un  periodo

de  42  horas   (Figura  9) .     Como  se  observa  en  9A.  el  oocito  seria

incapaz  de  degradar  las  E>rotefnas  que  se  estarian  sintetizancto

al  menos  durante  42  horas  despu6s  de  su  sfntesis.     Para  poder

determinar  si  realmente  no  estaba  ocurriendo  una  degradaci6n

espec±fica  de  ciertas  prote±nas,   se  realizaron  electrofr>rf3.a,i.a

en  geles  de  poliacrilamida  de  las  prote±nas  radiactivas  an+.cs

y  despu€s  de  42  horas  de  incubaci6n   (Figuras  98  y  9C) .     Se

puede  ver,  pc>r  el  perfil  densitom€trico  que  no  existiria  una
degrad.aci6n  notoria  cle  alquna  de  las  protelnas  radiactivas,
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Figura  9

Degradaci6n  de  prote±nas  en  oocitos de  Xenopus 1aevis

A)   grtlpos   de  c)ocitc>s   se   incubarctn  a   2oo   con   L4c-

leucina,  actividad  especifica  277  uci/umol  a  una  concen-

traci6n  de  19  uM.  durante  14  horas.     Luego  se  lavarc)n,

exhaustivamente  con  soluci6n  HF  y  se  dejarc`n  incubando

en  presencia  de  leucina  10-4M  no  radiactiva.     La  radiacti-

vidad  incorporada  a  protefnas  se  detect6  seg6n  se  describe

en  M6todos;     a)   r`ara  rea.Iizar  la.  electroforesis  en  geles

de  poliacrilamida,   se  incubaron  oocitos  en  las  mismas  con-

diciones  anteriores,  I)erc>  durante  24  horas.     La  muestra

utilizada  provenia  de  10  oocitos  procesados  segfin  se  clescribe

en  M.6todos.     El  trazaclo  densitom6trico  pertenece  a  una  placc-i

cle  rayos  X  puesta  en  contacto  con  el  gel  durante  3  d±as  c`
-20°(vcr  M€todos) ;     y  C)   perfil  densitom€trico  de  una  electro-

foresis  de  10  oocitos  incubad.os  con  L4C-1eucina  durante  24

horas  Pero   dejados   posteriormen+.e   durari.te   4?.   iinr:1.ct`   a ---,. i.i-r!.`. ``n

HF  con  leucina   10-4.M  no  rae.iactivao     Ija  obtenci6n  clc  i,.i.

muestra7  corrimiento  electrofor6tico  y  procesamiento  del  gel,

§e  realiz6  segfin  lo  clescrito  en  M.6todos.
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atin  despu6s  de  42  horas  de  ser  sintetizadaso

Experimentos  realizados  con  el  mismo  f in  de  cletectar

degradaci6n  de  protefnas  en  oocito§  se  llevaron  a  cabo  incu-

banclo  c61ulas  aisladas  a  20°  hasta  For  un  periodo  de  7  dias

en  soluci6n  HF  e§t6ril.    Analisis  densitom6trico  de  geles

de  poliacrilamida  tefiid,os  con  azul  de  coomasie   (ver  Metodos)

no  detectaron  ningan  cambio  en  lag  bandas  de  proteinas  solu-

bles  del  oocito  clesr`u6s  Gel  prolongado  perlodo  de  cultivo

in  vitrc>.     Estos  f].atos  y  los  anteriormente  sefialados  apoyarlan..__

fuertemente  la  idea  que  el  recambio  de  las  protefnas  §inteti-

zadas  por  la  c61ula  ser±a  muy  lento.     Sin  embargc`,   la  mayor

parte  de  las  prc>teinas  del  oocito  proviene  del  higado  y  dan
origen  a  la  fosvitina  y  vitelina  que  serfan  I)rotelna§  de

reserva.    Estas  prote±nas  podr€an  degradarse  para  mantener

los   "pooles"   internos  de  aminoacidoso

La  Figura  10  muestra  los  efectos  de  diferentes  concen-

traciones  de  4  inhibidores  de  la.  §inte§is  de  prote±na§  en

oocitos  de  X. |aevis   (A) y9. caudiverbera   (a).     De  estos

datos  es  claro  que  cicloheximida  es  el  inhibidor  m6s  efectivo

de  la  sintesis  de  protelna  en  estas  celulas.    Puromicina  y

€cido  fusfdico  requieren  concentraciones  mT`icho  r_~|.?.7cr.s  '`ir`rc-.

inhibir  en  el  mismo  gradc>  que  cicloheximida.     Cloramfenicol,

que  inhibe  s6lo  la  sintesis  de  r!rc>teinas  en  bacterias  y  orga-
nelos,   es  el  menos  efectivo  de  todos.     I.a  diferencia  observada

entre  estos  inhibidores  podria  deberse  a  una  clistinta  permea-

bilidad  de  estos  cc)mr>uestos®
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Figura  10

Efecto  de  diferentes  inhibidores  en.1a  sintesis  de  protefnas

de  oocitos.

Grupos,   en  duplicado,  de  5  oocitos  provenientes  de
---.-   ^   j^   i   ^^~|.+he   nrn`7c±nien±es   de   C®   Caud.iverberaX.   1aevis  o  de  3  oocitos  provenientes  de  £

se  incubaron  en  soluci6n  HF  a  20°  con  [4C-lisina,   actividacl

especffica  227  uci/unol  a  una  concentraci6n  de  20  utl,   en

presencia  de  diversos  inhibidores.     (A),   efecto  en  la

incorporaci6n  de  aminoacido  a  prote±nas  en  oocitos  de

Xo 1aevis.     Experimento  similar  se  muestra  en   (8)   usando

oocitos   d.e  C® caudiverbera.     Los  inhibidores  usados  fueron:

cloramfenicol   (a) ;   acido  fusfdico   (.i\) i   puromicina   (1..}) ;   y

cialoheximid.a   (e) a     El  analisis  se  realiz6  segtin  lo  desci-ito

en  M€todo§.
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D.     Entrada  de  aminoacidos y  r,rote±nas  reci6n  sintetizadas
1a  ves cula  qerminal®

Se  ha  observado  el  movimiento  de  prote±nas  citoI`..lasma-

ticas  a  nacleos  inyectados  en  oocitos  al  cabo  de  pocas  horas

de  la  introducci6n  a  la  c61ula.    Ademas,  ha  sido  posible  ver,

mediante  microinyecci6n  de  prote±nas  radiactivas ,  que  aquellas

que  entrarian  al  n6cleo  serfan  seleccionadas  espec€ficamente

por  propiedades  diferentes  a  su  tamafio   (41-42) .     El  p®rcentaje

de  las  proteinas  que  entraria  al  nticleo  depende  de  sus  pro-

piedades;  pero  algunas  de  ellas,  como  las  histonas,   ser±an

capaces  de  concentrarse  en  el  nticleo  ha.sta  20  veces  respecto

al  citoplasma®    Esto  hacfa  interesante  estud.iar  la  entrada

de  aminoacidos  y  protefnas  reci6n  sintetizadas  a  vesiculas

germinales  de  oocitos  de  X® laevis.     La  veslcula  germina.1,

debido  a  su  gran  tamclfio,   es  facilmente  extra±ble  como  se

describi6  en  M6todos.     Es  posible  medir,  por  lo  tanto,   cufnto

del  aminoacido  que  entr6  a  la  c6lula  o  de  la  protefna  sinte-

tizada  estarla  entrando  en  el  nticleo.

En  la  Figura  11  se  muestra  una  cin6tica  de  entrada  de

amino6cido  y  slntesis  de  protelna  en  oacitos  de  X. |aevis

(A)   y,   en  forma   Pa-ra.lola   t    I   la  apar:..i:i(3r:   de  amino6cido  y

proteina  reci€n  sintetizada  en  el  nticleo  de  estas  c€lul,i.:   (8) .
Se  observa  una  corsiderable  latencia  en  la  entrada  tanto  de

aminoacido  como  de  proteinas  a  la  vesicula  germinal.     Este

resultado  muestra  que  la  radiactividad  detectada  en  el  nticleo
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Figura  11

Entrada  de  [4C-arginina  y  proteinas  radiactivas  a  vesfculas

germinales  de  oocitos  de |aevis a

Los  oocitos  se  incubaron  a  20a  con  L4C-arginina,

activid.ad  especifica  340  uci/umol,  a  una  concentraci6n  de

14  un,   por  los  tiempos  indicadoso      (A) ,   entrada  de  amino-

acido   (())   y  aparici6n  de  proteina  radiactiva   (©)   en  oocito

total.     (8) ,  radiactividad  total   (a)  y  radiactividad  en

protefna§   (©)   presente  en  ves±culas  germinales  aisladas  a
log  tiempos  que  se  indicano     En  estos  experimentos  cada  punto

fue  obtenido  por  a.uplicados  usando  5  oocitos  o  10  ves±culas

germinales,   ccmo  se  describe  en  M6todos.
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no  se  debe  a  contaminaci6n  Gel  organelo  con  la  fracci6n

citoplasmatica.

Con  el  c>bjeto  de  estudiar  con  mss  detalle  la  entrada

de  proteinas  reci6n  sintetizadas  al  nacleo,   se  realiz6  un

experimento  en  el  cual  1a  sintesi§  de  protefnas  estuviera

inhibida  durante  la  entrada  de  radiactividad.  al  nacleo.    Para

6sto,   se  preincubaron  log  oocitos  durante  2  horas  en  presen-

cia  de  L4C-arginina  14  un  para  permitir  la  marcaci6n  de

ciertas  protefnas  citoplasmaticas;  lag  cuales,  debido  a  la  la-

tencia  cl.e  entrada,  no  se  encontrar±an  en  cantidades  aprecia-

bles  en  la  vesicula  germinal.     En  este  momento,  que  es  el

tiempo  0  de  la  Figura  12    1os  oocitos  se  pusieron  en  un  medio

con  arginina  "  mlq  no  radiactiva,  y  ' puromicina5  x  lo-4M.

En  la  curva  superior  de  la  figura  se  muestra  que,  bajo  estas

condiciones,   1a  sintesis  de  proteinas  est6  inhibida.    En  la

parte  inferior  se  ve  la  cin6tica  de  entrada  a.e  las  protefnas
sintetizadas  durante  el  periodo  de  preincubaci6n  al  nticleo.

Iia  entrada  de  la  proteina  radiactiva  al  organelo  prosigue

durante  3  horas,  y  6stas  permanecer±an  ah±  atin  despu€s  de

17  horas  cle  incubaci6n  Gel  oocito.     I,a  cantidad`  de  protefnas

que  entra  a  la  vesicula  germinal  constituye  alrededor  de  un
20-25  %  de  la  prote±na  que  se  estfi  sintetizando  en  la  c€lula.

Como  el  n6cleo  representa  el  10  %  del  volumen  celular  total;

este  resultado  signif icaria  que  las  proteinas  que  se  estan

sintetizando  en  el  oocito  migran,  preferencialmente,  al  ndcleo

de  la  c61ula.
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Figura  12

Entrad.a  de  protefnas  reci€n  sintetizadas  a  ves±culas

germinales  de  oocitos  de  Xenopus |aevis

Grupos  de  15  oc>citos  §e  preincubaron  con  L4C-arginina,

actividad  especific.a  340  uci/unol,  a  una  concentraci6n  de

14  un,   por  2  horas  a  20°y  luego  se  lavaron  exhaustivamente

con  soluci6n  HF  libre  de  radiactividad.     La  incubaci6n  con-

tinu6  en  la  presencia  de  puromicinao,5 rna y  arginina  no  radiac-

tiva   0.,lr"o     En  los  tiemrtos  inclicados  oocitos   (o)   o  nticleos   (©)

se  aislaron  y  se  determin6  1a  radiactividad  incorporada  a

proteinas,   coma  se  describe  en  Metod.os.
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Como  se  mencion6  al  principio,  uno  de  los  factores

m6s  importantes  que  pueden  afectar  la  incorr)oraci6n  de

aminoacidos  ex6genos  a  proteinas  en  oocitos  es  la  capacidad

de  captarlos  del  medic  o  la  facilidad  con  que  los  diferen-

tes  aminofcidos  entran  a  la  c€lula.     Hasta  el  momento,

s61o  habia  una  informaci6n  muy  limitada  en  la  literatura

respecto  a  este  punto,  e  incluso,  exi§tia    a|gunas  discre-

pancias  sobre  el  hecho  de  que  los  oocitos  eran  permeables
a  amino6cidos®

A  continuaci6n,   se  mostraran  evidencias  que  los  oocitos

de ¥.  ±± poseen  la  capacidad  no  s6lo  de  captar  aminoacidos
del  medio,   siguiendo  una  cin6tica  de  Miahaelis-Menten,   sino

que,   tambi6n,   son  capaces  de  concentrarlos  varias  veces  con
respecto  al  medio  externo®     A_demas,   el  sistema  de  captaci6n

es  espec±ficct  para  grupos  de  aminoacidos.

E.     Entrada de  diferentes  amino8cidos  en oocitos  de  X.Iaevis

La  incubaci6n  cl:.e  oocitos  con  aminoacidos  radiactivos

resulta  en  la  entrada  de  la  radiactividad  a  estas  c€lulas.

En  la  Tabla  11  se  muestran  los  re§ultados  obtenidos  con  dife-

rentes  aminoacidos  al  ser  incubad.as  durante  6  horaso

Se  observa  que,   en  seis  de  los  nueve  casos  estudiados,

la  cantid.ad  de  amino6cido  radiactivo  libre   (restando  la

radiactividad  incorporada  a  protefna)   en  las  c61ulas  es  varias

veces  mayor  que  la  canticl.ad  de  aminoacido  radiactivo  existente
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TABLA         11

Entrada  cle  diferentes  aminc`acidos  a  oocitos  de  ¥.±±e¥±±

oocitos
D

amino-         Raz6n
acido             de
1 ibre            D/A
cpm/ul___

A
medio
extra-
celular
cpm/ul

aninoacido

glutamina               14{ 380
arginina                  8000
1eucina                      4400
alanina                     7200
treonina                  5200
ac.   glutamicc       55oo
lisina                       8900
6c.   aspartico     19050
metionina                5200

total      proteina
cpm/ul       cpm/ul

64000            10400

40000                72r)0

16000               4500

27200                48`^,0

68800             20000

8000                   60r)

63200            19200

68r\0                1760

6630               2980

53600                  3'7

32800                 4,i

11500                  2,6

22400                  3'1

488no                  9,4

740n                  1'3

44000                   4,9

5040                 0'3

3660                  0,7

La  radiactiviclad  del  in.ecl.io  extraceiu.I.rl:"-  Se  determin6  a|-

comienzo  de   la  incubaci6n.     Ija  entrade  de  aminoficirl.cs  e  incc,.i`.1

poraci6n  a  protefnas  se  midi6  a  las  6  horas  de  incubaci6n  a
22°o     Los  analisis  se  realizaron  seg6n  lo  descrito  en  M€todos.

Todos   los  aminc6.cidc>s  usados  estaban  marcados  con  £4C  y  se

agregaron  a  una  concentraci6n  de  19  uFS„

Para  el  calculo  de  las  columnas  B,   C. y  D  se  utilize

como  volumen  del  oocito  el  valc)r  de  0,8  ul.
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en  un  vc>lumeh  equivalente  del  mecli®  de  incubaci6n.     Las  tres

excepciones  son:   acidc>s  glutsmico  y  aspfrtico,   aclemas  de

metionina .

La  posible  conversi6n  metab61ica  a.e  los  aminoacidc)s

captados  por  el  oc>cito  a  otrc>s  prodtictos  diferehtes  a  protelnas

£J6  estudiada.    Para  esto  se  realiz6  Lna  cromatografia  bidi-

mensional  en  capa  fina,     1era.   dimensi6n,   n-butanol:   acetona:

dietilaminag   agua   (10:1082:5)   y   2a®    dimensi6n    isc>rtropanol:

acido  f6rmico:   agua   (2031:5) ,   de  la  radiactividad  acido  soluble

presente  en  oc`citos  preincubados  durante  5  horas  a  20°  con
L4C-|eucina  y,   en  fc>ma  separadp„   con  L4C-arginina.     I.a

cromatograf fa  se  proces6  y  analiz6  seg6n  se  describe  en  Meto-

do§.     El  resultado  obtenido  a.emostr6  que  un  90  %  de  la  marca

a6n  migraba  como  el  aminoacido  originalo     El  resto  de  la

radiactiviclad  permaneci6  en  el  origen  del  cromatograma

indicando  su  incorporaci6n  a  oligoi)6ptidc)s.

Con  el  objetc`  de  caracterizar  mss  el  mecanismo  par  el

cual  el  oocito  es  capaz  de  concentrar  el  aminofcido  externo

se  trataron  celulas  con  numerosos  compuestos  para  vcr  el

efecto  de  6stos  sobre  la  entrada  de  aminofcido  y,  paralelamente

se  media  su  incorporaci6n  a  prc`teinaso

En  la  Figura  13  se  muestra  el  efecto  de  puromicina,

cicloheximida  y  2,4-tl.initrofenol  sc)bre  la  entrad.a  de  amino-

acido  y  la  incorporaci6n  a  proteinas.    Es  claro  que  los

inhibidores  cle  la  slntesis  de  proteinas  tienen  muy  poco  efecto
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Figura  13

Efecto  de  inhibidores  sctbre  la  entrada  de  aminofcidos  y

s±ntesis  de  proteinas  en  oocitos  de  Xenopus  ±±;eL}Z±E

Oocitos  en  grupos  de  5  se  incubaron  a  20°  en  soluci6n

HF  en  presencia  de  ±4C-arginina,   actividad  especffica  340

uci/unol,   a  una  concentraci6n  10  AiM,  para  medir  la  entrada

de  amino6cid.o   (A)   y  sfntesis  de  prote±na   (a).     Los  inhibido-

res  usados  fueron  puromicina  0,5  mM   (A) ;   cicloheximida  0,01

mM   (0);   2,4.  -dinltrofenol   0,I  mt   (A).     Control  sin  inhibidor

(©).     I.os  ensayos  se  realizaron  segan  M€todoso
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sobre  la  entrada  de  aninoacido   (13A) ,   atin  cuando  la  incorpo-

raci6n  en  proteina  est6  inhibida  en  cerca  de  un  90  %   (138) .

El  desacoplador  de  la  fosforilaci6n  oxidativa,  adn  cuando

inhibe  fuertemente  la  sfntesis  de  |troteinas,  no  afecta  la

entrada  de  aminoacidoo

La  Figura  14  muestra  el  efecto  de  tratamiento  con  r`ronasa,

ouaba±na  y  carencia  de  K+  en  el  meclio  a.e  incubaci6n®     El  tra-

tamiento  con  pronasa  durante  3  minutos,  que  elimina  la  capa

de  c€lulas  foliculares  que  estan  cubriendo  al  oocito,  no  tiene

ningan  efecto  signif icativo  sobre  la  entracla  de  aminofcidos  y

no  afecta  la  incorporaci6n  a  rirotefnas.     Ouabaina,  que  es  un

inhibidor  de  la  ATpasa  dependiente  de  sodio  y  potasio,   tampoco

es  capaz  de  afectar  la  entrada  de  aminofcidos  y,   a  su  vez  no

afecta  la  sfntesis  de  protefnas.     Iia  ausencia  de  K+  en  el  medio

de  incubaci6n  s61o  afecta,  en  parte,   1a  sfntesis  de  protefnas,

sin  modificar  la  entrada  del  aminofcido®

I.a  falta  de  efecto  de  los  compuestos  que  inhiben  la  ge-

neraci6n  de  ATr'  puede  caeberse  al  hecho  de  que  estas  c€1ulas

poseen  un  enorme   "pool"   de  ATP  interno   (800  pmoles/oocito)    (99) .

F a     Influencia de  la  concentraci6n  de  aminc)ficido  en  la  entrap a
e  amlno cido en  c)ocitos e  X.   Iaevis

Se  describi6,  previamente,  el  efecto  de  diferentes  con-

centraciones  de  leucina  en  la  entracl.a  e  incorpc>raci6n  a

prote±nas   (vcr  Figura  4) a     Experimentos  similares,   con  siete
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Figura  14

Efecto  de  oubaina,   tratamiento  con  pronasa  y  ausencia  de  K+

sobre  la  entrada  de  aminoacido  y  sintesis  de  prote±nas  en

oocitos  de  Xenopus  laevis.

Grupos  cle  5  oocitos  en  du.plicaclo  se  incubaron  a  20°

con  L4C-arcjinina,   activiclad  espec±fica  340  uci/umol,   a  una

concentraci6n  de  10 ,uM,   para  ver  la  entracla  de  aminoacido

(A) ,   y  la  sintesis  de  proteinas   (B) ,  en  presencia  de  oubaina

0,i  mM   (Ci) ;   tratamiento  con  pronasa   (0,1  mg/ml)   durante   3

minutos   (a) ;   ausencia  de  K+   (/_\) i   control   (a) .     Los  an8lisis

se  realizaron  de  acuerdo  a  la  t6cnica  descrita  en  M6todos.
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aminoacidos  diferentes,  demostraron  que  la  cin€tica  de  entrada

difiere  considerablemente  entre  uno  y  otrc).    Esto  se  ver6  en

detalle  mss  adelante.

La  Figura  15  muestra  el  efecto  de  la  concentraci6n  de

aminoacido  en  las  velocidades  iniciales  de  entrada  de  seis

diferentes  aminoacidos.     En  tod`os  log  casos,   las  graficas  de

doble  rec±proco  muestran  una  buena  concordancia  con  una  1±nea

recta,   indicando  que  este  proceso  se  comporta  con  una  cin6tica

de  tipo  Michaelis-Menten  y  que  el  transporte  de  aminoficido

esta  mediado,  de  algfin  modo,  par  un  sistema  saturable  a  altas

concentraciones  de  amino8.cido.     Con  estos  resultados,  es

posible  calcular  una  constante  de  transporte   (KT) ,   que  puede
ser  clef inida  como  la  concentraci6n  a  la  cual  la  velocidad  de

transporte  o  entrada  a.el  amino5cido  es  la  mitad.  de  su  veloci-

dad  maxima  inicia.1.     Del  mismo  modo  que  la  Kin,   esta  constante

es,  con  algunas  limitaciones,  una  medida  de  afinidad  del

sistema  transportador  par  el  aminofcido.

La  Tabla  Ill  iDcluye  los  valores  de  log  KT  calculaclos

para  los  seis  aminoacidos  estudiados.     Diferencias  de  hasta
un  orden  de  magnitud  se  c>bservan  entre  la  constante  para

6cido  aspartico  y  el  KT  de  los  otros  aminoacidos.     Hstos

resultados  explicarfan  el  comportamiento  an6m.alo  obtenido

con  acido  asp6rtico  en  la  Figura  3  y  Tabla  I.    En  la  Tabla  Ill

se  muestran,  tambi6n,  los  valores  de  las  velocidades  de  entra-

da  de  los  aminofcidos  a  una  concentraci6n    cl.e  20  uM.a
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Figura  15

Efecto  de  la  concentraci6n  de  aminofcido  en  las  velocidades

iniciales  de  entrada  para  distintos  aminoacidos  en  oocitos

de  Xenopus 1aevis

Se  incubaron  grupos  de  5  oocitos  en  duplicado  por  2

horas  a  20°  con  diversas  concentraciones  de  diferentes  L4c-

aminoacidos   (A)   tirosina;   (a)   treonina;   (C)   acido  aspartico;

(D)   fenilalanina;   (E)   lisina  y   (F)   alanina.     Los  ensayos

se  realizaron  seg6n  lo  descrito  en  M6todos.
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TABLA     Ill

Valc>res  de  parametros  cin6ticos  de
entrada  para  diferentes  amino6cidos

Aminoacido
KT           Veloc38a&,tde  entrad.a

(mar.)           (pmoles/oocito/hora)

Tirosina

Fenilal®n.ina

Treonina

A.c.   aspartico

Lisina

Alanina 0,1

KT   (mM)   fueron  calculados  a  partir  de  los  datos  de  la  Figura  15.
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Nuevamente  se  observa  t:£ue  acido  aspartico  tiene  una  veloci-

cl.ad  de  entracl.a  muy. lenta    ex£>1icanc].a,   claran.ente.o   pc`r  qua

se  observe;  una  marcacicm  muy  baja  en  los  estuclic>s  realiza-

dos  con  s±ntesis  cl.e  i:irr`tefnas  anteriormente  c®ri.Lc`   se  clemcjstr6

en  la  Figura  3o

G.     Especificidad cn  la.  captacj.6n  de arrlinos.cicl.r,s

Con  el  f in  de  cl.eterminrTr  la  esp,ecif icidad.  del   sistem.a

transportador  cl.e  aminc)£cidos,   se  realizaron  ex}perirn.entc>s  de

entrac?`a  cle  aminc``S.cidos  racliactivos  en  presencia  de  d.iferentes

aminoacicl.r~`s   ni-`   marca.dc`s.

J`\l   incuhar  oocitos  cc>n   L4JC-aminocfcidc>s6,   en  i.rcsencia

de  anu..nofciclos  no  in.arcacl®s  cle  estructura  analoga,   se  obtienen

los  resultaclos  que  se  muestran  en  la  Figura  16 .     Es  clarc`,

de  estas  c>bservacic>nes,   que  tod.as   lag  entraclas  cl.a  aminc>acidos

radiactivos  s(`jn  inhihid.as  al  estar  presente  en  el  mecl.io  de

incuba.ci6n,   un  ant£1ogt``}  estructural  no  radiactivo®     Esta  baja

en  la  captacifn  rle  am!..ni..jaciclr,is   ,afecta.,   en  fctrm`a.  paralela,

la  incorpora.ci6n  a  r)roteinas®

En  11-.  Figura  17   se  ilustra  un  estuclio  mss  detallaclo

realizadrj  es|`.ecifictlmente  con  cllanina  rat]iactiva.     Comr]   se

puecTe  vcr,   la.  entrc?.d.a  t.'ie  alanina  rna.rcada  es   inhibida  s6l®

pc)r  la~  presencia  cle  canint-j5.cidos  alif,£ticos  n(l  radiactivos

(19A)  ®      De   lcis   tres   amin.{jL€cicl.r,`s   estucl.iadi?s,   leucina   es   el

inhibicl.or  r\fis  pr.)tente,   y  glicina  el  m£.s  cl6bil,   mientra.s  que
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Figura  16

Efecti'``,   cfi¢'e  anflcjgc,..s  estructura.leg  sck)re  la  entrad.a  d.e

aminoacido  radia.ctivo  e  incr`rrtoraci6n  a.  i)rtjtefnas  en

oocitr)s  cl.e  Xenor,us  laevis

Grupos   de   5  c7ocit{7s   en  cl.ur`1icado   se   incubarr,n  a   20°

durante  diferentes  tic`.mitos  cm  soluci6n  HF  con  lc`,s  siguientes

amino€.cidc`s  raf.i,iactivrts  rara  detectar  entrada   (+T\`,C,F)   y

slntesis  f!.e  I.jr(jteina   (,I,D,F) ;   L4C.-tirosina,   actividacl  espe-

cifica  416  uC`i/urn.ol;     L`£C-leucina,   activiclacl  especificrl

312  uci/unol;     L4C-lisina,   a.ctividad  esr>ecifica  218  uci/umol.

(A)   y   (a)    L4c=,tirc;sina.   |0   ut¢.   (®)  .;   +   fenilalanintl   0,5  mp'   (a) .

(C)   y    (D)      L`tc --.. 1eucina  10   i"   (®)  .g   +   valina   0,5   ut4   {€)  .

(E)   y   (F)      L4C-|isina   20   ut!   {®)  :   +   arginina.   i  mr`'   (a)  a
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Figura  17

Efecto  d.e  analogos  estructurales  sobre  la  entrad.a  e

incorporaci6n  a  |troteinas  d.e  ]4C-alanina  en  oocitos  de

Xenopus  laevis

Grupos  de  5  oocitc`s  en  a.urilicado  se  incubaron  a

20®   en  soluci6n  FTF  en  nresencia  de   £4C-alanj.na,   actividad

espec±fica  156  uci/ulrol,   .r)ara  ver  lf-.  entrada   (A,C,F)   y

la`  incorporaci6n  a.  protefnas   (B,D,F).      (.7\)   y   (a)
L4c-a|anina   35   ulJr   (.) ;   +  g|icina   i,8  mM   (A) ;   +  v`alina   i,8  mM

(O)g   +   leucina   i,8   mM.   q])a       (a)   y    (D)    !`4C-ale.nina   35   uJ"

(.) ?   +  glut€mico   1,8  ut!   (0)   +  arginina  1,8  m}4   4) a

(E)   y   (F)    £4c-asrartico   8n   ut¢   (.) ,9   +   glutfm.ico   J4   m[?   (o)  .

La  entrada  y  la  incorDoraci6n  a  proteina§  se  analizaron

seg6n  lo  d.escrito  previamente  en  pr.6tQdoso
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valina  es  a,e  tipr,`  intermedic.     La  entrada  tle  1-?±C-alanina

no  es  inhibiti.a;   `sin  e"bargc.`i,   I.Jar  ricido  glutamico  ni

arginina  bajo   id6ntica.s  condiciones   (17C)  ®     Tambi€n7   ilara.

estc`s  cases,   se  ve  un  efecto  similar  sabre  la  incorporaci6n

Gel  aminoaciclo  radiactivri  a  lag  r>rciteinas   (17B  y  17D) .

En  la  Figura  17F  y  17F  se  ve  claramente  que  la  entrada

e  incorptiraci6n  a  prc`teinas  de  tfcid(-,\  asr)artico  esta  a.ismi-

nulda  por  la  I)resencia  tie  c5cido  glutanicc`.

Con  la  idea  de  determinar  qu€  tirjo  de  inhibici€m  era

la  qu€  se  prrtducia  en  la  entrada  cl.e  un  aminoacido  al  estar

presente  un  analr`g(i  estructural,     se  estud,i6  1i*.  velocidacl

de  entrada  de  tircjsina  racliactj.va  en  presencia  rle  '7tros

aminoaciclc`so     La  Figura  18  muestra  una  grafica  cle  clc]bles

reciprocos  clel  efecto  i-.`roclucido  sobre  la  veh]cicl,Lad  cl.e  en-

trada  al  incubar  c\ocitr:,\s  con  L4C-tirosina  en  presencia  de

otros  aminc`,<cidos  nr`  radiactivos,   a  diferentes  concentra-

cic]nes®Hn  la Figura  18Z\.     se  observa  que  existe  una  inhibici6n

muy  I.`eguefia  al  estar  ficidc`  asE.`c€rtico  o  alanina  presenteso

Sin  embargo,   se  cbscrva  una  fuc`rte  inhibicif€jn„   (le  tirjr]

competitivc),   en  presencia  de  un  analogo  estructural  como

fenilalanina   (Figura  188) a

rs   interesci.nte  ncttar  aden`.as,   que  el  anc€lrigc`  estructu-

ral  D-fenilalanina  es  un  inhibit.or  considerablcrmL ente  in.£s

d6hil  que  el  analc>gc\  natural  L--fenilalanina;   I.)err,`  todav±a

tiene  mayor  efecto  gue  los  otros  L-aminofcic?dos  no  ar6maticos®
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Figura  18

Efecto  de  diferentes  aminoacidos  en  la  velc>cidad  de

entrada  de  £4C-tirosina  a  oocit/``s  a.e  Xenor.)us  laevis

Grurios  cl`e  5  oocitos  en  du|Jlicado  se  incuk3aron  cl.urante

2  horas   a  20°   en  soluci6n  HF.      (A)  ,   efecto  d.e  alclnina   (®)

y  acido  asi`6rtico   (0)   en  la  entr,acla  de   L`€-C-tirosina;      (T3) ,

efecto  de  I,-fenilalanina   (I) ;  y  D-fenilalanina   (®) a

Entrada  de  L`-'!'C-tirosina  en  ausencia.  de  aminoc€cidos  no

radiactivos   (Ci) .     La  concentraci6n  a,e  log  aminoacidos  no

radiactivos  .fue de  5  x  lo-/±M.     Se  usa  1/:'C-tirosina,   acti-

vidad  es}iecffica  460  uci/umol,   a  una  concentraci6n .de

i  x  10-5M  I.ara  las   incuba.clones.     Fl  a.nalisis  de  entratq^a

se  realiz6  segtin  la  tacnica  descrita  en  M6todos.
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Resun.ienclo  log  resultados  anteriores,  es  posible

decir  que:

a)     1os  oocitos  poseen  capacidad  de  concentrar  aminocfcido

del  medio,  mediante  un  sistema  de  transr)orte  facilitado

y  saturable;
b)     es  espec±fico  para  grupos  cle  aminc`acidos;

c)     es  depen(.iente  cle  temperatura,   y

d)     es  independiente  de  sintesis  cl,e  prc)teinas.

H. Pooles  de  aminoacidos  en oocitos  de  Xenopus 1aevis

Para  tener  mag  informaci6n  sabre  el  papel  fisiol6gico

del  transporte  cle  aninoscidos  como  fuente  interna  de  amino-

acidos  para  los  procest`js  biosinteticos  de  la  c61ula  pare-

ci6  importante  comparar  log  "pooles"  de  aminotfcido  libre

de  los  oocitc)s  reci6n  clisectaii~os  eel  ovario  y  despu§s  que

las  c€lulas  nan  sidc>incubadas    en  presencia  o  ausencia  c].e

una  soluci6n  con  todc`s  los  aminoacidos  presentes  a  una  con-

centraci6n   I   x  lo-5lq+  pc,r   2-A   horaso     CorFj   se  muc;stra  cn   la`

Tabla   IV,   en  la  mayoria  de   lc`s  cases,   se  observa  un  irLi.pcii-I]h.

tante  aumcmtci  er.  el   ";)ool"  cle  amino6cidos  libre  en  los

oocitos  incubados  con  aminoacidc`s  ex6genos.     Fs  interesante

hacer  notar  que  log  aminoaciclos  que  n(>  aumentan,   r:  que  s61o

aurnentan  muy  levemente,   son  1.,s  5  aminoacidos  que  tienen  la

carga  i6nica  mayor   (lisina,  arginina,  histicljna,  y  log

8cidos  asptfrticc,  y  gluts.micc)) .     I,a  gran  cantidad  de  acido
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F`noL7`+      IV

Aminoscido   libre  en  oocitos  y  Sangre  de  ¥f3_P9_P_P_S_  ±±LeL±£±=

0   0   C    i   t   0   S                        St-JLht;i'.-L,

rmfroacides

hisirra
Histidjm
Argirha
jto.aspfrtico
Ttorha
Serirra
Ac:.giutfroco
Prolirra
Glicim
AIanim
Cistim  (1/2)
Valirra
ifetiorrfe
Isoleueirra
Ifucina
Tirosina
Fenilalarrfe
Fosfoserirra

CD
rpeJJ!fes/      yperi_fr£/
oocito       0,5 ul

C i r3           P}. ft

El  contenido  de  aminoscidos  se  determin6  colro  se

describe  en  I{6tc)dos.     I.os  valores  que  se  dan  son  promedios

de  3  determinaciones  separadas  usando  2000  oocitos  crecidos

.-   110   -



(Cont.   Tabla   ±V)

aislados  manualmente  de  distintos  animales.     La  columna  A

corresponde  a  los  valores  ohtenidos  en  oocitos  reci€n

disectados,   sin  incubaci6n®     F,n  la  columna  a  se  muestran

los  valores  obtenidos  de  oocitos  incubados  en  soluci6n  HF

a  22°  pot  24  hora.s  sin  adici6h  de  aminoacidos®     En  C  los

oocitos  fueron  incubados  en  iguales  condiciones  pero  agre-

gando  aminofcidos  a  una  concentraci6n  de  10-5m.     Hn  la

colunna  D  se  muestran  los  valores  promedios  obtenidos  del

analisis  de  sangre  de  3  hembras  adultas  de X®    1aevis.      En

C/B  aparece  la  raz6n  entre  los  valores  obtenidos  de  oocitos

incubados  en  presencia  o  ausencia  de  aminoscidos  por  24

horas.    A/D  da  la  raz6n  entre  los  valores  obtenidos  de

celulas  reci€n  disectadas  y  los  valores  de  la  sangre  de

X. 1aevis ®

Log  valores  de  ficido  aspfrtico  y  glutarnico  incluyen

asparagina  y  glutam.ina  respectivamente.     Iia  sangre  se  anali-

z6  despu6s  de  la  remoci6n  de  los  g16bulos  rojos  y  precipi-

taci6n  con   TC?i   5   %.
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glutamico  y  glutamina  encontrada  en  estos  an61isis  con-
cuerda  con  previas  observaciones  de  otros  investigad.ores

(loo,    101)  ®

Es  importante  tambi6n,  el  hecho  que  los  "poole's"

de  amino6cidos  del  oocitc>  se  mantengan,-  atin  cuando  las

c€1ulas .se-incuben  durante  24  horas  en  ausencia  de  ellos.

Eso  podrla  deberse,  simplemente,  a  que  el  oocito  no  esta-

rla  sintetizando  protefnas  durante  este  tiempo;  pero

resultados  obtenidos  y  presentados  previamente  muestran,

claramente,  que  estas  c€lulas  est6n  incorporando  amino-

Scido  a  protelnas  durante  las  24  horas    d.e  incubaci6n.

Cabe  destacar  que  fosfoserina  s6lo  se  encuentra  presente

en  lag  celulas  que  ham  sido  incubadas  24  horas  en  ausencia

de  aminoacidos  ex6genos.     Este  aminoacido  es  un  constitu-

yente  importante  de  las  fosfoprote±nas  lo  que  har±a  pensar
en  un  posible  mecanismo  de  degradaci6n  de  esta  prc>telna

cuando  el  oocito  se  encuentra  en  un  medio  carente  de

aminoscidos,   cc>n  el  fin  de  obtener  los  aminoacidos  necesa-

rios  para  la  sfntesis  de  prote±nas.

La  Tabla  IV  tambi6n  compara  los  an6lisis  de  "pooles"

de  am`inofcidos  de  oocitos  inmediatamente  despu6s  de  ser

separados  del  ovario   (cc>lumna  A.)   con  el  contenido  de

aminoacidos  libres  en  la  sangre  de  hembra  adulta  de  X.Iaevis

(columna  D) .     Se  observan  grandes  diferencias  entre  lag

concentraciones  intracelulares  de  la  mayoria  de  log  amino-

Scidos  y  su  contenido  en  la  sangre;  lag  mag  sorprendentes
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son  las  diferencias  de  los  acidos  aspfirtico  y  glutamico7

que  se  encuentran  en  concentraci6n  muy  alta  en  el  rjocitti

y  relativamente  baja  en  la  sangre  dando  cuocientes  de  90

y  261  respectivamente®

Otro  aminofcido  que  llama  la  atenci6n  es  la  metio-

nina  por  su  baja  velocidad  de  captaci6n,  por  estar  en

pequefias  cantidades  corro  aminoacido  libre  y  porque  el
oocito  no  es  capaz  a.e  concentrarlo.    Estos  datos  induje-

ron  a  pensar  que  este  aminocfcido  podria  estar  regulando

la  s±ntesis  de  proteinas  en  el  oocito,  ya  que  es  fundamen-

tal  para  la  iniciaci6n.    Con  el  objeto  de  ver  si  realmente

metionina,  era  un  factor  limitante  en  el  proceso  bic]sin-

t6tico  de  proteinas,   se  incubaron  c6lulas  en  presencia  de

metionina  no  radiactiva  a  una  concentraci6n  de  |o-4M~ y L4c-

fenilalanina  con  el  f in  de  ver  si  la  incorpc>raci6n  de  la

radiactividad  aumentaba  con  respecto  a  c€lulas  controles.

Los  resultados  demostraron  que  el  aumento  de  metionina

interna  en  el  oc)cito  no  estimula  la  s.€ntesis  de  proteinas

en  estas  c6lulas.
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Caps tulo  Segundo

Condiciones  que afectan  la  macluraci6n  mei6tica  de  oocitos

Log  oocitos  de  anf ibio  que  han  completad.o  su  crecimiento

poseen  un  gran  ndcleo  con  .dn  ntimero  diploide  de  cromosomas,

que  se  denomina  vesicula  germinal   (v.g®)a     For  un  largo

perfodo  permanece  en  la  profase  de  la  primera  divisi6n  mei6tica

(estado  de  diplonema).     El  t€rmino  "maduraci6n  nuclear"    o

simplemente  "maduraci6n"  abarca  los  cambios  fisiol6gicos  y

morfol6gicos  que  ocurren  en  el  oocito  durante  el  periodo

comprendido  entre  la  prof ase  de  la  primera  divisi6n mei6tica

y  la  metafase  de  la  segunda  divisi6n  mei6tica®
El  fen6meno  de  maduraci6n  in  vitro  se  produce  bajo

influencia  de  hormc>nas  gonadotr6picas  o  esteroidales  en

condiciones  adecuadas.

A.     Efecto  de  la

I,os  datos  obtenidos  sobre  el  efecto  de  temperatura  en  la

sfntesis  de  proteinas  en  oocitos  indican  que  la  6ptima  tempe-

ratura  de  incubaci6n  de  estas  c61ulas  es  cerca.na  a  20   a.     Con

el  objeto  de  estucl.iar  si  esta  temperatura  es  tambi€n  la  te.riipe~

ratura  6ptima  para  inducir  la  macl~uraci6n,  se  incubaron  grupos

de  100  oocitos,  a  distintas  temperaturas,  en  presencia  de  hcG,

progesterona  o  testosterona,  durante  18  horas   (Figura  19) .
Como  se  puede  observar  cle  los  datos  presentados  en  la  figura,
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Figura  19

Efecto  de  la  temperatura  en  la  maduraci6n  de  oocitr`s  de

Xenopus laevis  inducida  per  hormonas.

Grupos  a.e  100  cocitos  provenientes  del  mismo  animal

se  incubaron  en  soluci6n  HF  durante  18  horas  a  la  tempe-

ratura  indicada  en  presencia  cle  diversas  hormonas 3 ...(.,ht)

hcG,   60  unidades/ml;    (a) ,   progesterona  lo-7M;   (C),   testos-

t..erona   lo-7Mo     Cada  porco,ntaje  de  maduraci6n  se  basa  en

el  analisis   de   100  oocitc>s   (ver  M6todc`.s)  o
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1a  maduraci6n  de  |c>s  oocitos  gatillada  tanto  par  las  hormo-

nas  esteroidales   (progesterona  y  testc>sterona)   coma  por

hcG  requiere  un  ran.go  re§tringido  de  temperatura.    Para

ambas  hormonas  esteroidales,   1a  temperatura  6ptima  que

permite  el  mgximo  de  inducci6n  de  maduraci6n  f lucttia

entre  18°-22,9  in.ientras  que  para  hcf?  el  range  de  tempera-

tura  6ptima  es  un  poco  mayctr,   19°-26°®     Los  oocitos

incubados  a  40°  durante  s6lo  8  horas  ya  presentaban  un

20  %  de  lisis  celular,   1o  cual  indicarfa  la  incapacidad

de  estas  celulas  para  sc>brevivir  a  temperaturas  mayc]res

de  30°,  a6n  par  tiempr>s  relativamente  cortos.

8.     Influencia  de  pH

Los  resultados  que  se  presentan  en  la  Figura  20

muestran  el  efectc`  del  plJ  sabre  la  inducci6n  de  la  madu-

raci6n  de  oocitos  de  Xo 1aevis,  provocada  por  hcG  o  tes-

tosterona   (Figura  20A)   y  prc)gesterona  o  lantano   (Figura

208) ;   el  i6n  lantano  es  un  agente  no  hormonal  descritc`t

recientemente  corro  agente  inductor  de  la  maduraci6n   (lcA2}

Log  oocitos,   en  grupos  de  100,   se  incubarc`n  durante  3

hrjras  a  los  resr`ectivos  pH,  antcs  de  agregar  el  agente

inductcjr  para  permitir  establecer  un  equilihrio  cr)n  el  pH

del  medio®     Progesterona  y  testc)sterc>na  presentan  una

dependencia  id€ntica  con  respecto  al  pH.     I,antano  y  hcG-

en  cambio,   presentan  mayor  sensibilidad  a  pH  ficido,
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Figura  20

Inf luencia  del  pH  sobre  la  maduraci6n  de  oocitos  de

Xe_nopus  laevis

Oocitos,   en  grupos  de  100,   se  preincuharon  a  20°

en  sc)luci6n  HF  durante  3  horas  a  diferentes  pH,   y  luego

se  incubaron  durante  18  horas  ccin  el  agente  inductor  de

la  maduraci6n.      (d?),   hcc,  60  unidades/in.i   (©)   a  testoste-

rona  |O-7M   (A) ;      (a) ,   progesterona  lo-7|ng.   (a)   .   1antano

|o-2M   (A) .     El  porcentaje  de  maduraci6n  se  analiz6  como

se  describe  en  M6tc)dos®
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logrando  una  nc>table  inducci6n  de  la  maduraci6n,   s6lo desde

pll  6,5.     I]as  hr;`rmonas  esteroidales  son  capaces  de  provc`car

la  maduraci6n  aan  a  pH  6,0.     Tanto  lc>s  ind.uctores  hormo-

nales  empleacl:.cis,   coma  el  agente  no  hormr)nal   (i6n  la,ntanc,`)

no  se  ven  afectados  en  su  capacidad  para  estinular  la

maduraci6n  en  oocitns de   X.   Iaevis   a.tin  a   pH   8,5o-___

oocitos  incubados  bajc)  pH  5  presentan  normalmente,   dafios

morfol6gicos  externos   (ruptura  a.e  c6lulas  foliculares  t->

membrana  del  oc.cite,)  .

Se  estudi6  tambien  el  efecto  de  la  concentraci6n  de

Nacl  sc>bre  la  maduracifjn.     Para  6sto  se  incubaron  oocitr)s

cc)n  soluci6n  salina,   en  presencia  de  diferentes  hcjrmc)nas

y  a.  distintas  cc)ncentraciones  cle  Nac1   (0-loo  ut.7.)  ®     I,os

resultados  demctstraron  que  se  obtenia  un  maximc>  de  madura-

ci6n  inducida  par  horm`onas  ester?idales  y  hcG  a  concentra-

ciones   entre   63-80   ml.`1L   de   NL`.C1.

C.     Estudio ivc}  de  la.  velocidad  de  maduraci€in
Provocada  por a.iferentes hormonfls

Pare.  poder  comparar  la  velocidad  de  maduraci6n   (rom-

pimiento  de  vesiculas  germinales)   inducida  nor  diferentes
hormonas,   se  incubarr?n  riocitc`s  en  presencia  ale  hcG,   proges-

terona  o  testoste.rrjnaf  y  §e  analiz6  el  ronpimiento  cle  la

vesicula  germinal,   a  distint'=,s  tiempos,  despu€s  de  agregada

la  hormona   (Figura  21)  o     Lt?.  figura  lt`.uestra,   claramente,   que

oocitos  provenientes  de  un  mismo  ovaric.,   reaccionan  con
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Figura  21

Estudio  comparativo  de  la  velocidacl  de  maduraci6n  de

c,ocitos  de  Xenopus  i.?.evis inducida  per  diferentes  hormonaso

Oocitos  provenientes  d,e  un  mismo  animal  se  incubaron

en  grupos  de  loo  en  soluci6n  HF  a  20°en  presencia  de   (©)

hcG,   60   unidades/ml;    (A)   prr>gesterona  10-7FJ.7.  a  testosterona

10-7M   (a) .     A_  lcjs  tiempos  indicados   se  observ6  en  loo

oocitos  la  presencia  a  ausencia  de  vesicula  germinal.
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diferente  velocidad  frente  al  estfmulo  de  hormonas  esteroi-

dales  o  polipeptfdica.     En  este  caso,   hcG  al  cab®  de  6  horas

produce  un  100  %  de  rompimiento  de  vesiculas  germinales,   en

cambio,   1as  hormonas  esteroidales,   en  este  mismo  tiempo,

s61o  nan  provocado  un  20   %  de  disc>1uci6n  de  la  vesicula

germinal  y  s61o  despu6s  de  9  horas  de  la  acci6n  hormonal,   se

alcanza  un  loo  %   d,e  rompimiento  del  nficleoo     La  diferencia

en  la  velocidad  de  inducci6n  de  la  maduraci6n  entre  homonas

esteroidales  y  hcG,  se  ha  detectado  por  lo  menos  en  ,4c  expe-

ritr.antos  usando  occitos  provenientes  de  diferentes  animale§.

La  velocid`ad  de  maduraci6n  inducida  por  una  misma

hormona  varla  entre  oc)citos  provenicmtes  de  distintos  anima-

leg.     Por  ejem.plo:     el  rango  de  variaci6n,   de  hccT  para  obte®.

ner  un  loo  %  de  rompimiento  de  vesicula  germinal  es  entre

4-8  horas.     En  el  caso  de  las  hormonas  esteroidales,   tambi6n

se  observa  gran  variabilidad  respecto  a  la  velocidad  del

rompimiento  de  la  vesfcula  germinal.     1!1  rango,   en  este  caso,

es  entre  6-10  horas,   despu6s  de  agrega`'.`a  la  horn.na®

I]os  datos  anteriores  concuerdan  con  los  (lc  otr.is  ai.itci ---.

res  respectr>  a  que  lcls  hormonas  gonadotr6picas  son  mss

rfpidas  para  in(.1.ucir  la  maduraci6n  que  lag  e§teroidales®

Ademfis,   se  ha  descrito  que  existen  variaciones  entre  los

oocitos  de  distintos  anim`ales  y  fie  tipo  estacicinal  para

responder  al  estimulo  horn.onal   (53) a

Otros  investigadores  ham  rJLemostrad.r,.  que  si  se  inyectan

-   123  -



hembras  de  X.   Iaevis   con  hcG  o  cc`,n  otras  h.ormonas  gonado-------      `_

tr6picas  3  a  4  dies  antes  cle  extraerles  el  ovario,   l®s

oocito§  prr,ve,niente§  de  6sto§  son  sensibles  a  concentraap

clones  mag  bajas  de  esteroid.es  y  ad.em8s  la  velr)cid.ad  dG

rompim®iento  c.Le  la  vesicula  esta  f rancamente  aunentada

(103,    loft)  .

de  dif erc;ntesD.     Efecto inn.ibiclc)res sobre  maduracicm  c'.e-i:I-_.___.---I--_----------J_-

oocitr)s

F,s  bien  conocif+o  el  efecto  cle  inhibirl~ores  cl.e  la.  sfnte-

sis  cl.e  protefnas  sabre   la  maduraci6n  induc]..da  I.`+or  hormonas

esteroic..Lales  y  hcc„     Usando  cc>ncentraciones  c]e  puromicina

(5  x  |o-4"   y  ciclohexinida   (1  x  10-50 ,   a  lag  cuales  la

sfntesis  cle  protefnas  esta  inhibida  scibre  un  90  %,   se

c>bserv6  un   loo   %   a.e   inhibici6n  cJae   la  maduraci6n  despu6s

de  18  hora§  tie  ind.uccj.€,n  horrronal,   lo  cual  coj.ncid.e  con  log

datos  cle  la  literatura®

Pensando  en  una  I)csihle  relaci6n  entre  log  I).i.veles  de

cJ\rm   del  oocito  y   la  rr.aduracj.6n   inciucitla  i)c`r  hcrmc.n,T``3,,   3€.

estudi6  el  efecto  cl.e  inb.ibicl.ores  ale  la  fosfocliesterasa  de

CARE?,   coma  teofilina  y  |iapav€3.rint"   sobre  la  maduraci6no

Se  realizarcn  exi-,.erimentos  r>ara  ver  si  teofilina  o

papaverina  intclrferian  o  ayucaban  la  acci6n  de  clif erentes
agentes   ind.uctorc;s  cl.c~   1a  pacl.uraci€jn.     Para   €~sto,   sc   incu-

baron  oocitcg,  en  grupos  a.e  loo,   en  presencia  cle  log
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diferentes  agentes  incluctores  de  la  maduraci6n  y  teof ilina

a  papaverina  a  lag  cc3ncentraciones  indicadas  en  las  Figuras

22  y  23.     Como  se  puede  apreciar  de  la  Figura  22,   todos  los

inductores  de  la  maduraci6n  estudiados   (hcG,  progesterona,

testosterona  y  i6n  lantano)   son  igualmente  sensibles  a  la

presencia  de  teofilina  para  producir  su  efecto.    Fn  la
Figura  23  se  pued.e  vcr  que  papaverina  a. una  concentraci6n

10-4]q  es  capaz  cle  inhibir  en  un  loo  %   la  maduraci6n  provocada

pc)r  cualquj.era  de  los  agentes  estucl.iados®     En  cambio,   1a

concentraci6n  de  t€.of ilina  necesaria  para  lograr  una  inhi-

bici6n  de  un  loo  %  de  la  mad.uraci6n  es  a.e  lo-3P.i.     Esta  dife-

rencia  de  efectividad  entre  teof ilina  y  papaverina  podrla

deberse  a  un  problena  cle  permeabilidad  entre  ambos  compuestos

atin  cuancl.o  existe  una  buena  correlaci6n  con  su  capacidad,

inhibitoria .CLe  la  fosfodiesterasa  de  cArm`   (105) .

Otro    inhibidc>r  gue  se  estudi6  fue  2,4-dinitrofenol,

pensando  que  seria  indispensable  el  requerimiento  de  energia

para  la  mad.uraci6n.     Los  resultados  a.btenidos  ci.emuestran  qua

con  concentraciones  de  2,.`!-dinitrofenol  de  10-3m,   el  oocito

es  incapaz  de  rest)onder  a  hormonas  en  presencia  de  esa  con-

centraci6n  de  inhibidor.    A.nalisis  d.e  la  slntesis  cle  prote±-

nas  bajo  estas  ccnclicioncs  indican  que  se  encuentra  inhibida

en  mss  de  un  90  %,   lo  cual  explicarla  el  fen6meno  observad.oo

Esto  impiclii5  estudiar  en  mss  detalle  el  posible  rol  energ6-

tico  en  la  maduraci6n.

-  125  -



|0-4   |0-3    |0-2

|O-e   |0-4.|0-3   |0-2   |O-e    |0-.   |0-3    |0-2

Teofilino    (M)

Figura   22

-   126   -



Figura  22

Efecto  de  teof ilina  a  diferentes  concentraciones  sobre  la

maduraci6n  cle  oocitos  de  Xenopus

hormonas  a  i6n  lantano.

1aevis prc>vocada  por

Lc>s  oocitos  se  incubaron  en  grupos  a.e  100  en  soluci6n

HF  en  presencia  de  teofilina  y  de  los  inductores  de  in.adu-

raci6n,   durante  18  horas  a  22°.      (A) ,  hcG  60  unidades/ml;

(a),   progesterona   10-714*      (C),   testc>st.erona  |O-7M;      (D),

1antano  lo"2Mo     Cada  punto  representa  el  an8lisis  de  100

oocitos   (vcr  M6todos) .
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Figura  23

Efecto  de  diferentes  concentraciones  de  papaverina  sabre

la  maduraci6n  de  oocitos  de  ¥encxpit]s  laevis,

hormonas  a  i6n  lantano.
provocada  par

Grupos  de  loo  oocitos  se  incubaron  en  soluci6n  HF

en  presencia  de  papaverina  y  cl.e  los  diferentes  inductores  cl.e

la  maduraci6n  durante  18  horas  a  22°.     Las  concentraciones

de  hcG   (A);     progesterona   (a);     testosterilna   (C)   y  lantano

(D)   son  id€nticas  a  las  de  la  figura  anterior.     Cada  por-

centaje  de  maduraci6n  se  basa  en  el  an61isis  de  100  oocitos

(ver  M6todos) .
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Cc>n  el  objeto  cle  estud.far  la  i.)osible  reversibiliclad.

del  efecto  de  log  inhibidores  mencionados,   se  hicieron  los

experimento§  que  se  presentan  en  la  Tabla  V®       Como  se

puede  vcr,  el  efecto  de  preincubar  oocitc)s  con  teofilina
lo-3M    durante  1  hera  antes  clel  tratamiento  normonal,  ncj

impide  la  maduraci6n  inducida  ni  For  hcG,   testc)sterona  a

progesterona.     En  cambi.„   el  efecto  cle  pp.paverina  lo-4fy!

y  ciclctheximida  lo-5M  serfa  irreversible,   c\bserv8ndose

inhibici6n  de  la  maduraci6n  cles|iu6s  de  ser  retirados  a.el

medio  de  incubaci(in.

Existen  evidencias  en  la  literatura  que  teofilina  y

papaverina  son  antagonista§  del  transporte  de  Ca++

(106,   107)  .     Ademas,   hemos  observad.o  que  log  oocitrjs  son

incapaces  a.e  resr)oncler  a  hormona  en  ausencia  de  i6n  Ca++.

Estos  hechos  hicieron  pensar  en  la  rjosibilidad  que  log

inhibidores,  como  teofilina  y  .riapaverina,  estuvieran  afec-

tando  el  transporte  de  Ca++  en  el  oocito.

Para  estudiar  esta  posibilidad se  realizaron  experi-

mentos  con  el  fin  de  detectar  variaciones  en  la  .r>crmea.bili~.

dad  de  Ca++  Gel  c>ocito,   cuand.o  6ste  es  ex.puesto  a  horm`.nag.

Se  utilize  para  elliT  45Ca++  como  i6n  rac].iactivo.     I.os

oocitos  se  incuk)aron  con  hormc?na,   en  presencia  o  ausencia

de  teofilina  a  papaverinay 45Ca++.     Se  detects  la  radiacti-

vidad  que  habfa.  I,enetrado  a  las  c6lulas  en  cada  caso   (Tabla  6)

Como  se  muestra  en  la  tabla,   ambas  hormonas,   hcG  y  progeste-

rona,  producen  un  estimulo  en  la  entrada  de  45Ca++  de   4  y   2
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TAB LA         V

Reversibilidad  del  efectr`  a.e  distintos
inhibidores  de  la  maduraci€in  a.e  oocitos

de 1aevis

Pretratamiento Hormr)na                  %   Maduraci6n

Control
+  Papaverina  i  x  |o-4M,
+  teofilina    1  x  |o-3M
+  cicloheximida  1  x  |O-5M

Control
+  Papaverina  i  x  ioce4M
+  teofilina  1  x  |o-3M
+  Cicloheximida  1  x  |o-5M

Control
+  Papaverina  i  x  |o-4M
+  teofilina  1  x  |o-3M
+  Cicloheximid.a  1  x  |o-5M

Prc}gesterona
Progesterona
Progesterona
Progesterona

Testosterona
Testosterona
Testr\sterona
Te.stosterona

loo
0

84

0

Los  oocj.tos  se  incubaron,   en  grupos  de  loo,   en  soluci€iii

HF  a  20°  en  presencia  de  lc-js  inhibidores,   papaverina  lo-4M;

teofilina  lo-3M  a  cicloheximida  lo-5M,   durante  1  hora.   Luego,

se  lavaron  exhaustivamente  con  soluci6n  HF  y  se  les  agreg6

1a  hormona.     Las  concentraciones  de  hormona.s  usadas  fueron3
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(Cont.   Tabla  V)

hcG,   60  unidades/ml;   progesterona  10-71`':  y  testosterona

lo-7M.     La  maduraci6n  se  analiz6  a  lag  18  horas  de  acci6n

hormonalo     El  porcentaje  de  maduraci6n  se  calcul6  a.el

an€`lisis  de  100  oocitos®
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TABLA     VI

Efecto  de  horn.onas  e  inhibidores  sobre
permeabilidad  del   i6n  calcio  en  oocitc)S  de  ¥.±±£±Ly±E

Entrada  cl.e  45ca++
(cpm/cjcjcito)

%   Control

Control
+  teofilina.  |o-3!`i
+  Papaverin,r4   10-4FE

hcG.

+  teofilina  |o-3M.
+  Papaverina  |o-.4M

Progesterona
+  teofilina  |o-3M
+  papaverina  |o-4M

45ca++,   actividLacl  especifica  goo  uci/un.oh  0,5  uci/

ensayo,   se  agreg6  simultfneamente-.  con  la  horn.ona  y/a  el

inhibidor®     La.  incubaci6n  fug  de  2  horas  en  soluci6n  HF

a  2o°-22°.     I,a  racliactividad  total  del  c>ocito  se  analiz6

en  forma  identica  a  la  c?.e  aminoacidos   (ver  texto  y  M6todos) .

hcG,   60   unicl.acles/ml,   progesteron,a  10-7!1..     Controles  a.e

maduraci6n  ind.icaron  que  log  oocitos  respc)nclieron  un  90  %

a  la  acci6n  hormonal.
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veces  respectivamente,  con  resr)ecto  al  control.     Teofilina

y  papaverina  no  inhiben  la  entrada.  en  los  oocitos  no  tra-
tados  con  hormonas.     En  canbio,   producen  una  inhibici6n

considerable  del  estimulo  causado  por  lag  hormonas.

Por  log  resultados  a.nteriormente  expuestos,   existirfa

la  posibilidad  que  el  efecto  de  estos  inhibidores  pudiera.

ser  revertido  I.or  altas  concentraciones  de  Ca++  en  el  meclio

de  incubaci6n.

La  Figura  24  muestra  los  resultados  obtenicq;dos  al

variar  la  concentraci6n  de  Ca++  sabre  el  efecto  inhibidor

de  teofilina,  el  cual  se  revierte  al  ir  aumentarid.c)  la  con-

centraci6n  externa  de  Ca++.     En  cambio,   la  inhibici6n

causada  por  papaverina  no  es  revertida ate a concentraciones

de  Ca++  de   4  ml^tl.     F,sto  estaria  en  parte,   de  acuerdo  con  el

hecho  que  el  efectc)  de  papaverina  no  se  revierte  si  se  saca

este  inhibidor  del  med`io  de  incurbaci6n  antes  de  agregar  la

hormona.     Los  datos  anteriores  muestran  claramente,  qua  s6lo

el  efecto  de  teofilintq.  es  reversible,   nc)  asf  ei  de  rtar`ave.-

rina .

Para  estucl.iar  en  mss  detalle  el  efecto  de  teofilina

y  papaverina  sok>re  la  maduraci6n  provocada  par  hormonas,   se

realiz6  un  experimento  en  el  cual  se  agreg6  el  inhibidor,

a  distinto§  tiempos,   despu6s  de  adicionada  la  hormona  al

medio  de  incubaci6n  de  los  oocitos   (Figura  25) .     En  la  parte

A  de  la  figura  se  ve  que  tec`,filina  es  capaz  cl.e  inhibir  la
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Figura  24

Efecto  de  c5.iferentes  ct)ncentracion`es  de  Ca++  sc\bre  la

inhibi6i6n  de  maduraci6n  nor  teof ilina  y  papa.verina  en

oocitos  de  Xenopus  la€vis

Ijos  oc.citos  en  grupos  de  a  100   fueron  preincubados

durdnte  a.os  horas  a  20°  en  soluci6n  HF  con  lag  clistintas

concentraciones  de  Ca++  antes  de  agrega.r  los  inhibidoreso

Luego  se  agreg6  simultaneamente  hcG  60  unid.acles/ml  y  teo-

filina  lo-3M   (©)   o  papaverina  10-41-?   ro) .     Cada  punto  repre-

senta  el  analisis  cle  loo  oocitos  despu6s  d.e  18  horas  de

incubac i6n .
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Figura  25

Efecto  a.e  teofilina  y  papaverina.  sobre  la  mad.uraci6n  de

oocitos  de  Xenopus  laevis  a  f.istintos  tiempos  despu€s  de

la  inducci6n  hormonal®

Oocitos  en  grupos  de  loo  se  incubaron  en  ¥]resencia

de  hcG,   60   unidades/ml   (©),   progesterona  |o.ro7M   (a)   o

testosterona  10-7M   (A)   y  a  lc`s  tiem|jos   intis.icados  se  leg

agreg6  teofilina   lo-3M   (A)   o  papaverina  10-4M   (a) a   Despues

de  18  horas  de  estimulo  hc)rmonal   se  analiz6  la  mad,.uracif)n

(ver  M€todos)  ®     Log  oocitos  usados  en   (A)   provienen  de

diferente    animal  que  los  usados  en   (8) .
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la  mrJ.duraci6n  en  mss   a.e  un   80   %   atin  despu6s   c]ie   3   horas

a.e  acci6n  hormonal.     I,ci.  ca.r3acidad  c].ie  inhibir  la  maduraci3n

provocada.  |>or  las  hormonas  a  diferentes  tiempos  estc£  €`n

relaci6n  con  la  velcTcid,r3d.  en  que  6stas   inc]`ucen  el   rorr.r>i_

miento  f.e  la  ves±cula.  germinal.

En  la  figura  258,   se  muestra  el  efectci  clLe  r,ar.averina

adicionada  a  cl.iferentes  tiem:?os  clesriuas  cl,e  agregada  la

hormona.     I,os  resultadr,s  ohtenidc)s  son  in.uy  similares  a  los

de§critcts  i?ara  tcc>filinao

Experimentos  analogos  a  los  anteriores  Here  usando

cicloheximic7.a  come   inhibid.r>r,   dic!rc`n  resultadcts  sin.ilares

a  los  obtenj.clog  con  te.filinii^  y  pa.r>averinaL   Este  re`pultr`.do

es  muy  importante,   .porque    indica    que    se    necesitarla

slntesis  Cie  I-)rc,teinas  clurante  varias  horas  cl.espu€]s  del

estfmulo  hormonal  :)`a.ra   inducir  la  macl.uraci6no

Lc)s  datr`.s  rtresentados  hastti.  el  mcDmento,   cl.a-n  cierto

indicio  cle  la  acci€n  cle  los  inhibid.ores  sohre  lag  distintas

hormonas   inductoras  d€  la  madurac]..8n.     Pern  no  ite`n  infer.-

maciJ5n  de  la  manera  c.ie  actuar   s`'`bre   la  p.ac5,ur,`-.ci`3ri   inducida

por   uns  misma  hormonLa..

Cc)n  el  objeto  de  comr)arar  si  los  inhibid.ores   (tec)fi-

1ina,   papaverina  y  ciclohexim.icl.a)   a.ctuclr±an  en  la  mism.a.

etapa  pc>st~inducci6n  hormomi.1,   se  incubaron  oocitcts  en

presencia  de  testosterona  r)  cle  hcG  y  se  leg  agregF,  el

inhibit.i.c>r  desi_lugs   cle,   cl.if erentes   tiem:`jos   de~   lr?.   acci6n
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hormonal   (Figura   26) .     En  fc>rma  paralela   se  analiz6  el

rompimiento  de  la  vesfcula  germinal  a  trav€s  (lei  tiemrtoo

Coma  es  posible  ver  en  la  r)arte  superior  de  la  figura,

existe  una  pequefia  diferencia  cle  los  inhibidores  en  cuanto

a  su  periodo  cl.e  acci6n  ,T)ost-hormonal.     En  este  casc`t,

teofilina,   despu6s  de  3  horas,   sfjlo  inhibe  un  55  %   la

maduraci6n,   en  ccunbio,   cicloheximida  y  papaverina  afin  la

inhiben  en  un  75   %®     Esta  diferencia.  puede  cleberse,   tamhi€n,

a  una  diferencia  en  permeabilidad  de  estos  compuestos.

Es  importante  destacar  que  los  inhibiclores  de  la

fosfocliesterasa  presentan  una  gran  similitud  en  el  mecanisco

mo  de  acci6n  cr7n  cicloheximida,   ya  que  en  ambos  cas®s

exist{=  1,1  mismrl  car.taciclad  de  inhibir  el  rompimiento  de  la

vesicula.  germinal  despu6s  cle  agregada  la  hormona.

Estudios  similares  realizados  con  hcG  se  muestran  en

la  parte  inferior  cle  la  Figura  26j  el  efecto  de  inhibid.ores

es  id6ntico  al  obteniclo  cuando  se  indujo  la  maCiT,uraci6n  con

testosteronao     En  ambos   casc`sG   los   inhibid.c>r€`.s   serf.`i.n   c3;.){i-.

ces  de  im_nedir  la  maduraci6n  hasta  I  hora  antes  cle  cc,\menzar

el  romrjimiento  de  la  ves±cula  germinal.     Este  filtlmo  hechc>

demuestra  que  se  necesita,   al  menos,  de  la  sfntesis  de

protefnas  hasta  pocos  momentos  a.e  f.isolverse  la.  vesf cula

germinal  rtara.  que  puec?ia  ocurrir  este  fen6meno.
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Figura   26

Efecto  c?Le  distintos   i.nil.ihidores   sobre  la  rna.duraci6n  a

distintos  tiemr`cjs  de  agregaf.a  la  hormona  en  oocitos  de

Xenor_ius   laevis.

Lag  hormc>nas  usa:clas   fueron  hcr„   60   uniclades/mlp   y

testosterona  10-7rJ?a     I,os  oocitc>s   se   incuBarc`jn  en  gruLJos

de  a  loo  en  presencia  de  hormom  y  se  les  agreg6  teof ilina

10-3igr.   (@)  ,   cic|oheximiclLi.   In-5l?,   (0)  ,   o   r>a.raverim   10-.`'M   (/_\)  a

Los  analisis  cle  mad.ura.ci6n  se  realizaron  rJ.esr)u6s  tie  18

horas  de  acci6n  hormonalo     El  I.iorcentaje  de  ruL-)tura  de

vesfculas  germinales   (0)   cle  oocitos  trataclos  solamente  con

hormonas  se  realiz6  a  log  tiempos  inclicadc)s  F\or  analisis

de  loo  oocitos.
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E.     Efecto  de  Papaverina.  y  Teofilina  sobre  la  sintesis
de ?`)rote

Iios  resultados  mc`strados  en  la  Figura  26  hicieron

pensar  en  la  posibilidcld  que  teofilina  y  |ia?~`javerina  estu-

vieran  inhibiencl.o,   de  alguna  manera,   la  s±ntesis  dc

I.]roteinas.     Para  estudiar  esta  i)o§ibilid.ad.  se  incubaron

oocitos  en  riresencia  de  tcofilina     10-3}.I  o  i.=>apaverina

10-41'.  y  se  vie  la  inciir.L`,oraci6n  cle  amino6ciclios  radiacti-

vos  en  estas  concliciones   (Tabla  VII) a     Coma  lo  muestra  la

tabla,   es  clara  que  tanto  r]a._r)averina  lo-4Pl  come  teofili-

na  lo-3M  qu€-  son  lag  ccjncentraciones  que  bloquean  la

maduraci6n  de   los  oc`citc>s,   son  car`aces   t~l.e   inhibir   un   50   %

1a  s±ntesis  de  iirotefnas.     Hn  amhos  casos,   la.  entrada  d.e

amino6cido  a  la  c€1ula  no  se  encuentra  afectclda.

Tratando,   entonces,   de  relacionar  el  efecto  de  i(.`s

inhibic]`c)res  cl=e  la  fosfodiesterasa  sabre  la  maduraci6n  y

la  s±ntesis  cle  prc>teinas,   se  estudi6  la  reversibilidad

de  la  inhibici6n  de  la  sintesis  de  prote±nas  debido  a  la

presencia  de  teofilina  a  I-japaverina.
Para  ver  la  reversibilici`i.ad  (1.e  esta  inhibici6n,   se

incubaron  t-iocitcs  en  presencia  de  teofilina  lo-3M  a

papaverina  10-4M  durante  1  hc`rao     Luego  se  lavaron  exten-

samente  con  sr)luci6n  HF  y  se  analiz6  1a  incori-joraci€m  de

aminofcido  radiactiv®  a  rrotefnas adicionando     el  aminoacido

a  diferentes  tiempG`s,   cl.esi``u€s  cle  haber  retirado  el   inhibi-

dor  del  ned.io  de  incuba.ci6n   (Fignra   27) .     Los   resultad.fis
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TABLA     VII

Efecto  de  tef`f ilina  y  partaverina
sobre  la  s±ntesis  de  ijrotefnas  en  oc>citos  cl.e  X.1aevis

Radiactividad  incor|`oracla     %  Control
a  proteinas

cpm-/5  o®c.ito.s

Control

+  teofilina  |o-3M

+  r>apaverina  |o-4M

10 . 540

6.185

6 . 382

Gru[`os  de  5  oc)citc`,s  en  durjlicado  se  iireincubaron

durante  i  hora  en  soluci6n  HF  a  20°  en  presencia  cl.e

teofi|ina   loco.3M  o  par>averina   10-4},1.,   ant€3s   cq.e   ag.regii.r  el

aminctacido  racliactivoo     Se  incubaron  durante  i  hora  en

presencia  de  [4C-leucina,  actividad  especifica  240  uci/
umol,   a  una  concentraci6n  de  18  urM,   para  detectar  incor-

poraci6n  a  proteinas.    El  analisis  cle  la  radiactividad
incorporada  a  prote±nas  se  realiz6  coma  se  describe  en

M6todos .
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Figura  27

Reversibilidad  de  la  ihhibici6n  provocada  pr]r  tec`f ilina

o  papaverina  sctbre  la  s±ntesis  de  LJroteinas  en  oocitos

Los  oocitc`s  se  iireincubaron  durante  i  I?.ore.  a  22°

en  presencia  Lie  t€.ofilinci.  10-31£   (i;I)   a  i3ap,|verina   |0-4   (®) .

Iiuego  se  lavaron  exhaustivamente  con  soluci€jn  HF  y  se

agreg6     L4c-1eucina,   actividad  esr>ec±fica  240  uci/unol  a

log  tiempos  indicados  en  la  figura.     La  incuhaci6n  en

presencia.  del  aminc>acido  racq.iactivo  fue  de  i  hora  a  22°.

La  incorporaci6n  cle  aminocfcido  a  proteinas  se  analiz6  como

se  clescribe  en  M€tc]dos.
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mc)strad.os  en  la  figura,   indican  clue  el  efecto  de  parhave-I

rina  sabre  la  sfntesis  de  I)roteinas  no  se  revierte  afin

cuando  se  retire  este  inhibidor  del  medic`  de  incuba.ci6n.

Aan  despu€s  cl`e   22  h.r,!ras  es  cap:az   de   inhibir  en  un  50   %

1a   incoriJc)raci6n  de  aninf:,iscidos   cl  1)rlr;.telnasa     En  cambift,

1a  teofilina  i)ierde  el  efectr:i  sobre  la  sintesis  a.a  ?:irc`-

teinas  desr;u6s  de  2  hc)rag  de  haber  siclo  retirado  Gel  medio

de  incubaci6no

Con  el  f in  de  relacionar  a6n  in.as  el  efecto  cle  teo-

filina  y  |tapaverina  sabre  la  maduraci6n  y  sintesis  de

proteinas,   se  estudi6  el  efectc`  de  crincentracic)nes  altas
de  Ca++   (5mju4.)   sc,bre   la   inhibici6n  causa.da  i)clr  esti`-s

compuestos,ya que  a esta   cctncentraci6n  a.e  Ca++  teofilina

no  es  capaz  cle  imr>edir  la  macluraci€Jn,   en  cambio,   la  acci6n

de  i-)apaverina.  nc  se  afecta  For  la  alta  concentraci6n  cle

este  i("in  cTiivalenteo     Coma  se  muestra  en  la  Figura   28,   a.1

incubar  log  ctocitos  en  i?resencia  a.e  teof ilim  lo-3M  y

Ca++   5   x   lo-3M  inicialmente   se  T?.rc`fl.uce  un   40   %   cl..e   inhibj.-

Ci6n  de   sintesis   c].e   i:`,rr`tefnas,   rrf.-`=;rc`i   vuelve   a   su.(~:   nivc!l=s

normales   clesiju6s   de   3  ht.|ras.     En  el   case  de  rcT:ici.verinap

en  cambio,   1r?.  presencia  cle  Ca++  5  mM  no  es   ca.rtaz   cle  rever-

tir  la  inhibici6n  causa.(la  pr2r  este  c(irnpuesto.     Ca.he  recc,r-

dar  que,   en  este  casil  tant.  tet,`filina  lo-3M  comt,`  rapave-

rina  10-4}.I  estan  1-.tresentes  durante  toda  la.   incubaci€jno
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Figura  28

Inf luencia  de  Ca++  solere  la  inhibici6n  de  sintesis  de

prote±nas  en  oocitos  de  Xenopus  laevis  i.irovocacl.a  per

teofilina  y  .?ar`averinao

Oocitos,   en  grupos  de  a  5  en  a.uplicado,   se  incuba-

ron  en  presencia  de  Ca++  5  x  lo-3Bf  y  tet)fi|ina  |O-3M  o

papaverina  10-4P"     A   los  tiem=jos  indicados   se  agreg6
L4c-|eucina  i,8  x  |O-5rry'{,   actividad  esoecifica  240  uci/

unol,  y  las  c€lulas  se  incubaron  durante  I  hera  mss.     I.a

sintesis  de  protefnas  se  a.etect6  cc`rno  se  clescribi6  en

M€todos ,
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Niveles   de  cAIff>  y  maduraci6n  C.e  ®t.)citos

El  hecho  de  haher  encc)ntracl.o  que  teofilina  y  ?,]aE!a,-

verina,   inhibidores  c].e  la  fosfocliesterasa  cl.e  cAI#J?,   fueran

Capaces   c:.e   impedir   la  maclurLlci6n  de  los  octcitr~ls,   hizo

pensar,   seriamente,   en  la  I.ir)sihilidrad  qua  este  nucle6tido

cfclico  estuviera  involucraclc`  en  el  procef.a  fl.e  mafuraci6n.

En  la  Figure.  29   se  muestra  una  grsf ica  en  que  se

r>uede  ver   la  cantidad  cle  CAMP  que  posee  el   oc>cito   (29A.)

o  que  existe  en  la  vesicula  germ.inal   (298) .a   expresaclo  en

pmoles.     En   (A)   se  ohserva  que  las  concentracic)nes  inter-

nas  del  oocito  fluctuaron  entre  un  range,  de  i-5  r.)in.oles,

en  las  60  determinaciones  diferentes  efectuadaso     Si  se

toma  el  volumen  d.el  oocito  como  d.e  0,7  ul,   6sto  clarfa.  una

cc`ncentraci6n  de  i-5  u!?„     E§tc`s  resultados  concuerdan  con

los  recientemente  obtenidc`s  i-`,ior  Brachet  y  col.    (108) a

En  el  caso  d`e  la  ves±cula  germinal,   los  vc`.1ores  fluctfian

normalmente,   entre   0,i-0,5   i`mol€.s   :.)c`,r  vog. a      El   cliLfm.etro

de  la  veslcula  germinal  es,   a].irc`ximadamente  0,3  mm,,

obteni6ndr`)se.,,   I)r)r  lo   tantc),   un  vt)lumen  de   0,015  ul,   ar>roxi-

madamente.     Con  est`.s  dates  se  c`btiene  que  la  a(incentra-

ci6n  de  CAMP  dentro  cl.a   la.  vesicula„   es   de   5-20   u.I.1,   1c,   cual

es  5-20  veces  la  concentracir5n  en  el  oocito.     Fste  hechc.]

puede  ser  de  grfln  int.I)ortanci,i  pa.ra  un  iiosible  rol  en  la

regulaci6n  de  la  exr.resi6n  g6nica.
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Figura  29

Niveles  de  c£Jflp  on  c)ocitos  y  vesfculas  germinales

Se  utiliza:rrjn  grur`os  en  a.uL?lice.d.o  de  5  oocitcis  o

20  vesfculas  germinales  iiara  cada  determinaci6no     Cada

anflisis  se  realiz6  utilizandcj  diferentes  animales  y  en

diferentes  €i-,`ocas  del  af5.a.     La  extracci6n  cl.e  la  vesicula

germinal  y  el  anfilisis  cl.e  a.7\j`4J?  se  realiz€`  coma  se  descri-

be  en  M6todos.
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Ias   variaciones  observadas  en  las  determinaciones  no

serian  un  artefacto  de  t6cnica,  sino  que,  a  cambios  de

tipo  estacional  y  variaciones  individuales  de  los  animales®

Normalmente  los  oocitos  de  tamafios  semejantes  provenientes

de  una  misma  hembra  i.io5een  niveles  de  CAIH?  que  no,.difieren

mss   alla  de  un   10   %.

Para  Ver  si  realmente  exist±a  a.Iguna  relaci6n  entre

la  maduracifin  y  lr,s  niveles  de  cAue  en  el  oocito,   se  incu-

baron  c61ulas  en  ijresencia  y  ausencia  de  agentes  inducto-

res  de  la  maduraci6n  y,   a  diferentes  tiempos  des'Liu6s  del

estfmulo,   se  analizaron  los  niveles  de  cP!}.lJ?   (Figura  30) .

En  esta  figura  aparecen  log  cambios  en  los  niveles  de  CAMP

provocados  I.)or  prc)gesterona,   hcG  y  i6n  lantano.     Tantr>  1a

progesterona  como  el  i6n  lantano  bajan,  inicialmente,   1os
valores  del  nucle6tido  cf clico  alcanzando  un  valor  mf nimo

al  cabo  de  3-4  horas  para  el  caso  de  progesterona  y  a  las

2-3  horas  r>ara  i6n  lantano.     Ijuego,en  ambos  caso  los  nive-

1es  regresan  a  su  valrjr  normal  a  las  5-6  hc`ras  de  agrecTado  el

el  agente  inductc`r  de  la  maduraci6n.

Para  el  casr)  de  hcG,  el  efecto  es  justamente  el  con-

trario,  pues  se  rjroduce  un  aumento  en  los  niveles  d.e  cAIH>

llegando  a  un  valor  mfiximo  entre  las  2-3  horas  para  despu€s

retornar  a  log  valores  normales,  entre  lag  3-4  horas  de  la

acci6n  horn.onalo     E|  aumento  en  los  niveles  de  cAlfflp  alcanza,

a  veces,  valores  de  5  veces  el  nivel  inicialo
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Figura  30

Variaciones  en  los  niveles  a.a  cflJ./fp  I.`rovocarJ.os  |tor  dife-

rentes  agente§  inductores  d.e  la  maduraci6n  en  ocjcitr)s

de  Xenopus |aevis

Los  agentes  inductores  de  naduraci6n  usados  fuerr]n

hcG,   60  unidades/ml,   prrtgest€r`ina  |O-7|q  y  |antano  |o-2M.

Cada  punto  es  el  priTrneclio  cle  determinaciones  en  d.uplicaclo

de  5  oricitos   (ver  M6tcjdc`s) .     Estos  datc)s   sr`n  reriresenta-

tivos  de  4  experimentos  similareso

-   155  -



En  experimentos  cc)ntrc`1es,   en  los  cuales  se  incubarc`n

oocitos  sin  agentes  inductores,  no  se  detect6  variaci6n  de

CAMP  durante  6-8  horas  cle  incubaci6no     Anflisis  realizados

en  oocitos  maduros   (18  horas  despu6s  de  la  acci6n  horm®nal)

demc)strarc`,n  que  el  nivel  clel  nucle6tid,o  ciclico,   en  este

caso,   era  ic]6ntico  al  de  oocit{is  no  tratad()s  con  hcrmonas®

Estradiol  que  no  ilroduce  maduraci6n,   nc  fue  capaz

de  alterar  los  niveles  tie  cArm?  aan  a  concentracic>nes  de

|o-7M,   durante  7  horas.

Cc>n  la  idea  de  poder  relacionar  el  ef ecto  de  tec>f i-

1ina  y  papaverina  sobre  la  maduraci6n  y  los  cambios  de  CAIH?

producidos  iior  hormonas,   se  realizaron,   inicialmente,  expe-
rimentos  en  lr)s  cuales  se  incubarc)n  oocitc)s  en  presencia  y

ausencia  de  estr>s  inhibidores  y,   ademas,   cicloheximida,

durante  diferentes  tiemi)os  y  se  analiz6  el  contenido  de

nucle6tidc)  clclico  I)resente  en  las  c61ulas   (Figura  31) .     Es

clara  que  ninguno  cle  los  inhibidores  estucliados  I)rod.uce

alteraciones   en   el   contenica`'.'.`,i  de   cf:JVIP   clel   rTr`citt.i,   aan

despu€s  dc  5  horas  de  incuba.ci6n  en  presencia  de  ellos.     Se

muestra  tambi€n  en  13  f igura  que  los  niveles  c..e  c7\.MP  de

oc`citc)s  incubados  en  ausencia  de  inhibidor  tampoco  sufren

mod i f ic ac ir)ne s .

Como  los  resultadc)s  a.nteriores  no  explicaban  la  a.cci6n

de  ter,f ilina  y  i?apaverina,   se  estudi6  el  efectr  cl.e  agregar

estos  inhibiclores  simultaneam.ente    con  las  hormc\nas,  para
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Figura  31

Imf luencia  de  diferentes  inhibidores  de  la  maduraci6n
__1__~   1._I   _ ..,,, ni,`-,]^   -a.MT)   fin   ntic]._tog   de   Xo    laevissobre  log  niveles  cle  CAMP  en  oocitos  de  ¥

Iios   inhibicl.c>re§  usad.os  fueron  papaverlna 10-4M,

cic|oheximic|a  |nee5}q  y  teofi|in`?.  |0-3FL     I,os  puntos   (®)

representan  el  analisis  For  dur>1icado  de  5  tiocitos  en

presencia  de  inhibidor.    Controles  en  ausencia  de
inhibiclor   (0) .     Estns  resultadc`s  son  rer)re§entativos  de

5  analisis  con  oocitos  provenientes  de  diferentes  anima-

1es.     Determinaci6n  de  carp  se  hizo  coma  se  clescribe  en

M.€todc)S .
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ver  si  aan  se  mcdif icaban  los  niveles  de  CAMP  iic>r  el

efecto     hormona.1.

Cc}mo  se  muestra  en  la  Figura  32,tanto  los  cambir`s

de  cAILfr±P  rjrr,ducidos  i.]or  prrjgesterona  coma  log   inducidos

por  hcG  son  cc)mrletamente  inhibidos  en  presencia  de  tecj-

filinao     Efectos  similares  se  ```?btuvieron  c`|n  liar-iaverina.

Resultadcis  |}reliminares  que  no  se  muestran,   en  log

cuales   se  viis  el  efecto  de  ciclc>heximida  scTjbre  lc)s  cambios

de  cJu!P  I-~>roduciclos  Lior  rtrogesterona,   t].emostrarc>n  que  no

habia  variaci6n  i`)or  la  i-jresencia.  de  este  inhibif!.r`r®

Log  resultados  anteriores  harian  pensar  que,  al

memos,  nc;  se  necesitaria  de  la  sfntesis  de  proteinas  r>ara

producir  los  cambios  cle  CAMP  par  hormcmas8   y  que  este

fen6menc)  seria  s61o  uno  de  numerosos  efectos  de  la  acci6n

hormonal  sobre  los  oocitos  en  el  proceso  de  maduraci6n.

Actividad  fogfodiesterasica  en  oocitos  cl;.urante  la
maduraci

Estudios  realizados  en  el  laboratorio  mediante  micro-

inyecci6n  de  cAl-'1P  radiactivo  a.  oocitos,  ham  clemostrado  la

`L`resencia.  de  una  gran  activicl.ad  fosfodiesterfisica  ca=iaz  de

hidrolizar  este  nucle6tido  cfclico  dando  5'J\MP    .     Se  ha

logrado  caracterizar  lag  iiro:.`iedades  cin6ticas  de  esta  enzima

obteni6ndc>se   un   valor   de   Kin  de   5   X   10-41"  y  una Vmax. de
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Figura   32

Efecto  de  ter,f ilina  sr`bre  lc>s  cambios  de  or`ul@  provr)cados

per  hormonas  en  oocitos  de  Xenopus |aevis

Grupos  de  5  oocitos,   en  duplicad.o,   se  usaron  para

la  determinaci6n  cle  CAMP  a  lc]s  tiempos  indicados  en  presen-

cia  de  hormona  s()1a  a  con  teofilina®      (J\.) ,   progesterc)na

|O-7M   (®) ;   progesterona  |o-7M  +  teofilina  10-3M   (a) i

{8) ,   hcG  60  unidades/ml   (©) ;   hcG  60  unidades/ml  +  tecjfili-

na  lo-3M   (0) o     Estos  resultadc>s  son  representativos  de

3    analisis  realizad.os  con  oocitos  de  diferentes  animales.
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de   25  pmoles/min.

Trabajos  similares,  realizados  con  el  fin  de  detectar

hidr6lisis  de  CGMP,   ham  sido  hasta  el  momento  totalmcnte

infructuc)sos .

Pensando  en  la  rjosibilidad  que  los  cambios  de  cat-I?

observaclos  en  el  oocito  desru6s  de  la  acci6n  hormonal

podrlan  deberse  a  variaciones  en  la.  actividad  fosfodieste-
rasica  i)ara  este  nucle6tid.o,se  procedi6  a  estudiar  la

existencia  de  este  enzima  en  homogeneizados  cle  c.,\ocitos.

A.     Efecto  de  diferentes stos  sobre  la  activid.ad`
fosfodiester sica  de  oocitos

Con  el  objeto  de  caracterizar  la  actividad  fosfoclies-

terasica  de  oocitos,  se  estud.i6  la  actividad.  de  esta

enzima  en  rtresencia  de  cliferentes  compuestos.     Coma  se  puede

a.preciar  de  las  Table.s  VIII  y  IX  es  claro  que  tanto  teof ilina

lo-3rt  como  EDTA  10.-3M  son  capaces  de  inhibir  la  hidr6lisis

de   3H-cAM|`  y  de   3H-cGMrJ.      No   se  ve  ningtin  efecto  en   cambio

al   agregar  al  medio   cl.e   reacci6n  Cac1210-33JT  f]  I..fgf |2   |0-'3j`T.

En  cuanto  a  la  esr`ecificidad.  c]:e  ambas  fosfodiesterasas,

pareciera  que  la  activicla6.  fosfodiesterasica  cl.a.  cAlff`  es

esi)ecffica  I.tars  este  nucle6tid.c`,   ya  que  s6lo  la  I.)resencia

cle   cAJap  disminuyL.  la  hid.r6lisis   de   3H'-CAMP.     En  cambio  para

el  caso  de   3H-cGltp,   su  hidr€}1isis  se  ve  afcctad.a  iior  la

riresencia  de  cAlm  a  cGF®  no  radiactivo.
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TABLA  VIII

Efecto  de  diversos  cornpuestos  sobre  actividad
fosfodiesterasica  de  cAre  de  oocitos  de

Xenoi]us  laevis

%  Hidr61isis %   Control

Control
+  teofilina
+  EurA
+Nap
+   Mgc12

+  Cac12
+  cGxp
+   CIARE

+   CUMP

+   CCM.P

15'1

10,2

8,9

15'8

14,3

15'3

16,3

4'5

15'1

15'0

Se  homc>geneizaron  oocitos  en  gru},?os  de  a   5  en  Heiies

50   InM,   PEI   7,4   y   se   agregaron   0,2   uci   de   3H-cZ\±1P   i)t-!r   ensayc\

Las  concentracic>nes  finales  de  los  diferentes  compuestos

fueron:   EDTA,   i  mM,   Mgc121  mM  Cac121  ",   teofilina   0,4   mM;

Nap  10  mM;   nucle6tidos   ciclicos  no  marcado§   0,01  mp1`.      La

incubaci6n  se  realiz6  durante   15  minutos  a  20r-22C\®   E|

ensayo  de  la  reacci6n  se  realiz6  como  se  describe  en  M6todos.
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Tj\BLZ!,.      I X

Efecto  de  diversos  colnriuestos  sobre  la  actividad
fosfc>diester6sica  de  CGMP  de  oocitos  de X a laevis

%  Hidr6lisis %   Control

Control

+  teofilina

+   EDTA,

+   N a: F

+   Mgc12

+   Cac12

+   cG}.ff

+   cAI4P

+   CUMP

+   CCMP

19'0

8,8

3'7

18,5

18,2

21,6

7'5

12'2

19,8

19,9

A  horn.ogeneizados   de   5   oocitos   en  Her`jes   50  mM.,   .pH   7,4

se   les   agreg6   0,2  uci  de   3H-CGMP  Lnor  ensayoo     El   tiempo  de

incubaci6n  fue   de   15  minutes   a  20t`-22°.     I.os  otrc`s   comr)uestc>s

se  usaron  en  la  misma  concentracii€n  que  se  indica  en  la

tabla  VIIIo     Para  detalles  del  analisis,  ver  M€todc>s.
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a.     Influencia  de  la  temperatura

Para  ver  el  efecto  de  la  temperatura,   se  homogeneizaron

oocitos  en  grupios  de  a  5  y  en  durilicadc),   a  los  cuales  se

agreg€j  nucle6tido  clclico  radiactivo  y  se  incub6  a  las  tempe-

raturas  indicadas  durante  diferentes  tiemrjos   (Figura  33) ®   En

esta  figura  se  muestra  el  efecto  de  la  temr,`eratura  sobre  la

actividad   fosfc;C?*iesterasica  de   CGMP   (A)   y   de   cAlfl?   (8)  .   Ambas

actividades  son  igualmente  sensibles  a  la  temr`)eratura,   obte-

ni6ndose  una  maycir  hidr6lisis   g51o     inicialmente        (10  min.)

a  37C`.     Al  cabo  de   30  minutos  r}racticamente  se  obtiene  la

misma  hidr61isis   a   20°,   30°   y   37r,   Lr>ara  CAMP  y   algo  in.enor  a

20°para  cGl¢Po     Las  incubaciones  posteriores  se  realizaron

normalmente   a   2oo-22c>®

C.     Distribuci6n  de  la  activida.a.  fosfodiestergsica

La  Figura  34  muestra  log  resultados  obtenidos  sobre

distribuci6n  intracelular  de  las  actividades  fosfodiestera-

sicas   de   cARE'    (34A)    y   de   cG£H`    (348)  .      Un   65   %   cJ`J.e   1`-.   activid.act

fosfodiesterasica  de  c+Tn4*T  se  encuentra  en  la  fracci6n  solu-

ble  y  un  20  %,   en  la  fracci6n  I)a.rticulada.     La  diferencia

entre  la  actividad  total  y  la  suma  de  activif4ad  cl.e  las  f rac-

ciones  i)uede  debcrse,   seguramente,   a  una  rjequefia  inactivaci6n

por  el  r>rocedimiento  usado.     En  el  caso  de  la.  actividad

fosfodiesterasica  |iara  cchff`   (8)   es  claro  que  toda.  Ia  activi-

dad  se  encuentra  en  la,  fracci6n  soluble.
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Figura  33

Efecto  de  la  tem|ieratura  sabre  la  hidr6lisis  de  nucle6ti-

dos  ciclicos  |Jor  homogeneizados  de  oocitos  de  X.eno|)us |aevis ,

La  concentraci6n  cl.e   3H-c?,nap   fue  de   2  x  10-6M  y   la  de

ccaen  Lie   5  x  10-6M.     Log  homogeneizados   se  rjreincubaron  a   las

distintas  temL-jeraturas  dura.nte  ln  minutos  antes  de  agregar  .

el  nucle6tidc>  racliactivo®     EI  Dc)rcentaje  de  hidr6lisis  se

determin6  segfin  lo  descrito  en  M6todos.
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Figura  34

Distribuci6n  intracelular  cle  la  activiclad.  frsfodiesterasica

de  cAFT'  y  CGMP  en  oocitos  cle  Xenor)us   laevis

Se  utiliz6  una  1.jrer`aracif`n  ;:)roveniente  cl.e   120  oocitc>s,

los   cuales   se  i-)rocesaron   come   se  clescribe  en  Ff€toclc>s®      (A) ,

actividacl.  fosfodiesterasica  de  cArH?,     3H-can?p   2  x  |o-6p[   .

(a) ,   hidr6lisis  de   3H-cG}ff  5  x  lo-6M.     El  ensayo  de   la

reacci6n  se  realiz6  cr>mo  se  describe  en  M€todos,   durante

15   minutos   a   20r`-22:Jo
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Resultados  obtenidos,  que  no  se  muestran,   indicaron

que  la  c..ctividacl  fc>sfodiesterasica  I.iara  cA!,T  es  muy  sensible

al  pH  del nedio.  A` pH 6,0   i-`jr6cticamente  es   inhibida  en  un   80   %

obteni€ndc)se   un  maximc`  de  hiclr€;lisis   de   cA]`,T   a  i>H   7,0-7,5.

A  pH  in.cfs  alcalino  la  actividacl.  disminuye  muy  gradualmente

obteni6nd.ose  un   70   %   de   la  activirlacl  mrfxima   a  r)H   8,5.

D.      F,specificidad  de  ambas  fosfocliestera.sas

Para  ver  en  mss  detalle  la.  esr`ecificiclad,  de  ambas

fosfodiesterasas,  se  realiz6  un  exr]erimento  en  el  cual  se

incubaron  homogeneizaclos  d.e  oocitos  en  ijresencia  cle   3H  -

CAMP  a   3H  -CGMP  y  con  cl.iferentes   concentraciones   c]e   cAI!P

a   cGlff  nc>   racliactivc   (Figure.   35)  .     Como   se  observa  en   (Z\.)

la  hitlr6lisis  cl.e  3H~cP.rm  es  fuertemente  inhibicl.a  al  agregar

cantidacl.es  crecientes  de  cA]'qp  no  radiactivo,  hasta  llegar  a

un   30   %   con   CAMP   10-317„      En   canbio,   la  ?iresencia  a.e   ccltap

s6lc>  afecta  a  concentracic)nes  sol-,re  lo-3M  ck]teni6nr].ose  una

hidr6lisis   del   75   a   clel   ccntrcT,i  en  :iresenci,I  t.1e   cap-n   l9-2}'o

En  la  Figura  358  se  muestra  que  la  hidrc:lisis  fc   3H-cr[fr`

es  inhibida  bruscamente   (70%) ,   a  concentraciones  de

solalt`ente  10-6M  de  cr,rw.P  no  radiactivo,     obteni€ndose

s6lo  un  8   %  de  hidr€tlisis  al   agregar  cGlff'  il  uns.  cr)ncentra-

ci(-]n  cle   10-51"      La  r'resencia  r.1.e   cAJ`ff   ta]..:`bi6n   afect`~]   la

hidr6lisis  cle   3II-cGMr,   observandctse  un  22  a  de  inhibici6n  a

una  concentraci6n  de  sr>|o  |o-4M.
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Figura  35

Inhibici6n  de  la  activir].ad  fosfoc].iester5sica  de  nuclQ6tid.os

cfclicc.js   per  cAllr   tl   CGELP

Se  usaron  homc>geneizados  a.e  c>ocitos  que   se  ensayaron

coma   se  describe  en  M€tc,dos,   con   3H-cArm   2   x   |o-6r.q„    (?I)   y

diferentes  concentraciones  de  CGMP   (.)   o  cA!T   (0) .     a,
3H-cou`  5  x  |O-6P:  y  distintas  concentraciones  de  ctnJJIP   (.)   o

cGrm   (a) a     Las   reacciones  se  incubaron  a  20C'`   durante   15

minutes ®
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Estos  resultados  apoyarian  la  idea  que  la  actividad

fosfodiesterasica  de  cAJ`LT'  es  especifica  r)ara  CAMI-`  y  que  la

actividad  responsahle  de  la  hidr61isis  del  cGIT'`  es  memos

espec±f ica  siendo  capaz  de  hidrolizar  CAM.Tt  a  altas  concen-

tracj ones o

Varias  fosfodiesterasas  de  nucle6tidos  ciclicos,

incluyendo  las  de  @ritrocitos  de.  anfihios  hidrolizan  ambc)s

nucle6tidos  cfclicos   (109) a

E.       B±±±±±a_i_Q_ __cLin_€_tic_:9__a_e___ _|a_   fjgjgLf_o_die_§_t_era_sa   a e___sLA±:2

Estudios  realizados    recientemente  en  el  laboratorio,

mediante  microinyecci6n  de  3H-cmm  a  oocitos,   lograron

caracterizar  log  parfmetros  cin6ticos  de  esta  enzima  in  vivo.

Con  el  objeto  de  ver  si  la  enzirna  rnantenia  estas  pro-

piedades  al  homogeneizar  los  oocitos,   se  realizaron  experi-
mentos  de  hidr6lisis  de  3H-CAIIP  con  diferentes  concentracio-

nes  de  ct\un  no  rad.iactivct.     Fn  la  F.1..gura   36   se  muestra  un

doble  recfrroco  de  estor   resultad.c>so     ,f=e  [iue!i.e  obf3er`rar  crue

existen  dos  pendientes,   1o  gue  indicarfa,   seguramente,   la

presencia  de  rnas  de  una  enzima  con  actividad  fosfodiester8.-

sica.   para.   cZ},A¢P

Resultados  muy  similci.res  se.  ham  obtenido  en  otros

sistem.as  en  los  cuales  se  nan  encontrado  dos  fosfodj.esterasas

Para  cPJl.P  con  Kn  del   orden  de   |n-6  y   |n-4!!   (io5) .

En  este  caso  la  extrclpolaci6n  de  los  valores  c`btenidos
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Figura  36

Velocidad  de   fomaci6n  de   .ro'J   .F`lJr  a.  r)artir  de  CAMP  en

homoqeneizados  de  oocitos  de  X:fi±Q±!±±  ±±e±Zis_

Homoc?enej.zados  de   5  .ocitc`s  en  duplicado,   se

utilizarc>n  para.  cc-.¢a  a.e.terminaci6r`„   incubandose  durante

ln  minutc`s  a.   2C\r;   con  concentrr3.cir`nes  variahles  de
3H-cAI!P.      Se  determinf31a  cantidad  de   5PAvr'  Tior  croma-

torTraf±a  en  capa  fina  corn.o  se  a.escribe  en  l.1etc`doso
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a   lag   cc`ncentraciones  rna.yores   de  CAITP  dan  una  Kin.  de

8   x   |or--4M  y  una`  ve|®cidad  maxima  de   17,a   pmoles/min  auey

coinciden  r>erfectar\.ente  con  los  dates  obtenidos  previamente

in  vivo.     En  la  FicTura  37   se.  muestra.  una  curva  de  progreso

a.  concentraciones   de  cA!4P  de   5  x  in-`'J1.a      Coma   §e  r`uede  ver

en  la  figura..,   la  velc>cidad.  inicial   in  vitr.,  es  a,e  aTiroxima-a

dam.ente 2o pmoles/min/oocitr` ,1r,  ctue  coincide  I.ierfectam,ente

cc`n  datc>s  obtenj.dcts   I.n  vivo,   rriediante  micrr`inyecci€n  de
3H-cA!.tp.     Sin  embargo,   hajo  lag  cr`ndiciones  estud.iadas,

in  vitro, 1a  velocid.ad,  tiende  a  disminuir  despu€.s  de  los

prim.eros   10  in.inutos,   un   fen6men®  cTue  no   se  ha  observado

in  vivo®

F®     Fraccionamiento en   DEAF-celulosa  de  la  actividad  fosfo-
d.iesterasica  de  cA}..IP                                            -.~.~~~~-

El  homogeneizado  proveniente  de     3  g  de  ovario  se

proces6  cc]mo   se   a.escrihe  en,  }7€tc>d.cis,   y   se   fraccion4  r`r]r

Crr)matc)graff.a   en   una   columna   de   DF.r`.E-cc`;lulosa.    (mj.rTurrr`   3P)  .

En  esta  fiqura  se  muestra.  Ia  actividad  fosfodlesters.sica  de

las  diferente.s   fracci(`nes   exTiresadtls   cf`mr`  Tirr)duct®   for]r!.adc`.

Se  pued.e  di.scernir  tres  a.ctivid.a.d.es  fosfc`d.iesterf sicas  Qua.

difieren  en  su  cant].dad  re,ltltiva.     Nc  es  posible  decir  si

provienen  de  la  frricci6n  sriluhle  a  rarticula.clap   ya.  que  la

muestra  fue  sonictidti.  rtreviam.ente  para  solubilizar    en  parte7
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Figura  37

Curva  de  progreso  de  la  hidr6lisis  d.e  cj`.`M.P  pc)r

homogeneizados  de  oocitos  de  Xenopus  laevis

HomogeneJ'.zadc`§  proveniente§  de   5  oocites   se  incubaron

a   20°   en  He_res   20  "  y  l€gc12  lnM  en  presencia.  de   3Hca`crtlp

lo-4M  durante  distintos  tiempos®     A   log  tiemr)os   indj.ca.dos,

la  reacci6n  se  detuvo  cr]n  Hcl  n,I  I?a     El  analisis  del

prc>ducto  de  hidr6lisis  se  realiz6  coma  se  describe  en

M€todo s .
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Figura  38

Cromatografla  en  I)E-52  celulosa  de  fosfodiesterasa  de

cArm  proveniente  de  ovario  de  X.   Iaevis.

Se  prepar6  un  extracto  crudo  a  partir  de  3  gramos  de

ovario  el  que  se  fraccion6  por  cromatograf±a  en  una  colunna

qe  celulosa  DE-52   (0,3  x  3  cm).      lag  fracciones  se  eluyeron
con  una  gradiente  lineal  de  acetato  de  sodio   (0-1  M)   de  5  ml

segan  se  describe  en  M6todos.     Se  recolectaron  fracciones  de
I 50  ul  que  se  ensayaron  con   3H-CAPP   lo-4M.     El  tiempo  de

incubaci6n  fue  de  30  minutos.     Ia  llnea  en  diagonal  representa
I

1a  gradiente  de  sal.
'

.'.
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1a  actividad  asociada  `a.  membra.nasa     Ha  sidr`  descritn  en

otros  tejidc`s,  el  fraccionap.ientc`  de  la  actividad  fosfodies-

ter6.sica  en  cc>lumna  d.c=  celulosa.  DE-52  y  tarhoi6n  se  ha

encontrado  2  o   3   fracciones  oucT  noseen  la  cclpacid.ad  de

hidrr)lizclr   cZ`~MT'    (105)  .

G.     La  actividad  fosfc`diestcrasica  d.e  CAIIP  en  c`ocitr`s
tratad.os  cc)n  prc)gesteronao                                        --

Pci~ra  ver  el  efecto  de  la  maduraci6n  sabre  la  a.ctividci.a.

de  la   fc`sfodiesterastp.  de  cJ``.I.?.I  se  incubar`.n  orjcitos  durante

2  horas  con  procTesterona  y  se  ensay€  la  activid.ad  del  homo-

geneizado  dur.|nte   30  minutes   (Figure.  39) .     Pensando  en  la

posibilidad  que  no  hubiera  un  ca.mbio  en  la  activj.a.ad  total

del  oocito,   sino  una  mc`dificaci6n  en  la  distribuci6n  de  la

actividad  enzim.at]..a,3.  entre  la  fracci6n  riarticulada  y  soluble„

§e  hizo  anglisis  de  estci.s   frcl.ccic`nes  cr)njunt3mente  cc>n  la

activj.dad  tc`talc     En   (ZI)   se  ve  la  actividad  de  lcis  oocitos

controles,   y  en   (8)   la  de  r?cicitc`s  T`rev±.amente  tratados  crm

progesterclna.      ne   lc`s   results.dr`s  Ftl®strr].d`1s   en   lta   f.iqura.   ef,

clara  que  la  activid.ad   tc`t`r`.i  no  se  mc`difica  desr)u6s  de   2

horas  de  tratamiento  hormctnalo     Aden.as,1ri  distribuci6n  en

lag  fracciorl_es  solubles  y  r)articulr:.da  tan.r]oco  es  alterada®

Cabe  destacar  Gue  f2.n  este  exrteriment®  los  oc`citos  respondie-

ron  un   90   %   frente   al  estimulo  hc`rmonal  qua   cc`mr>  ya  hernos

vista  antes,causa  una  apreciable  baja.  en  log  niveles  intraco

celulares  d.e   cAMP®     Ex}7erim.entos  realizados   in  vivo,   bajo
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Figura  39

Actividad  fosfctdiesterasica  de  c.7.\.tlr'  en  fraccic`nes  celulares

de  oocit®s  antes  y  desru€s  de  inducci6n  a.e  la  maduraci€,n

par  rtrc`qesterona.

Lag  fraccinne§  solubles  y  particuladas  d.a  oocitos  se

obtuvieron  a  partir  de  €n  oocitos  cc`ntrc`les   (£7`..)   y  60  trata-

dos  con  prc`gesterona  10-7[''  durante   2  hrras   (a) „   segtin  se

describe  en  116tctd.os.      3HQ.c£`}'r   2  x   10-6!"      El   analisis  de   la

activj.dad.  se  realiz6  comr`   se  describe  en  M6todos®
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las  mismas  cond.iciones,   tamnctcc`  detect,`3.rc)n  cambic`s  en  la

actividad  total  del  oc`cito  ?`ara  hidroliza.r  cALT\¢Po

Existiendo  la  Tiosibilida.d  que  los  cambic`s  cm  la

actividad.  fosfodiesterc£.cT,icrl  causados  rJor  rrocTesterona ,   se

produjeran  antes  de  la.s  2  hciras,   se  realiz6  un  estudio  en

el  cual,   en  fr,`rm`a  i`'`ara.Iela.  se  analizarrm  cad.a  hora  los

niveles  cle  cj7`lap  y  de  lt=.  actividad  fr>sfr`diesterasica  hc?.§ta

5  horas  des.!|u6s  del  trat8.niento  con  la  rjrogesterc`na.

En  la  Fiqurrr.   /,0   se  in.uestran  li'`s  resulta.dc`s  c)htenidos®

En   (A)   se  muestra  la  activid.ad  fosfc`diesterasica  a  diferen-

tes  tiemr)c`is  de,  la  acci6n  horpional  y  en   (8)   se  ven  lr`s

cambic>s  en  los  niveles  de  cAl®  en  el  oocitci  v  en  la  vesicula

germinal.     Es  clara  que  la  actividad.  f®sfod.iesterci-sica  no

se  altera  durante  t.clri  el  tiemrir;  estudiado.     Fs  im..Tic)rtante

notar  en   (8)   qua  los  niveles  de  cAl-P  en  lri.  vesicula.  germ.inal

dism.inuyen  en  fr`rma  T.ia.raleia.  a  la  del  oocitr,  tcital,   .|ara

retornar  a  log  va.Iores  normales,   al  cabo  de  L!.a--5  horas.

Segdn  el  'Jroceso  normal  cl.e  rna.duraci6n9   esos   nfic'lec`g   .a„-.

ern.oiezan  a   rc`rr.rer  una  h.,ra  cl.esi`,iu6s  (1e   la   tiltima  rrlef]ici€n®

Pareciera   ser  Gue   la  ca±da  de  cA.M.P  en  el  nticler:I  es  in.avr>r

que  la  total  en  el  orcito.    Esti-rjodrfa  tener  cierta  imr]or-
tancia,  ya  que,  rod.rfcl.  estar  relacj.onado  con  hs  niveles  de

fosforil.aci€n  de  rrc`teinas  que  se  d.iscute  mg§  ad.elanteo

Es  interesante  el  h.echc`  cTu€.  todos  los  esfuerzos  realiza-

dos  T`,`ara  d.etectar  activid.ad  f®sfc:diester€.sica  en  vesiculas
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Tieinpo   (horas)

Figura   40
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Fi9ura  4.0

Z\ctividacl  fosfc)diesterasica  y  niveles  de  CAMP  en  oocitc`s

a  distintos  tier.rjos  de  la  acciFm  de  I)rogeste.rc`na

En   (A)   se  muestra  la  actividad.  fcisfc`.diesterasica  a

trav€s  del  tiemrtri  cl.esru6s  dcl  efecto  hormcmalD     F.I  anglisis

de  la  actividad  se  realiz,6  segfin  se  fj.escribe  en  .M6todoso

En   (8)    se  muestra.n   las  varia.citlnes  r,ale  cP..PtjT`   en  .c`citos   (.)

o  n6cleos   (a)  ;   grur`o.s  en  dur`licado  de   5  c`ocitos  a  20  nficleos

se  utilizaron  r>ara  el  analisis  cle  cAro   (ver  !16todos) o     I,a

concentraci6n  de  :irogesterona  utilizada  fue  lo``-'7rA„     F,stos

resultados  son  re:-`resenta.tivos  de  6  animales  estudiados,

con  una  mad.uraci6n  de  mss  cl.a  un   80   a.
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germinales  antes  y  desrue.s  cl.e  trata.r  los  oocitc>s  cr,n

prr)g-esterona  ha,Van   fr,i.ca.sacl:.cio     Fsto   iri.t-l.icarfa   que,   a.e  algfin

modo,   se  tiene  clue  T`iroducir  una  liberaci6n  Gel  c"`F  nuclear

hacia  el  citoT:`,ilasma,   ;iara  exrilicar  la  disminuci6n  de  este

nucle6tido  cfclico  en  la  vesicult?.  germinal.
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Fosfrlrilac±6n  cl.e  TJroteina-s  en  oocitris

de  Xenr?pus   lclevi.r.

Con  lag  evitlcmcias  Fescritas  anteriormente  Que  el

ctAJu?,P   cstaricl„   de  alcTfin  me.€o,   involucrac;o  en  el  prncesr)

f!e  maduracj.fsn,   se   r>rmsfs   en   la   rjc>sibili{-1.acl   que   el   c7`J1.r

produjiere,   a   su  vcL`.z,   ca.mhir`s  en   la_   fosf.rilaci6n  ,-le~

|jr.teinas  en  Gil  oocitr,.
Fn  r`rimer  lugar,   se  estuf.i€,  la  caprl`ciclac7  clel

oocito  rtara   fc`sfrtrilar  sus  tircjteina.s  encl.6cTe.naso     Con  este

objet„   se  micr^inyect6     32r-rFD  a.  estas  c€1ulas,   y  se

incubart`,in  cltjrante   1  htira  a   2nr.-22-.     T`a.ra  vcr   la   racliac-

tividad  tc`ta*.i   incrrr)rtrar_i.a`   s€!  homogeneizaron   lc`s  r)ocitcis

en  TC£T\   10   %   frio  y  se  filtr6  en  filtrc`s  f €3  fibra de vidrio.   tog

resulted.os  demostrarcin  la  r)resencia  de  rafl.iaotiviclad,  incr>r-

r>ctrada  a  in.aterial   t3.cido   insc,lub].e.

Para  tlnalizar  las  Droteinas  que  sc.  estarian  fosfo®i

rilandr)  en  cl  o®citr),   sQ  r€aliz6  electrofc`resis  en  gales

cle  rtoliacrilam.itla`  fl.e  las  r]rr}teina.s   sr)1ubl€,s  fl.e  esta_s

C€-lulas„   cletectandr`   11  rar]ia.ctivi:-I.acl.  .irr   flue.rrtr-r,? fit?.

(ver  !4.€tr`dr`s)  a      Fn   la   FirTura.  41   se  ve   un   I;erfil   densitor`.6.-

tric.  a.e  lag  tirc`teinas  s®luhlc.s  c.i.el  rtocitr`  que  estarian

siend.a   frisforilarJas.     Arl.emt5.s,   se  muestran  evirl.encias  que

la  racl,iactividad  se  estaria  realrlente  inctirt]c>ra`nrl.a  a

I.trr`tefnas,  ya  aue  €,.i  tratamiento  |irevir`  rle  la.  mue.stra.  con

prc)nasa  suprime,   tc`talmente,   la  radiactivirlad  c?®.tectacl`a,
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F'icTura    41

Fosforilaci6n  cl.e  rtroteina,s  r:e  oocit.os  c].a  Xenor>us  laevis

Los  oocitos  se  microinyectaron  cr>n     32P-ATr,   y  se

incur`aron  en   s®luci6n  HF  dura.nte   3r`  minutos   a.   2rtt  a      FI

procesamiento  de  la  muestra  y  electrc`foresis  se  realiz6

segan  se  c'escririe  a+n  I?6tod.os.     .Muestras  r.rovenientes   d.a

lr`   c>oou..tc`s   se   trataron_   con   R.Nasa    (r,2   n.rT/in.1)    a   Tirr)nasa

(n,i  mg/ml)   c]urantrj   1  hora  a   37r.
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en  la  electrofore.sis;   en  canbio  el  tratam.ientc`  con  PLl!asa

no  rnodifica  el  .)erfil.

rara  ver  ctu6  proteinas  §c:  esta.rf.an  fosforilcl-nrlo  en

el  nacleo,.   se  aislarc`n  vesiculas  cTerminalc.s  y  se  caractean

riz6,   I.ireviamente,   la   reacci6n  rl.fJ  fosfrtrilaci6n  rat..i  estrts

orqanelns  in vitrct   (FirTura   tl2 ).      Comr)   se.  ruQc..e   obse-.rvar,

la   velr)cid.af   cl.a  reacci6n  feT)c`.ntle  a.irectr3.mente  (1e   lil

temperatura,   hasta   al  menc`§   los   37...    (A).     Fn  8,   se  I?ued€:

Ver  que  la  rcjacci€n  alcar`.all.  el  ecTuil].+rio  cl  lr`s   10  riinutfis

de  agreqaclr)  el   precursor  rarl.iactivc>o     Arl,ern`€`s,   existe  unt?.

relacifsn   15.neal   entre.   Ia  raf]iact.I..vidad.   incorr:iorada  y  la

cantitliad.  de  vesicultls  aermin,lies  o     32r-ATr  aqrerracl.s  al

metlio   de   reaccifsn   (C  y   r`)  a

F,n  la  Tabla  X  se  in.uestra  el  efecto  cle  f!.iversns

cc`mpuestos   srbrci  la,  re.a.cci€jn  de  incorTioraci6n  de     32r~^rr

en  vesfculas  crermina.1es  aisladas®     F:s  clara,   a  partir  de

estr)s  resultados,  que  la.  fnsfr)rilaci6n  es  a  nivel  de

r>roteinas,   y  que  la.  activida.a.  enziJr`atica.  es  sensible  rll

EDT^^.   5  mbi'  y   a.   Ia   ter`|ierri.turaa      T,?ml:)i6n   se   .r_..'serv,a.  rue;   li

presencia  cl.e  ?,t`f.r`  no  a.fecta  la  incorr>r>raci6n  d`e  radiactivi-

dad,   perr)  si  es  notoriamente  disri.inuida  al  aqreca.r  f Tr`

no  radiactivo.

En   la  FicJurrT.   43  se  ve  el  Tlerfil  clensitc)m6trico  de

las  .,`?rotefnrls  de  vesiculas  c.erminflles  fog.fe..riladas  |n.  VL|±E9.a

Como  en  el   caso  d.e  log  oocitrisp   sL`  pue,de  ver  qua  se
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10       20       30      40

Temperatura 9

5       10      15      20

Nu'mero  de  v,g.

10          20         3o

Tiempo  (minutos)

10          20          3o

P.2-ATP  (HI)

Figura   42
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Fiqura  4,2

Caracter±sticas  de  la  res.ccif5n  a.e  fosforila.ci6n  en  vcsi-'`

culas  germinales  cle  or)cites  de  Xenorus   laevis  ±n  ±Z±±!:£=

(A.)  ,   Grur)os   dc   lh   vesiculas   qe.rm.i.males   s€.   incuba.rcm

en  soluci6n  HF  f].ura.nte   3n  minute)s  a  lag  ten.r`eraturas   indi-I

cadas   en  presenciri   dc   1   uci   de   32r`-.A.Tr`o      (a)  ,.   rrurir`s   de   |n

Vesfculas   c?erin.inales   se   incuharon  en  solucj.€)n  H`F  a   20  `

durante  diferentes  tiempos  en  i)resencia  cle  1  uC.i.  de
32r`-ATr`o      (c) ,   distintos  narierc>s  a.e  vesfcula.§  rrerminales   se

incubaron  a   22rd.urante  3``  minutcis  en  condicion€s   sin.ilci.res

a   las  anteriores®      (D)  ,   grur;c`s  de  lr\  vesicul`3.s  (Term.inales

se  incubaron  clurante   3n  in.inut.s  a   22Cen  sr]lucj.6n  [{F  €m

pre§encia  a.c  diferentes  cantldades  de  32P-ATr   (n  u|=|  uc]..) .
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I,7\ B L`tri.            Z.:

Caracteristicas  de   la   incrirT]oraci6n  de   32T`-,4`Tr
en  nticlec>s  aislados  de  oocitos  de  ¥e±epLULS

32T,-A.TP

inc®rroracJo
cr`m/lr\  v.f„

Control
to   +   FDTJ\.-

to        11®,x5,

to   +   Z\.Tr`

to+

+   HCL    (1   N)

+  Fronasa
+   RNasa

11ol22

.A,5

525

3 . 21,1

1 2 a A 5 4,

|ol58
9 . 581

4.09

I n . ,A- 7 5

|aevis o

%   Control

Grupos  de   10  vesfculas  germinales  en  duT.i.1.icado,   se

incuharon  en  ln.  ul  de  soluci6n  HF  a  2n.  a.urante  3r  rinutc`s

en  I)resencia  de   32F-ATr   (a,1  uci)   y  de  FrmL   E,  ri"     .?`r`T,

r},I  ml?.  o   de  AJM~Tt   r`,1  nd4..      Fn   los  otros   Gas.s   se   tra.taron   las

Vesfculas  qerminales  de.§nu€s  de  la  incuhaci6n  con  32r-ATp

con   r)ronas;a    (1  mcT/ml)  ;   a   T`.Nasa    {1   mrT/ml)  :   a   KOF   i   t]f   a

Hcl   i  N,   C!.urante   1  hora.   a   37`-a      I,a   incorpc`ra.ci6n  de
32p-ATE   se  ana|iz6  com.   se  t3escribe  en  .pr6tofoso
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CONTROL

++

FtNaso

PRONASA

+

Figura   43
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Fiqura   13

Proteinas  nuclea.res   cl.e  oocitr>s  cle  ¥SPP_rL±±±  ±±Le.V_i.£

fo,sf®rilaflas  in  vitro

Grurtos  de   lr`3  vesicular,  aerminales   se   I..ncu+taron  en

presencia  de  32T>-ATr  aura.nte   3^  r`inutos  ia.  2„     Unci   de

lag  muestras   se  trrl.t6  ccm  P.REasa   (ri,i  ng/znl)   y  otra  con

pronasa   (9,1  mrj'/rnl)   durante   1   li.ora   ,137f .      1a  cihtenct..6n

de  la  muestr,1  y  su  rc)stQrior  an£1j.f3ir]  electrofr)r€.tic.,

en  qeles  a.e  i.ioliacrj.1aln.i.a.a   se  realiz6  sc\r?fin   lc`  descrito

en  M€todoso
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fosforila.  un  c?ran  ntiLmero  de  I)roteinaso     Adepfisp     tambi6n

es  claro  que  la  radiactividad  estaria.  incorr>r`rada  a

prc>tefnas  ya  que  el  tratamientc`  con  pronasa  elimina  t®tal-

mente  la  raf;iactivida/1`  detectada  en  la  e.Iectr()fc)resis;

en  cambio  el  tratamientr`  cr`n  RI..Tasa  no  no(lifj.ca  el  r>erfilo

Con  el  or,ijeto  de  encontrar  alguna  relaci6n  entre  la

fosforilaci6n  c?.e  1.rote±na.a  y  su  velocidad  de  sintesis,   se

nicroinyectaron  oocitos  con     32r-ATP  y,   en  fr`rma  rtar`3.Ielc„

se  incubaron  otros  oocitos  en  35S-metionj.nao     I,os  ctocitos

se  r`rocesaron  en  forma  ser>arafi.a  v  se  analiz,67   simultahea-

mente,   1a  racl.iactivif.ad  incorporada  a  proteinris  I.)ro`7eniente

de  32p-ATr  o  35§-metionina  nor  electroforesis  en  r!eles  de

poliacrilahida  en  I)laca   (Figura  44:) .     Como  mue.qtra  la

figura,   1a  rna.yor±a  cle  las  r`roteinas  que  estan  sienrl.a  §inte-

tizadas  en  el  oocito  se  estarian  fosforil`a.ndr,,  y  existj.rfa

una  estrech.a  relaci6n  entre  la  velocidacl.  de  sfntesis  y

for.forilaci6n  de  las  diferentes  orote±nas.

Experimentrts  similares  realizados  crin  vc=,.c:icul,i.f,

germinales  se  muestraLn  en  la  Fiqura  4.5 .     En  este  c,?.sc.,   se

incubaron  oocitos  en  rtresencia  de  35S-metioninLl  clurante

18  horas  y  luego  se  leg  extrajo  la  vesf.cula  germinalo     JJor

otra  parte,   se  incur,k`ron  nticleos  en  presencia  d.a     32rt„A.Tr

durante  i  horao     Lag  muestras  provenienter,  de  amp,os  tipQs

de   incuhaciones   se  r,)r®cesaron  y  ana.1izarr`n  en  geles  cl:e

poliacrilamida.  en  placa.     I:n  este  caso,   a  a.iferencia  cle  lr!
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Fiqura  414

nelaci6n  entre  sfntc-sis  y  fosforj.1aci6n  de  proteinas  c?.n

oocitos  de  Xenonus  l{ievi§

Grupc>s  de   lr.  rtocitos  marcados  con   35S-metinnim7

actividad.  espec,£fica   (i  Ci/umol) ,   a  uns.  concentraci6n  de

1  utt  clurante   5  hc>ras,   o   inyectadrs   con     32FT,?`mr   (n,2   uci)

e  incubarlos  i  hora  a.   2rl.:`se  analizaron  simultcfneam.ente  pc`r

electroforesis  en  geles  c]e  poliacrilami(la®     La  radiactivi-

dad  incorporad.a  a  prc)teinas  se  f.etect6  mediante  densitome-

tria  de  las  place.s  ra.diogr6ficas  utilizanfl.a  el  r>rc\cesr]

fluorograficci   (ver  Metridos) .
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Figura    45

Relaci6n  entre  sintesis  y  fc>sfcirilaci6n  de  protefna.s

nucleares  de  oocitos  de  Xenopus  laevis

Ijos  oocitr`.s   se   j.ncuharr`n  en  soluci6n  rTF  ad.icionada  con
35s-metionina  i  ut|  f]urante  18  horas  a  2rl;  antes  de  extraer

las  vesf.cula.a  qermi.nales®     Se  utiliz6  un  total  de  2r`

vesiculas  germinales  para  an,-.Iizar  1{-.  raclia.ctivj.cl.ad  incor-

porada  a  protefna.§®     Para  el  anflisis  de  la  frtsfnrilaci6n

de  la.§  protefnas  nucleares  se  incubaron  lr}  vesiculas  cTermi-

nales  en  soluci6n  HF,   en  r>resencia  de     32P-ATP   i  uC'i

durante   3r`  minutes  a   2no.

La  electroforesis  en  geles  d.e  r)oliacrilamida  y  la

fluorocTraffa   §e  res.Iizaron  sec7fin  lo  a.escrito  en  I.16todr`s.
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observado  en  ®ocito  total,   se  ve  una  mayc`r  esr)ecificidL|.d

en  la  fosfr>rila.ci6n  a.e  ciert,a.s  prote±nas  nucle.ares,   a.dn

cuando  existe  cie,rta  relaci6n  entre  velocidad  de  sfntesis

de  proteinas  y  f.sf or.i.Iaci6n.

A.     Efectr)  de  rirc`gesterona  sohre  la  fc`sforila.cj.6n  cle
|aevise  Xenopusprotefnas  cm  c\ocj.tog

Para  estudiar  el  efecto  a.e  la  mad.uraci6n  sobre  la

fosforj.1aci6n  d.e  prr)tefnas  en  ortcitos,   se  incuha.ron  6stos

en  presencia  de  prr>rTesterona  ln-7M  y,   a  cliferentes  tiemr)os,

se  les  microinyect6  cc`n     32r'-ATP   (Figura.46  )a     Cnmo   se

muestra  en  la   figurag   exi§tiria  un  a.umentc`  qener.?`1  en  la

fosforilacj.6n  de  proteinas  en  el  ciocito  durante  las  prirrieras

horas  de  la  acci6n  hr.rmonalo

La  Figura  47   muestra  los  resultac].®s  a.a  experiment.c`s

similares  re`alizado§  a()n  vesiculas  germina.Ies,   extraida.s  de

oc)citos  rtreincuhadr`s  crin  nrogesterona  ln-7N  durante  tiempos

variables;   las  vesiculas  r7ermin`|les  se  incuhciron  cr,n

32r>-A.TP,   se  observa  un  aumento  rjracl~ual  fle  1``   frsfc`rilaci6n

de  lag  proteinas  nucleares  desr)u6s  del  est±mulr)  horrmnalo

Igual  que  en  el  casri  fle  lag  prc`tefnas  totales  de].  c`r)c]..to,

este  fenfsmeno   ser±a  reneral  r`ara  todas   las  |irc`itein..|s.

Tratandr`  r]e  cncon.trar  a.1cTuna.  relacif5n  entre   los

cambios  cle  niveles   de  cAJ',P  r`  fLe  cG.Ffp  y  la   fosfc.irilaci6n  de

proteinas  rtor   32r`-A.TP,   se  realiz6  el  exr`erimcnto  qua  se
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Figura  46

Efecto  de  progesterona  srthre  la  fosfc>rilaci6n  de

protefnas  en  r7ocitos  cle  Xenorius  la.evis

Log  oocitos   se  r>reincu.baron  en  soluci6n  HF  a.   2r}{`

en  presencia  de  procTeste,rc`na  1."M  durante  tiemr)r)s  varia-

hles ®

Grupos  de  lr  oocitos  se  microinyectarr`n  con
32p-ATp   (r,2   uci)   a  diferentes   tiem.pos  desr`ues  Ci`e   la

acci6n  horm®na.IF   y  se   incuharon  a.   2.r''   clura.nte   i  hora  en

soluci6n  HFo     Las  prote±nci.s  solubles  se  analizaron  r®r

electrofr)resi.s  en  (.?eles  r.1e  poll.acrilamida  y  la  rad.iacti-

vidad.  se   detect6  .T`c`r   fluc>roqraffa.   (ver  P16tr`cl.os) „   indicandc`.

el  Perfil  clensitom6tricr,  a  5LA.n  nm  en  un  clensit6metrr`

Cana leo ®
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Figura   47

EfectrJ  cle  proqesterc.jna  son.re  la  fosforilaci6n  a.e

prote±nas  nucleares   cle  c`ocitos   de  ¥SLnLep±±±  ±±LeL±Z±±

Grupos  de  lr`  vesf.culag,  germinales,   provenientes  de

oocitr`s  tratados  .  s]..n  tratar  con  progester®na  lA-7Af  r>or

tiem.pc)s  va.ria!:ties,   se   incuba.ron  c].urante   1  hera  a_   2,n'`   en

presencia  de     32P-7\TP   (i  uri)a     I,as  prc`tefnas   se.  analizaron

en  qeles  de  rtoliacrilam.ida,  y  la  racliactividad  se  detects

por  la  t6cnica  de  f luorograf±a   (ver  M6toclr`s) ,  mid.iendose

el  perf il  a.ensitom6trico  a  540  tim.
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muestra  en  la  F].cTur?.  48 o     I!?s  resultarl.r)s  o!itenidos   inclican

que  el  CAMP  inhi!ie  estiecificamente  la  fog.forilaci6n  de  una

a.e  las  r`rr)te±nas  y  a.ctivaria  la  a.e  otra.     En  el  Caso  de

crlMP,   se  prf;ducir.f.a  sf31o  1a  activaci6n  de  la  fosf®rilaci6n

i.e  dcts  prc`teinas,   siend„.  una  de  eJ.Ias  icl.Gntica  a  la  activada

por   cA.Oap.

Efectr)  de  hormonas  so!3re   sfntesis  de,
Prote nas  en  oocitos  f,e nus  laevis

Cr)n  el  objeto  de  cr?.ra.cterizar  lag  prr)tefnas  que

sj.ntetiza  el  oocitr`  y  lag  nrc`teinas  espec±ficas  d.e  la

vesfcula  germinal ,   s®   incuharon  oocitos  col).`  35.Srmetj`®nina

cl.urante   24.  hc>ras.     Diez  de  estos  oocit®s  se  tratarcm  sea fin

lo  clescrit.  en  M.€tot`os,  y  se  scjmetierc`n  a  electroforesis

en  geles  rJe  pc\liacrila,in.if]a.     Fn  forma  paralela   se  sacarr)n

2r\  vesf.culas  aermj.males  cle  lag  c6lulas   incuhad.as  durante   24:

horas  con  aminoacid.o  ratliactivct,   y  se  analiz,a`.rt-n  lag,

rtroteina§  en  geles  cl.e  prjliacrilamida   (Figura  49.) .     I,a

figura  tambi6n  muestra  las  proteinas  de  r)ocito  detectadas

por  tinci`5n   (A)  .

Como  se  Fuede  vcr  en  la  fiqura  498 y   el  `ic)cito  estarla

sinte.tizfnd.a   un  `7ran  n6merr`  f`e  pr®tefnas.„   y  lr-velc`cidad.

de  sinte,sis  de  estas  serf.a  diferente  para  muchas  de  ellas.

Todas  las  prcteinas  cletectadas  rior  tinci6r`.  I.resent.an
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Fiqura   48

Ef ecto  de   la  microinyecci6n  d.e  cA+'.PP  y  CGMF   en   la   fc`s-

forilaci6n  de  prc>teinas  c]e  oc)citos  cl`e  Xen®pus  laevis

r-ruros   a.e   11   rtoc]..tc`s   se  rnicrc`inyectarcin  c,?n   32p-A:Tp

(a,i   uci)   y  cc>n   c7\lpr.   a  CGMP   nc`   r-2diactivos   a  una   concen-.

traci6n  final  de  5  x  ln-511,  y  se  incuharon  a   2"   dura`nte

3r`  minutos  en   sc`1uci6n  HF.     I„2s  rircttefnas   se  analizaron

par  electrofc)resis  en  geles  de  rr)liacrj.Iamida,   y  la  rcld.iac-a

tividad.  se  d.etect6  pc>r  la  t€cnica  i.e  f luor®Graf I a   (ver

M€toclos) ,  micl,i6nf3_ose  el  I)erfil   densitr)n6trico  a   510  urn.
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Figura  49

Prote±nas  cle  vesfcul`~=   germinal  y  oocitr)  cle  ¥o   ±|ci!¥±£

(A) ,  rrotelnas  de  ln  nr>citos  detectadas  nor  tinci6n,

en  geles  de  pciliacrilamicla   (vr;r  I.!6todos) g      (8) ,   proteina§

radiclctivas  provenientes  de  or)citos  incuh`|dc`s  cl.urante  2h".

hora§  en  sc`luci6n  HF  a   22r   en  pre§encia   cle   35S-r`et].onina,

actlvidac]+  esrtecf.fica   ].  Ci/un.cj].,   cl  una   concentracj.6n  cle

I  ut„   fl.etectad&s  rior  el  m6tndo  rl.e   flur)rografia   (ver  Met.odc`s) v?

(C) ,  proteinas  raf.iactivas  r)roveniente§  de  2n  vesfculas

germinales  extraf fas  de  c)ocitos  incubaclos  en  id6nticas

condicirjnes  que  en   (a)   y  rletectadas  par  la  t6cnica.  de

f luorograf ia a
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incorporaci6n  de  aminoacido  radiactivo.     Fl  nficleo  tambi6n

posee  nunerosa§  protefnas,  y  alqunas  de  ellas  son  sinteti-
zadas  preferentemente   (C) .

Resultados  que  no  se  muestran,   obten]..dos  con  oocito§

anucleados,  demostraron  que  las  protefnas  radiactj.vas

provenientes  de  estas  c61`ilas  separadas  por  electroforesis
en  gel  de  poliacrilanida,  son  id€nticas  a  lag  de  c61ulas

controles .
Es  importante  rQsaltar  que  los  an61isis  electrofor6-

ticos  de  protefnas  de  oocitos  incubados  con  diferentes

aninoscidos  radiactj.vos,  en  cTeles  de  poliacrilamitla,  no

presentan  diferencias  obvias a
Estudios  realizad.os  en  oocitos  de  diferentes  tarna-

fios,   desde  el  Fstado  I   al  I:stado  VI   (92) ,   emr>leando   L`4c-

leucina  como  andnofcido  radiactivo,  no  revelaron  diferencias

significativas  al  ser  analizados  por  ele.ctroforesis  en  gel

de  pollacrilanida  y  fluorografla.    I.sto  har±a  pensar  que

durante  su  crecimiento,  el  oocito  estaria  sintetizlando  esen-

cialmente  lag  mismas  protefnas.     En  todo  caso,  para  I)r)icr

asegurar  con  mss  certeza  este  hecbo,   se  necesita  emplear

t€cnicas  de  mayor  resoluci6n.

En  primera  in.c5tancia,  para  estudiar  el  efecto  de

hormonas  sobre.  Ia  sintesis  de  proteinas  en  oocitos.„   se  incu-

baron  estas  c€±1ulas  en  pre§encia  o  ausencia  de  prc)gesterona

y  aminoficido  racliactivcj  durante  diferentes  tiemposo
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Fjn  la  Figura  50A  se  piuestra  el  efect.  de  r>rogesterc)na

sabre  la  incorroraci6n  a.e  anintiacid.  red"..activn  a  prc`te±nas

totales  mcf]iante  pulsns  de  3n  in.inuto..„   dadc>s  a  a.iferentes

tj.empcjs  despu6s  de  agrerradfl   la.  hc)rmona.     De.   log  resultados

mostrados  en  la.   fiqura,   es  claro  q.ue  esta  hormcna  procl.uce  un

aunento  en  la  incorr)oraci6n  de,  aminc)SLcido  radiactiv®  a

proteinas  destle  lag  3  horas  pa.ra  caer  luegr,  al  nivel  normal.

Este  resultado  ha  sid.o  descritrt  tamhi€n  per  otros  I.nve§t±.-

gad.ores    (66)  .

Como  se  muestra.  en  la`  Fit-ura  SOB  no  se  detecta

nlnguna  diferencia  en  la  incr`rporaci6n  de  aminoacjdo  rat:liac-

tivo  a  pr.te±nas  en  c>c>citos  controles  y  tratados  con  pro-'

gesterona.     An$1isis  simultgneos  de  entrada  de  aminoacido

no  revelaron  r5.iferencia  alguna.

I:xperimentr)s  realizados  con  hcG  y  arninofiou..do  radiac-

tivo  en  el  p[edio  dura.nte  tocla  la  incuhaci6n,   rl`emc`straron

que  existe  un  gran  auly\ento  en  la  entrada  de  aminofcidr)   (7\)

y  en  la  incorroraci6n  a  prote±nas  totales  flLe].  c,ncit.   (T`,) ,

corto  tiemno  desr)u6s  de  a,7reqada  la  h®rmona   (Figura  51) .

Como  se  ve  en  la  f igurt?.  el  aunento  en  la  entrad.a  de  amino-

acido  antecede  a.I  de  I)rr,tefnas.     Hs  interes,|nte  notar  que

el  aurrtentci  en   la  sintesis  a.e  r`rrtt.e.inas  es  rrtayc>r  que  el

a.ebido  s61o  al  estimulo  de  la  entrada.  de  c?.minoacido  rcldiac-

tivo .
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Fiqura   50

Efecto  de  Eirogesterona  §obre  sintesis  de  r]rotefnas  en

oocitos  de 1aevis

Oocitos,   en  grutio§  de  c`  5,   se  incubaron  en  soluci6n

HF  a  2r)C`,   durante  diferentes  tiempos,   en  presencia  de

progesterona   1^-7Mo     Se  m]..d.i6   1a  sintesis     de  =`rftteinas

usa.nd.o  en  ambos  casos,   [4r.~1eucina,   ,3ctiviclad`  esr)ecificcl

240  uci/unol,   a  una  concentraci6n  cl.e   18  u}to      (7\) ,   se

aqreg6  el  `aninoficj.do  radiactivo  a  log  tiempos  ind.I..cadc)s

y  se  continu61a  incub,aci6n  durante  3n  m]..nutos3    (8) ,   el

amino6cido  raLdiactivo  estuvo  presente  durante.  toda  la

incubaci6no     Control  sin  progesterona   (a) ,   cc>n  proqeste-

rona  ln-7!^   (®) .     La  radiactividad.  incorrorada  a  proteinas

se  detects  corro  se  de.scrir`e  en  M6todos.
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Figura  51

F.fecto  de  hcrq  sabre  entrrldci+  a.  incorr)oraci6n  de  aminc)Scido

radiactivo  a  I)roteinas  en  ®ocit.s de  ¥_eLE9±E± |aevis

Grur)os  de  5  oocitos,  en  duplicado,   se  incubarnn  en

soluci6n  HF  a   2"   ccjn  L`^Cca.ieucina „|.ctivichcl  especf.fica

24^  uC,i/unr)I,   ,i  una`  cr,ncentraci6n  de  18  uS?,   en  nresencia

o  ausenciia~  de  hormona.7   6r   unifla.dos/mla    (A) ,   entrada  de

aninoacidc`,s  en  orjcj.tc`s   incuhados  cc>n   (a)   y  sin   (®)   homonag

(a) ,   incorporaci6n  de  radiactividad.  a  rtroteinas  de  oocitr;s

incubadrjs  con   (C)   o   sin   (@)   hc.rmona.     Ijos  anfilisis  de

radiactividafl  total  e  incorrtr)rada  a  i?rotefnas  se  realizaron

cone   se  a.escrihe  en  )4€t®doso
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Estudios  mss  detallLldos  al  res[>ectci,   reali7.ados  en

el  1ahoratorin   (1lr.) ,   ban  demostrad.  que  e].  estimulc  en  la.

entrad.i  dc.  aminoacidti  e§   indr`?)enrliente  a.e  la  sinte.sir`  de

proteinas  y  qua  6str.       se  Glebe  a  una  c]isminucian  c?€  1a

cnn§tante  de,  transt.`,orte   (K.I)   rtrlra  los  aminoaaifioso

Se  ha   comprobado  que  el  efectc,.  de  hcG  sc>br€3   la

entrada  de  ar`inofcidr`§  ex6genos  serfa  un  fen6men.  creneral

para  todos  log  aninoficidos   (Ilo) .
I`ara  r)oder  analizar  lag  posibles  diferencias  entre

lag  prc)telna§  sinteti?.adas  e.n  el  oocitn  antes  y  despu6s  del

tratamient.o  hrirlnc)hal,   se  utilizf31a  t6cnica  de  electrofc`re-`

sis  en  qel(3s   d.e  Doliacrilaln.ida   (ver  M.€tr)dos) a

In]..cialmente  se  ana.Iizarr`n  protelnas  radiactivas

provenient€?.s  de  ooc]..tfts  tratados  y  sin  tratar  cc)n  prr.aeste-

rona  incuba.df s  en  presencia  de  am.inoacid.f)  ra.dia`ctivo  durante

todo  el  r`erfc,dti  a,e  incubacj6n.     Ijf`s  resultados  r?bte.nidos

por  elect,rc`ffjresJ..s  en  cf~1  y  flu(`rograffa  nr`  rf,velarrn

ninguna  diferencia  imprirtante.

Pchidc>   r-,  quc   nr;  habfa      §idc,`   i]nsihle   enc.nr\trti.r   `J]i.f€`.-.

rencias   en  I,1.   i.ncr`rpr>raci6n.  ¢e  am..i.no`Scidn   radiactivf   a

proteinas,  entre  r`.citos  contr?jles  y  trataclos  con  -orni~este~
rona  al  estar  el  arr.I..nof€cidc;  f`rftsent.a  en  fr)rna  T]ernanentc"

se  realiz6  un  estudir`  cr.n  r>rote±nas  I)r®venientes  de  c`ocitos

tra.tados  y  sj.n  trata.r  cr3n  horlmnas   incuhF.dos  Con   un  rulsn

de   3n  minutos   de   35Sei-metioninao      Cr)in.a   se  ve   en   la  Figure_   52
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FiQura   52

Efecto  cle  proa€L,iste.rnna.  sobre  sintes.i.s  de  r)roteir}.as  en

oocitc`s   de   xenciTtus-+.- 1ae.vis

Grupc`s  de   ln  c`ncibi§  I)reincubaf]rs  a   2r}C'   durante

5  horas  con  r!roqesterr.na  ln-7}1.  sin  hc.rmnna,se  incubaron

a  2nn   durante   3r,  minutes   ccin   35C=-metinnina,   I  x   |n~``M

(activ]..dad  esr>ecffica  I  mci/unol) a     Ijas  pr.teinas  radiac-

tivas  sp,  anal].g`arr)n  per  electroforesis  en  Gel  de  rolia-

crlla.mida  y  fluorocTrafia   cc`n.  §e  a.e§cribe  en  M6tlidnso

Perfil  densitom6trico  de  r)roteinas  radiactivas  de  r]ocitos

tratados  con  rroTe§terc)na   (A)   .  de  oocitos  controles   (8) .
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no  existe  una  diferencia  nc`tr>ria  en  el  tinn  de  r`rntefna.s

sintetj.zadas,   sino  I)rincirialmente  es  una  d.iferenou..a  de

car5cter  cuantitativr`.

Ccin  cl  objetr`  de  lncTrar  uns  mayor  resrjlucl6n  de  las

proteinas  Gel  r;iocitc`  se  use  electrc)foresis  hidimensir`nal

en  gales  de  r>olia.crilamid_a.   La  ririmera  flimens.i.an  e§  una

isc`electrofr>resis  en  tube  y  lcl  sequnde  a.im.ensj.6r`  §e  rep.liza

en  placa  en   qeles  a.I   15   9=   a.n  ccindic.i.ones   dLesnaturantes

(sos    I   a).   (9y7)  .

En  la  FirTura.  53   §e  muestra,  una  sera.racifsn  tirllca  de

Protefnas  totr7.Ies  de  oocitos  y  clc  vesiculas  cTfim\inales,

detect.adas  rtc-tr  tinci6n  con  azul  a.e  coomasie;   rSe  obsQrva,

claramentc`„   que  el  nfroero  de  1.roteinfT3s  detc2ctadas  1?or

esta:.  t6cnica  es  rriuy  suiierior  al  encontradc`  al  usclr  electroc`J

foresis  en  una  dim.ensif:;n.     Fs   interes,3.nte  resa.Ita.r  qu€3

varias  de  la.s  r`roteinas  dete.ctadas  en  vesicula  cTerm.inal

estfn  ausentes  en  el  cTel  de  r`roteinas  tc]tales  y  viceve.rsa.

IJo  se  ha  a.etectadcT,+  diferencia  en   la.s  ?rc`te±ncls  tf`,t.ales  de

cnntroles  v  anuclea.dos  usanfr,  el  m6tr\do  tl,e  tinc`j.fin.

Partl  vcr  el  efectti  sc:hrc.  1a  s±ntesis  de  ?irote.£nas

Cau§ad.o   nor  hcr`   se   incubaron  cccitos   cc`,n  cT3sta  hnrmr`nr3~   y

aminocfcido   racl.iactivc`,   tl.urantf;   3   horas   (Ficrurcl   5/1.)  .      ,qe

ruede  ohservtlr  que  no  existen  rliferencias  cTrues,as  ent.re

las   rirr7telnas   sinteti7.adcls  t'.``r)r  r`ctcj.tr`s   cc`,`ntroles  y   trata.clog

cor3.   1a  hfirmona„     F.Lqtri   af irmria   leg-  re5ultacl`t`,q   anteric.`res
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FicTura   53

Prote±nas  de  vesicula   c.rerrnj.na.I  y  de  oncitos  de

1aevis

(A) ,   +>roteinas  tcitalr.!s  a.c   ln  ocicitos   analizadcis

|Dor  electroforesis  bidj.mensic>n.al  en  geles  de.  rrlj.acri-a

lanid.a    y  tefiidrjs  cc,n  azul  de  ccic,`mcisie.

(8) ,   prnteina.s  t-trovenientes  de  4no  vesfculas

germinales  analizad.a,s  rc)r  elc-ctrofc`re§]..s  bj.dimensional

en  geles  de  politlcrilamida„   te.aidr)s  con  azul  de

coomasieo     La  extraccictn,   rrocesam.lento  y  cc-!rrimientc

electrrifor6tico  se  realizarr)n  segfin  lo  descritr>  en

•M€ to do s .
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-     N     in    t     ir>     ®     r`     co

Figura   54
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Firrurcl.   5L1,

Tllt3ctrQff`resis   hi(liTr.cinsir.,na.1   en   cTrjlc3Sj   cl€=   .`jol]..,3crj.I`|rjrl,3

a.e   1\1g,   :.`r\.?teinlF,   rrit].I..tlGt.iva„?,   rle   t~,ir`Ci.tr/r5   r.i?   ill:.r`.1:.->_u_a

laevis   sintetj.za(?`qs   ,antris   v   f'c=.s.``)u€;r`   fl.el   c?g,t.£FTul.   h.nrpr.iTtm.i.

Grupos   It]c+   ,i.1'   ot-i,cH..tog ,.    .c3c:   .i.r!cub`-iron   er`.   I,r>lti.cifin

HF   1   2'1n   con   3F`e,c-n`jti`ininQ.,a    ac.tivj.fa``l   /r'islecf.f.1.cr.   I   r`Cjj,/

irmolp   La+   unti   concc3r`.tr,|ci6n  tle   I   utl,   fl.ur.-.ri.te   3   horas   en

rJresencia    (8)    c-,   iusenci.i    (A)    cle.   }'rr-o      C`c`ncentr`?.ci6r`.   i_e

hrc`,   6r  unlf].,irl¢::a/rl.     trl  rroces.].r'iiento  y   lncilis.i.a  electro-

for€tico   c?,a   la_a   rriuestrt?,g   st=`   rr`11.1izs   Cc)rna   sr,   rle,eclfibe   en

.?fffi:itf_1Clr`So
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en  clue  el  Carl.bifj  tJe   sintasis  a.e  :irr`telnas,   cle§nii.;'s  f-.€!l

tratcl.miento  hcrmr,n`-j,i ,,,   nero   ci.rite.s   r]el  rr>rr. Jiriientr,  f]c:   lT,a.

Vesf.cula.   rTerminL|1 y   er,   rjrinc]..}itl.Imc:nte   cuf`.nt±.ti.tiv..`i   y   nr`

cualit.at±vci   (88)  .
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-    DISCUSICN

'

Al  iniciar  el  trabajo  de  esta  t6si§  se  plante6  un

estudio  sobre  los  cambios  de  la  slntesis  proteica  de

oocitos  de  anfib`ios  dura`rLt_a+a  maduraci6n  de  estas_.--_
c€lula§  gatillada  por  hormonas.     Este  p-i-a-Ht-eamiento tse

basaba  en  los  datos  de  la  literatura  mencionados  en  la

introducci6n  que  apuntaban  a  una  participaci6n  de  la

sfntesis  de  proteinas  en  el  proceso  de  maduraci6n  y  a
J

la  aparici6n  de  una  nueva  entidad  funcional  -  el  factor

de  maduraci6n  T  que  tambien  requerla  de  la  slntesis  de

nuevas  prote±nas.

Como  se  puede  deducir  de  los  resultados  presentados

anteriormente,  el  desarrollo  de  la  t6sis  se  desvi6

considerablemente  de  la  intenci6n  original  despu€s  de

haber  realizado  la  parte  inicial  sobre  caracterlsticas  de

la  sintesis  proteica  de  oocitos  que  no  habian/ sido  tratados

con  hormonas.     Esta  desviaci6n  se  debi6  principalmente  al

hecho  que  en  los  primeros  .estudios  realizados  tratando

oocltos  con  progesterona  no  se  observaron  alteracl.one8  nota-

bles  en  la  sintesis  total  de  protelnas.de  estas  c6lulas.

Solamente  se .observaron  cambios  significativos  cuando  se

estudi6  la  incorporaci6n  de  aminofcidos  con  pulsos  de

radiactividad   (Figura  50).    AGn  en  dichos  resultados  la
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estimulaci6n  maxima  causada  por  el  tratamiento  con

progesterona  se  obtuvo  solo  despu€s  de  7  a  8  horas  .de`

la  exposici6n  a  la  hormona,  momento  en  el  cual.ya  han

ocurrido  reacciones  tan  importantes  como  la  inducci6n

del  factor  de  maduraci6n  y  el  rompimiento  de  la  vesI-

cula. germinal.

Estos  resultados  nos  llevaron  al  convencimiento

que  la  acci6n  hormonal  seguramente  afectaba  solamente

la  s±ntesis  de  algunas  pocas  protelnas  y  que  serla

necesario  profundizar  en  el  estudio\ q`e\ ?,+g`uP8\:  `e`f,?Ctos
'

I

tempranos  de  las  hormonas  sobre  los  oocitos .antes  de
I,                `                                                                                                         I

pode,I  entender  los  mecanismos  involucrados.     La  segunda

parte  de  li  tesis,  por  lo  tanto,  relata  la  basqueda
de  efectos  hormonales.   tempranos  y  su  posible  relaci6n

con  la  sfntesis  de  proteinas  de  estas  c€lulas.

A  continuaci6n  pasaremos  a  discutir  el  detalle

de  los  resultados  obtenidos  en  los  diferentes  capltulos

de  la  tesis.                                                                 '
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Fl   f..ratillamicm_tr)   f.{2   lc?,   activit]a.rl   hifjsin.t6tic,I.   orue

ocurre  r]espu6s   c]e   li   fertiliztlcifin  ha   llevr-.d('.\   a  much f>s

autilres   r]   cc,`nsi(1erar  qua  el  huevn  y  el  r`r`citr:   crec±.-1r

Serfrln   c61ula_s   en   csta.rl.o   i,I+ente   Con   unp.   activj.fl,|i:.   FTCT3ta.h6-

1ica   p..f.nima.      Ijos   estui-1j.cis   r€-,a.Ij.zac?tif,   en   1,i.   r),1.rte   i.nicial

de   este   t6sis     prueh,in  cvur-i   i-Jst,a   cr`!ice.|tc;   6i,sta   err`ir'r   v  cTuf2

lrl.   hirlsfntesis   a?rr`teic`|.   en   c`l   orcito   Crec.i.rlct   C`r5   CC`nsitT`e-i

rahle .

I,t-`,s   flci-tog   T3ref:,a.ntac.i.r`F,   .i.nrlici,?n   Cfue   el   r)ncitr`   es   a,|raz

cl.e   Sintetiza.r-,   aproxir`arlt?.mente,I   ur?  fie  .prcit+:im`   Fjor   rl.iq ,,,

v   lc`.c3   qele.cT,   biclim.ensior`ciles   clue   Sirven  tiara   anali=r?,r   la.s

proteinas   s.intetir.rr.rlcls   i)t?r   estas   Cfslula.s   noc=   in{`-']..can.   C.uc.i.   Scr.

cientos   c]_€J  prctefr.t?.g,   diferer`.tea.

5TJ`esultarl,os   obt.c-mirTris   nor  otre,s   laborf?.torio.c`,   er   cu,]ntc,

a    la,    sintc;sj.s    rle    T`}T4T\   ,    rler`I.1.€`,F;tr{`n_   c-ufi    e,e`tri.s    e€=lu] ,-,.a;I,    LaLml:=i`i.'`:Ir.

se   encuentran   en   activa   transcri.T.`c]..rfF`n   (.`A,)  a

.Z\   nesar   cl.el   usri   f]+::   oflcitc)s   f:n  n`uchos   lrlbor,?.tr``irics   ''Jt?r.]

estuc.iar   la   trF+i'Tuccj.6n   t.a.   'l`iversLis  r`pTTr`   invectaclos o   iilx]..§ten

pc)cr.ts   r]a.t'`s   en   la   litera6tura   rr3ferentes   r`tn.   lag   rlrc`pj.ec]arles

fie   la   biosfntesis   t=e   iiroteinLis   enrl.c~`fTenr?.s   {i]e   e8,+:as   c€ilulaso

Fn  este   sentido,   alrtunos   estur.ir>s   c]etall,iLclr,a   e.n.  el   a,|Lpitulc`

rr]..mere   sc\n   r]e   es.rjec].3.1   I..ntc!rt3:so      `Se   h`l   a.ncor.trat~'cj,   ririr
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ejempl(i,   c{ue   la   ten.rterr].turn   r?.fecta   i.i   sfntegis   rq.e  r)rc`te±.nag,

in   vivr`j   fie   uns.  in.anera   rliferent:e   c`-ue.   s±   se   rc!.€`.lip.fi   I..n   vitrc`O

Ija.   ternT7e.ra.turf!.   r:`,r)tim.1.   c]e   I.,?I   rerlcc]'.fin   en   i,i.   cf^:>lu].a   viv?.

eg`ta   alretlecl`.rr   cl.e   lc?_   t.c`.rr`.rerL:tura.   norms.I   rqel   hah]..t-rit   r].e

estos   animaler„   2rc   a.   ?,?-.     Sin  emtlarcTti,   seqrm.   se  h,:|`   obser-

varl.t=.i   en   estu.lifts   re,T).1j.z:cl.i'lr,s   en   el   lfi.Tic`iritcri.;,    `i.n   sj.stemr`

de  b].,osfntesj.s   ?irr,teicL5`. in   vitrc`   cc`n   cnrnr)onentes   Gi.ic~`

vienen  a,xclusivarnente  t-.e  rocitc)s  t`1e  Xenr`r}u,a   laevis   tiene  un-_.     -I -   _ _        ---

6Ptimo   a   37r   .

Seria   inters.tT„inte,   er.  el   tutu.r(i,   in.\-Ta.r,q.r  mag   r]re,funHa

mente  en  log  neca.n.I.§mos  Cue  inhiben  la   sintesis  Drr`,teicr3.

in   Vivo   a.   temr>era:tura.s   7ior   g.r>bre   los   2?n    ,   ytTa.   au.,`.-:   F,e   ha

Visto  en  el   1.i.]`)oratfirio que no  se dche a  rna  1.h=..1i,r.3,t-.   intrfnse-

ca  rle   los   cr?in.pon€mtes  clue   intervienen  en  estr?   rc-`|cci6no

Log   estudies   realize.clrjs   .score  entrrlf].3   de  nrotftim].s   a.+

la  vesicuJ.,3.   rterm]..nt?i    (PicTura   11)  ,   :Temuestran   Cue   nr`'   salo   se

estrlrf a.n   sintetiz,a.nfln   1.?rr`tef.n_tT.g   c3..tr`rtlasm3.ticasT   en   el   r,t`|cit.``i

Sino   que,    ,|rlems.S ,,  habria.   una   f3.f.r`.tf3sis   ?-):r,~-`ft`,rt`.ncj.|J.    .^'r:.:   rr/|t.rT`T.~lT..

na.q   nuclcL`.ares ,   y,I   ru..`:J   estc?.s   ccmstituirfa.r`„    ?.}.irc\xir"?.cl?LFTente ,

el   2?   a   (a.el   tcjt.a.Io      Fstuc].i.:`,s   recientes   intlic,|rftln  c»i.te  el

nficler`   rT(jl   f`,\?,cit.r)   serf,3.   scJlc:ctivr   en   Cuantr=   a   lasT,   Tirntein,`F3

que   i`ermite   entr,3.r   y   r!ue   €istf-`   p.t';t   rle:`jenrler±rl.   rl,r.i.I   tflmtT`i=r,   (i.e

estas   in.acrtlm_cjl6.culas    (Z`.1„   42)  a      Fstos   cl.at,=,s   arc`yari`T3.n   fuertcj-.

mente,1cl   evit'encia.   c7'ue   f=:xjste   un.a   sint(-I;gig`   T-;reEerencj.3`1   cl`e
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r.jrr>te,fnf`.s   nuclea.rt:.3s   en   el   r`t`1cJ..tr),   vcr.   que   s€tlo   entra,rfan

i-.   €,I   la.a   ?7rc`t.efn`3f`   esr)ecffic,iLs   Dart-+   el   nficlec   cTuc`   se   e,st€.n

sintetizanflo  en  el  citopl,?.sma.

.Mer]iiinte.   el   uso   rl.e   FTol€cul,~-+a   .'`erru€+,r~``|S   ra,c]iactiv;}S,

como   3F-sacr|r,.sa.,    3IT-ril!.cer\rl„   c`   InJ316cul{?.a   rnav(`>res   come

3HTj.nu|in,i.    (T`.`M  ce   5o50    hl.   sirlr`   ilr;sible   esturli,Ir   1`1   r`crtrle`.1-

bilii:la.(l   fle].   nficlen   tle]   tic`cj.tci   y   la.   clifugj.r~`,n   rle   (?stag   rriol6cu-

1as   en   a.1    citc`t-)lasrn.a    (111prill3)  .       .r`rl.em6.s    §e   h.t?     .`.`odj.c].c`

calcula.r,   rle   estrt,cT`   i~T.atc`s,   la   i`-.T`].,strihuci6n   i`T.a   rlr'ua   lihre   entre.

el   nficleo  y   el   cit(ir)lasmao      .Tjris   .result,`|.dos   ribtenj.rl.fis   r`c.,`r

esto§   investicTc`rflrtrcF,a   rterm.i.ten   cc`rt.c].uir   I/.1   FT`irtuiente,

a)    el   nficlec)   c]el   oiicitc   r>r)see   un   36   9.   m€.r0   tie   ,irrua.   c'.i.s:`r!nible

que.   el   citotilasFT.t3.f.      h)    1cl  membr,I.n~l.   nucle.ar   frentc   `?I   a,st,?.s

mol6Culas   f;.f`.I   crir7i'+`rt.-   tari_   r`ermeable   cc>Trr}   el   citr:ilasm,i+.a

c)   no   sF`l`-   la   selectivic].ac7   f].a   la  men.hraria.  nucle:|r   sc`rf.a

imf)c>rt,?.ntL':.   I)~=ra   rerryi.itir   asimc;trfas   dt-i   lf`s   s``]lutr`s   en   el

Citr`)Plasrn.a   y   nficlt?!rt ,    sj.nc`   clue   serf.cT2.r.   .1.L"|ortar?te;a   lri,cT,   ?irr\ce-

SC)S   de   unif3r!`   ,1   mci.crc`ri.cll€culac`   `r'   la.   s(`luh`i.1,irT,|fT   tTif€:renci`||

en  el   agua   comrtr>Ii.ente   clel   nficle`i   `J  cl..tor`lasm.ti.a

Fun:g   result,|clc`s   nhtenjfTr`s   rir`brtr`   1`?.   entraraii`   rl.e   -iLri.nc`i{£ci-

cl.c)s   a   c)r;cites   Cerf!.uestran  Cue   estcls   c€lul:|s   sc`n  norm.ea,blefS

•1.   Ia   mrlyoritl   f.e   lrjs   {?_rninc`,S.ci\`Tos   estucliarl,c\sp   y   queu,    act.emas,

Tiose.e.n   la   car>acif*a.d.   d.e   cc`in_centre.rlos   rt-:sr)ect\|   ,11   refli`|

externr}.      I,a   canaci(]L-1.f].   r]e   cori_centrt].r   t?+pinf`cfclclr.`s   no   g.e
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rleheria  a.  un:i   funci6n  reali?rli`.,I.  T`r`r   la.s   c€lula.a   folicult?+res

ya.   On.te   a.1   SQr   sr?a.T2.fi,i-+€,   6st~|f,   i`.Jor   tra.ta"..c~3r`.tn   cr`n   r`roniFi,i ,    r3l

rc)citr`   in.ar}ti€`ne   su   ca.r,acir.,3f   .'..c:   transi._`orte.       T`rr`!.~.lan   CST,

clarn   ffue   la   ccl_r:itac.i:`irt   fT{3   ,]TninoLfcic'`'o,s   es   tnt:'erienr_1iente   c?{i

la   sintes]..f.   tle   TirJ``t¢:`±nas   v   auf`   nc`i   .r!ecesita.   `'-;`=;   i€In   }t`+   y`ara

func icina r o

E1   *.rtch.o   que   2,A..   -rqinitrr.f€nol   nr,   se?.   ca.r,;I.z   r]e   inhibir

la   capacirlrl(I   cle   cf`ncfintrclr   I(js   clpr`inlL€.Cidc,sT,   Tor   .?1   rr`cito7

r>o€.rftT*a   indicLi.r  que   este   sisteri.a.  no  necesita.  ale   .e.nerfTf a  per.

no   Se   I.`u.f:c]e   excluir   la   per,3..bill(`1.rl.(].  aue   ,`lic}`Ki   enerria   sell

r-`rc>r)orcic`na.c`;i   I_irr   el    "}`c`olr-de   7`Tr   r)re.sente   en   esta.s   cf711ula^s.

TTl   si§tema   transT.ortac]`lor   a.~.    ,-rj.n\`,€.Cicl.C`S   es   Saturr+`hlc!

v  presentl   una  tfnica.   cinat.ica  mica.eli{?.na.a      Ij,?.   cr`,r`~€:tclnt€`;   rle

tra-nsrJorte   (K.T)    I?)Li.rece   .gf?r   car`-ctc!rfstica   r`a.ra   a,1.r.1,-iriincscj.-

dc,.      iT\Lc5+er.1r5.so    es+.c:   r,]..stemci   f]erluef,tra   Ssr   esr`ecificc`   rtr-trr:`~

c?rur>c.s   fl.c   ,iminr`cf cir]os   rclacl..r`nfittr`.i-`-   r`or   la.   eg`tructu.r?.   f!.e   F,u

cad.ena  lateral

Resu.Itarl..,s   ;lrevir`s   c`k`tenitlf,s   cLm  otr`?s   sistemas   cr,ncut-:r'T

dan   cr`n   lr`g,   cl`q.tog   a.auf   r`hten±..t-lr.i€.

Fs   interesantQ   rTue   log    ;.rir.tllF:r>"   f.r?   apeinc.L€,cic'cts   c].a,   lc`S

oocitc,a   se  rn.antenrTfT`,n   a.fin   fJ.es')iif::.i   (1`.`:   I..ncu+jc--.r   estas   c€lulaLs

durante   24,   }`c`,r,?.s7   en   un  r€`.flit-.   cru`-;   sfilr   cc`ntienc   salt?r:oJlsto

indicaria   clue  esta   cc£1u].3.   es   cariaz   rlLr3  rn.`,interier   lns   "'poc,1e,a,-:.
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internos   a.fin.   cuandr   r*s   cst6n   rcuTjanclc`,   a.minoficirl.r fB   r,i.rL.   i.i£

sinte,sis   de   sus   Tiri)tc]g.nl.cT3   e,nrl€`cena.sO  `    cl{.cyur,|mente   eJ.   rneca.-

nisrl`o   que   rerITite   eg,t€`   feri.`5r`,.en.c`   seria   la   ¢.TerradLi.ci€n   rlc`   lag

proteinas   vitelcicenicLls   riresentcp,s   en   crran   ,?.}`ur`.,'_1,~.Lnc3..-i a       I.Tn,I.

inc].icaci6n  en  ef,T,te   sentirlo  es   la  anarici6n  rle  un\')  rl^-,   su.q

constitii.yentes  magD  a.k>undantes,   fc`sfo§erina,n   €-`in  el   interirr

rJ.el   oocito,   clesrlu6.-i  de   ser  €stc>s   incubadf`s   {'l.urr]nte   24'   hiras

en  soluci6n  salinao

Log  niveles   cle  t?.min.acid.os   libres  encr)ntra.rl.ris  en   lr;a

oocitos   rec.i.er`.  extra.fcl.os  cle.i  animal ,   cc)incirT,c:in  histante

bien  con  los  descritos  r)reviamer`.te  r)or  cjtrrg,   investir?a(l.arc?.s`

(i?jr\'    101).

.ql  hecho  oue  en  ciocito,s   incubad.os  en  srilucifin  salinti~,

en  presencia.   de   t(?fl.r`S   lc`s   am.ino8.ciclr.s ,   no   sr`;:,   r.i...i,ttictc   ft`,sfn-

Serina,   Sugerir±a  Cue   est`a.s   c€lulas   Doseen  un.   c9,istepr?.  t`l.e

cctntrcil  que  per!ttitirf.a  el  usct  de  proteinas     vitelr,.`'€3njcc-.q,

Com.c)   fuente   d.e   amino€.c]..rl.c`s   scilo   Cuanclo   6st`1s   acie   €`;nrtucrt..~-i.n.

en   un   meclic   clesi7rr)vj.sto   d`e   ellos.      I)esd.c!   1urJ.(ru   cTu\~   st?!   nec`'.i-.

Sitan  muchas  Otras   evl.rl.encias  para  pocler  f2st{?!ilr-leer  ttrue   un

mecanismo  con  estas  caracteristicas  ser±a  funcir`r`.,?.i [

Otro  a.atf'   a,rut-i  ,1?`oyarla.   qua   lag  pr`'`,tea.`.n,I.s  vitelr`r,renj.I.

Ca§   se  degradar±an  n,?.raw  suministrar  arnj.nog.citl,c`s   libres  a.i
"pool"   celuJ.ar  es  el  becri.o  que  la  fad.itl.ctivi{`la('   i.ncorr`t`,ra.da.

a  prote±nas  en  eJ,   octcito  nc`  cl.isminuye  afin  desr>u€;.s   tie   12   dfas
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f!+a   mante.ner  estti.f,   c61ulas   er.   cc`n.f]icit-3nes   cle   nf.njri`-   r{+=`utili->

zaciftn  clel   tlminoaciclo   radi,]ctivc,`   incc>rr:iLir,|cl.r`,.

FS   nosible   r`(-)stiJ.1ar   fie   log   result,?.fa.rt.q   ante"rir`rcJ..c¥   rru.e

el   octcito   es   una.   c6lula.  c{ue   estrT`.rf.a   sinteti7.ta.n`'1c   tict-.iva.rtente

Prc}teina.S ,   =`jerr_..   (rue   €`stas   serf,|n   f!ectradacl.as   Triuy   lentcl..r``f?,nte

C   no   ]r`   serLi.n   c]`ael   toff,r`.      I-i:s   16cTicr   Tiens,ir   ,3Lsf...   yLa.   rTui,i   el

oocito   alLTr€nta  m]'.Ie,Lf,   rle   vecrJs   su  vrtlumen   a:r`.   uri    it-`r.f r`fl.r`I

rela.tivamente  cr;rtr`,.

I!os   ancilisis   r]`e   ciiwinc`a..cicl`c`s   ®n   la   sane.re   clti.   2?r:nor,`,`ur,

la.evis   revelar.n  Cue   su  cc}ncentraci\€n  e`q  in.uchr`  mer`.r,r  crue

1a  exj.ste~r}.te   en   lns   r`rcit,(]s,   lc`,   all.e   int`.ic,?.rf.a.  c'ut.-:   nrirmal-

mente   esta.s   C6lulas   €.sta.rf..i.n   concentrar}.flr`j   aTTinf-,ic€.c.i.`'lr    diel

medic`   a.x.t€±rr\r? o

Log   result{?.dos   obtenid.os   Sr]bre   entra.fl``fi.   v   .  rt.`ir`,J a.cT,"

d.a   am,inoacid/`is   de   oocitc,s   exr`1icari€`.n   l`i:-5   t.i.I..ftr=irer`.a.i:.a6c!,   `r>hr,er-

`'ad.`1S   C`n   inc..rr>r)ra.cj,6n   a   rirntefnas   d.a   log   t].i.stint{:1.f3   ,|nin/:`ca

9.cidos`  radia.ctivr``s  usados.

Fstos    result.a,rl.a    inr].ice-.rian   ouc.   a.a    t-`'`f`t`i.!',..L€`.       rl^.-.6.-u:.:1.Lir

una   cllta   incort?c`rac.itir`.   fle   .3.rninotfciclr§   r..,?r+iact.i.vr.a   t?   --.rf`\tes.I--

r.a~S   entlf?`rena,s   \~1.c`l   J.?c-`cit..a ,   sin   21.ecQsicl`l.arl   d.e   mlcrrin.:.7ectrlrlf`s 9

tlercl   existir.fLf3.n   limits.cj.c`nas   cc)n   cie`rtos   LIJn.I..nt.`S.a.i_r`r f: 7   a+`rlrii

clcido  asT:)a.rtico  y  qlutcsnic.,   £ehir]o  a  su   I.ic-~]ntq   ca.-itac.ifin  y

gran  t9+luci€n   I..sr`.ti3r,.1..ca  i+or  |f`s   "r)oc)1es'.'.   interr`.f-`,s   cue   ?`c`,s\ee

asta   c61ul,3.a
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Meister   (113  A)   ha  presentado  recientemente  una

interesante  hip6tesis  sobre  el  transporte  de  amino6cidos

en  que  se  postula  un  papel  preponderante  al  glutation  y

al  6cido  glutamico,que  forma  parte  de  su  estructura

mol:cular.`    Serfa  interesante  estudiar  mss  directamente

algunos  aspectos  de  esta  hip6tesis  utilizando  oocitos

deX, |aevis ya  que  entre  otras  cosas  se  podria  incremen-
tar  el  contenido  de  glutation  en  estas  c€lulas  por  medio

de  la  microinyecci6n.

En  la  segunda  parte  de  la  t6sis'  se  ham  investigado

algunos  aspectos  del  proceso  de  maduraci6n  de  los  oocitos

inducida  por  hormonas  sexuales.    En  este  trabajo  la  difi-

cultad  principal  reside  en  el  hecho  que  se  ha  dependido

de  un  ensayo  morfol6gico  muy  grosero  para  medir  la  madu-

rac.i6n,  ya  que  se  observa  la  ruptura  de  la  veslcula

germinal.   ' Este  fen6meno  involucra,   sin  duda,   un  complejo
..•mecanismo  a  nivel  molecular  y  por  lo  tanto  nosotros  estamos

u`sando  una  etapa  terminal  de  lo  que  es  sin  duda  un  largo

proceso  para  tratar  de  adivinar  lo  que  ocurre  en  las

.etapas   iniciales..    Este  proced].m].onto  cs   sin  duc]a   la  cauga

de  muchas  de  las  aparentes  discrepapc`ias,y  difiqultades  con
I

que  nos 'encontramos  en  la  interpretaci6n  de  los  datos,

obt7ridos.     Para  el'  futuro  avarce  en  este  c'ampo  serla
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necesario  estabiecer]]Q`~criterio,  de  preferencia  mole-
Eiiii-_

cular,   que  refleje.  con  mayor  pre`6`±-S`|Th`--1®EL-efectos

tempranos  del  gatillamiento  de  la  maduraci6n.

Inicialmente  fue  necesario  precisar  algunos

parametros  del  proceso  de  maduraci6n,   tales  coma  tem-

peratura  y  pH  6ptimos.

El  efecto  de  la  temperatura  sobre  la  maduraci6n,

indicarla  que,   tanto  las  hormonas  esteroidales   (pro-

gesterona  y  testosterona)   como  polipeptldicas   (hcG) ,
tendrlan  una  temperathra  6ptima  de  inducci6n  de  la

maduraci6n  cercana  a  los  20°.     I,a  disminuci6n  de  la

maduraci6n  inducida  por  hormonas  observada  a  30°

no  se  deberla  al  requerimiento  de  sintesis  de  protelnas

para  el  proceso,  ya  que,  a  esa  temperatura,   se  observa
todav±a  una  considerable  incorporaci6n  de  aminoacidos

a.protefnas.     Es  posible  que  este  efecto  inh+bitorio

est€  relacionado  con  la  interacci6n  de  la  hormona  con

la  menbrana  del  oocito,   impidiendo  que    €sta   .se

pueda    realizar  normalmente.     Tambi€n    suceder±a  ?lgo
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sin.ilar  a  teprr\eratu.rag  rnas  bajas,   comc`   |r`r   a

lja.   inf lu.encia   clel   T)P   ,qc`tirc;   1a.   i`nfucc]..6r`.   hormc7n,i.1

de   la  maduraci6n,7   tLi.mhi6n   seria   =iosiblem.e.nte,   a   nivrEl   t`l.a.1a.

interacdi6.n  hormona-recertor  en  la.  memhrant?.  rl.e  lag  c€11ula.s

foliculares   (hcri)   o   la.  membra.na  f.el  t``ocitc`   (hnrm.c`r`.a§   eg.te-

roidales)  a.     Pst.fi   se   +lurid.e   rl.educir   tlel   h.c3ckec`   f.`'uc.:;   i,is   tr..|rrnona.s

Son   I..near.tacos   rl€3   infucir   lr`h   %   cl.e   riacl.ur,|c]..€n   `].   ?I,LET   G,.I    ,

y   a   este   ril.T   lt?.   s`,i.r`.t®sis   a.e   r,rc`tefna.s   es   ri.`£.s   cle   un   S®   %   rle

lr3.   obtenir].a   a.   rtlT   7,5.

Fl   estudj..r   cc.?mriaratj.vcj  de   lcl  velocid.,i.(?   t?e  maf]i].raci€n,

ind,ucic]J.3.   :Tor   r@.ir,tintas   horn.one.S ,   (l.its   un   resultctt`.flr~t   c?.loo.

inesperatloo      ,Se   ev.1.`rlenc]..a   que   lag   hc>mc3nas   e.a+.erf`j.r`rlles

tiene.n   una   velc>ci{1`pjl   cle,   clcci6r_  menc`r  c!ue:  her-.     rstc`   es

ines:-)erar]o,:  yr].  True  se   consir'.era  r'ue  nrngesteron{q.   sl:-'rf.rl  el

intern.ediario   de   lt=   acci6n   cl.e   h.CCo      SecTGn   la  h..i,i€+tc`.sis   mag

cl.cetitacla.   actualm.ent\rb„   1a  hor!mna[   pc.linpt-jt±.clica.  estimulcl..r£.a

la   liberacit`in  tle   i?rc`gesterr.na.  (1e.   lag   c6lula`,S   fi``l±.c.lil,-.res 7

lo  cual   caust3.ria.   Ia  mad.uraci€r`.  cl.el   oc`citc`   (G5:)  .

Si   I,:1   secuencj.a   en   log   eventc`s   c„3t.1._1l.]c.c`s   To-r   h.rc

fuera:      h_CC   -nrc`rtesterona.   -maduraci€`n,   se   f?sT`ic-.r,irfa  rtue

?rogesteronc`.   inrJ.ujert?i  la.  in.adura.ci6n  mfis  ra.ifl{mpnte  aue  hcfl.

A,  pesar  ctue   i-`€Lrece.   clar`?,   Cue   hcc,  e.qtim.u|a   la   qfrtt.€3sj.s   y

liberaci6n  c?,a.  .`'T>rocresterona   en   ].ag   c61u.lag  fr`iliculil.res ,
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c`§   iiosihlf`i   Gu.e   f3ste   sea   r=f`lrt   unc`   r3e   1(`g   War.tris   {:?i.ec+,r`,a   cvue

hcG  prc)duce   :-.I   interactuar   ccjn   l=.S   ct6lul,|s   fc`lj.culr-.re.s,¢

Se  ha.  vista  en  este.  lai-`rr,:t,nrio  v  tarir,/!6n  kec?,   girl.c`  cleoc',crito

!'`or   otros   inveg:t.irL,|r`ores    (1lrl)   ctue  hcc   .|rfif]uc]e   un   crr`,in

a.unento  en   la   c`?.r)taci6n  rle   tan.inos.cir.i.os  exfirrenos   en   log

oocitos.      Fste   efectc`   rTa,  her  ti.o  reGuj.ere  cl.e   s]..ntes]..s   ```.1e

r3rotefnas  y  nct   se  o}?servci   en   oocitr`s   tratci,rnor:   con   -`rr:r.a-:ste-

ronao     Atin  rnfs,   se  ha  r?,escritc`   recj.entemente   (115)   crue

oocitcfs   que  est€+n   en  -`roceso  f'e  mac]ura.ci6n   influcj_,`'l,i   .-```|r

r3rogesterona.,   sufririan  una   inhibici6rt.  cl.e  in.€^s  fTe  un   75   9-   en

la  entracla   fle   £4r?I-1eucin,1..

Corio  se  I)uerle  ver,   existf=`.`n  fiferencias  notahlt]s   en
I

log  efectos   secund.aric,g.   =irc`clucidc)s  Tior  +.Cr7  y  .ir(`r'esterrm,,1

en  el  c;ocitoo

.El   err,r>leo  .   cle   .1..nhibif.-l,ores   r]e   la_   fo§fotliester,`i.sa   fie

a?`.MP   die   Como   result,arSci   clue   €?stcxq   aGentes    (tec)f.1..Ij.nrT`.   v

I.`c?..r.1averina)    son   Ga.Tlp~ce,s   ''e   inhihir   la   riar.ur`,1.a.i.6n   r.``   t-.ncjtr?c2,

inclucicla.   I;Or   hcrT,   +irocT€3.f5teron?..   testostfL3.rontl   v   i6n   1`:?.n.t;i.noo

Ilas   concentrac.i.on€Bs   necesarias   r),?.ra   loGrar   un  pe,]a.6v®imo   !`]e,

inhibici6n,   sc`n   l^-3H  `7   lr..-`J.M  T`,`|ra.   teofilin`?   v  i,-.  `,a.verj.n.i

res-ectivan..nteo

Hstuclic>s   re`11iza(..os   con   otros   con.T.`uestos :,   cc`rnc   a.,7LP'?T`

y   ad`enosina.„   c]e!T\.ostrriron   c¢ue   astos   no   i.mT)it.len   la.  rri,f-.,fu.r.`cj.6n

inrlucift?,   .-c7r  hcrl.      ntros   `iutorer.   h„an   inforlrt`aflr) ,7   LS]..n   ernJ?art:To,
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Gue   ctl..P`7r   in.hihe   1.1  Ftafqura.cj.6n   cl€`,   oocitrtr`   estimularT|   i tor

:lrof,Tes9terf,in`?.    (116)  a

Fl   efect`1   r`e   teofilin,:L   v   r)~-.'`aver]..nLa.   ST,obr```?   ia   mL?.ftura-

cif5n   ncjc?r£,i.   est,i.r  r:'`-irl.i,t`f?e   r`ior   unr-.   acci6n   inb].+;itoria   fle   es-

tas   rlror?a.s   sr3}rjre   la   sintesis   tie   -. rc`tr,ef.nLi.a,   y,1   clue   lc`r,   re--~

sultaclc)s   f'uesT9critcs   ,3.nterJ.nrmente   ha.n   clemostra,~.`jr`   f`-ue   -?.ri.rir)bs

com.r!uestcts,   cl.   lil.s   concentrtpcinnegT   rue   blr,qu€`tl.n   lil   rl,i.`+]urrl.ci6n,

can.ga.n   una   r`3.isri.i.nucj.fin   rlel   r.r   9`   d.e   la   incor1'-;oracir=`n   fl.a   ar.ino-

a,Cicqos   {m   T`rrttef.nasp    sin   alter!fLr   I.a   a,i,rjtric.1.6r`.   rae   lc,s   arninc,,cl

acj.dLJis   en   lt`-\g   Oocitotso

ne   la  Fnig.rna   marrer,I   sc-±   hr~   tlescrito   i`,re``.Ji.].pente   f?ue,

2 ,4cecl.initrofen(`1   i.nh~ibfa.   Ia   ncl.rill.ra.cifin,   ¥   a-uri   t€icijt...i-I   se   ,.Teber.i.,1.

a   cTue   este  r`roceso  .n.ece£`ita  cle  energia  rta.ri-.   Ilev`-`rr>e  cl   cabc,

(117)  a      I,r`s   ref.ti.Itaclos   c)ht.enj.dos   en   c`=sta   tesis,.   cc`n   e.st.c

inbj.bifc)r,   tlemr)str,|rrin  cvue   cr`n   la   misma  cr`ncentr,3ci6n  us`a,cl.t-1

par   log  c`trc`s   clutrjres,1fl-3JL   se   inh]..be  un   ro   %   la   sintesis

f],e   i.:}rotefnas,    lr,   a;UCJ   I.€jcricLimente   im-t.Ir5c   lc-.   in,?.t=j].rrc3:.i r`.a

Hay   Otrff`g`   evirlenci.,9.s   rtue   liG,art.   Ia.   iccj.f`rt.   `-Tf=   1i  ,s   i.ni+i.

hidnres   ie   la`   fnfTof.rlj.@s?,ter{3.sc?`   rle   a,7`uh'Tr   sr`hre   la.  mat]ur.|ci6n   .

t.i(-.?   oocitr}s   a   su   efectcj   inhib]..tnrj.t``,.   de   lrl.   sfntesis   (1€   -.irr.)tei.J

n`|sO      He.rr?...s   rlbservarl`~` ,,   .`Or   eiert:,`lo,   que   la.   r.flici€in   rlci,   terifi-i

lj.na   y   t``a.i.`avcrj.n.3.   `0.   fliferentes   tiem.`os   ,iesT'iu`€s   fle|   trLi.t-.c-

rn.i.Onto   con   i.-.   hLr`irrr,cm`~i. ,    tiene   urt.   efectrt   I..nhj.ii.i.fatTrj.r,   r=Fi?`~ire   1\,3.
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maduraci6n,   id€ntico  al  que  se  obtiene  con  cicloheximida,

conocido  inhibidor  de  la  sfntesis  proteica.     Tambien  se  ha

observado  que  la  reversi6n  del  efecto  inhibitorio  de  teo-

filina  sobre  la  maduraci6n  causado  por  la  adici6n  de  iones

de  calcio,  va  acompafiada  de  una  reversi6n  de  la  inhibici6n

de  la  slntesis  de  prote±nas  causada  por  esta  droga.     Tambi€n

existe  una  correlaci6n  en  el  hecho  que  la  inhibici6n  de  la

maduraci6n  y  de  la  slntesis  de  protelnas  se  revierte  al

eliminar  del  medio  a  la  teofilina,  mientras  que  ambos  proce-

sos  siguen  inhibidos  al  ser  causados  por  papaverina  despu€s

de  22  horas  de  haber  retirado  esta  droga  del  medio  de  incu-

baci6n,

Evidentemente,   sin  embargo,   el  mecanismo  de  acci6n

de  teofilina  y  papaverina  al  impedir  la.maduraci6n  de  log

oocitos  debe  ser  muy  complejo.   'El  efecto  de  estas  drogas

en  la  sintesis  de  protelnas  de  estas  c€lulas,  podrl'a  exp|i-

carse ,en  base  a  los  recientes  resultados  de  Ochoa  y  colabo-

radores   (118)   que  ham  .establecido  la  existencia  de  protelnas

quinasas  dependielites  de  CAMP  que  controlan  la.`. slntesis  de

prote±nas  en  reticulocitos.     Se  podrla  pensar  que  las'  drogas
causarfan  un  aumento  localizado  de..los  niveles  de  CAMP  en

algdn  compartimiento  del  oocito  y  que  dicho  aumento  podrla

activar  una  protef.na  quinasa  capaz  de'  fosforilar  algan  factor

e  inhibir  la  §Inter,is  de  prote±nas  requeridas  para  la  madura-

ci6n.     Al  mismo   ticmpo,   debem.c)s  involucrar  de  algun.a  manera

al  i6n  calcio  en  el  mecanismo,  ya  que,   coma  hemos  visto,

este  i6n  puede  r€vertir  la  acci6n  de  teofilina.
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Publicaciones  recientes   (llrJ   )   cnnfirman  la  im:.)r>r-

tancia  die  ca++  en   la  macluraci6n,   yri`  que  fq®em`uestran   lfl  ``osi-

bilicl.ad  cle  inducirla  s6lo  con  a.Itcis  concentrL`2ciones  de  ra++

(5  mM)   en  presencia  de  un.  ion6forct   (.r   23187) ,   que  estirnularia

el  movimiento  cle  Ctl++  en  las  c6lulas.     Ad.em.as  ritr`'.`is  resulta-

dos  mss  recientes  muestra.n  la.  caracif]arl  rl.el   i6n  Ca++,   intrc`-

ducidc`  electrofor6ticamente  e-n  el   cortex  t]el  ortcitc`F   cl`.e

r:,roducir  la.  mar]uraci6n  en  €sta.s  c6lulas   (12C!) a

A.rjci.rentemente  hay  ta.mbi6n  una`  estrecha.  relaci6n  entre

el  Ca++  y  1`a~  funci6n  regulatoria.  ejercidcl  TJc`r  log  r`.ucle6ti-

dos  ciclicoLCT„     La  !`a.se  mag  imr)nrtante  rara  esta  relaci€m

estarfa  cl..a.r]a  '|or  el  h;|1lazqr}  Je  una  rlrrteina  que  une  fuerte.-

mente  el  Ca++  `y  gue  es  ca.r`a.z  cl`e  acti`Jar  a  la  fc`§fnrliesterasa

de   cAF'r   y   la   arlenj.I   ciclti,sLi    ( 121) a

Fl  resultacl.o  r)btenif]_a  en  cuanto  rl.   1a  ma`7r)r  velr`cidad

cle  romiiimiento  t:3,e  la   vesicula  germj.na,1   r`or  her-  due  el  c].?tenidri

con  las  horn.r,nag  esteroid.ales,  un  pocf)  inesr`eraflo  si  se

surione  a  r`rocTester{-.in  cr;mo   interr`.ed.iario  rle   la  acci6n  de  hcc,,

ilofLrfa  ex=]1ica.rse  .iior  el  hecho  Que  lcl.  grtnadotrorina  estimula

/.I-5  veces   la  entra.da   cl.e  Ca++  y  :|rocTester®na  sfilo  estimula.  2

Veces   la  entracl.a   (]e   este   i6no      Si   se  necc].`r3itar,i   un`i   a,'`ncence-

traci6n  minima  cle  C.i++  en  ciert;5.s   zcnas  flel  oc`cito  .`jartl.

inici`?r  la  marl.ura.ci6n,   €sta  se  lograria  antes  cn  :`,resencia  rle

hcrl  que  rjr®gesterrtncl„  asf   se   ex`-`,licar±c?.  nc`r  cTu6  hcri  :irocluce

el  romrimic`nto  rl.e  la  vest cula  germinal  antes  clue  i.|rr]festerona
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al  ser  ac{regacl,:`As,   en  fc`rma  simultanetl.,   a  f.istintos  oocitr`s

r>rovenientes  rlel  mismri  rlr`.imal a

Ijos  niveles  cle  a?.I?~P,   cl.esru6s  de   la   inducci6n  fie   la

mad.uraci6n  nor  hcirmonas,   o  Tor  un  a,rrente  cc`mo  el   i6n  lantano

sufren  drastica.s  variaciones  durante  lag  /i-5  -firirn.era. s  horas

del  rjroceso  de  in.aduraci6n.

Progesterona  y  i6n  lfi.nta_no  rjarecen  tener  un  efectr3

muy   sin.il,ar   sc!bre   lrts   riiveles   de   a?`t.4J`o      f`mhos   cr.in.I,ue~stcts

prod.ucen  una   fuerte  cl.iqmirt.uci6n  c].e  la   concentraci€,n  qe  este

nucle6tido,   cle   16,  rmctles  a   3  ilroles,   en  el  rlncj.to  c].urante

las  2-3  r.rimera.g  horas.,   I.`,ara.  vr>lver  a  lo.a  niveles  normales

desr`u6s  d.e  5-6  horas  flel  est±ri.ulo  rle  mad.uraci6no
`,-.'.  r+r}r  c`tra  r`arte,   hcG  induce  un  aumento  en  log  niveles

de.  cA,.M.I   en.-`las   2!  rr]..merc=.s   hc>ras:  Gel.  efecto  hormonal   para

volver Ta`Ios  valores  nr)rmales  des|Ju6s  de  3-4   hctrasa     El

aumento  de  can¢r .`r!rovc}caflo  nor  hctrmonas  nolirientfclicas  ha
'.

•-'\    -   '   ,I .,-. '    .

sid.  desciit`f;  .r?ira.dn`  g£.an  nfirn.err]  de  celul`as  y  dj.ferentes.

hormonasF   lc;  que`  c5;.|incifle  muy  t!ien   con   lc`s   i.atos   r]bt.enidr>s`

Cr)n  hcci  i   log   or`Citr)S®

I,os`  `estuii`is  realizad.os  Sdhre  los  efectos  d.a-`  teofil'im

y  r`-japa:v;erina-  en  la  activicl.afi  f.sfr)diestercs.sica  v  niveles  de

dApap  del  'oocitc   fueron  muy  clarc.s  en  cuantc`  a  que  lns  niveles

t6tales  del  nuclQ6tido  cf.clic.  rierp.a.necen  inrllteria~bles  al

inctihlr  'c>Gcitos  con  concentracic`nes  de  paraverina  lo-4M`  y

teofilina  10-3F"  durante  5  horaso     Estr)s  a.atos  I)ermitirian

postular  que  lc?.  actividad   fc`sfod.iesterr5sica  eel  r)ocito  nc>
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se  modif ica  al  estar  r)resentes  estc>s  conruestos  en  el  meidic`

de  incubaci6n.     Sin  embargo,   results.clcTs  or;tenic].os  en  el   laG*

}]ora.tc`rio,   riediclnte  micrc`inyecci6n  rl.e   3H-cZ\prp  a.  c`c`citcs

tratac?.r„s   con  teofilina  lQ-3M,   cleriLostrarc,n  Cue   la.  activida.cJ.

fc)sfofLiesterLS.sica   estclba   inh.i.hicla   en   un   3C   %a

Existirfa,   rcir  log  a.tT].tr)s  cl.nterir?res,   una  cierta  cl`is-

cordancia  entre  lcis  resulta(i.os  obteniclrs  rjor  la.  a.eterrn.inaci6n

de  nivele.s   de   CAMP  y   activj.dac]   fosfr)i.-1iestQrasica  en  cua,nto

al   efecto   de   ter`filina   a   `T,`T`L}.`3averinao

HXTilicaci6n  satisftlctoriL-.  a  este  rrctblem.a  nr)  existe.

T3ero  podria  f.ecirse  qua.  in  se  rroclucen  cambir`s  en.  Ios  nive-

1es  totales  /``le  c7\B4F  r)r,ir  la  presencia  de  te,ofilina  o  rjar)ave-

rim  en  el  medio,   }`-1.rjrque  se  inhibe  lr].  actividad+  adenil

ciclasa  c].el  r`\?cite  -rt;I.ra  comriensa.r  la  disminuci6n  en  la

hiclr6lisis  del  nucle6tidr.io

Al  acrregar  tec`f ilina.  a  r`.jat;JL].verina  en  fc`rma   simult6nea

con  la  hormona,   ya   sea  hcc+  o  rr.rresterona,   se  vie  que  lc`,s

niveles  a.e   cA_M.r>  nr;   se  alteraba.n;   o   sea,p   estr!s   inhihidores

esta,rfan   impi(].iende   que  se  r`rc`r]ujeran   lf:s   cambir`,s   rlc,   a,r\.g:.r

en  el  c`c`citr`  y  pc`r  lc`  tanto     se  pued,e  cc`ncluif ..que  de  algun`a.

manera.  estas  f.ragas   afectan  el  metaholismo  r]e  cZL1.1.P®      Tambi€n

quer3.6  est`].blecidr)  que  cicloheximic].a  no  rr.a.uce  a,1teraciones  .

en   los   niveles   de   cA`M]r>  del   r`c`cit.`.

Cicloheximidt?,  rtor  otrti.  parte,   no  prc`d.uce  mr`dificaciones

en  el  efecto  causaclo  pcr  prc`gesterc`na  sabre  lr7s  niveles  de

cAP`'`Po     Estr>   indic.p`r±a  que  nc,   seria  necesaria   la   sfntesis
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de  una  nueva  r)rr)teina  rtara.  aue  se  nrof.ujera  la  cl.isminuci6n

f!`e  cZ\.Mr   causrl~fia.  par  esta   hormr)na  esteroidal.

Fl  efectr`  de  tor.filina  y  rtar`averina,   serfa  mag  clrlro

si  s€tlo  fuera.n  capaces  de  inhibir  lt3.  matluraci6n  al  actregar-

se  al  medic  de  incuba.ci6n  rreviri  a  que  so  prof!ujeran  lc`,s

cam.bios   en   los  niveles   rl,e   czu4fJ9   r)e`rc;  €sto  nf`  es   ass.,   ya  que

hasta   3  brtra.s   desr,.u6s  fe   la  acc.if;n  hc,rmnnal   sc>n  cL-.paces

de   I..mr`edir   totalIT!ente   l{p~  maf!.uraci6n.

Es  dif icil  I)ensar  que  teofilina  y  pa.pflverina  esten

inhik>ienclo  m`aduraci6n  tinica`mente  T`c`.r  efectos  f.irect®s   sr`bre

la   fosfoc]j.iesterrlsa  (?e  a?\J!Pp   ya  gue  es   irnposible  rtc`der

com.prencler  que  alteren.. a  impidan  los  efectos  producidos

por  hcG   (aunento  cl.e   cAF4r)   y   lcis  a.e  progesterona   (disminu-

ci6n   de   c27``,Pqp)  a

Log  d8.tos  obtenirlos  d,\3   1os  analisis  cl.c  activida.a

fosfc`diesterasica  en  ooc±.tos,   revela.ron  que  el  homogenei-

zado  tl,e  estas  c€lulas  pc`§ee   la  capacidacl  a.e  hid.rc>lizar

cj:ugvlp   y    cG!Glr    cl.€`+ntct    5  a --J+!c!.P   y    5 g a--`r:`!.`fr    respf?ctiv`|ri.cr`.t.T~

La   activi(lad   c5ae   lr?rfu   fosfr;rliesterasa.   tanto  Para  hic=ro-

lizar   c£7\IIP   cc)rpo   cr„M.I   es   inbibida   r)or   tec>filina   0,J1,   mi'.1  en

un   L4.,f`   %   y,   tatt`bi€n,   par  Er)TA   I  mM.a      Esto   filtimo   indica  que

requiere  la  presenci,i  de  .t¢ci++  u  c`tr®s  cationes  divalentes,

a.fir   cuando   Mg++   cj   Ca++   agrecTrTr..os   al   homc>r?eneizad.o   no

estimula. n   ninc?ur`.a   (lG   lrrLs   C!.oS   activid.af!es.

F,s  interesante  recorcl.ar  que  la  activid.ad  fosfodieste-

rasica  rtara  CGMP  no  se  ha  podido  detectar  in  vivo  al
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inyectclr  3H-cGMr.     Fsto  podria  ind.icar  una  cc`rn.portamentrl-

1iza.ci6n  a.e  esta  enzim.a  en  el  ctocitc`  que   la  hace  inacce-

sihle  al   3H-cG!1P   inyectado®

Otrc`  hecho  relacionadr`  es  la  evidencia  que  la

vesicula  germinal  no  posee  nin€runa.  de  lag  a.c`s  a.ctivida.d.es

fosf.diestercfsicaso     F'stas  actividr3.dos  se  encontrarian  en

la   fracci6n   sc`1u!|1e   (7r}   %)   y  pa.rticulada   (25   %)   .para   el

caso  de   la   fc.jsfocl.iesterasa  cl.e   cJ~}'.TT:   en  cambic.j,   la  actividad

para  hidrolizar  cGMr  se  encuentra  s6lo  en  la.  fracci6n

soluhie o

Otro  a,rlt(`j  interesante  es  que  lc`s  parfimetros  cin€ticos

para  la  fosfr.diester/?.sa  de CAMP  o}-`tenid.os   in  vitro

(Kin  =   2   X   ln--4l'g   V  mfix   =   17,   Pmol/min)sr)n  prficticamente

id6nticc)s  a  lcs  ohtenid.os  in  vivo  me(:iante  in.icrninyecci6n

de   cJ`Mr   radiia.ctivo    (Kin  =   5   x   ln-4.„   X  V  .rrg.x.   =   25   r>rml/rlin)  .

Fn  el   estucli®   in  vitro  en  estc!  sisterna,   al   icrual  que  en

muchr>s  otros   sistemas,   se  cmcr!ntrfi  tamr.`i6n  una   act]..vidad

fosfodiesterasica   de   bajn   Kin   (      |nc-6H)    i,1   cru€:   nr.   st?   --`ur-?

a.etectar   in  vitro  ya   aue   lr`s   niveles   encl.6cTenns   clc=   ct7`L.ffr

estaban   e~n  ese   ranrTr   cle   crjncentraci6n®

Fl  p€`.rfil   err)in.a.tr.`graficr>   de   la  c.lurrina   a.e  celulosa

DF-52   demostr6   eyu{?J   estci..s   c61ula.s   r)oseen,   al  menr`s,    3   ti|`c`s

diferentes  de.   fosfrif!iesterasas  de  CAMF.     A.tin  cuandr,.  no   se

hicj.er.n  esturl.irjs  .nLara.  ca.racterizar  log  rl.iferentes  tipr`s  de

actividac'`es  rc>r  falta  de  m€|terial,   es  posihle  Cue  lc`s
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na.r6metrr)s  cin6ticos  c]Q  estas   fr`rnas  enzimc€.ticas   sean

diferentes,   y  cumrilan  algtin  rril  en  la  ref?ulclci6n  a.e  lc``s

nivelc.3s   cle   cJ`\`LI``?r.

tTn  I?untc`   im.portante  pa.ra.   futuros  estucliosr,   Seria   el

investicTar  si  las  fosfnf!.iesterasas  de  c£1Mr'  en  oocitos   se

ind`icen  al  inyectar  altas  ccmcentraciones  de  cr`J`4r  en  estas

c6|ulas ®

Lo.c`   experimentos   real]..7.rl.cl.Ios  Para  dote.Ctar  va.riacir`nes

€in  la  activiclad  trita.i  rare.  hiiirctlizar  cA,]ilr'  en  hc\mr)r+eneiza-

clos  d.e  rjocitns  tratados  c(`n  rrrirT+?,sterona  durante   ?.  hora.s,

no  mostra.rr>n  varia.cionc-:s   sirrnificativaso     .7`fin  mss,   los

resultados  ohteni(.Ir`s  de  lag  d.eterrl.inaciones  de  las  activi-

dadcs  scilur`;1cT!  y  particulada  desru6s  de  la   inf.ucci€n  hornonal,

tarnLr)r`cr>  mostraron  nincTuna  diferencia.  respectr,  a   la  (Tistri-

huci6n  fe  estcls  actividades  en  log  oocit,is  controleso

Lc\s   resultad.os   ol?tenic].ris  medir?mtcJ  microinyecci6n  cle

cA!ITt   red,iactivo  a.  oocitr)a  t?re.tratad.os  con.  rtrogesterona,

tamr)rtcrj   fuer^n   a;ir.,|r=c.q   rlc`   i'_:nc:i`ntrri.r   d]..ferencicl.§   en   lq.   1.cti-I

vidacl   fr)sfc,cl.icstcrasicr?.   hcl.sta   5   hr)rag   f]Lc,f5.lu.,€r,   cli-`1   tr,I.t,?.pe.icma'

to  horn.onal.     Fn  estos  ca.sos,   deherlrs  recordarp   qu..  s€.1o

se   esta  in.itniend.r}   la   fcnsfodiester.i.sa   rle   a.r`.MT`   dc   rlltn   Kin.,   y

par  lo  tantn  I)(.id.ri{qn  ocurrir  variaciones  en  la  enzimxa  de

bajo  Kin  sj.n   ser  detectad.rgo

I]a   a.isminuci6n,  rle   a?``Mr   nuclear,   que   acctm.pa.a,?`   a   la

cafda  de  c?A4r`   tc`tal   de.  oocitos  trata.dos  con  prc`cTesterona,
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es  mLuy  importante  ?c>r  el  posir,`le  rol  que  el   cp`l'r  pueda.

cl.esern.riefiar   en   lfl   recTulci.cif}n   cl€-:   la.   expres]..6n   c+6nica

durante  las  r`rimera.a  hc`ras  del  estimulo  h.rmonalo

Datos  reciente.s  cle  la  literatura   (8f`) ,   indican  cruQ

la  in.icroinyecci6n  de   ,su+unid.ac]es  reculrl.tcjrias  de  `protr-.?£na

quinasa  nurifica,t]as,   inf!.ucen   i,-+  mcicl.uracj.6n,   con   tr.dclsT.

lag   Caracteristj.cas   d.e   un   prc`cc3sn   inclucid.r\   rtor  hr`rzT`.c`nclsa

Fs  interesante  aue  est`3   su]`Tunj.f a.d.  se  une  fuertenente  al

cZ.`.fr.I.`,    formr:Lnd.n   uns.   uni6n  in.uy   estaJ`1e,   lc`,   au€>   rtrc`d.uciria

artificialrrie.nte  uns.  h,|ja   en  los  nj.veles,  a.a  cAl'T`   lil-_I,re  en

el   o.cite,   sernc.jr?.ndr=I   c`l   a.feet.   Causaf!r;   .I.>or   rtrogestf~rona.

Lr;s   fl.cl,tr>s   i.iresentad.cts   sr)I:.`.re   fosforilaci6n   son  claros

en  el  se.ntirl`r)  aue  el  c)c`citrl  estarf.a  f.sforilrlndo  rlctiva.-

mente  una  ctran  ,i`irctporci6n  c].e   lag  rroteinas   endf;,I?enaso

A.clemcss   lr)s  resultados  obtenicqns   ciln  vesiculas   fTerminales

aisladas,  muestra`n  Cue  est®  orrranelo  es  capaz  cle  f®sforilar

Bus  |lrote±n,|s   cll   arrrerTtl.r  a|  rriedic,   32r-.^`Tp.

A:-    conr`ara_r  el   ??erfil   r3ensj.tt.n6trico  rl.€   I.,|S   ii.rr+.rime

que   se   esta.n   sinte.tip,anrl`i   en   a:`1   nt)Cite,   y   aqu€`llas   qu€=

estarfan   siendct   fosfr`rila.rlas,   Se  r)rjsei-vf5  rue   la.  cTran  mayr)-i

ria.  de  las  I:>rc`tei.in.s   sintetizaf!.as  !`..r  el  c`®citr,  estarian  a

su  vez   sienrlc   fr)sfnrilp`das.     L6rTicamente,   este  hecho  nn  era

lc>   es=>er.T).dr.,   ytl  que   sT,e   }1cmscl.ha   encontrar   uns.   cierta   especi-

ficif!ac5!  en  cuantc  a  ltls  r)r^teinas   fr,sfcirila.das.

Resultadc`pp   simila.res   se.  encr`ntrarcin  cr`n  vesf.culas
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rTerminales  aisl,|€.as,   a6n  cuanfe  r)areciera  que  hfihrfan

alr}unas  Tlrr)teinrls  cm  este  casr)  aue  se   f®sfr`rilclr±an

rtref erentemente .

F.l   tratary`jient.  {qe  c>ccitr`s   con  r`rr`gesterr`na  denc`str6

que  r>roducia  un  aulnentc\  ctener3l  f.e  la   fc`sfc`rilaci€np   tantr

en  or)citr)s  tc`tales  con®  en  vfLsiculas  qerrninales  Tirovenien-

tes  a.e  c6lulas  traitr.rlas  con  l`c`rnc`na.     Se  alcanzaria  un

mc5ximri   d.e   aumento   d.espu6s   fLe   3   hf)rag   de   11-+   .i.cci6n  hrrmcnal,

lo  Cue   cciincid€;   cr`n   el   nivel  mini.mo  f e  cr~MI`   despu6s  flel

tratarr`iento  crin  h.rmr`nao     rJ`r\d.rfa  existir  cTuizas   alcTuna.

relaci6n  entrc   amT7c`s  c`fc;ctf`sy   ref.  estrj  requiere  f,e

esturlios  mcfs  rletallaclr)s  y  cr)n  tacnicas  de  mayr)r  resr`1uci6n.

Una  ie  lag  rnaneras   futuras  de  abc)rf?tar  estc   fen6meno

§ertf  el  de  usa~r  la  t€cnica  fe  electrcfr.resis  en  qeles

bidimensir`nales  y  af.er.Ss   inyc).eta.r  el  nuclefstido  radiactivo

directamente  al  n6cleo,   cr`n  el  c>!`jetr;  flt,e  ver   lr)s  camrjir)a

en  la  fosfc`rilacifn  fl.e  estas  Tirnteinas  in  situ.

IIr`s   resultadrs  cihtenirlns   cr,n  hr`rrir,n?.£   s.'~.rc   lil.

sfntesis  fe  r`rt`>teinas  y  rermeatilid.ad  f.cp,uestran  rtue  a;x].stc,

uns  fTran  diferencia  en  la.a  resrtuestas  fe  lr>s  .r)citc`s  §i  se

induce   I.a  raadura.cifin   con  hcG  ci   tirogestercina®

Fn  la.  1iteratura  se  ha  d,escrito  cTue  existiria  un

aumento  en  la`  sintesis  de  r}rriteinas  en  octcitns  fie  nana

pi[~)lens   (55) ;   r`erri  a   d,iferencia  de  nuestrcis   exrterimentos,

estos  resultadr)s  se  e+tuvierctn  rr.icroinyectandr`  el
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aminocfcicl.o   a  caiferentes   tier.r`c`s   desi:`u6s   a.e   la   acci€in  de

proges tercTlna .

I.jo  clnterir,.r  ,se  asenejarla  p.a.s  Li.I  exT`eririentr`  reali-

zaclo   en   la  Fiqur`-;   5r},   en   el  cual   f,€i   incur).i].n   log   or,`cit.s   Tor

S61o   3C\   minutos,   con   FTr!ino5cid.o   ra.f±ia.ctivr),    r..Lesrtu6Lc,`,   f!e

tiemr`tos  variables  rle   Ill  a.cci`3n  hr`rrmnalo     Fste  results.fr,

demostr6  que   la  sfntesis  rl.e  rtrrjteinas  aumenta   alcanzanc]Lr`  un

maxim,o   a   l`a.s   7-8   horas   cl.esi'7i].6s   fle   ltl.   accj``in   a.e   |`irofTtlsterc`na.

I:xi.)erimentos  similares  han  s]..rl.o  rlescritos  reciente]nente  en

la   literatura  y  cr`ncuerc]an  }-,1cnarncmte  cr)n  los  result].dos

aqu±  mostraclnso   (6€)

Hl   fen5meno  anteric`r  nr`   se  deheria  a  un  aumentr>  en  la

entrada.  r]f=   aminofcir].r?   a.   Ia   c61ula   causac5n   T)clr  I/rr`gestercina,

ya  que   cm  numerosos   e.x.?erimentos   en  que   se  r)bserv6   un   I.r)n   %

rle  maduraci6n  a.e   lc`s   rir`citc`s,   no  huho  un  aumentc)  en   la.

rad.iactivida(3  total  del  oc)cito  Ill   in.cu.bar  31  minutc`s  con

am.ino6.cic].ci  rci.diactiv`.   cl`esr,`u6s  cle   rliferentes   tiemrtos   de   la

acci6n  hormc`nal a

Fl   antflisis   rite   plrr,tefn`ls   ;lr`r   (-:ilectrrtf-cjresj.s   cn   rTc-;.1.a.3

de  pcjliacrila.mida  nc`  revcl6   d.iferenc]:.aft.  notahlhr=s   cntre  la.s

proteina.s   sintetiza(.Ias  r7c`r  oc)cites   cc`ntrc`1es  r)  tratai!.c`s   crn

FrocTesterona.   a   C?.iferc`.ntes   t].Lcrrl1`,.r)s   rle   la   acci(8jn   hormonal.

S61o  se  encontraron  d`j.ferencia.s  cuantitativtls  en  aquellas

electrr)foresis  realizad.as  con  oocit.s  trataflos  cr`n  hornrna,

incu}`-,`ad®s   s6lo   3r  in.inutos   en   aminoaciclo   rarJLiactivoo
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Pesultados  que  no  se  p.uestran,   ohtenidos  en  gales  cl,e

roliacrilamicla,   revelaron  Cue  la  I..`.a.rcaci6n  tl.a  rirc`te±nas

disrninuirl  note.hlemente  cl.es?iu6.5  r].e   r>-8   horas  ie   la   acci6n

{5.e  itrcj?esterona.     Fsto     r}ermitiria     su;-.jr)ner   uno.  .r`.osible

inbil`]..ci6n   f^e   la   sintesis   rl.€`  ..i.rnteinas  rJesru6s  cl.el   roJt`rJi-

m,lento  de  la  vesicula  c?erminal;   ?`ifF.ro  resultados  recientes,

descritos  €m   la   lj.tera.tura.   (115)   cl.emostraron  que,   a.esT)u6s

del   romr\imiento   c],ei   la   vesfcula  (?errriinal   ill.clucj.da  T>or  la

acci6n  de  ?-`iroresterc`na,   sQ  nrr`cl`uce  una  FTran  djsminuci6n

de  la  cart`a_ci6n  fle  aminos.c±cl.a  fel  medir`  y.,   r)or  consictuiente,

una  clisminucif5in  de.  su  incr,riloracif5n  a  irotef.nag.

Resultadns   obtenidos   a.  tiem.iic`s  rnas   tardfr`s   C.esr``u€s

del  tra.tamiento  con  hr)rmonas,  in.uestran  que  lcis  oc)citos

recupera.n  la  fern.eat`ilicl.ad  a  aminc`aciclos  ftesi.`,u6s   fie   lr:.-I.2

horas   de  la  acci6n  cle  I)roc?esterc`na.     Aflemcfs   ararecen  nr>to-

i-i,|s  clife.rencia.s  en  la  velr)cicl`ad  de  sfntesis  de  3-4.  prote-.

±na.cT,  en  el  oocito  tlesiu6s  de  18  horas  cle  la  acci6n  {le  esta

horn.ont?.  estc`roirlal.

En   lc)S   exierimentns   ref-.Iizadc`s   cr`n   cl   f in.   .'Tf`   t`7ei-   {::1

efecto  rlel  nticlec)  sc`bre   1+i   sintesj.s  r].e  r`rotelnas,   se:  vj.6

que   lc)s   r}ocitr)s   anucle,i.irFs   incc`rtlc`ra!`)a.n  el   rlmj.no,5cido

radL-`ct-ivo   .`a`   la.s  mismas   t-,`roteina.s   v  con   irTuri.I   velocicla(1

qua:  las   c6lulasT`   ct`ntrr`les.     F.I,tc`  den.ostraria  que,   rll  menr`s

d.urante  5rf  hc`,raft,  desru6s  `i.e  i,?`  enucleaci6n  de  los  oocitos,

6stos  mantienen  lt3  ca-Iacirltl(1  total  f'e  sintetizar  lag

diferentes  rr(lte±rFl.`s a
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Lc;s  efectos  ?`jroducidor,  .I)or  hcrg  son  rjastante  clife-.

rentes  a  los  de  rirogesterc`na  en  relaci€tn  a  la  s±ntesis

de  r`rr`teina§  y  entracl,a  cte  amino5cidr.a     Cori.a   se  in.ostr6  en

la  Figura  51,   est,i  hormr,na  r`rod.uce  un  fu.a,rte  estimult`t  en

la   entracl.a  de   ajT!.inc`€cirl.a  Cue   s5e  rr`.antiene   al  menns   r3or   5

horas.     El  estfnulo  de  la  sintesi§  cl,a  r`rr`teinas  r`rovoca`do

por  hcf7  es  r,rc>:-iorcir)nalmente  I-..|¥c`r  que  el   est.£r`ulo  de

captaci6n  (1e  amino5.cidos,   lo  que  estaria  hablanf!`o  a  favc`r

de  un  estf.rr`ulJ`|  netr)  de  la  sintesis  r'.e  protef.n?[s.

El  aumento  en  la  I-jermeabilid.ad  es   inrl.ertend.iente  de

sintesis  de  r7roteinas,   lo  que  haria  T`ensar  que  no  ge,

reguiere  cl.e  una.  rjrote±na  nueva  T>ara  prod.ucirlo,   sinri  Cue

se  deheriil  a  la  I.,nteracci6n  de  hc'G  con  lag  c€lulas  fc\li-

culares®     I,a  elir`inacifin  a.e  esta  ca.pa.  celul,9.r,   ]irevia  a   la

aclicir5n  t].e  la..  hrrm®na,   im[)icl.e  el   incrementri   en   la  perm.ea-.

b]..1idad   cl.el   crTcito   a   amino`£cid.c`s.

Ias  i?.Iectrc`frJresis  realiza.das,   tantc`  en  geles  mc`nr,fli-

mensionales,   clemostra.r.n  que`,   icua.1  qua  can  t)rrrTQf:terrr`@

hcG  Tlrocluciria   s6l^.   un   aumento   cuantitativr`   flr`.   i,,-t.   i~;i:.1.i:3,Tgj.Lq

cl`e  I)rotefnas  en  riocit.a  r5.urante  la.s  ?irimeras  horas  cle  su

acci6n®
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tos  datos  presentados  y  discutidos  mfs  arriba  sobre

los  cambios  moleculares  que  acompafian  la  acci6n  hormonal

son  sin  duda  incompletos  y  el  tema  requiere  esclarecer

una  serie  de  importantes  detalles.     De  todas  maneras  log

resultados  obtenidos  e'n  esta  t€sis  y  en  otros  laboratorios

nos.indican  que  habrfan  por  lo  menos  4  componentes  que

jugarlan  papeles  fundamentales  en  el  gatillamiento  de  la
maduraci6n:     el  CAMP,   la  fosforilaci6n  de  protefnas,  el

i6n  calcio  y  la  slntesis  de  nuevas  pro.tefnas.

Tomando  como  base  lo  que  se  sabe  de  estos  componentes

en  otros  sistemas  se  podria  proponer  un  modelo  en  el  cual

los  cuatro  componentes  estarlan  relacionados.     El  modelo

postularla  que  en  oocitos  crecidos  exi§tir±a  u.n  mENA  que

codificarfa  para  una  prote.{na  capaz  de  gatillar  la  madura-

ci6n   (el  factor  de  maduraci6n  o  una  proteina  capaz  de

inducirlo) .     Este  mENA  no  se  tra.ducirla  espont6neamente

porque  la  maquinaria  traductora  que  e§tarfa  en  sus  inmedia-
ciones   (factores  de  iniciaci6n,   ribosomas,  et.'c.)   estarla

inh.ibida  por  la  fosforilaci6n  de  uno  de  sus  componentes  en

la. forma  como  ocurre  en  un  sistema  de  reticulocitos  en

ausencia  de  hemina  segtin   Cchoa   (118) .     La  protelna  quinasa

que  bloquearfa  la  traducci6n  de  dicho  mensajero  por  su

actividad  fosforilante,   requerir±a  la  constante  presencia

de  niveles  altos  de  CAMP  para  que  su  actividad  se'`-.sobre-

ponga  a  la  acci6n  antag6nica  de  una  prpteina  fosfatasa
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que  tiende  a  clef:fc:ts`|`for.ilar  y  prtr  ende  a  activar  la  tra-

ducci6n   del   n.iRNA   c`}i    r`ir?tit:i.6n.

Este  esquema  poL3tulcirf a  que  cualquier  agente  qua

reduzca  lt)s  nj.veles     de  c^Mr'  en  contacto  con  dicha

quinasa,   la  inhiba  o  act.ive  Ei  la  protelna  fosfatasa,
resdltar±a  en  la  maduraci6n  del  oo¢ito.

Algunos  de  los  datos  obtenidos  calzan  con  este

esquema.     Por  ejemplo,   la  reducci6n  de  los  niveles  de

CAMP  en  presencia  de  progesterona  o  lantano  causan

maduraci6n.     Ia  inyecci6n  de  subunidad  regulatoria  que

inhibe  las  prote±nas  quinasas  induce  maduraci6n  mientras

que  el  auriento  de  la  fosforilaci6n  de. protelnas  por  me-
dio  de  la  introducci6n  de  subunidadi catal±tica  bloquea

la  maduraci6n.     Se  podr±a  explicar  que  el  calcio  activa-

ria  las  fosfodiesterasas  de  CAMP  por  medio  de  la  protelna

moduladora  que  liga Ca+2  y  por  lo  tanto  bajarla  los  nive-

les  de  CAMP  lo  que  favorecerfa  la  maduraci6n./,    Bloqueado-

res  de  la  fosfodiesterasa  de  cArm  como  la  teofilina  y

papaverina  mantienen  o  elevan  los  n.iveles  de  CIAMP  y  por
I

lo  tanto  impedirfan  la  maduraci6n  ei  inhibirlan  la  sfntesig

de  prote±nas.     Cbviamente  la  inhibici6n  de  la.sfntesis

pr6teica  bloquearia  la  maduraci6n  atin  en  presencia  de
bajas  condentraciones  de  CAMP.

Hay  algunos  datos  sin  embargo,-que  no  calzan  con  el
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esquema  propuesto  y  que  demuestran. 'que  todav±a  mos  falta

conocer  una  serie  de  variablesiy  de .d'etalles  para  poder

llegar  a  un  modelo  coherente  sobre  el  gatillamiento  de

la  maduraci6n.     Cbviamente  la  elevaci6n  de  log  niveles

de  CAMP  causados   par  hcG,   hormc}ria  que   tambi€n  es   capaz

de  i'nducir  la  maduraci6n  y  segan  se  demostr6  adn  mss

eficientemente  due  la  progestert)na,  no  apoyan  al  postulado

presentado  para  explicarlo  en  este  contexto.     Habrlamos

de  agregar  complicaciones  como  la  separaci6n  f±sica

o  funcional  entre  el  mRNA  y  su  sistema  traductor  y  log

sitios  del  oocito  donde  el  cA`rm?  aumenta  a  causa  del  hcG

o  una  activaci6n  de

una  fosforilaci6n.

hecho  que  teofilina

de  la  concentraci6n

embargo,   impidan  la

sfntesis  proteica.

es  el  aumento  de  la

3  y  5  horas  despu6s

los  niveles   de  CAMP

la  .fosfatasa  proteica  por  medio  de

Tampoco  calzan  bien  en  el  esquem.a  el

y  papaverina  no  resultan  en  un  aumento
del  CAMP  total  de ,la  c€1ula  y  sin

maduraci6n  e.  inhiban  el  50  %   de  la

Ctro  detalle  que-no  entra  en  el  esquema

fosforilaci6n  que  se  obseiva  entre  las

de  la  progesterona,  perlodo  en  el  cual

todavla  estan  bajos.     Tendrfa  que  pos-

tularse  que  esta  fosforilaci6n  no  serla  dependiente  de

CAMP  o  un  desplazamiento  o  activaci6n  de  las  protelnas

quinasas  que  estar±an  presentes  en  .el  n6cleo.     El  modelo

propuesto  podria  servir  como  hip6tesis  de  traba].o  para
estudios  futuros   sobre  la  maduraci6n  de  los'  OOC:itos.

-  251  -



BIBLI0GRAFIA

i.      Lane,   CoD.,   Mark>aix,    G.   y   Gurdon,   J.Bo    (1971)
J.   Molo   Biol.   61,   73

2.      Marbaix,   Go   y   Lane,   C.D.    (1972)
J.   M_c`l.   Biol.    67,   517

3.      Berns,   A®J.M„   Kraaikamp,   M.,   Bloemendal,   H.   y  Lane,C.D.
(1972)
Proc®   Nat.   Acado   Sci.   691606

Stevens,   R.   y  Williamson,   A.    (1972)
Nature   239,   143

5®      Gurdon,   JOBo,   Lane,   C.D.,   Woodland,   H.R.   y  Marbaix,   C.,
(1971)
Nature   233,   177

6.     Moar,   V.A.,   Gurdon,   J.B.,   Lane,   C.D.   y  Marbaix,   C„    (1971)
J.   Mol.   Biol.   61,   93

7.      Laskey,   R.A.,   Gurdon,   J.Bo   y   Crawford,   LoV.    (1972)
Proco   Nat.   Acad.   Sci.   69,   3665

8.     Va§sart,   G.,   Lecocq,   ROE„   Brocas,   H.   y  Dumont,   J.E.    (1974)
Biochim.   Biophyso   Acta  !Ei,   261

9.     Vassart,   C",   Brocas,   H.,   Nokin,   P.   y  Dumont,   J.E.    (1973)
Biochim.  Biophys.   Acta  324,   575

loo      Smith,   M.,   Stavnezer,   J..,   Huang,   R.C.,   Curd.c)np   J.B.   y
Lane,   C.D.    (1973)
J.   Mol.   Biol.   80,   553

11.     Knowlancl,   J„    (1974)   Genetics   78,   383

12o      I.ane,    CoD.,    Gregory,   C®Mo   y   Morel,    C.    (1973)
Eur.    J®   Bic>chem.    34,    219

13.      Kindas-Mugge,I.,   Lane,   C.D.   y  Kreil,   G.    (1974)
Jo   Molo   Biolo    87,    451

14.       Yip,    C.C.,    Hew,    CoL.   y   Hsu,    H®     (1975)
Proco   Nato   Acaclo   Sci.   72,   4777

15o      Reynolcls,   FOH.,   Premkumar,   Eo   y   Pitha,   P.M.    (1975)
Proc.   Nat.   Acad.   Sci®   72,   4881

-   252  -



16.      Salden,   lJ„,   Asselberg,   F®   y  Blcjemendal,   Ho    (1976)
Nature   259,   696

17.      Lanclos,   K.D.   y  Hamilton,   T.H.    (1975)
Proc.   Nato   Acad.   Sci.   72,    3934

18.     Vassart,   G.,   Refettiff,   S.,   Brc>cas,   Ho,   Dinsart,   C.   y
Dumont,    JOEo    (1975)
Prr`c.   Nat.   Acad®   Sci.   72,    3829

19.      Lane,    C.D®   y   Knciwland,    Jo    (1975)
Biochemistry  `'>f  Animal   Development,   Vc`1o   Ill  p.   145-181
Academic  Press,   Inca   San  Francisco

20®      Iiane,    C.D„   Mrirel,    C.   y   Gregc\ry,   C.Mo    (1973)
Eur.   J®   Biochem®    34,    219

21o     Huez,   Go,   Marbaix,   G.,   Huhert,   E„   Leclercq,   M.,   Nudel,   V.,
Soreq,   H.,   Salomc>n,   R„   Lebleu,   Bo,   Revel,   pr.o   y
Littauer,   VoZ.    (1974,)
Proc®   Nat.   Acaclo   Sci.   71,    3143

22.     Marbaix,   G.,   Huez,   G.,   Burny,   A.,   Clenter,   Y.,   Hubert,   E„
Leclercq,   M„   Chantrenne,   H.,   Soreq,11.,   Nudel,   U.   y
ljittauer,   LT.Z.    (1975)
Proc.   Nat.   Acaclo   Sci®    72,     3065

23.     Gurdon,   J.B.,I.ingrel,   JOB.   y  Marbaix,   G„    (1973)
J®   Mol.   Biolo    80,    539

24.     Butterw®rth,   B.Eo,   Hall,   L.,   Stoltzfus,   Co,   y  Rueckert,   R.R.
(1971)
Proc.   Nat.   Acado   Scio   68,   3083

25.      Ijaskey,   R.A„   Mills,   A.D.   y  Gurdon,   J.Bo    (1976)
EMB0  Workshop  on  Cytoplasmic  Control  ctf  Euktiryot-.i.c  Protein
Synthesis,   Kings  College,   Cambridge,   England

26.      Gurdon,   J.Bo,    (1962)
J.   Embryolo   Exp.   Morpho   ±A,   622

27.     Briggs,   R.,   Signoret,   J.   y  Humphrey,   R.Ro    (1964)
Devo    Biol®    10,    233

28.      Laskey,    R®A®   y   Gurdon,    JOB.     (1970)
Nature,   228,   1332

29.      Simnett,   J.D.    (1964)
Dev.   Biolo    10,    467

30®      MCKinnell,    R®G.,    Deggins,    B.A®   y    Labat  ,    DODO     (1969)
Science   165,   394

-253    _



31®      Gurdon,    J®Bo,    I.askey,    R.A.    y   Reeves.   O®R.    (1975)
Jo    Embryol®    Expo   Mt_``rph®    3/„    93

32®      Graham,    CoFo,   Arms,   K.   y   Gurdon,    J.B®    (1966)
Devo    Biol®    14,    349

33®       GurdGn,    JOB.     (1968)
J.   Embryc;1.   Exp.   }|It.|rph.         20,   .401

34.       Gurdc!nf    JOB.,    Bc)rwn,    D.D.     (1965)
J.   Mol.   Biol.12,   27

35.      Gurdf,n,    JOB.   y  Wt`jodland,   H.R.    (1969)
Proc.   Roy.   Sclc.    fen.   8173,   99

36.      Woodlancl,   H.R.   y   Gurdr)n,   J.a.    (1969)
Dev.   Biol®   20,    89

37.      Brun,    Ro    (1973)
Nature    (N.Bo)    243,    26

38.      Arms,    Ko     (1968)
J.   Embryc`l.   Ex}?.   Morph.    20,    367

39.      Merriam,    R.W.    (1969)
J®   Cell   Sci.   5,   333

40.      Gurdon,   J.B.    (1970)
Proc®    Roy.    Soc.    Lc>n.   Bo    176,    303

41.      Bonner,   W.M.    (1975)
J.   Cell  Biol.   64,   421

42.       Bonner,   W®Mo     (1975)
Jo   Cell   Biol.   64,   431

43.      Gurdon,   J.B„   De   R`'_ibertj..s,   E.It.   y  Partington.   rT      (i3/-6)
Nature,     2fi7   116

44®      Gurdon,   J.Bp,   Partington,   G.A.   y   De   Robertis,   E.M.    (1976)
Jo   Embryol.   Exp.   Morph.   36,   541

45.      Gurdon.    J.B®    (1976)
J®   Embryolo   Expo   Morpho    36,    523

46.      Rugh,   R.    (1935)
J.   Exp.    Zool.    71,14.9

47®      Heilbrunn,   LoV.,    Daugherty,   K  y  Wilbur,   K®M.    (1939)
Physiol.   Zoolo   12,   97

-254     -



48.      Ryan,   F.J.   y   Grant,   R.    (1940)
Physiol.    Zo`'3lo    13,    383

49.      Wright,   P.A.    (1945)
Jo   Exp.    Zoc)I.loo,    565

50.      Dettlaff,   Tot"h    (1966)
J.   Embryf.)i.   Exp.   Morph.    16,,183

51.      Brachet,   Jo    (1967)
Exp.   Cell   Res.   /f±8,    233

52.       Schuetz,    Jl®W®     (1967)
J.   Expo    Zool.    166,    347

53.      Merriam,    R.Tf:7.     (1972)
J.   Exp.    Zr`ol.183,    /£21

54o      Dettlaff,   TOAo,   Nikitina,   A.   y   Strf`eva,   O®Go    (196Iq)
J.   Embry.,I.   Exrj.   !f,orph.        12,   851

55.      Smith,   I.D.   y   Ecker,   R.E.    (1970)
Current  Ti~;r;ics   in  Dev.   Bir..I.   5,   I

56.      Masui,    Y.    (1967)
J.   Exp.    Zoc`1.166,    365

57o      Smith,   I..D.,   Ecker,   R.E.   y   Subtelny,   S.    (1968)
Dev.   Bic>l.    17,    627

58.      Schuetz,   A.W.    (1967)
Proc.   Sac.   Exp.   Biol.   I-fed.124,13f`7

59®      Hortr,n,    K.Mo     (1969)
Amer.    Zc`elo    9,    601

60.      Brachet,   Jo,   Han`icq,   F.   y   Va.n   Ga.nsen,   P.    (197rj)
Dev®   Biolo    21,    157

61.      Chieffi,   C„   y  Ijuijo,   C.    (1963)
Gen®   Com.   Endocrinc`l.    3,   i.At9

62.      Redshaw,   l!.R.   y  PJicholls,   T.J.    (1971)
Geno   Coma   Fndocrinc)lo    16,    85

63.      Subtelny,   So,    Smith,    Ij.Do   y   I:cker,   R®E®    (1968)
iT.   Expo    Zool.   ±££,    39

64.      Smith,    L.Do   y   Ecker,    R.Eo    (1969)
Dev®    Bi`.lo    19,    281

-.  255    _



65®       Smith,    L®D.    y   Ecker,    R®Eo     (1971)
Dev.   Biole    25,    232

66.    Brachet,   J.,   Baltus,   E.,   De  Schutter,   A.,   Hanocq,   F.,
Hflnccq-Quertier,   J.,   Hubert,   F.„   Iacrtbelli,   S.  y  Steinert,fl
( I 9 7 .4 )
Mc>l.   Cello   Bifichem.   i,189

67.      M.erriam,   R.W.    (1971)
Exp.'.        Cell   Res.   68,    75

68.      Hcker,   R.Eo   y   Smith,    L,Do    (1971)
J.   Cell     Physic)1o   77,'61

69.      Mc)rrill,    G..A.    (1965)
E.xp.    ,   Cell   Reso  4q,   664.

70.      Merriam,   R.W.    (1971)
Exp.        Cell   Res®    68,    81

71®      Reynhcut,   JOK.   y   Smith,   L.D.    (1973)
Dev.    Biti.lo    30,    392

72®       Schatz,    Fo    y   Mc)rrill,    Go{`®     (1975)
Biel.    ReLL`irccl.13,    4n8

73.      Masui,   Y.   y  Markert,   a.I.a    (1971)
J.    EX|3o    ZOC'lo   |ZZp    129

74.      14asui,   Yo   y   Markert,   C.L.    (1971)
Jo    Expo    Zool®    177,    153

75.      Masui,    Y.    (1973)
Soviet   J.   Devo   Bi.T:I.    3,    484

'7`6o       Ftasui,    Y.     (1972)

Jo    Expo    Zciol.179,    365

77.     Schorcleret-Slatkine  y   Drury,   K.C®    (1973)
Cell  Differentitltirn  2,   2f!7

78.      Drury,   KoCo   y  ,Schorcl.eret-Slatkine,   S.    (i:175)
Cell,   4,   269

79.      Reynhout,   J.Ko   y   Smith,   Ij.D.    (1974)
Devo    Bit}l.    38,    39,'.1.

80.      Briggs,    R.I.   y   Z€in(.77    I.J.    (1959)
Ep.  "The  Cell"   (Brachet,   J.   y  Firsky, ed5  )   Vol.  i,   pp  537-
619,   Academic  Press,   New  Yctrko

256



81.      Briggs,    ROTj`J.   y   Cassens,    Go     (1966)
Proc®   Nat.   Acaf„   Scio           55,1103

82.      Brown,    D.D®   y   I.ittna,   E.    (1964)
J.   Mol®   Biolo    8,    669

83.      Brown,   D.D.   y   Littna,   F.    (1966)
J.   Mol.   BIG,lo2g  ,    81

84o      La  Marca,   M.J.,   Strok>el,   Mac.,    Smith,   Ij.Do   y   Keen,   K.    (1975)
Dev.   Bic,`l.    47,    384

85.      Ecker,    ROF„   y   Smith,   L.D.    (1971)
Dev.   Biolo    24,   559

86.      Mc   Gaughey,   P`.Wo   y   Blerkc`m,    Jo    (1977)
Dev®   Bicjl.    56,    241

87.      Branclhorst,   Bop.    (1976)
Dev®    Bic``1o    52,    310

88®      Schultz,    R.M®   y  Wassarman,   I`.M.    (1977)
Proc.    Nat.    Acado   Scio              74,   538

89.      Maller,   JOL.   y   Krebs,   EOG®    (1977)
]o   Bic>l.them.     252,1712

90®      Speaker,   M.G.   y   Butcher,   F.P„    (1$77)
Nature,   267,   848

91.      O'Cc`.i,nnor,   C.Mo   y   Smith,    I..D.    (1976)
Dev.   Biolo   52,    318

92.      Dumont,    J®N.    (1972)
Jo   Mc>rpho   iig,   153

93®      Bohme,   E.   y   Schultz,   G.    (1974)
Methoc?.s   in  Enzymology,   Vtil.   XXXVIII,   Ht-,)rmt?ne   Action,
Part   Co    (Harcinan,   JOG.   y  O'Malley)    p[>.   27-41

94o       Gilman,    Ao     (1970)
Proc.   Nato   Acacl.   Sci.            .   67,   305

95o      Banner,    WoMo   y   Laskey,    BOA.     (1974)
Eur.   Jo   Biochem.   46,   83

96o       Laskey,    R®A.    y   Mills,    A®D®     (1975)
Eur®    Jo    Bic>chem®    56,    335

97.      O'Farrell,   PoH.    (1975)
J.   Biolo    Chemo    250,    4007

-  257   -



98®

99

loo.

101.

102®

103.

104®

105.

106.

107.

108.

log.

1 1 r, .

|1|o

112o

GurclLon,   J.Bo,   De   Robertis,   E.M.   y  Partington,   G.    (1976)
Nature,   260,   176

Woodland,    HOB.   y   Pestell,    ROQ.Wo    (1972)
Biochem.  J.  ¥,   597

Epriig,   J.J.   y   Dumont,   LT.   No    (1972)
Dev.   Biclo   28,   531

Ecker,   R.Eo   y   Smith,   I,oDo    (1968)
Dev.   Biol.   18,   232

Schorderet-Slatkine,   S„   Schorderet,  Mo   y  Baulieu,  E.a.
(1976)
Nature,  2iz,   289

Reynhout,   J.K.,   Tacldel,   C„   Smith,   LOD.   y  I,a  Marca,   M.J.
(1975)
Dev.   Biolo   44,    375

Throntc`n,   VoF.    (1971)
Gen.   Com.   Enclocrinol.   16,   599

Aftflleman,   M.H.,   Thtimpson,   WoJ.   y  Russell,   I.R.    (1973)
Advances   in  Cyclic  Nucleotid  Research,   Vol.   3  ij;|o   65
(Greengard,P.   y  Robinson,   P.A,   editores)
Raven  Press,   New  York

Imai,   a.   y  Takecla,   K.    (1967)
J.  Physio|.  ±,155
Busis,   Nof\"   y   Weight,   FOFo    (1976)
Nature,   2E±,   4.36

Pays-De  Schutter,   A.,   Kram,   P.„   Hujbert,   F„   y  Brac2ie+.,   Jo
(1975)
Exp.   Cell   Res.   96y    7

Rosen,   Do     (|07n)
Archo    Biochem.    Bicinh.yso    137,    -''35

0ter`9    Co,    .Bravc`p    T}o,    T'3.z,    .T`o,    .T>iiflric.ue.a,    Co,    .v
Allenfl.e,   J.Eo    (1977)
rev.   Bic}1a   en   ?ircnsa

Horowitz,    S.a.    V   Ifc`r`re,    Ij.C`a     (ln74)
Jo    Cell   Bir`lo    6f),    /:05

Horowitz7   S.a.    (1072)
Binlo    5/„   6nc`

.-   258   _



113A.    Meister,    J.    (1973)    Science   ±±P,    110

113.      Hc`rc,I.`7it7„   S.Bo   y   Fenic,h.el,    I.Po    (lc)68)
J.    Gen.    rh`£7s]..olo    51,    7r`3E--

llJ.1.      Pallberf,   P`.I.a   v   Smit}i.,  .D.r:.    (ls`76)
Dev.    Blolo    48,    3n8-ts.

115.      Belle,   .P..,   I.1arnt,   J.   y   Ozon,   I?a    (1976)
Bicch.im.    F}ic`?~thyso    Acta.    -A.19,    342

116o      Schatz,   F.   y   Morril,   G.Ao    (1973)
Fifth  tnt.   Congro   r`harm..    (j\.bstract)    (KercTer,   Easel)

117.      Bra.chet,   J.,   I)e   ,qch.,utter,   A.   y  IIubert„   Fe    (1r73)
Co?..   Acacl.    Sco    Paris,    `277,    2785

118.      Datta,   .r+a.,   Hart-j,   r?.,   Sierra„   J.Mc   y   Ochr`a,   .S.    (1977)
Pr'``co    I?ato    Acar]^.    Sci.    7/.,14.C3

119a      I,1oreau,   M.a,   Dc`ree,   M.   y   T`erre,    C„     (1r7€)
Jo     Ex:-.j..            Zc`r.tlo     197,     4/1.3

120.      Wa.ssernan,   TLPTOJ.    y   Masui,   Y.     (1r75)
]o    .Fx|':.,I..         z,c,rjl.    Ir3,    36r

121o      Kakiuchi,   So,   Yams.za.k.i,   R.,   Teshima,   Y.,   Venishi,   K.
y   Mj.yamr>tc`,    F.     (1975)
Z\`r?tvances   in  Cyc].ic  Nucleotide  T`t`esearch,   Vrl.   5

(Drummc`nd,   a.   y   r,reencTarcl„    ]`.    eds)       r`ac.:o    163
T'.aven   Prc>ss,   Ne`^7  Vor}=

-   259  -


