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RESUMENM

Se han estudiado las caracteristicas de la sintesis

de proteinas en occitos de Xenonus laevis y Caudiverbera,

caudiverbera midiendo la incorporacidén de aminodcido

radiactive externc al material precipitable con &cido.

Se han observado arandes diferencias de incornoracién
a proteinas entre lcs distintos amino&cidos usados. Tror
ejemnlo, se encontrd gue Acido aspirtice o glutimico
radiactivo se incorporaban levemente a concentraciones de
0,1 mM, mientras cue los otros aminofcidos son rAnidamente
incorporades afin a concentraciones de 0,01 mM en ¢l medio
extracelular. Fstas variaciones se deben princinalmente a
diferencias entre las constantes de transporte (KT) v entre
tarafio de los "pocles” de aminclcidos libres en el oocito,
los cuales son muy qgrandes nara los aminodcidos acidicos.

Se ha realizado tamhién un estudio detallado sobre
el sistema transportador de aminc&cidos en occitce de

Xenonrus laevis. FEstas cé&lulas son capaces de concentrar

2-5 veces la mayvoria de los amino&cidos estudiadcs respecto
al medio extracelular. Las velocidacdes iniciales de entracda
para los distintos aminoAcidrs estudiadns varia con la
concentracién usada de acuerdo a la ecuacidn de Michaelis—
Menten. Las constantes de transporte (K,,) encontradas

varfian entre 0,1 - 2,5 mM, denendiendo del aminodcido.
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Lz captacién de aminodcido por &stas c&lulas parece
ser especifica para grupos de aminodcidos anilogos, coro 1o
han demostrado 1los experimentrs de competicién. Estos
grupos serian el de los aminoAcidcs aromiAtices, alifaticos,
dcidos y béasicos.

Ademis se ha demostrade mediante el andlisis de los
"nooles" de ~minoAcidc que éstas células son capaces de

concentrarlos de la sanqgre de la hembra del Xenopug laevis

como del medic de incubacidn.

La sintesis de proteinas de los oocitos de ambos
anfibios dependen de la presencia del idn Nq++, ohtenién-
dese el mi3ximo de incorporacidn a concentraciones de 1 mM
de este ifn.

Inhibidoree de 1la sintesis de proteinas como Huromi-
cina, Acido fusidico y cicloheximida inhiben eficientemente
la incorroracidn de aminodcideo radiactivo a proteinas en

5I4°

los dos tipos de oocitos, a concentraciones de 107%a 107
Tambi®n se ha estudiadn el efecto de 1la temperatura,
y se ancontrd que la temperatura &ptima de incubacifin nara
los ooccitcs de ambas especies as de 20 a 24°,
Ambos tinos de oocites difieren respecto a la sensi-

bilidad al rH del medio Ade incuracifn ya que en les oocitos

de Xencpus laevis la sintesis de proteinns es el doble a

nH 8,5 que a nH 7,0 mientras cue en los occcitos de

Caudiverberaz caudiverbera no s2 detecta diferencia a estos

pH.
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El otro tipo de estudics tiene gue ver con los

efectes hormonales scbre los oocitos de Xenonus laevis.

Se ha realizado un estudio de las condiciones cue
afectan la maduraci®n de leos oocitos inducida por dife-
rentes hormonas. Las observaciones demuestran que existe
una clara derendencia de temperatura y pF para inducir
la maduraci®fn por gonadotrepina coriénica humana, proges-
terona y testosterona.

De acuerdo con una serie de observaciones el cAMP esta-
ria involucrado en el procesc de maduracién. ILos niveles
de cI'MP decrecen considerablemente una hera después de
exponer los cocitos a progestercna 10“7M, recobrando los
niveles normales desnués de 5 horas de la accifn hormonal.
Un resultade muy similar se ha encontrade con el ién
lantano, que ha sido descritc como acente inducter de 1la
maduracidn. Fn cambkio la gonadotrropina cori®nica humana
que también es capaz de producir la maduraci®n en estas
cé8lulas, aumenta los niveles de ¢7’MP en un 100 2 =1 cAxe do
1-2 horas después de ser agrecada al medio, recurerande loe
niveles normales de nucledtide ciclico al cabke de 3 horas.

El otro tipo de observaciones cue relacicna Al cAMI con
1la maduraci®n, es el hechr gue teofilina 1023N v nanaverina
10_4M, ambos inhibidores de la fosfodiesterasa de cAMP, sean
capaces de bloouear la maduracifdn inducida por gonadotrepina

corifnica humana ¢ progestercna. La accifén de estos



inhibidores, sin embargo, nodria estar mediada por la
sintesis de proteinas, ya que se ha chservadn cue ambos
compuestos, a las concentracicnes gue impiden la madura-
cién, inhiben la sintesis de proteinas de estas células
entre un 50-60 %.

Existe una complicacidn adicional nor el hecho cue
altas concentracicnes de ién Ca++ (5 mM) revierten el
efectc de tecfilina scbre la maduracién y la sintesis de
protefnas. Ndem&s se¢ ha encontrade tambi&n que tante
gonadotronina corifnica humana como progesterona estimu-
lan la entrada de 450a++ de los oocitos, v que este
estinulo es impedido en la mresencia de teofilina o mapa-
verina.

Por filtimn, €e ha puesto en evidencia que la progeste-
rona nroduce un estimulo en la fosforilacifén de »roteinas
nucleares y totales del cocito durante las rrimeras horas
de su accién.

Se nresentan ademfs ciertas evidencias one roageshto
rcna y gonadotropina coridnica humana estimulan la sintesis
de proteinas, nero que este estimulo es preferentemente

de tinrn cuantitative y nc cualitativo.
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SUMMRRY

Certain aspects of the mechanism of protein synthe-
sis have heen studied in isclated amphibian oocytes cohtai-

ned from ¥enopus lacvis, the 2African clawed toad and Cau-

Adiverbera caudiverbera, a large Chilean froa. The

rrincinle method used was the incorporation of externally
added radicactive aminc acids into acid precipitable
material.

Larce differences were nbserved for the incorroraticn
of the different amino acids tested intc protein. For
example, radicactive clutamic and aspartic acid are incor-

porated to a low decgree at 0,1 mM whereas other amino acids

such as threonine and phenylalanine are readily incorporated

from the cxternal medium cven at 2.01 mM.

It was shown that these differences are a result of
differences in the transport constants (KT) and the size
of the free aminc acid pcocls in the oocyte. The pool size
of the acidic aminc acids is hich.

The amino acid transport system in Xenopus laevis

has been studied further. These oocytes are capable of
concentrating two to five fold mest of the aminc acids
present in the external medium. The initial rates of
uptake of the different amino acids vary in proportion to

the concentraticn used in accordance with Michaclis=Menten
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kinetics. The transport (or uptoke) constants (KT)
ohserved varied between 0.1 and 2.5 mM.

Competition experiments have shown that the uptake
of amin~ acids in these cells is very specific fcr aroups
of amino acids with analocous structures. Four type-
grouns of hchaviour were ohserved: aromatic, aliphatic,
acidic and bhasic.

Measurement nf the aminc acid pool size showed that
these cells are capable of concentrating amine acids from
the hlood supply as well as from the incubation medium.

Protein synthesis in cocytes obtained from hoth
amphibians is dependent on the presence of magnesium ion,

1 mM being the concentration for maximum activity.

Puromycin, fusidic acid and cyclcheximide effectively
inhihit protein synthesis in hoth amphihians at 107 to
lOmSN. The ontimun temperature in both svstems is 20 to
24, » difference in pH maxima for incorporation of amino

acids into proteins was ohserved with the two tyvpes of

oocytes. Using ¥Yenopus lacvis nocytes the incorporation

at pH 2.5 is twice that measured at nH 7.0 wvhile with

Caudiverbera caudiverbera no difference in incorporation

is seen in this pH rande.

The cffect of hormones on ¥enopus lacvis oocytes

was alsc studied. The conditions which affect the matura-

tion of occytes were chserved usinc different hormenes.

viii




The results show a clear derendence on temperature and
pH with the hormones nrocesterone, testosterone and human
conadotrenin hormene (hCG) .

The rcle nf ciM° in the maturation process wAas
studied. The levels of cAMP cdecrease considerahbly after
1 hour after exnosure of the cocytes to nrogestercne 2t
10"7N, The levels return to normal after 5 hours of
hormone action. 2 gimilar result was found with lanthanum
ion which has been reported to be capable nf inducing
oocyte maturation. On the other hand, hCG, which 2lso
induces cocyte maturation, causes an increase in cMP level
of 100 % in 1 to 2 hours after its addition to the medium

and acain there is a return to normal cAMP levels after

the third hcur.

The relation between cMMP and the process of matura-

tion is supperted by the fact that thenphvlline at 1073
o ﬁ

and rapaverine at 10 M, bhoth inhikitors of cPAMP phospho-

—~

diesterase, are capahle of hlnckina the induction

maturation using hCG or procesterone. The actirn of these

inhikitcrs, however, could e mediated throuch the synthesis

of proteins since it has heen shown that hoth comnounds, at
the levels that they inhihit maturation, inhihit cocyte
protein synthesis by 50 to 60 2.

There is an additional factor which enters into

consideration. That is, hich concentraticns of calcium
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ion (5 mM) reverse the effects nf theophylline on hoth

maturation and protein synthesis. The hcormenes hCG and

. . ; ++
progesterone stimulate the uptake of radioactive Ca

: ++ ; y vy L
( 5Ca ) by the ~ocytes and the stimulus is not seen 1n

the presence of theophylline and papaverine.

Finally it has reen observed that procesterone

produces a stimulaticn of phosphorylation of total and

nuclear proteins of the oocyte durinc the first hours of

exnposure.

Fvidence is

stimulate protein synthesis hut that this stimulation is

of a guantitative nature rather than cualitative.

alsc presented that hCC and progesterone
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2) Disponibilidad de c&lulas en distintas etapas
de crecimiento.

En un ovario de anfibio, normalmente, se
encuentran los oocitos en diferentes etapas de
crecimiento, lo que permite estudiar las posibles
regulaciones de la expresibnaénica a medida que
las cé&lulas se desarrollan.,

Durante el crecimiento del oocito (oogénesis),
existe una intensa actividad metabdlica que le
permite sintetizar los productos necesarios para
su crecimiento, adem&s de una gran cantidad de
otras sustancias gue se almacenan por semanas o
meses, para ser utilizadas durante la embriogénesis
temprana del anfibio. La mayoria, y ‘tal wez todo
el rRNA, tRNA y mRNA que se utiliza durante los
primeros estados embrionarios, se sintetiza durante
la oogénesis.

En los estados iniciales de la oogénesis se
produce la amplificacién del rDNA. Luego se produ-
ciria una activa sintesis de mRNA , de tRNA y
RNA 5S. M4s tardiamente, se sintetizaria, en gran
cantidad, los rRNA 28S y 18S.

Es evidente, por lo tanto, que existe una




regulacién en la expresibn de ciertos genes del
oocito durante su crecimiento, lo cual permitiria
usarlo como modelo para estudiar el control de

expresién génica.

3) Capacidad de responder a hormonas.

Una vez que los oocitos han alcanzado su
crecimiento mé&ximo, son capaces de responder a
ciertas hormonas que los harian salir del largo
periodo de profase de la primera divisibén meibtica
en el cual se encontraban durante toda la oogénesis,
y terminar el proceso de meiosis (maduracidn) .

Esta propiedad hace de los oocitos un excelente
sistema para estudiar el efecto de hormonas en células
eucaribticas.

Debido a gue numerosas hormonas son capaces de
inducir la maduracién de estas cé&lulas ' -cgesterona,
hCG, testosterona, hidrocortisona, etc.) es posible
realizar estudios comparativos sobre los mecanisros
de accidén de los diferentes inductores y establecer,
asi, una relacidn entre el fendmeno de maduracidn y
los mecanismos por los cuales actuarian las distintas

hormonas.




4) Posibilidad de ser microinyectadas.

Alguien que desee entender cémo ocurren y
est8n organizados los procesos dentro de una célula
viva, a menudo encuentra itil alterar el medio
interno celular, simplemente, agregando al medio
sustancias que puedan penetrar féacilmente la membra-
na plasmitica. Esto se complica cuando los compo-
nentes a usarse son de gran tamafio, o impermeables
a la cé&lula. Un modo de ver el efecto de estos
compuestos es romper la cé&lula y estudiar el sistema
in vitro. Esta metbdica tiene el inconveniente de
destruir la organizacién interna de la cé&lula lo
que puede influir en la actividad e interaccifén de
los componentes en estudio. Otra manera de resolver
el problema, por lo tanto, es el de introducir
estas sustancias dentro de la c&lula, dejandola
relativamente inalterada. Para &sto f{ltimo, las
qélulas germinales parecen ser las mis adecuadas, ya
que se piensa que su citoplasma tendria menos
restricciones que los de una célula altamente espe-
cializada.

Entre las células germinales, las mis aptas
serian las de anfibio, ya que son de un tamano sufi-

cientemente grande como para poder microinyectarlas,




con un volumen de alrededor de 100 nl, lo que
equivale de un 10 % a un 20 % de su vclumen, sin
causar daifo celular visible.

Es posible, por lo tanto, utilizando estas
células, estudiar los efectos producidos por altera-
ciones en los niveles intracelulares de macromolécu-
las, nucledtidos, etc., mediante la técnica de
microinyeccién.

Ademis, es interesante resaltar la posibili-
dad de estudiar en estas células la interaccidn
existente entre nficleo y citoplasma, como control de
la expresién génica, utilizando para ello los trans-
plantes nucleares.

De los puntcs anteriormente sefialados, hemos
escogido hacer una revisidn bibliogrdfica mids detallada
sobre la microinyeccién de mRNA en oocitos de Xenopus
laevis y sobre los conocimientos que se han acumulado
acerca de la maduracién de estas células gatillada por
hormonas. Esta revisidn tiene por finalidad exponer
algunas de las posibilidades de investigacién cue
presentan los oocitos de anfibio como sistema y ayudar
en la comprensién de los problemas qgue se han enfrenta-

do en el trabajo experimental de la tésis.




IX

Oocitos de anfibio como sistema traductor de RNA
mensajeros microinyectados y medio de estudio del
control de la traduccidn.

La microinyeccién permite introducir en
oocitos grandes cantidades de macromoléculas, como
RNA mensajero v estudiar su traduccién, lo cual
nos puede ayudar a investigar los controles existen-
tes a este nivel.

Para identificar el producto de un RNA
mensajero es necesario que éste codifique para una
protefna caracteristica. Si el mRNA va a ser micro-
inyectado, es necesario, también, que la célula en
la cual se introduzca no exprese o no posea la
informacién para la proteina gque codifica el mRNA
introducido. Generalmente &sto es fAcil de lograr
utilizando mRNA proveniente de una especie distinta
a la de la célula germinal.

Hasta el momento, el oocito ha sido utilizado
como sistema traductor de numerosos RNA mensajeros
provenientes de diferentes fuentes. Los mis utiliza-
dos han sido los de reticulocito de conejo, pato y
rata, ademds de mRNA provenientes de cé&lulas epitelia-
les de cristalino, mieloma, testiculos, etc., y RNA
proveniente de numerosos virus (1-18).

Algunos de los resultados experimentales que
se han descrito en la literatura referente a la capa-

cidad del oocito para traducir diferentes mensajeros




INTRODUCCION

I Ventajas del sistema de oocitos de anfibio

Las principales ventajas que ofrecen los oocitos
de anfibio sobre otros sistemas son:
1) R&pida obtencidn, gran tamano y facilidad de
cultivo.

Una hembra adulta de Xenopus Laevis posee alre-

dedor de 5000 a 10000 oocitos en su méximo crecimiento.
Para poder obtenerlos en forma aislada solo basta
realizar un tratamiento con colagenasa durante una
hora, después que el ovario se ha extrafdo del animal.
Por lo tanto, el tiempo que se demora en obtener estas
células, desde que se opera al animal, no supera las
dos horas.
Los oocitos alcanzan un tamafio m&ximo de 1,1 -

1,3 mm, lo cual permite un f&cil manejo y realizar
experimentos de mediciones enzimdticas, aislamiento
" de compuestos y actividades biosinté&ticas con sélo
5-20 células. Ademés, estas células son capaces de
ser cultivadas en un medio salino simple, y sobreviven‘

en condiciones estériles por m&s de dos semanas.




se discutirdn en los pérrafos siguientes.

En oocitos que han sido microinyectados con RNA
mensajero proveniente de una cepa de fibroblastos (3T6)
de rata, que es productora de coligeno y cuya traduccién

se ha podido seguir midiendo la conversidn de 53H -prolina

a 53

H -hidroxiprolina,se ha detectado que la razén de
hidroxiprolina/prolina aumenta 5 veces al provenir el RNA
de los polisomas (19). La cantidad de coldgeno que se
sintetiza representa sdlo 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 cardcter cuan-
titativo, se ha determinado la relacifén existente entre la
cantidad de mRNA inyectado y la cantidad de proteina nueva
que se sintetiza en respuesta al RNA mensajero.

Todos los mRNA estudiados hasta el momento presentan
el mismo comportamiento. Inicialmente el sistema responde
en forma lineal a la cantidad de mRNA inyectado para luego
llegar a un nivel de saturacién. Segfin datos obtenidoc cZor
RNA mensajero de globina, el sistema de traduccién del
oocito se saturaria con aproximadamente 10 a 25 ng de mRNA
(6). Se han encontrado variaciones con los distintos mRNA
pero estas podrian deberse a problemas de degradacién de
esta macromolécula (4,20).

Fl RNA mensajero de globina es funcional afin después

de 18 horas de haber sido microinyectado en el oocito




(2,20-22). Esto significaria que la sensibilidad del
oocito, como sistema para detectar traduccidn de ciertos
mensajeros, se debe a una sintesis muy eficiente de un
producto estable (5) sobre un largo periodo.

Pespecto a la fidelidad de la traduccién del mRNA
microinyectado en el oocito, ha sido posible comparar los
productos sintetizados a partir de RNA 148 de cristalino
inyectado en el oocito con la proteina 2A2 extraida direc-
tamente de las células del cristalino de ternero. La
digestién triptica de estas proteinas no demuestran ninguna
diferencia (19).

Resultados similares se han cbtenido con mRNA de
globina de pato y rata, y con RNA mensajero de la cadena
l1iviana de inmunoglobina (10, 12, 23) .

Hasta el momento, sigue en pie la pregunta si habré
mensajeros que no pueden ser traducidos por el oocito. Se
ha descrito gue ciertos RNA microinyectades no causan la
sintesis de proteinas nuevas (PNA de £2, RMP del virus
Rauscher, RNA de AMV, etc.) (19) , pero no se ha demostrado
fehacientemente cue &stos RNA no se traducen y que los
mRN2A estarian en el oocito en forma funcional. Por 1lo
tanto, se necesita més informacién para poder definir o
establecer, en forma precisa, si existe alguna especialidad
del sistema de traduccidn de estas cdlulas germinales con

respecto a mRNA exdgenos. Por otra parte, se ha encontrado




éue el RNA mensajero de promelitina, que se prepara de
gldndulas de abejas reinas, puede ser traducido eficiente-
mente en el oocito, lo cual sugiere que no habria barreras
de caricter interespecifico y que, seguramente, &ste seria
capaz de traducir cualcuier mRNA 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 mRNA ex6geno microinyectado.
Se han encontrado resultados andlogos para la fosforilacibn
de protamina bajo la direccidén de mensajero de trucha y para
la hidroxilacién de coldgeno inyectado en oocitos crecidos

de Xenopus laevis (19).

Evidencias de que el oocito no s6lo es capaz de modi-
ficar el producto formado, sino que ademds, contiene siste-
mas enzimdticos que aparentemente, procesarian el producto
a proteinas de menor peso molecular, han sido dadas ror la
microinyeccién 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 idéntica a la producida por la rata (4, 10). Esto no
sucede si se realiza la traduccién del mRNA de mieloma en un

sistema libre de cé&lulas;:; sblo se obtiene una proteina de




mayor peso molecular que, seguramente, seria el precursor

de la cadena liviana de inmunoglobulina. En el caso del

virus EMC, el sistema es ain m&ds complejo. Se ha demos-

trado gue este RNA viral sélo posee un sitio de iniciacidn

y que codifica para 6 proteinas virales (34), las cuales

estarfan formando, inicialmente, una sola cadena polipep-

tidica. FEste polipéptido deberia ser, por lo tanto, cortado,
para dar las proteinas maduras. Al microinyectar este RNA
viral, el oocito es capaz de dar, como producto final, las

6 proteinas virales, gue son idénticas a las provenientes

de células infectadas con EMC. 2Asi, el oocito es capaz de

traducir el genoma completo de EMC y procesar el producto

correctamente para dar las proteinas normales de este virus.
De los resultados obtenidos, hasta el momento,

mediante el empleo de microinyeccién de mRNA, es posible

llegar a las siguientes conclusiones respecto al sistema

sintetizador de proteinas en oocitos:

1) E1 oocito posee todo lo necesario para la traduccién
de mRNA ex6geno.

2) El oocito es capaz de traducir mRNA provenientes de tinoc
de células diferentes, y que no seria necesario otro
factor de la célula dadora del mRNA para traducirlo en
forma eficiente y fiel.

3) 8Si se requirieran factores especificos para la traduccién
de los mRNA estos factores existirian en el oocito,
aunque es una cé&lula que, normalmente, no sintetiza esas

proteinas.
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Los hechos anteriores harian pensar que si real-
mente el mRNA microinyectado usa el conducto normal para
ser traducido, pareceria, entonces, que todo mRNA accesi-
ble al sistema de traduccién en la célula seria eficiente-
mente traducido. Por lo tanto, podria existir un mecanisx
de control que estarfa impidiendo o permitiendo que los
diferentes mRNA interactuaran con los componentes del sis-
tema sintetizador de proteinas. Sin embargo, resultados
muy recientes en los que se ha empleado mRNA de virus EMC
y de globina permiten concluir que la cantidad de sintesis
de proteinas en el oocito estarfa, en parte, controlada
por un componente polisomal, y no sblo por la disponih+1”
dad de mRNA libre, va que ambos RNA disminuyen la sintesis
de proteinas endbgenas del oocito en forma competitiva.
Esto no sucede cuando los RNA mensajeros se inyectan como

polisomas (25).
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IITI Microinyeccién de nficleos a oocitos de anfibio como sistema
para el estudio de control transcripcional.

Uno de los aspectos més interesantes en el control de
la funcidn génica es la inactividad constante de muchos
genes en las cé&lulas diferenciadas. Esto contrasta con las
ripidas alteraciones en la actividad de los genes tipicamente
funcionales de dichas cé&lulas.

La investigacién del control que impide la expresidn
de una importante fraccifén de los genes en células diferen-
ciadas podria ser ampliamente facilitado, si se pudieran
inducir experimentalmente alteraciones predecibles en este
mecanismo de regulacidén.

El trasplante nuclear parece ser una de las maneras
de realizarlo y su aplicacién, usando huevos de anfibios,
es lo que se enfatizard en las préximas lineas.

El ejemplo m8s claro descrito en la literatura sobre
alteraciones en la regulacién génica, es el realizado con
nficleos provenientes de epitelio intestinal. Oocitos madu-
ros anucleados, inyectados con un nficleo proveniente de esas
células, fueron capaces de dividirse y desarrollar anfibios
adultos normales, en un 20 % de los casos estudiados (26).
Estos datos indican, claramente, que el trasplante suprime
las restricciones pre-existentes de la actividad potencial
de los genes en los nficleos de células epiteliales de intes-
tino. Se han realizado experimentos similares empleando

nficleos provenientes de otras cé&lulas (27-31).
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Los resultados descritos anteriormente no pérmiten
sin embargo, discernir si son el método de obtencién de
los nficleos o la exposicién del nficleo a un nuevo ambiente
citoplasmitico, los causantes del cambio en su actividad
nuclear.

En general, se han utilizado dos enfoques experimenta-
les para abordar este problema: en un caso, se nmicroinyectan
numerosos nficleos en el huevo; y en el otro, s6lo se intro-
duce un nficleo al citoplasma. Con la primera técnica se
impide que el huevo se divida, y es posible, por lo tanto,
estudiar los cambios rédpidos en la expresién del nficleo
donado. En estos experimentos se han visto notables cambios
en la estructura de la cromatina del nficleo inyectado y un
gran aumento del tamafio nuclear (32, 33). Ademds, se
detecta sintesis de DNA en huevos, aumento de sintesis de
RNA en oocitos, etc. Estos efectos se detectan, claramonte,
una a dos horas después del transplante nuclear (32).

Efectos similares se encuentran al microinyectar s6lo
un nficleo por célula. Al inyectar nficleo de néurula, quz
estd en activa sfntesis de RNA, después de 30' se inhibe la
sintesis, desaparece el nuclé&olo, y se induce la sintesis
de DNA. Horas después de la microinyeccién, el nficleo
donado comienza a sintetizar las tres clases de RNA que se
observan en el desarrollo normal de huevos fertilizados.

Los experimentos anteriores y otros experimentos similares

- 13 -




han demostrado, claramente, que al cabo de tan s6lo una a
dos horas de encontrarse el nficleo inyectado en contacto
con el citoplasma del huevo, es indistinguible en morfologia
y actividad con el nficleo de un huevo fertilizado (34, 35).
los efectos especificos ejercidos por el citoplasma
del huevo, no se restringen a nficleos provenientes de
células de la misma especie, sino, también ocurren con
nicleos obtenidos de especies distintas (36, 37).

Los cambios de actividad del nficleo transplantado
pueden ser eventualmente explicados en términos de una inter-
accidn entre moléculas del citoplasma y el nficleo.

Actualmente existen claras evidencias que proteinas
de origen citoplasmitico entrarian al nficleo microinyectado,
sugiriendo la posibilidad que este paso de proteinas cito-
plasmiticas al nficleo, estuviera relacionado con los cambios
en la actividad del nficleo donado (38, 39).

Estudios m&s recientes empleando diversas proteinas
purificadas y marcadas con %251, han demostrado que tanto
el nficleo donado como .la vesicula germinal del oocitc poseen
selectividad para el paso de proteinas a su interior. Algunas
de &stas se distribuyen especificamente ya sea en el nicleo
o en el citoplasma. Otras se localizarian indistintamente
en el citoplasma y en el nficleo. Esta selectividad es inde-
pendiente del tamafio de la proteina. Como dato, es intere-

125

sante destacar que histonas marcadas con 'I microinyectad>a~
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en el oocito se encuentran 100 veces md&s concentradas en

la vesfcula germinal cue en el citoplasma después de 24 horas
de su inyeccién. Seroalbfmina de bovino invectado bajo las
mismas condiciones, se encuentra dos veces mds concentrada

en el citoplasma que en el nficleo.

Trabajos realizados recientemente por Gurdon y colabo-
radores usando microinyeccién de nficleos en oocitos de
anfibios, han permitido mantener el nficleo inyectado en forma
activa por m&s de 28 dias. Estos investigadores han micro-
inyectado nficleos de cé&lulas Hela ¥y de mieloma de ratdn y
han demostrado que los nficleos inyectados aumentan su
sintesis de RNA continuamente durante los 28 dias de cultivo.
El aumento en la sintesis de RNA estd acompafada por un
incremento en el tamafio nuclear y por una pérdida de las
protefnas del nficleo inyectado. Adem&s se produce una entrada
de histonas y protefinas no hist6nicas del citoplasma del
oocito. También es interesante resaltar gue algunos de los
RNA sintetizados por el nficleo inyectado son capaces de ser
traducidos en protefnas idénticas a las de la célula de la
cual provienen (43-46).

Resumiendo, se puede decir gue los cambios estructnral~-
y metabblicos que sufre un nicleo transplantado en oocitos,
son los siguientes: a) alteracidén en la sintesis de DNA y
RNA; b) rdpido aumento de volumen: c) dispersién progresiv:c
de la cromatina; y d) acumulacién de algunas proteinas en

forma selectiva.
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Algunas interrogantes que podrian ser planteadas usando
el sistema de transplante nuclear en oocitos son las
siguientes:

1) ¢ Oué protefnas citoplasmiticas o nucleares son importan-
tes en la regulacién de la actividad génica?

2) ¢ Oué determina la asociacién de éstas proteinas con los
cromosomas? Yy

3) ¢ Cuindo se disociarfian &stas proteinas de los cromosomar

y por qué?

- 16 -




IV Maduracidn de oocitos in vitro.

Desde los primeros hallazgos en que se observd que
los anfibios podfan ovular por medio de inyecciones de
preparaciones crudas de gl&ndula pituitaria anterior (46),
ésta técnica ha sido ampliamente usada para inducir la
ovulacién fuera de las estaciones normales.

En el transcurso de los afios, numerosos trabajos han
demostrado que los extractos de pituitaria son capaces de
inducir la ovulaci6én in vitro (47-49). Este proceso se
analiza eomfinmente con trozos de ovario o con oocitos ais-
lados incubados en un medio salino adecuade al cual se le
agrega la hormona, y se observa la capacidad de los oocitos
para desprenderse de las células foliculares que los rodean.
El hecho de desprenderse de esta capa celular que los rodea
tanto en el ovario como cuando el folfculo ha sido disectado
manualmente, se denomina ovulacién. Este proceso dura alre-

dedor de 14 a 18 horas en oocitos de Xenopus laevis, y

aproximadamente 22 a 28 horas en células de Rana pipiens.

La capacidad del extracto pitujitdrxrico o de otras
hormonas para inducir la maduracién se realiza en condiciocnes
iguales a las de ovulacidn, pero se analiza la ruptura de la
vesfcula germinal después de 18 a 24 horas de la induccidn
hormonal. El1 fenfmeno de maduracién va acompafiado también
de un pequefio cambio morfolégico externo, la aparicidén de

una pequefia mancha blanca en el polo animal fcolor cafd).
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Este fenfmeno se observa después de 4 a 6 horas de agregada
la hormona al medio de incubacifn. Esta mancha blanca
estarfa indicando la migracién de la vesfcula germinal hacia
la parte superior del polo animal, como consecuencia del
estfmulo hormonal.

Mediante el uso de inhibidores de la sintesis de RNA
(actinomicina D) ha sido posible determinar que se requiere
la sfntesis de RNA para la maduracién provocada por hormonas
pituitarias. Se ha demostrado que actinomicina D agregada
simult&neamente con la hormona, o hasta 2 horas después del
estimulo hormonal, inhibe totalmente la maduracién. Si se
agrega el inhibidor lueqo de 3 horas de agregada la hormona
pituitaria al medio de incubacién, no se afecta en nada
la maduracién de los oocitos (50-53). Estos resultados
indicarfan que el RNA necesario para la accidén de las hormo-
nas pituitarias se sintetizaria durante las dos horas inicia-
les del estimulo hormonal.

Inhibidores de la sfintesis de proteinas (ciclcheximida
o puromicina) son también potentes inhibidores de la madura-
cién provocada por las hormonas pituitarias (50, 52, 53).

Experimentos realizados para ver el posible rol de las
células foliculares (cé&lulas que estdn rodeando el oocito)
en la maduracién, demostraron gque en ausencia de éstas
células los oocitos pierden la capacidad de responder a los

estfmulos de las hormonas pituitaria o conadotropina (54).
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Esto indicarfa que la accifn de estas hormonas se realiza
a través de algfin tipo de interaccidén con las células foli-
culares que rodean al oocito.

Es importante hacer notar que se requiere la presencia
continua de hormonas pituitarias para producir la maduracién
de los oocitos. Esta dependencia termina con la disolucién
de la vesicula germinal (52, 54).

En los Gltimos anhos numerosos trabajos han demostrado
que no sblo las gonadotropinas pituitfricas son capaces de
producir la maduracién de oocitos in vitro, sino que una
serie de hormonas esteroidales, como progesterona, testoste-
rona, dihidrocortisona, etc., poseen tambié&n la capacidad
de hacer madurar a los oocitos de anfibio en cultivo (52,56,60).

Estos datos, junto con el hecho que las gonadotropinas
pituitéricas necesitan de la sintesis de RNA y de la presen-
cia de las c&lulas foliculares llevaron a postular la posibi-
lidad gque las hormonas peptidicas actuaran a través de la
sintesis de un producto esteroidal producido por las cé&lulas
foliculares. Se realizaron numerosas investigaciones con @l
fin de probar esta teoria, y s6lo recientemente ha sido
posible encontrar, e incluso aislar progesterona de tejido
ovdrico de anfibio, lo que hace muy probable gue progesterona
sea un intermediario en la accién de las Jonadotropinas (61).
Ademis estudios citoquimicos han demostrado que el tejide

ovlrico de Xenopus laevis sintetiza estr6geno en ..el tejido

folicular y que las gonadotropinas estimularian levemente la
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produccién de estos esteroides (62).

Experimentos realizados in vitro con progesterona
demuestran claramente que esta hormona induce la maduracidn
de los oocitos, pero no es capaz de provocar la ovulacién
(57, 63). En estudios posteriores realizados in vivo,

inyectando progesterona a hembras adultas de Rana pipiens

se vid que en las hembras no se inducia la ovulacidn, pero
se encontrd que todos los cocitos crecidos estaban maduros
y eran capaces de ser activados partenogenéticamente {55),
lo que indica gue estaban en la segunda metafase meibtica.
Estos datos apoyarfan fuertemente la idea de que maduracién
y ovulacifn son procesos no interdependientes (48).
Contrariamente a lo obtenido para las hormonas
pituitiricas, se ha visto que maduracidn causada por la
acecifn de progesterona no se inhibe en presencia de actino-
micina D, indicando gue no es necesaria la sintesis de RNA
nuevo para la accién de esta hormona esteroidal (52, 53, 55).
Adem&s aunque los oocitos sean disectados de sus
s8lulas foliculares, siguen manteniendo la capacidad para
responder a progesterona; por lo tanto esta hormona actuaria
directamente sobre el oocito (56, 57, 64).
Los inhibidores de la sintesis de proteinas, igual que
paralas hormonas gonadotrfpicas son capaces de inhibir la
aceién de la progesterona en la maduracién de los oocitos (53).

Un hecho muy interesante es que la progesterona, al
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ser microinyectada en el oocito en cantidad suficiente como
para inducir la maduracién, no es capaz de producirla. Esta
observacifn sugiere que el esteroide debe interactuar

primero con la membrana del oocito o algin componente de ella
para inducir la maduracidn.

La dependencia de la presencia hormonal en la madura-
cién provocada por progesterona es muy corta. Es suficiente
que los fragmentos de ovario u oocitos aislados esten en
contacto durante 15 minutos con la hormona para obtener un
mé&ximo de maduracidén.

La unién de 3H-progesterona a oocitos de Xenopus
laevis, detectada por -radioautograffa demuestra que la
hormona se une principalmente a nivel de la membrana celular
y citoplasmitica adyacente. Esta unién es répida y reversible
y presenta una cinética de primer orden (65). El nGmero de
moléculas que es capaz de unir el ococito es cientos de veces
mayor que la cantidad necesaria para provocar su maduracién.
Adem&s ha sido stible aislar una fraccién citoplasmética
del oocito con un coeficiente de sedimentacifn de 158 a 18S
que se une especificamente a la progesterona (66).

La interaccién de progesterona con sus receptores
celulares parece no requerir la intervencidn de cationes
divalentes difundibles como Mg+* Yy Ca++. Se ha descrito que
la preincubacién del oocito y la administracidn de esteroide

en un medio carente de iones divalentes proveca una respuesta




normal si después de la interaccién de la hormona con el

. ; : ++
oocito se agregan cationes divalentes tales como Ca v

Bl 4

. . .
'3 . Estos cationes son totalmente necesarios para los

eventos intracelulares gue acontecen posteriormente hasta

el rompimiento de la vesicula germinal. No es posible

recemplazar la funcién de uno de ellos por el solo aumento

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

sarios para el rompimiento de la vesicula germinal (67, 68).
Se ha demostradn ademds, que la maduracidén de los

oocitos de Rana pipiens va acompanada de un aumento del

contenido de calcio de la célula y de una redistribucidn
intracelular (69).

Resultados ma&s recientes han demostrado que no es
necocario el intercambio de iones con el medio para que se
produzca la maduracién, lo que indicarfa que son las distri-
buciones intracelulares las importantes para que se realice

este fendmeno (70). La incubacibén de oocitos de Rana pipiens

o de Xenopus laevis con progesterona radiactiva causa una

acumulacién de radiactividad en el oocito. El andlisic 7=
esta radiactividad indica que gran parte de la progesterona,
al cabo de pocas horas, ha sido metabolizada dando principal~
mente compuestos mds polares como 5e< y 5[3~pregnanediona.
La remocidn completa de las cé&lulas foliculares no afecta la
capacidad de metabolizar la progesterona, lo que indicaria

gue es el oocito el que posee la capacidad de convertir esta

e




hormona esteroidal en otros derivados. Ademis, progesterona
microinyectada en oocitos es tambi&n metabolizada. Oocitos
anucleados, a los cuales se les ha extraido la vesicula ger-
minal antes de exponerlos a progesterona, también tienen 1la
misma capacidad para convertirla en otros productos. Uno

de los derivados de progesterona, que se produce en el oocito
al metabolizarla, es la 5% pregnanediona, que es tan efectiva
como progesterona para inducir la maduracién en el oocito
(71, 712¥%

Evidencias relacionadas con el rol que cumplirian estc~
metabolitos derivados de la hormona, indicarian que el meta-
bolismo "per se" no jugaria un rol importante en la maduracidén.
Oocitos que no han sido capaces de responder al efecto de
progesterona, pueden metabolizarla en forma normal (71) .

Una funcién del metabolismo de pregnanediona en el
oocito podria ser reducir los niveles efectivos de esteroidc
capaces de inducir rompimiento de la vesicula germinal.

si el esteroide se combina con un receptor especifico
para poder actuar, entonces el hecho de gue los isdmeros 5
alfa y 5 beta de pregnanediona sean capaces de inducir el
rompimiento de la vesicula germinal sugeriria que:

a) ambos isémeros se unen al mismo receptor: b) existen
receptores separados; ¢) hay retroconversién de progestercr
y/o d) existe una isomerasa en oocitos para convertir una

forma en otra.
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Investigando el mecanismo operante en la maduracidén
de oocitos gatillada por progesterona se han realizado
experimentos en los cuales se extrae una mezcla de cario-
plasma vy citoplasma de oocitos cuya vesicula germinal se ha
destrufdo por accién de hormonas. Esta mezcla se inyecta
en oocitos crecidos, se observa que los oocitos responden
con una maduracién normal (54). M&s recientemente se ha
demostrado gue no es necesario cue el oocito haya sufrido
el rompimiento de su nficleo para inducir, mediante la inyec-
cién de su citoplasma, la maduracién en otras cé&lulas (73).
Fl factor (o factores) contenido en el citoplasma de los
~ocitos donantes y que induce la maduracién, recibe el nombre
de "factor promotor de la maduracidn” (F.P.M.). En oocitos

de Rana pipiens este factor aparece alrededor de 6 horas des-

nrués de tratar el cocito con progesterona, alcanzando su
mixima actividad entre las 12 y 18 horas (74). Después de
completa la maduracién, aproximadamente 40 horas después de
tratar el oocito con progesterona, la actividad del F.P.M.

se reduce. Sin embargo, algunos datos indican cue todavia
existen pecuehas cantidades de F.P.M. en el citoplasma de
embriones en divisién. La enucleacién de los oocitos dadores
de citoplasma, antes del tratamiento con hormona, no altera
los niveles de F.P.M. Lo anterior indicaria cque este factor
se forma directamente en el citoplasma del oocito, sin parti-
cipacién del nficleo (75,76). Este factor, tamhién se ha detec-

tado en oocitos de Xenopus laevis después de 15 minutos
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de accién hormonal, alcanzando su m&ximo al cabo de € horas
(773. Estas diferencias en la velocidad de aparicidén del

F.P.M. en el citoplasma de oocitos de Rana pipiens y Xenopus

laevis, estaria de acuerdo con las diferentes velocidades de
maduracién que presentan ambas especies de oocitos.

Es importante destacar, en relacién con el F.P.M. que
los oocitos inyectados con citoplasma de células pretratadas
con hormona durante 5 horas, presentan rompimiento de vesi-
cula germinal desde la primera hora después de la inyeccifn;
en cambio, en los oocitos tratados con progesterona se observa
la disolucién de la vesicula germinal solo 4 horas después
de la exposicién al esteroide. Esto sugiere, claramente,
que existe md&s de una etapa durante el proceso de maduracién
inducida por progesterona (77).

Si se extrae citoplasma de un oocito tratado con
hormona y se microinyecta a otro oocito, este Gltimo es capaz
de realizar su maduracién meifitica, Al extraer citoplasma
del oocito inyectado y .microinyectarlo a otra célula, nueva-
mente la cdlula aceptora es gatillada para continuar la
meiosis. Al repetir esta operacidn 10 veces, lo que significa
una dilucién de 10—11 veces del citoplasma de la primera
célula dadora, el ococito aceptor responde siempre con la
misma eficiencia. De estos datos es posible postular que
el F.P.M. posee una actividad autocatalitica (78, 79).

Al pretratar oocitos aceptores de citoplasma portador
de F.P.M. con cicloheximida, se encuentra cue &stos maduran
en un 79 2 de los casos. Si se inyecta citoplasma de estos
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oocitos a células pretratadas con cicloheximida no se
observa maduracién. En cambio, oocitos no tratados con el
inhibidor se comportan en forma normal. Estos datos indi-
carfian que esti involucrado el fenSmeno de traduccifén en
la autocatilisis de F.P.M., pero no en la induccién de
maduraciédn por este factor, ya que en la primera transfe-
rencia es capaz de inducir un 79% de maduracifn en oocitos
pretratados con cicloheximida. Ademis, también se puede
concluir que el F.P.M. es un paso intermedio en la madura-
cién provocada por esteroides. Se han encontrado resultados
similares usando hidrocortisona como hormona inductora de
maduracidn.

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, tanto oocitos normales como oocitos
anucleados tratados con progesterona, poseen una mayor acti-
vidad promotora de la maduracién en la regifn animal del
citoplasma (75, 76).

Mediante el uso de centrifugacidn, se ha logrado pro-
ducir ciertas estratificaciones dentro del oocito. Tomando
muestras e los estratos formados, se ha detectado que la
mi&xima 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 fin de estudiar la
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especificidad del F.P.M., utilizando para ello citoplasma
de oocitos tratados con hormona de diferente origen a los

oocitos receptores (Rana pipiens y Xenopus laevis, Rana

clemitans y Axolote mexicanum) demostraron que el factor

proveniente de cualquiera de estos oocitos hace madurar en
forma tan eficiente al aceptor como si fuera citoplasma de
la misma especie. Esto indicarfa un gran grado de inespe-
cificidad, ya que se trata de distintos sub-ordenes taxo-
némicos y afin de diferente orden (79). Huevos de Rana
pipiens cuya ovulacién ha sido inducida por inyeccidén de
hormona gonadotr8pica coribnica humana (hCG) y extraidos
de la cavidad corporal también presentan F.P.M. Por otra
parte, oocitos gue no responden a hormona, no poseen este

factor. En oocitos de Xenopus laevis se conserva este

factor hasta 48 horas después de la exposicién a la hormona.
De los datos presentados sobre el F.P.M. se puede llegar a
las siguientes conclusiones: a) El F.P.M. aparece en el
citoplasma de los oocitos después de ser tratados con
cualquiera de las hormonas que inducen la maduraci?n;
b) La sintesis de este factor requiere de la sintesis de
proteinas y es autocatalitico; c) No presenta especifici-
dad en cuanto a las células dadoras o aceptoras de este
factor.

Se ha encontrado en el citoplasma de oocitos otro

factor que jugaria un rol inhibitorio en la mitosis y

.




divisidn celular. &i se inyecta citoplasma de oocitos que
estin en maduracidn a blastBmeros de huevos en divisibn,
estos blastdmeros microinyectados cesan su divisién, mientras
que los blastdmeros vecinos contintan dividiéndose normal-
mente. El citoplasma de huevos activados no posee este
factor. Esto nos indicaria que la divisién y la mitosis de
los ococitos estarfan inhibidas por la accién de un factor
citoplasmitico, el factor citostidtico (F.C.) (74).

Ha sido posible determinar en Rana pipiens, que el

F.C. aparcce después de 20 horas de tratamiento con proges-
terona. El nivel maximo de actividad se mantiene hasta el
momento de la activacidn del oocito, bajando répidamente
después de la fertilizacidén. Parece que esta capacidad de
neutralizar el F.C. se conserva s6lo hasta 20 minutos
después de la activaci6én del huevo, ya que si se inyecta
F.C. después de este tiempo post-fertilizacién, se inhibe
totalmente la divisién.

Los primeros datos referentes al posible rol de los
componentes de la vesicula germinal, fueron obtenidos harce
unos sesenta y cinco anos por investigadores cue realizaban
estos estudios en huevos de erizos de mar, estrellas de
mar v en nemertinos (80). Estos huevos se cortaban en dos
fragmentos antes o después de la ruptura de la vesicula
germinal. Cuando se bisectaban ococitos individuales después
de la disolucidn de la vesicula germinal, ambas partes podian
ser fertilizadas vy dividirse. Si ellos eran activados parte-

nogénicamente, la mitad que posefa el nGcleo también era

-
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capaz de dividirse, en cambio la otra mitad, gue no contenia
cromosomas, pero si algo de material proveniente de la
vesicula germinal, formaba numerosos radios. Cuando la
operacidn se llevaba a cabo antes de la ruptura de la
vesicula germinal, s6lo la mitad gue contenia la vesicula
germinal podia posteriormente ser fertilizada o partenogé-
nicamente activada. La otra parte del huevo no podia ser
fertilizada o activada y el citoplasma apenas era capaz

de formar radios. Estos resultados demostraron claramente
que para lograr la madurez citoplasm&tica era necesaria

la liberacién de material nuclear al citoplasma.

Estudios similares se realizaron en oocitos de anfi-
bios y &stos consistieron principalmente en eliminar las
células foliculares y la vesicula germinal durante el
periodec dependiente de hormonas. Estos oocitos eran inca-
paces de dividirse afin cuando se les transplantara un
nficleo de células somidticas. S&loc eran capaces de ser
activados aquellos gue no se les extraia la vesicula germinal.
Con estas evidencias los autores concluyeron que, tanto en
oocitos de anfibio como de invertebrados, la maduracidn
citoplasmitica es posible s6lo si el material de la vesicula
germinal se dispersa en el citoplasma.

Investigaciones posteriores, realizadas en Rana pipic:s

y usando progesterona como estimulo hormonal demostraron
claramente que oocitos anucleados previo al estimulo hormonal,

eran capaces de responder a estimulos de activacidn (55, 64).




Los criterios de activacién empleados fueron: elevacién de
la membrana vitelina, rotacidn del huevo dentro de la
membrana, cambios en turgidez del huevo y modificaciones
caracteristicas en la superficie. Aguellos huevos anuclea-
dos que eran activados presentaban siempre surcos de divisién
de tipo abortivo. Asi, un criterio de maduracién citoplas-
matica, es decir, la capacidad de responder a la penetraciln
del espermio, o de ser activado partenogénéticamente no es
impedido por 1la remocién de la vesicula germinal. Sin
embargo, todos los cocitos anucleados son incapaces de divi-
dirse en forma normal después de transplantarles niicleos

de células scmAticas, en cambio, todos los oocitos controles
responden normalmente.

A través de los afos se han ido acumulando cviIdcnclas
de que el material de la vesicula germinal juega un rol muy
importante tanto en la morfogénesis como en la maduracién.
Por ejemplo, estudios m&s recientes utilizando mutantes de
axolote han dado clara demostracién que el material de la
vesicula germinal es importante en la gastrulacién. Sc ha
descubierto un gen recesivo en el axolote que ejerce un
efecto maternal modificando el citoplasma del ococito durante
la oogénesis de tal modo cue detiene el desarrollo en 1=
etapa de gdstrula. Esta deficiencia puede ser corregida
inyectando citoplasma de oocitos normales en huevos mutantes

fertilizados. Cabe destacar, sin embargn, que el componente




correctivo se acumula en el nficleo antes de inducir la
maduracidn: afin m&s, la inyeccién de material de la vesicula
germinal en oocitos mutantes es mas efectiva para corregir
el sindrome anteriormente expuesto (81).

Con respecto a la sintesis de macromoléculas durante
1a maduracidn se han visto ciertas variaciones en relacién
a la sintesis de RNA y proteinas.

Mediante la microinyeccién de precursores radioactivos
especificos para detectar la sintesis de RNA, ha sido posi-
ble estudiar la capacidad de sintetizar PNA en oocitos,
antes y después del estimulo hormonal. Los resultados han
demostrado que el oocito sin tratamiento hormonal es capaz
de sintetizar RNA y gque oocitos estimulados por progesterona
o gonadotropinas incorporan igual cantidad de precursor que
los oocitos controles. Ha side posible ademds, detectar el
lugar de sintesis siendo preferentemente en los nucléolos
(82-84).

FEl efecto de actinomicina D sobre la maduracién induci-
da por hormonas pituitarias, hizo pensar que era indispenszs -
ble la sintesis de un RNA especificc para cue el oocito
pudiera realizar la maduracidn. Pero los resultados obtenidos
con progesterona, en cuyo caso no se necesita la sintesis de
RNA para inducir la maduracidn, han sugerido que las gonado-
tropinas necesitan sintesis de RNA para su accifn sdlo para

producir un intermediarioc de tipo esteroidal que seria el




responsable de la maduracidn. 2Asi, se piensa en estos
momentos que en general, el RNA sintetizado durante la
maduracién jugaria un rol importante durante las primeras
divisiones del embrién.
Con respecto a la sintesis de proteinas las evidencias
que existen por los efectos hormonales no son muy claras.
Experimentos realizados mediante microinyeccién de

aminodcido radiactivo en oocitos de Rana pipiens después

del estimulo hormonal, muestran evidencias muy discutibles
sobre un posible aumento en la sintesis de proteinas

después de 24 horas de la accidn hormonal (55). Por otra
parte, experimentos realizados mediante pulsos de aminodcidos
radiactivos agregados al medio de incubacién durante 30
minutos, muestran claramente cue existe un aumento de incor-

poracién a proteinas en oocitos de Xenopus laevis después

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

Estudios realizados empleando electroforesis en geles
de poliacrilamida no han logrado encontrar diferencias
notables en las proteinas cue se estarian sintetizando antes
o durante el perfodo de maduracién. Los cambios importantes
en el tipo de proteinas sintetizadas se producirian después
de la fertilizacibén del huevo (55, 85).

Recientemente ha aparecido en la literatura resultados
obtenidos con oocitos provenientes de cerdo , ratédn o erizo

de mar respecto a las proteinas que se estarian sintetizando
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durante la maduracifn o inmediatamente después de la ferti-
lizacidén (86-88). FEn todos los casos se ha utilizado 1la
técnica de geles bidimensionales descrita por O'Farrell.

Los datos presentados en estos trabajos demuestran que no
existiria un cambio notable en las proteinas gue se estarian
sintetizandoc antes o durante la maduracidn de los oocitos.
Pareciera ser que los cambios son mayormente de tipo cuanti-
tativo que cualitativo.

Cualguier modelo para el mecanismo de la accién hormonal
en la induccidn de la maduracién, debe ser capaz de reconciliar
las numerosas evidencias experimentales existentes hasta el
momento. Este modelo tendria que postular una interaccidn
a nivel de la membrana, entre las gonadotropinas y las células
foliculares, las cuales responderian con la formacién de un
esteroide (progesterona) y &ste seria liberado por las
células foliculares para interactuar con la membrana del
oocito. Esta interaccidn produciria la aparicidn del factor
de maduracién (F.P.M.) en el citoplasma el cual serfa capaz
de prcducir la maduracién.

Como se puede apreciar, pricticamente no existe expli-
cacidn alguna sobre los mecanismos por los cuales las gona-
dotropinas o la progesterona realizan su accién, lo cual hace
interesante estudiar los efectos hormonales en sus etapas
inmediatas.

Recientemente, el concepto de que numerosas hormonas
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actfian por un sistema de segundo mensajero, ha sido amplia-
mente demostrado. Este concepto involucra la regulacibn de
los niveles intracelulares de AMP ciclico. El nivel de este
nuclebtido estd preferentemente regulado por dos actividades
enzimiticas, la adenilciclasa, que cataliza la conversibn

de ATP a AMP ciclico, y la fosfodiesterasa que cataliza la
conversidén de AMP ciclico a 5'AMP.

Durante el desarrollo de esta tésis han aparecido
datos en la literatura que apoyarian la participacién del
AMP cfclico en la maduracién de los oocitos. Asi por
ejemplo, ha sido descrito que la microinyeccién de la sub-.
unidad regulatoria de la proteina quinasa es capaz de
inducir la maduracién y adem&s la subunidad catalitica
inhibe este proceso (89),.

Por otra parte ha sido descritc que progesterona
produce cambios en los niveles de cAMP durante la madura-
cidén (90) y ademds que inhibidores de la fosfodiesterasa,

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

Estudios efectuados en esta Tesis

La tésis se ha planteado dentro del contexto de la
lfnea del laboratorio de utilizar el sistema de occito para
el estudio de la regulacién de la expresién génica. Dentro

del proceso de la expresién génica, la etapa de traduccién

.




ocupa un importante lugar y, por lo que hemos visto, en la
revisién de la bibliografia que antecede, pareceria claro
que existirfan mecanismos regulatorios post-transcripciona-
les operativos en los oocitos de anfibios. Sin embargo,
a pesar de gue el oocito se ha estado usando en muchos labo-
ratorios para la traduccifn de mRNA inyectados, como hemos
visto anteriormente, no existia en la literatura un estudio
detallado sobre las condiciones que afectan la incorporacidén
de amino&cidos ex8aenos en las proteinas de estas células.
La primera parte del trabajo de la tésis, por lo tanto,
se dedicd al estudio de diferentes pardmetros que afectan
dicho proceso, haciendose énfasis en las condiciones y meca-
nismos involucrados en la captacidn de aminoAcidos exfgenos.
Posteriormente, se atacd el problema de estudiar los
eventos moleculares que se inducen por la accién de hormcnas
que causan la maduracibén cdel oocito. En estos estudios se
partié de la hipBtesis que el papel preponderante que aparen-
temente jugaria la interaccifn de la membrana externa con la
hormona en el proceso de maduracién posiblemente, indicaba la
participacién de AMP ciclico en las etapas tempranas del
proceso. Los resultados obtenidos justificaban la hip&tesis
de trabajo e indican que podria haber una relacifn entre 1la
funcién de los nucledtidos ciclicos y el mecanismo de traduc-

cidn durante el proceso de maduracidén inducidc por hormonas.
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METODOS

Se usan hembras adultas de Xenopus laevis provenientes

de South African Snake Farm, Cape Province, Africa del Sur,
gue se mantienen en cautiverio durante varios dias antes de
utilizarse: se alimentan una vez pOr semana, COn pequenos
trozos de carne. También se usa la especie chilena

caudiverbera caudiverbera, proveniente de las vecindades de

Santiago.

Obtencidn de oocitos

Las hembras se anestesian colocdndolas en agua con hielo,
a la cual se agrega una pecueia cantidad de tricaina metano-
sulfanato (anestésico para animales de sangre fria), y se les
mantiene durante 30 minutos en esta solucibén. Ensequida se
extrae un pequefio trozo de ovario, mediante una incisidn en
la parte ventral baja del animal. Fl trozo extraido se
coloca en solucidn Holtfreter modificado (HF) cue contiene

NaCl 63 mM, KC1l 1 mM, CaC120,5 mM, MgCl, 1 mM, Tris-HC1l 20 mM,

2
pH 7,4 penicilina y estreptomicina, 10 mg de cada una por ml.
El animal se sutura y normalmente se puede volver a operar
después de un mes. Es posible realizar 3-4 operaciones a un
mismo animal. Los oocitos se separan manualmente del trozo
de ovario, extraido y mantenido en solucidén HF; se realiza
bajo lupa empleando para ello unas pinzas Dumont N°5.

Normalmente se utilizaron sbélo los oocitos totalmente crecidos

estado VI segfin Dumont (92), los cuales tienen un di&metro
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de 1,1 - 1,3 mm para Xenopus laevig y de 3,0 - 3,5 mm para

C. Caudiverbera. Cualquier oocito que presentara una pig-

3 2 * &
mentacién anormal era descartado.

An&lisis de incorporacidn de aminodcidos radiactivos a
proteinas.

Para el ensayo de sintesis de proteinas, grupos de 5

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

en presencia de }4

C - aminoicido a una concentracién de 18 uM,
a menos cue se especifigue otra cosa. La incubacién se realiza
a 21°y se detiene agregando 1 ml de TCA 5 % frio después de
tiempos variables. Enseguida los oocitos se homogenizan con
una varilla de vidrio, los homogeneizados se filtran a través
de filtros de fibra de vidrio que se lavan 3 a 4 veces, con
TCA 5 & frio. La radiactividad incorporada al material acido
insoluble se mide en un contador Mark I empleando una solucién
de tolueno y Omnifluor (4 g/l1) de centelleo para muestras
liquidas. Ia eficiencia para 14C era de 75 %. Los resulta-
dos representan el promedio de determinaciones en duplicado,
que en general difieren en no mis de un 19 %. FEl1l prccedimiento

descrito es igual cuando se usan oocitos de C. caudiverbera

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

HF, en presencia de aminoicido radiactivo.




Andlisis de entrada de aminodcidos radiactivos . al oocito

Las incubaciones para el ensayo de la entrada de
aminodcidos y la medicién de la radiactividad se realizan
exactamente como se describe en el pérrafo anterior. La
reaccién se detiene mediante lavados sucesivos de los
oocitos con solucidn HF y luego se transfieren las c@lulas
intactas a filtros de fibra de vidrio, donde se lavan 4
veces con 10 ml de solucién HF fria (este lavado demora
aproximadamente 1-2 minutos). Enseguida los filtros s2
doblan y se aplastan para romper los oocitos, se secan y se

mide la incorporacién total de aminodcidos radiactivos.

Determinacién del contenido de amino&cidos libres

Para poder analizar ia concentracidén interna de amino-
4cidos en oocitos, se disecan manualmente 2.000 oocitos
crecidos (estado VI), provenientes de diferentes animales
y se colocan directamente en TCA 5 %. Las células se homo-
genizan . en este &dcido durante 3 a 5 minutos, mediante un
homogenizador - de vidrio con &mbolo de tefldn, movide por
un motor. El1 homogenizado: se centrifuga a 30.000 g durante
30 minutos, vy el sobrenadante obtenido se centrifuga nueva-
mente a 105.000 a, durante 60 minutos. F1l ligquido sobre-
nadante final se extrae cuatro a cinco veces con &ter etilico
hasta obtener una solucidn neutra) para eliminar el TCA.
Luego se liofiliza y se suspende en 600 ul de HC1 0,01 N pH 2,2

1
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Se toma 100 ul de esta suspensidn, se diluyve con un volumen
igual de HC1 0,01 ¥ y se coloca en un analizador de amino-
4cidos automi&tico Beckman Modelo 120 C. E1l rendimiento de
este proceso se calcula usando una solucidn patrén de

aminoicidos que se trata icual que la muestra prcblema.

Obtencién de nficleos o vesiculas germinales

Para obtener vesiculas germinales aisladas, se hace
un pequefio orificio a los cocitos en el polo animal, con
una pinza Dumont N°5. Fnseguida se presiona suavemente con
las pinzas la zona ecuatorial del oocito, v el nficleo sale
esponténeamente. Las vesiculas germinales asi obtenidas
tienen un didmetro de 0,3 mm en los oocitos crecidos, pueden
lavarse fAcilmente con solucidén H.F. usando una pipeta

Pasteur, para ser utilizadas posteriormente (Figura 1).

Deteccidn de maduracidn

Como método de anilisis para ver maduracidén dn cocitog,

se usé la aparicidn de un punto blanco en el polo animal y
la disoluci®dn de la vesicula germinal. Fl punto bklance se
observa facilmente bajo el microscopio, entre las 4 y 6
horas después de tratar ccn hormonas (Figura 2). La ausen-
cia de nicleo se detecta ficilmente, después de 4 a 10 horas
de la accidn hormonal, pinchando el oocito en el polo animal
bajo el microscopio.

Estos criterios de control de»maduracién, han sido
usados por numerosos investdigadores.
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Figura 1
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Figura 1

Procedimiento de enucleacién de oocitos de X¥enopus laevis

) oocitec crecido con las capas foliculares parcial-~
mente removidas; B) y C) aproximacién y penctracifn en el
rolo animal de una pinza Dumont N° 5: D) oocito con una
incisidn en el polo animal; E) vesicula germinal emer-
giendo a través de la incisién; F) oocite anucleadn con
la vesicula germinal a su lado: G) y H) oocito anucleado
con la incisidn parcial o totalmente cerrada.

En la parte inferior de la figura se muestra un

conjunto de vesiculas germinales obtenidas por enucleacién

manual de los oocitrs.
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Figura 2

Oocitos de ¥enopus laevis

Fn (M) oocitos crecidos (estado VI) presentando la
tipica banda ecuatcrial;  (B), ooccitos estimulados con hor-
mona con el punto blancoe en el polo animal. En (C) se
muestra un corte de oocito donde se puede apreciar el tama-
fio relative y ubicacifn espacial de la vesicula germinal
en esta cé&lula; g.v. @ vesicula germinal; vVv.p. ° proteinas

vitelinicas.




Separacidn mediante capa fina de amino&cidos

Para detectar interconversién del aminn&cido radi-
activo que entra al cocito, se utiliza cromatografia
pidimensional en capa fina. para esto se incuban 20 occitos
durante 5 horas con aminnicido radiactivo en solucidén HF.
Una vez finalizada la incubacién, se lavan repetidas veces
con solucidn salina, para eliminar el aminodcido radiactivo
externo, se homogenizan en 500 ul de HC1 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 liquido
sobrenadante se liofiliza y resuspende en 15 ul de HC1 0,1 N.
De esta solucidn se usan alicuntas de 5 ul para el corri-
miento cromatogrdfico en placas MN Poligram Cell 300 UV 254.
para el desarrollo de 1a cromatografia en la primera dimen-
gidn se usa una mezcla de n-butanol: acetona: dietilamina:
agua (10: 10: 2: 5);: ésto demora aproximadamente 3 horas.

La placa se seca a temperatura ambiente y, luegc, se hace
la cromatografia en la 2a. dimensidn usando una mezcla ae
isopropanol : Acido férmico : agua (40: 2: 10) durante 3
horas. Enseguida la placa cromatogrédfica se seca y se pone
en contacto con una placa radioautogrdfica RP X - OMAT,
durante 7 dias a -70°¢ en 1a oscuridad. El revelado se hace
segin los procesos normales de revelado fotogréfico.

Normalmente se us® aminoicido ‘radiactivo para observar

1a ubicacién de éste en la placa, como m&todo de control.




Determinacifn de 1a actividad foafodiesterésica in vitro

La actividad fosfodiesterdsica se determind a 21°
a menos que se indique 1o contraric, usando alicuctas del
homogeneizado proveniente de 5 oocitos. ILa mezcla de reac-
cidn contiene los siguientes reactives a concentracién final:
Hepes pH 7,0, 50 mb, MgC12 0,1l mMy 0,2 uCi de 3H"cAMP o
3H—CGMP ¢ volumen final 50 ul. Al final del periodc de
incubacidén se agregan 5 ul de HC1 0,1 N y se centrifuga 1la
solucién a 2.000 g durante 10 minutos. Se toman 5 ul del
sobrenadante y se colocan scbre una placa de polietilenimida
celulosa (PEI) para cromatografia en capa fina. La placa
se desarrolla por cromatografia ascendente, usando COMO
eluyente LiCl 0,5 M, durante 3 a 4 horas (93). En el casc de
deteccidén de fosfodiesterasa para CGMP la placa se¢ precorre
con Tritdn 1 %, se seca ¥y a continuacidn, se pone en
Licl 0,5 M. Las 4reas correspondientes a marcadores de CAMP
o cCMP v 5 -AMP © 5'.-GMP, segln el caso, S¢ usan para detectar
1a radiactividad usando Acquascl 2 como un sistema para |

contar muestras liquidas.

Andlisis de distribucidn intracelular de fosfodiesterasas

Para poder estudiar 1a distribucidn intracelular de
fosfodiesterasas, S€ utiliza el homogeneizado procedente de
120 oocitos (totalmente crecidos) en 0,5 ml de la mezcla de {

reaccidn descrita en el parrafo anterior. El homogeneizado
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se centrifugd a 105.000 g. por 60 minutos. Se sacd el

liquido sobrenadante y el precipitado se lava, centrifuga

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

actividad del sobrenadante ¥ precipitado se detecta en las

mismas condiciones descritas en el parrafo anterior.

Anilisis cromatografico de fosfodiesterasas

Se utilizan 3 gramos de ovario de una hembra adulta

de Xenopus laevis que se homogenizan en 6 ml de una solucifin

Hepes 0,05 M pH 6,8, Mg Cl2 5§ mM,EDTA 1 mM ¥y 2-mercaptoe-
tancl 3 mM. E1 homogeneizado resultante se sonica durante

3 minutos en un sonicador Biosonic III ¥y luego centrifuga
durante 1 hora a 105.000 g. El liguido sobrenadante se

pone en una columna de celulosa DE-52 (0,3 x 3 cm) que se€ lava
con 3 ml de la solucién empleada para 1a homogenizacidn.

La elucidén de la muestra se realiza utilizando una gradiente
lineal de acetato de sodio entre 0 y 1 M en un volumen total
de 5 ml del mismo tampdn de homocenizacibén. Se colectan
fracciones de 50 ul. Para la deteccién de la actividad
fosfodiesterdsica se usa 1a fraccidn completa, adicioné&ndole

1 ul de 3H—cAMP (0,2 uCi) a una concentracién final de 0,1 mM,.
La incubacién se realiza durante 30 minutos a 21¢2 La reac-~
cidn se ditiene mediante la adicién de 5 ul de HCl 0,1 N.
Fracciones de 5 ul se analizan por cromatografia en capa

fina, como se describid anteriormente.
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Determinacidn de cAMP

Para medir los niveles de cAMP en oocitos Y vesiculas
germinales aislacas se usa el método de Gilman (94). Este
método se basa en la especificidad para unir cAMP de una
preparacifn semipurificaca de misculo de vaca. Esta prepa-
raci®n es bastante estable a bajas temperaturas, lc cual
permite conservarla durante 10 a2 12 meses a ~-80°¢

para determinar lcs niveles de cAMP en los oocitos,
se colocan grupos de 10 oocitos en HCl 0,01 N, y se homoge-
nizan con una bagueta de vidrio. El homogeneizado se liofi-
liza hasta sequedad y se resuspende en 200 ul de tampsn
acetato de sodio 0,05 N pH 4,0. Se toman 100 ul de esta
suspensidn, s¢ agregan 200 ul de acetato de sodic 0,05 N
pH 4,0, 100 ul de H3—cAMP vy la proteina especifica para
unir ciMP (15-25 ul). La mezcla se incuba durante 1 hora a
2°y la reaccifn se detiene agregando 1 ml de tampén fosfato
6,02 N pH 6,0 frio. Se agita y deja durante 15 minutos més
a 2°. Enseguida se filtra a travéds de filtros milipnxos
lavando 5 veces con 2 ml del tampdn fosfato frio cada vez.
La radiactividad retenida en los filtros se detecta <on un
contador de centellec liguicdco.

El procedimiento para medir los niveles de cAMP en
nticlec es idéntice al descrito para nocitos con la fQnica
diferencia qgue se usan 20 nficlecs por muestra analizando el

volGmen total. En todos los experimentos se realizan curvas
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de calibracidn, usanco diversas cantidades de cAMP frio

para ver la linearidad de la determinacifn.

Anidlisis de proteinas fosforiladas

Con el objeto de detectar la fosforilacién de proteinas
totales en oocitos, se€ utiliza P32=ATP como donador de

grupcos fosfato. Los oocitos se inyectan con 50 nl ce P32 =

ATP (2,0 uCi), y se incuban en solucién HF ~ 21°. La
reaccién se detiene con 2 ml de TCcA 10 % fric y luego se
homogeniza en presencia de ATP lOmdM(para Aisminuir al
mé&ximo los blancos). Se filtra por filtros miliporo.y se€
lavan repetidas veces con TcA 10 % frio. Los filtros se
secan y la adiactividad se mide en un contador para cente-
lleo liguido. LOs resultados representan el promedic de
determinaciones en duplicado,; gue en general no difieren
en m&s de un 10 %. Para analizar por electroforesis la
radiactividad incorporada a proteinas se toman 10 a 15
cocitos y se ~homogenizan en la solucidn para elecirofovesis
que se describiri posteriormente.

para medir fosforilacibn de protefnas en vesiculas
germinales se incuban 10 v.g. en 100 ul de sclucién HF con
1 uCi de PBZ_ATP a 21°y luego se procesan en forma
idéntica a la descrita para nocitos, tanto para medir incor-
poracién a proteinas totales como para separar las proteinas
marcadas por electroforesis en geles de poliacrilamida. Las

proteinas racdiactivas de los geles se determinan por fluo-

rografia.




Electroforesis en geles de poliacrilamida

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 x 20 cm por 1,6 mm de
espesor (11). ILa acrilamida y bisacrilamida se recristali-
zan antes de usar empleando para ellc cloroformo y acetona,
respectivamente.

Se homogenizan 10 oocitos en 100 ul de una solucidbn
Tris-HC1 0,125 M, pH 6.8 Na, EDTA 0,01 M. E1  homogenjizado
se centrifuga a 5.000 g durante 10 minutos a temperatura
ambiente. El liguidc scbrenadante se separa cuidadosamente
para evitar la capa lipidica, y se mezcla con 50 ul de una

solucién de mercaptoetannl 20 %, SDS 3,2 %, glicerol 20 % ¥y

azul de bromo fencl ¢,002 %. Esta mezcla sc calienta a 100°

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

El volumen de muestra que se coloca en el gel nc debe exceder

de 75 ul. La composicién del ael de concentracién es acri-

lamida 3 %, bisacrilamicda 0,15 %, TEMED 0,1 & y persuliatc

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

mida 9 %, bisacrilamida 0,05 %, TEMED 0,05 %, persulfato de
amonio 0,1 & y Tris-HC1 7,01 M, pH 8,8. La electroforesis
se realiza a una intensidad de 50 mA, durante 4 a 5 horas,
usando una fuente de poder de intensidacd constante. El
tampén de electroforesis es Tris-glicina 0,2 .M, pH 8,8 con

spDs 0,1 %.
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Una vez finalizada la corrida electroforética, se
saca el gel y se tine por inmersidén cdurante 2 horas en
solucidn de azul de coomasie 0,1 % en Zcido acético 7,5 %
y metanol 45 %. El gel se saca de esta solucién y se
coloca en solucién para destenir, metancl 45 % ¥ Acido
acético 7,5 %, que se cambia frecuentemente para lograr un
destefiido répido, demordndose alredecor de 6 horas. Con
el fin de detectar la radiactividad en las proteinas
separadas por 1a electrofcresis, se usa 1a técnica de

fluorografia descrita a continuacién.

Fluorografia

Este método descrito recientemente por Bonner y Laskey

(25) y Laskey Yy Mills (96), tiene la gran ventaja de poder

detectar muy pegquena cantidad de ra’iactividad incorporada

a proteinas. ©5e basa principalmente en el uso de PPO, un

centelleador en el cual se embebe el gel o cualquier otro

soporte que ccntenga 1a muestra a analizar. @Un»? ve7 empehi Ao

el sopcrte se seca y S€ coloca en contacto con una placa
radiografica de alta sensibilidad, a2 la oscuridad y a baja

temperatura.

El procedimientc, en Aetalle, es el siguiente:
inmediatamente después de finalizada la electroforesis © de
la tincidn del gel, este se sumerge durante 30 minutcs en

un volumen 27 veces mayor de dimetilsulféxido; seguido de




una seqgunda inmersién de 30 minutos en dimetilsulféxido
fresco. Enseqguida se coloca por 3 horas en 4 veces su
volumen de PPO 20 % (p/p)en solucién de DMSO 22,2 % (p/V) .
Luego se pone el gel en un volumen de agua 20 veces su
volumen, durante 1 hora. Una vez terminada esta operacién
se procede a secar el gel al vacio, para lo cual el gel se
coloca sobre papel Whatman NJ3, se cubre con pléstico y se
coloca sobre una placa porosa dentro de una bolsa pléstica
al vacfo sobre vapor de agua (este proceso dé secado demora
alrededor de 1 hora). Una vez seco el gel se pone en
contacto con una placa de raycs X‘(RP.Royal X-Omat) u otra
equivalente y se guarda en la oscuridad -a ~70°,durante el
tiempo necesario. Esto depende de la radiactividdd de la
muestra analizada; normalmente el tiempo usado para 3H -
proteinas es de 10 a 15 dfas, y para 14C-pr0teinas Anter
5 y 10 dias.

Fl revelado de la placa se hace de acuerdo a los
procesos fotograficos usuales. Fl registro densitométrico
de la placa se hace a 540 nm en un densitémetro par~ ¢ les

Canalco.

Electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida

Para poder resolver con mayor eficiencia las proteinas
del oocito se usa la técnica descrita por O'Farrell (97),

modificada por Gurdon y col. (98). Esta técnica consiste en
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correr la muestra en la primera dimensién en un gel cilin-
drico 13 cm x 2,5 mm de una concentracién final de acrila-
mida 3,8 %, bisacrilamida 0,20 &, urea 9,2 %, TEMED 0,07 %,
persulfato de amonio 0,01 ¢ y anfolitos con un rango de pH
de 3,5-10 y 5-8 al 2 %.

Los oocitos se homogenizan en 100 ul de una solucidén
de Tris-HCl 10 mM, pH 7,4, Mg Cl2 5 mM, RNAsa y DNAsa
100 mg/ml; el homogenizado se incuba durante 15 minutos a
0° y a 27° por otros 15 minutos. Luego se centrifuga a
3.000 g por 15 minutos, se separa el liquido sobrenadante al
que se le agrega urea hasta una concentracién final de 9 M.
La muestra asi obtenida se coloca sobre el gel que se ha
corrido, previamente, durante 15 minutos a 200 volts/tubo,
30 minutos a 300 volts/tubo y 30 minutos a 400 volts/tubo.
Los medios de electroforesis usados son NaOH 0,02 My H3 PO4
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 solucidén de Tris-HCl1l 0,026% ™
pH 6,8, glicerol 10 &, 2-mercaptoetancl 5 % y sps 2,3 %. Este
gel, asi procesado, se coloca sobre un gel de resolucién de
placa de acrilamida 15 %, bisacrilamida 0,075 %, SDS 0,1 %,
TEMED 0,05 %, persulfato de amonio 0,1 %, Tris-HC1l 0,01 M pH 8. °
El gel de concentraci®n contiene acrilamida 5 %, bisacrilamida
0,25 %, TEMED 0,1 %, persulfato de amonio 0,2 %, SDS 0,1 %,

pH 6,8. Se corre durante 4 a 5 horas a 50 mA. El procedimiento
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posterior es idéntico al descrito para electroforesis en

una dimensidn.
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FUENTE DE LOS MATERIALES

Acido Acético Merck
Acido Clorhidrico Merck
Acido Foefdico Calbiochem
Acido Perclérico Merck
Acido Tricloroacético Merck
Amino&cidos ~Radiactivos New England Nuclear
Anfolitos LKB

32P - ATP New England Nuclearv
Bis-acrilamida Sigma
Cicloheximida Sigma
Cloruro de Calcio Baker
Cloruro de Litio Merck
Cloruro de Magnesio Baker
Cloruro de Potasio Baker
Cloruro de Sodic Sigma
DEAE-celulosa Sigma
Dimetil Sulfdxido Merck

2,4 = dinitrofenol Merck
Dodecil-sulfato de sodio Sigma
EDTA--Na2 Sigma
Filtros de lana de vidrio Whatman
Filtros de nitrocelulosa Millipore
Fosfodiesterasa de veneno de serpiente Sigma




Glicerol

Glicina

Gonadotropina corifnica humana
Hepes

Hidréxido de sodio

L - amino&cidos
2-Mercaptoetanol

Metanol

358 - metionina

Nitrato de lantano

N,N,N,N, TEMED

Nucleétidos

Nucledtidos ciclicos
Nucledtidos ciclicos radiactivos
Omnifluor

Ouabaina

Papaverina

Persulfato de amonio

Placa fina de Poligram

Cel 300 PEI (polietileneimina)
Poliacrilamica

PPO

Progesterona

Pronasa

Puromicina

Sulfato de amonio
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Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Merck

Amer sham

Fischer

Sigma

Sigma

Sigma

New England Nuclear
New England Nuclear
Sigma

Sigma

Sigma

Merck

Sigma
Sigma
Calbiochen
Sigma
Sigma

Sigma




Testosterona Sigma

Tricaina metanosulfonato Sigma

Tris (base) Sigma

Trité6n X-100 Sigma

Urea Merck

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

Baker Baker Chemical Co., Phillipsburg, N.J.,U.S.A.
Calbiochem calbiochem,San Diego, California, U.S.A.
Fischer Fischer Scientific Company, St.Louis, U.7 ~
LKB LKB Produkter A.B. Stocolmo, Suecia

Merck Merck, Darmstadt, Alemania

Millipore Millipore, Bedford, Mass., U.S.A.

New England Nuclear New England Nuclear,Boston, Mass. U.S.A..
Sigma Sigma Chemical Company, St.Louis,” U.S.7
Whatman Whatman, W. and R.Balston, Ltd.,Inglaterra
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RESULTADOS

Capitulo Primero

Condiciones que afectan la sintesis de proteinas

en oocitos de anfibio

A. Concentracidn externa de aminodcido

La Figura 3 muestra la influencia directa de la con-
centracidén externa de aminodcido en su incorporacidn a
proteinas en oocitos de X. laevis. Es claro, de estos
resultados, que existen diferencias entre los aminodcidos
estudiados. Tirosina a una concentracidn de 0,5 mM se
incorpora a la mixima velocidad, mientras que treonina, a
la misma concentracidn, sb6lo se incorpora a proteinas al 60 %
de su velocidad méxima. Por otra parte, el &cido aspdrtico
no se incorpora a la velocidad mé&xima ain a concentraciones
de 3 mM. Este resultado demuestra que existe una relacidén
directa entre la concentracién de aminodcido en el medio
externo y su incorporacién a proteinas en un amplio rango de
concentraciones. Dos factores principales podrian explicar
los resultados obtenidos: a) la velocicdad de entrada del
aminoicido radiactivo al oocito y b) la posible dilucidn
isotépica que el aminodcido experimentaria con los "pooles”

interncs de la célula.
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Figura 3

Efecto de la concentracifn de aminodcido en la velocidad

de incorporacién en oocitos de Xenopus laevis.

Grupos en duplicado de 5 ococitos se incubaron
durante 2 horas a 20° en snlucién HF con los distintos
aminodcidos. La incorporacién de aminodcidos se deter-
mind segdn lo descrito en Métodos. Cada punto representa
el promedio de los duplicados. Los aminoicidos usados
fueron 14C--écido aspéartico (@), actividad especifica
135 uCi/umol; 14C—treonina (D), actividad especifica

186 uCi/umcl; y 14C—tirosina (d) , actividad especifica

476 uCi/umol.
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Con el cbjeto de ver si el aumento de la concentracién
externa del aminoicido producia un estimulo en la entrada de
éste y, por consiguiente, una mayor incorporacién a proteinas,
se realizd el experimento que se describe en la Figura 4.

Se us® como aminodcido radiactivo 14C—leucina a 3 concentra-
ciones diferentes para ver el efecto en la cinética de entrada
y sintesis de proteinas en oocitos de X. laevis (47, 4B) y

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

clara entre la concentracifn de aminodcido radiactivo en el
medio externo, velocidad de entrada, e incorporacién a proteinas
en ambos tipos de oocitos usados.

En la Tabla I se compara la entrada de los diferentes
aminoicidos, su incorporacién a proteinas y los "pooles” de
aminodcido libre encontrado en oocitos de X. laevis y

cC. caudiverbera con el fin de estudiar la posible dilucibn

isotépica que experimentarian diferentes aminodcidos radiactivos
dentro del oocito. Para realizar la determinacién de los
"pooles"” de aminodcido en oocitos, se aislaron manualmente
2000 oocitos crecidos (estado VI) provenientes de 3 animalesg
diferentes, y se procesaron como se describe en M8todos. Més
adelante sc discutirdn estos resultados con respecto a la
capacidad que poseen estas cé8lulas para concentrar los amino-
4cidos respecto al medio externo.

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

moles de aminodcido incorporado a proteina por oocito y por

- 6O
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Figura 4

Efecto de la concentracién de aminodcido en entrada e

incorporacién a proteinas en oocitos de anfibio.

Grupos en cduplicado de 5 oocitos provenientes de

Xenopus laevis, o de 3 oocitos provenientes de

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

presencia de 14C—leucina a distintas concentraciocones.

(a) y (B), efecto de concentracidén de aminoidcido en

entrada e incorporacién a proteinas en occitos de X. laevis
respectivamente. (C) y (D), efecto de concentracién de

aminoicido en entrada e incorporacién a proteinas en

oocitos de C. caudiverbera respectivamente. Concentracicnes

de amincé&cido usacdas : 0,9 X 10—5M (): 1,8 x IOGSM @) vy
3,6 x 10—5M (@®). E1 anflisis de entracda y sintesis de

proteinas se realizd ccmo se describe en Métodos.
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TABLA I

Incorporacidn de aminodcidos a proteina

en oocitos de X. laevis y C. caudiverbera

A B C D E
Oocitos Amino&cidos cpm/ cpm/ pmol/ pmol/hr.
@:€.  oocito oocito oocito oocito
XENOPUS Arcinina 340 1.590 660 320 218
Leucina 277 1.560 950 210 339
Alanina 138 2.000 1.000 115 121
Treonina 186 4.000 710 160 38
Lc.Glutamico 273 720 20 2.200 -
Prolina 227 9.000 1.370 24 8
Ac.Aspértico 135 410 95 450 -
Lisina 285 5.640 585 260 33
Tirosina 476 3.000 1.400 53 45
Fenilalanina 465 2.010 1.110 60 70
CAUDIVERBERA Leucina 2717 2.233 1.200 220 269
Alanina 138 1.165 500 215 184
Isoleucina 313 4,080 1.750 270 155
Lisina 388 5.000 1.00° 128 35
Ac.Gluté@mico 203 330 20 6.124 -
Tircosina 208 2.000 500 70 25

- . 1/ . .

A ;- actividad especifica de los 4C—am1n0501dos usacdos,
expresada en uCi/umcl. En B aparecen los valores de entrada
del amino&cido. La columna C son los valores de incorporacién

de amino&cide radiactive a proteinas. En D aparecen los

e




(Cont. Tabla I)
valores cde aminodcicdo libre en el oocito. La columna E es
la cantidad de aminodcido incorporado a proteinas considerando
la dilucidén isotdpica del aminocdcidce radiactivo en el "pocl®
interno del oocito.

La entrada de aminodcido radiactivo y su incor-
poracién a proteinas se analiz® como se describe en Métodos.
Los valores de aminodcicdo libre representan el promedio de

3 determinaciones realizadas segfin se describe en Mé&todos.




hora, fueron calculados suponiendo que el aminoc&cido radiac-
tivo se diluye en el "pool” de aminodcido interno antes de
incorporarse a proteinas. De esta tabla, es evidente que,
tanto &cido glutédmico como aspdrtico, tienen comportamiento
diferente comparacdo al resto de los aminodcidos. Su entrada
es muy baja y la incorporacifn a proteinas es ain menor,
debido a los inmensos "pooles” internos de estos aminodcidos
en los oocitcs. Desde el punto de vista prictico, los resul-
tados de la Tabla I indicarian qué amincdcidos debieran
usarse, preferentemente, para obtener proteinas marcadas en
nocitos. Pareciera ser que tirosina y fenilalanina fueran
uno de 1lns mas indicadecs, ya gue entran al cocito con gran
facilidad y estén presentes, en esta célula, en concentracio-

nes relativamente bajas.

B. 1Influencia de temperatura, pH y concentracifn de ién
magnesio sobre la sintesis proteica y la captacidn
de amino&cidcs.

En la Figura 5 se muestra el efecto de temperatura en
1a cinética de entrada de aminodcido y sintesis de proteina

en oocitos de X. laevis y g.caudiverbera. Los resultados

obtenidos para los oocitos de ambas especies es nvvr simlilar.
La temperatura tiene un dréstico efecto en ambos procesos.
La temperatura Sptima, después de 5 horas de incubacidn,
resultd ser 20°. Sin embargc, los fendmenos de captacién de
aminodcido e incorporacién a proteinas estén claramente

disociados, ya que al comienzo de la incubacién (1 y 2 horas)
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Figura 5

Efecto de temperatura en la entrada de aminodcidos e

incorporacién a proteinas en oocitos de anfibio.

Grupos en duplicado de 5 oocitos de X.laevis

. 14 " o P
se incubaron en HF con C-leucina, actividad ecpoeclii-

ca 277 uCi/umol a una concentracién de 18,5 uM a las

temperaturas indicadas para ver entrada de aminodcidos

(p) y sintesis de proteinas (B). Idénticas condiciones

fueron usadas para ver la entraca de aminodcido (C) y

sintesis de proteinas (D) en grupos en duplicacdo de 3

oocitos de g.caudiverbera. Los ensayos de entrada y

sintceie de proteinas se realizaron segfin se describe

en . Matodces.




la entrada de aminoAcido es mds répida a 30°%ue a 20°,
mientras que la sintesis de proteinas es mayor a 20°.
También la razdn entre la velocidad de entrada a 20°y a
10° es 2,2, mientras que la razén a las mismas temperaturas
para sintesis de proteinas es de 7,5, Este resultado es
interesante por el hecho que, en general, en procariotes y
en células de mamiferos las temperaturas Sptimas de incuba-
cién para la sintesis de proteinas y divisién celular son
mayores que 30°. Un interesante efecto se observa a bajas
temperaturas (2° Figura 5A). A esta temperatura las células
son permeables a aminodcido, pero son incapaces de concen-
trarlo con respecto al medio externo.

Los resultados presentados en la Figura 6 muestran
el efecto del pH en la entrada de aminodcido y su incorpo-
racién a proteinas en ambos tipos de oocitos de anfibio. En
este casn, se observa una cilerta diferencia en el comporta-
miento de los oocitos de las dos esnecies. No hay un efecto
significativo del pH, en ninguno de los procesos, en los

oocitos de C.caudiverbera (6C y €éD). Sin embargo, se pueden

observar claros efectos del pH del medio en la sintesis de
proteinas en oocitos de X.laevis (€R) y una Infinenni~ menow
en la entrada de aminodcidos (67). En los oocitos de

X. laevis se observa mé&s del doble de incorporacidén a pro-
teinas a pH 8,5 que a pH 6,5 o 7,0. La diferencia entre

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

Efecto del pH en la entrada de aminodcido y sintesis de

proteinas en oocitos.

Cinco ococitos de X. laevis se incubaron a 20° con
14C-leucina a una concentracién de 18,5 uM durante los
tiempos indicados y se midié la entrada (2) y sintesis de
protefinas (B) seglin se describe en Métodos. Los oocitos
fueron preincubados durante 2 hcras a los diferentes pH

antes de la adicién del aminodcido radiactivo. Experimen-

tos similares se realizaron con oocitos de C. caudiverbera
14

usando Cc-isoleucina a una concentracién 10 uM viende la
entrada del aminodcido (C) y la sintesis de proteinas (D).
El medio de incubacidn estaba tampconado con N-2-hidroxietil-

niperazima-N'2-etanosulfénico (Hepes) 20 mM pH 6,5 @); pi1 7,0

@):; pH 7,5 (0): pH 8,0 (&); pH 8,5 (O).




dos tipos de oocitos para mantener el pH del medic intrace-
lular.

El efecto de la concentracidn de ién magnesio en el
medic de incubacidn sobre la entrada de aminodcido y sintesis
de protefnas, se muestra en la Figura 7. Como se puede
observar en la Figura 727, la sintesis de proteinas en oocitos
de X. laevis es fuertemente estimulada por el idn magnesio;
esta estimulacidn es alrededonr de 7 veces, entre el rango ce
0,05 a 1 mM de ién magnesio.

En C. caudiverbera (Figura 7B) se observa un aumento de

aproximadamente 2 veces dentro del mismo rango de concentra-
5 ++ 4 .

cién de Mg . Pareciera ser que estos oocitos nc son tan

. ++ :
dependientes de Mg , ya que afin 2 concentraciones de 0,02 mM
de este ién, la incorporacién del aminodcicdo a proteinas es
bastante considerable. El aumento en la sintesis de proteinas,
en oocitos de ambos tipos de anfibio, no se debe a un estimulo
en la velocidad de entrada del aminodcido, ya que, como se
demuestra en las figquras 70 y 7B &sta permanece constante en

: . ++ -

todo el rango de concentracién de idn Mg estudiaco.

los resultados anteriores demostrarian que los oocitos
de anfibio, especialmente los de X. laevis, son incanaces da

; - ; ++

mantener una concentracién 8ptima de Mg , y serian, por lo
tanto, fuertemente afectados por las variaciones en los niveles

e o q . P .
de Mg del medio externo que los rodea. Ademds, es interesan-

te el hecho que el ibén magnesio es indispensable para mantener
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Figura 7

Efecto de la concentracién del ién magnesio en la entrada

de aminodcido y sintesis de proteinas en oocitos de anfibio.

14 . _ . .

Se usd ~‘C-arginina, actividad especifica 340 uCi/umol,

a una concentracidn de 10 uM. (n), efecto de la concentracién
de magnesio en la entrada de aminodcicdo (Q) y sintesis de

protefnas (®) en oocitos X. laevis. (B), el mismo efecto

en oocitos de C. caudiverbera. En ambos casos la incubacidn
se realizd a 20° Adurante 3 horas. Todos los ensayos se

realizaron como se cescribe en Métcdos.




la estructura celular del oocito, ya que su ausencia en el
medio de incubacidén produce una lisis celular, al cabo de

cortc tiempo.

C. Estabilidad de las célulags y degradacién de las proteinas
sintetizadas por el oocito.

Con los datos obtenidos anteriormente se cuizo ver cudl
seria el efecto de mantener iﬁ vitro trozos de ovario aislados,
en las condiciones 8ptimas de incubacibn, sobre la entrada
de amino&cido y sintesis de proteinas en occitos. Las tempe-
raturas escogidas para el cultivo del ovario fueron de 4°y 20°
porque 20° es la temperatura &ptima encontrada para sintesis
de protefnas y 4° es la temperatura a la que la biosintesis
de proteinas estd fuertemente disminuida, lo 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 14Cm
leucina, determindndose la entrada de amino&cido y sintesis
de proteina (Figura 8). Se puede observar que la sintesis
de proteinas (82) en oocitos se mantiene en su nivel normal, ‘
sdlo durante las primeras 24 horas de cultivo, tanto a Ae°
como a 20° . Algo muy similar acontece con la entrada de
aminoicido (8B), la cual es practicamente idéntica después
de 24 horas de preincubacifn; pero cae bruscamente a las 48

horas, a ambas temperaturas.
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Figura 8

Efecto del cultive de ovaric en solucidn HF scbre la

captacidn de aminodcidos y sintesis de proteinas.

Se usd 14C-—leucina, actividad especifica 277 uCi/umol,
a una concentracién de 18 uM. Los oocitos se aislaron
del ovario en solucién HF en el tiempo indicacdo y se incubaron
con 14C-leucina durante 5 horas a 20° . En (A) se muestra la
incorporacién de racdiactividad a proteinas de oocitos prove-
nientes de ovarios mantenidos en solucién HF a 4° (C) y a
20° (). En (B) se observa la entrada de amino&cido a 4° (O)
y a 20°(®). La sintesis de proteinas y entrada de aminodcido

se analizd de acuerdo a lo descrito en Mé&todos.




Los resultados descritos indicarian que sélo es con-
veniente guardar trozos de ovario en solucién HF hasta 24
horas después de extraidos del animal, ya que las capaci-
dades de captacién e incorporacién de aminodcido a proteinas
disminuye notablemente después de este periodo. Ademis,
por el aspecto morfolégico externo de las células, es més
conveniente mantenerlos a 20° que a bajas temperaturas, aln
cuando el efecto de la incubacién sea el mismo a temperatu-
ras mas bajas.

Con el objeto de ver si el oocito estaria degradando
en forma rdpida sus proteinas al estar en cultivo, se incu-
baron estas cé&lulas durante 14 horas en presencia de 14C~
leucina. Ensecuida se lavaron repetidas veces en solucidn
HF y se dejaron en un medio que contenia leucina 10_4M
noe raéiactiva, para evitar la posible reutilizacién del amino-
&cido radiactivo incorporado a proteinas, hasta un periodo
de 42 horas (Figura 9). Como se observa en 92 el oocito seria
incapaz de degradar las proteinas que se estarian sintetizando
al menos durante 42 horas después de su sintesis. Para poder
determinar si realmente no estaba ocurriendo una degradacién
especifica de ciertas proteinas, se realizaron electrnfnrasis
en geles de poliacrilamida de las proteinas radiactivas antcs
y después de 42 horas de incubacién (Figuras 9B y 9C). Se
puede ver, por el perfil densitométrico que no existiria una

degracdaci®én notoria de alcuna de las proteinas radiactivas,
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Figura 9

Degradacidn de proteinas en oocitos de Xenopus laevis

4
A) grupos de oocitos se incubaron a 20° con 1 C-

leucina, actividad especifica 277 uCi/umcl a una concen-
tracidén de 19 uM durante 14 horas. Luego se lavaroii,
exhaustivamente con solucién HF y se dejaron incubando

en presencia de leucina 10”4M no radiactiva. La radiacti-
vidad incorporada a proteinas se detectd seqln se describe

en Métcdos; B) para realizar la electroforesis en geles

de poliacrilamida, se incubaron oocitos en las mismas con=-
diciones antericres, pero durante 24 horas. La muestra
utilizada provenia de 10 oocitos procesados seglin se describe
en Métodos. El trazado densitom@trico pertenece a una placa
de rayos X puesta en contacto con el gel durante 3 dias a
-20° (ver Mé&todos): y C) perfil densitométrico de una electro-

. . . 14 .
foresis de 10 oocitos incubados con C~leucina durante 24

P

horas pero dejados posteriormente durante 42 horss en =aclraf
-4 . . . - -

HF con leucina 10 "M no radiactiva. La obtencidén dc i

muestra, corrimiento electroforético y procesamiento del gel,

se realizd segn lo descritc en Métodos.




ain después de 42 horas de ser sintetizadas.

Experimentos realizados con el mismo fin de detectar
degradacién de proteinas en ococitos se llevaron a cabo incu-
bando células aisladas a 20° hasta por un periodo de 7 dias
en solucién HF estéril. Andlisis densitométrico de geles
de poliacrilamida tefiidos con azul de coomasie (ver Métodos)
no detectaron ningfin cambio en las bandas de proteinas solu-
bles del oocito después del prolongadc periodo de cultivo
in vitro. Estos datos y los anteriormente sefialados apoyarian
fuertemente la idea gue el recambio de las proteinas sinteti-
zadas por la cé&lula serfa muy lento. Sin embargc, la mayor
parte de las proteinas del oocito nroviene del higado y dan
origen a la fosvitina y vitelina que serian proteinas de

reserva. Estas proteinas podrian degradarse para mantener

los "pooles” internos de amino&cidos.

La Figura 10 muestra los efectos de diferentes concen-=

traciones de 4 inhibidores de la sintesis de proteinas en

oocitos de X. laevis (A) vy C. caudiverbera (B). De estos
datos es claro que cicloheximida es el inhibidor méas efectivo
de la sintesis de proteina en estas células. Puromicina y
4cido fusidico requieren concentraciones mucho mavonas DAXA
inhibir en el mismo gracdo que cieloheximida. Cloramfenicol,
que inhibe s6lo la sintesis de proteinas en bacterias y orga-

nelos, es el menos efectivo de todos. La diferencia cobservada

entre estos inhibidores nrodria deberse a una distinta permea-

bilidad de cstos compuestos.
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Figura 10

Efecto de diferentes inhibidores en. la sintesis de proteinas

de oocitos.

Grupos, en duplicado, de 5 oocitos provenientes de

X. laevis o de 3 ococitos provenientes cde C. caudiverbera
. , o 14 . . e

se incubaron en solucidn HF a 20° con C-lisina, actividad

especifica 227 uCi/umol a una concentracién cde 20 ul, en

presencia de diversos inhibidores. (), efecto en la

incorporacién de aminodcido a proteinas en oocitos de

X. laevis. Experimento similar se muestra en (B) usando

oocitos de C. caudiverbera. Los inhibidores usados fueron:

cloramfenicol () ; &Acide fusidico ()) ; puromicina (0O): ¥

cicloheximida (#). El andlisis se realizd segfin lo descrito

en Métodos.




D. Entrada de aminodcidos y proteinas recién sintetizacdas
a la vesicula qgerminal.

Se ha observado el movimiento de proteinas citoplasmé-
ticas a nficleos inyectados en oocitos al cabo de pocas horas
de la introduccién a la c&lula. 2Ademis, ha sido posible ver,
mediante microinyeccidn de proteinas radiactivas, que aquellas
que entrarian al nficleo serian seleccionadas especificamente ;

por nreopiedades diferentes a su tamano (41-42). Fl1 porcentaje

de las proteinas que entraria al nficleo depende de sus pro-
piedades; pero algunas de ellas, como las histonas, serian y
capaces de concentrarse en el nficleo hasta 20 veces respecto
al citoplasma. Esto hacia interesante estudiar la entrada
de amino&cidos y protefnas recién sintetizadas a vesiculas
germinales de cocitos de X. laevis. La vesicula germinal,
debido a su gran tamafho, es féacilmente extraible como se
describid en Mé&todos. Es posible medir, por lo tanto, cué&nto
del amino&cido gue entrd a la c&lula o de la proteina sinte-
tizada estaria entrancdo en el nficleo.

En la Figura 11 se muestra una cinética de entrada de
aminodcido y sintesis de proteina en oocitos de X. laevis

-
)

(A) y, en forma paralela , = 1la apari<idn de aminodcido y
proteina recién sintetizada en el nfcleo de estas c&lulnc (3).
Se observa una corsicderable latencia en la entrada tanto de

aminc&cido como de proteinas a la vesicula germinal. Este

resultado muestra que la radiactividad detectada en el nficleo
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Figura 11

14 . ; ; @
Entrada de ~ C-arginina y proteinas radiactivas a vesiculas

germinales de oocitos de Xenopus laevis.

g . 14 P
Los oocitos se incubaron a 20° con ~ C-arginina,

actividad especifica 340 uCi/umol, a una concentracién de

14 uM, por los tiempos indicados. (), entrada de amino-
&cido () y aparicién de proteina radiactiva (&) en oocito
total. (B), radiactividad total (@) ¥y radiactividad en
protefnas (&) presente en vesiculas germinales aisladas a

los tiempos gue se indican. En estos experimentos cada punto
fue obtenido por duplicados usando 5 oocitos o 10 vesiculas

germinales, como se describe en Métodos.




no se debe a contaminacidn del organelo con la fraccidén
citoplasmatica.

Con el objeto de estudiar con més detalle la entraca
de proteinas recién sintetizadas al nlicleo, se realizd un
experimento en el cual la sintesis de proteinas estuviera
inhibida durante la entrada de radiactividad al ncleo. Para
ésto, se preincubarcn los ococitos durante 2 horas en presen-
cia de 14C—arginina 14 uM para permitir la marcacidn de
ciertas proteinas citoplasmiticas; las cuales, debido a la la-
tencia de entraca, no se encontrarian en cantidades aprecia-
bles en la vesicula germinal. En este momentoc, que es el
tiempo 0 de la Figura 12 1los oocitos se pusieron en un medio
con arginina 0,1 mM no radiactiva, y ' puromicina5 x 107 %m,
En la curva superior de la figura se muestra que, bajo estas
condiciones, la sintesis de proteinas estid inhibida. En la
parte inferior se ve la cinética de entracda de las proteinas
sintetizadas durante el periodo de preincubacién al nficleo.
La entrada de la proteina radiactiva al organelo prosigue
durante 3 horas, y éstas permanecerian ahi aGn después de
17 horas de incubacién del oocito. La cantidad de proteinas
que entra a la vesicula germinal constituye alrededor de un
20-25 & de la proteina que se estd sintetizando en la célula.
Comc el nficleo representa el 10 % del volumen celular total;
este resultado significaria que las proteinas que se estén
sintetizando en el oocito migran, preferencialmente, al ntGcleoc

de la célula.
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Figura 12

Entrada de proteinas recién sintetizadas a vesiculas

germinales de oocitos de Xenopus laevis

Grupos de 15 oocitos se preincubaron con 14C—arginina,
actividad especifica 340 uCi/umol, a2 una concentracidn ce
14 uM, por 2 horas a 20°y luego se lavarcn exhaustivamente
con solucidn HF libre ce radiactividad. La incubacién con-
tinud en la presencia de puromicina¢,5 mM y arginina no radiac-
tiva 0,1 mM. En los tiempos indicados oocitos (O) o nficleos (&)
se aislaron y se determind la radiactividad incorporada a

proteinas, como se describe en Métodos.




Como se menciond al principio, uno de los factores
mis importantes que puecden afectar la incorporacién de
aminodcidos exdgenos a proteinas en ococitos es la capacidad
de captarlos cdel medio o la facilidad con que los diferen-
tes aminoidcidos entran a la célula. Hasta el momento,
s8lo habia una informacién muy limitada en la literatura
respecto a este punto, e incluso, existia algunas discre-
pancias sobre el hecho de que los oocitos eran permeables
a aminoAcides.

A continuacién, se mostrardn evidencias que los oocitos
de X. laevis poseen la capacidad no s8lo de captar aminodcides
del medio, siguiendo una cinética de Michaelis-Menten, sino
que, también, son capaces de concentrarlos varias veces con
respecto al medio externo. Ademds, el sistema de captacidn

es especifico para grupos de aminodcidos.

E. Entrada de diferentes aminodcidos en oocitos de X.laevis

La incubacidn de oocitos con aminocdcidos radiactivos
resulta en la entrada de la radiactividad a estas células.
En la Tabla II se muestran los resultados obtenidos con dife-
rentes aminoicidos al ser incubadas durante 6 horas.

Se observa que, en seis de los nueve casos estudiados,
la cantidad de aminodcido radiactivo libre (restando la
radiactividad incorporada a proteina) en las células es varias

veces mayor que la cantidad de amino&cido radiactivo existente




TABLA i1

Entrada de diferentes amincAcidos a oocitos de §.laevis

Raciactividad en oocitos

A B & D
medio amino- Razd®n
Aminocdcido extra- & dcido de
colnlayr Total pEOESIRE  j44sg D/A

cpm/ul cpm/ul cpm/ul cpm/ul

glutamina 14380 64000 10400 53600 3,7
arginina 8006 40000 7200 32800 4,1
leucina 4400 16000 4500 11500 2,6
alanina 7200 27200 4800 22400 3,1
treonina 5200 68800 20000 488n0 9,4
4c. glutémicc 5500 alale) 600 7400 1:3
lisina 8900 6320C0 19200 44000 4,9
4c. asplrtico 19050 68N0 1760 5040 0,3
metionina 5200 6630 2980 3660 0,7
La radiactividad del medio extracelular se determiné al

comienzo de la incubacidn. La entrada de aminodcidcs e incoi-

poracién a proteinas se midié a las 6 horas de incubacién a
22°., Los an&lisis se realizaron segfin lo descrito en Métodos.
Todos los amincdcidos usados estaban marcados con 1{‘X'C y se
agregaron a una concentracifn de 19 ul.

Para el cidlculo de las columnas B3, Cy D se utilizd

como volumen del oocite el valor de n,8 ul.




en un volumenh equivalente del medio de incubacidn. Las tres
excepciones son: Acidos glutimico y asplrtico, ademés de
metionina.

La posible conversifn metabdlica de los amiho&cidos
captados por el oocito a otros productos diferentes a protefnas
fué estudiada. Para ésto se realizé una cromatografia bidi-

era. .. .
dimensién, n-butanol: acetona:

mensional en capa fina, 1
dietilamina: agua (10:10:2:5) y 2?* Aimensién isopropanol:
4cido f6rmico: agua (29:1:5), de la radiactividad &cido soluble
presente en oocitos preincubados durante 5 horas a 20° con
14C—leucina v, en forma separacda, con 14C-—arginina. La
cromatografia se procesd y analizd seglin se describe en Méto-
dos. El resultado obtenido demostrd que un 90 % de la marca
aCin migraba como el aminodcido original. E1l resto de la
radiactividacd permaneci®é en el origen del cromatograma
indicando su incorporacién a oligepéptidos.

Con el objeto de caracterizar mé&s el mecanismo por el
cual el oocito es capaz de concentrar el aminoicido externo
se trataron células con numerosos compuestos para ver el
efecto de éstos sobre la entrada de amino&cido y, paralelamente
se media su incorporacifin a proteinas.

En la Figura 13 se muestra el efecto de puromicina,
cicloheximida y 2,4~dinitrofenocl sobre la entrada de amino-

dcido y 1la incorporacidn a proteinas. Es claro que los

inhibidores ce la sintesis de proteinas tienen muy poco efecto
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Figura 13

Efecto de inhibidores sobre la entrada de amino&cidos y

sintesis de proteinas en oocitos de Xenopus laevis

Oocitos en grupos de 5 se incubaron a 20° en solucién
HF en presencia de 1{‘A*C--arginina, actividad especifica 340
uCi/umcl, a una concentracibén 10 uM, para medir la entrada
de amino&cicdo (2) y sintesis de proteina (B). Los inhibido-
res usados fueron puromicina 0,5 mM (O); cicloheximida 0,01
mM (0): 2,4 -dinitrofenol 0,1 mM (@A). Control sin inhibidor

(£). Los ensavos se realizaron segin Métodos.
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sobre la entrada de aminodcicéo (13A7), afin cuando la incorpo-
racifn en proteina esté@ inhibida en cerca de un 90 % (13D).
El desacoplador de la fosforilacidn cxidativa, aGn cuando
inhibe fuertemente la sintesis de proteinas, no afecta la
entrada de amino&cido.

La Figura 14 muestra el efectoc de tratamiento con pronasa,
ouabaina y carencia de K' en el medio de incubacién. El tra-
tamientc con pronasa durante 3 minutos, que elimina la capa
de células foliculares que estdn cubriendo al cocito, no tiene
ningln efecto significativo sobre la entrada de aminoicidos y
no afecta la incorporacién a proteinas. Ouabaina, que es un
inhibidor de la RTPasa dependiente de sodio y potasio, tampoco
es capaz de afectar la entrada de aminodcidos y, a su vez no
afecta la sintesis de proteinas. La ausencia de k" en el medio
de incubacién sélo afecta, en parte, la sintesis de proteinas,
sin modificar la entrada del amino&cido.

La falta de efecto de los compuestos que inhiben la ge-
neracién de ATP puede dsherse al hecho de que estas células

poseen un enorme "pool” de ATP interno (800 pmoles/oocito) (99).

F. Influencia de la concentracifn de aminoicido en la entraca
de aminodcido en oocitos de X. laevis

Se describi8, previamente, el efecto de Adiferentes con-
centraciones de leucina en la entrada e incorporacidn a

proteinas (ver Fiqura 4). Experimentos similares, con siete
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Figura 14

. . . +
Efecto de oubaina, tratamiento con pronasa y ausencia de K
sobre la entrada de aminc&cido y sintesis de proteinas en

oocitos de Xenopus laevis.

Grupos de 5 oocitos en duplicacdo se incubaron a 20°
con 14C—arginina, activicdad especifica 34G’uCi/umol, a una
concentracién de lO/uM, para ver la entrada de aminoAcido
(A), v la sintesis de proteinas (L), en presencia de oubaina
0,1 mM (O); tratamiento con pronasa (0,1 mg/ml) durante 3

minutos (&) ausencia de K+ (1)) ; control (@). Los andlisis

se realizaron cde acuerdo a la técnica descrita en Métodos.




aminodcidos diferentes, demostraron que la cinética de entrada
difiere considerablemente entre unc y otro. Esto se verd en
detalle més adelante.

La Figura 15 muestra el efecto de la concentracidn de
aminodcido en las velocidades iniciales de entrada de seis
diferentes aminodcidos. En todos los casos, las gr&ficas de
doble reciproco muestran una buena concordancia con una linea
recta, indicando que este procesc se comporta con una cindtica
de tipc Michaelis-Menten y que el transporte de amincicido
estd mediado, de algfin modo, por un sistema saturable a altas
concentraciones cde aminc&cido. Con estos resultados, es
posible calcular una constante de transporte (KT), que puede
ser definida como la concentracién a la cual la velcocidad de
transporte o entrada del aminodcido es la mitad de su veloci-
dad mixima inicial. Del mismo modo que la Km, esta constante
es, con algunas limitaciones, una medida de afinidad del
sistema transportador por el aminodcido.

La Tabla III incluye los valores de los KT calculados
para los seis amincé&cidos estudiades. Diferencias de hasta
un orden de magnitud se observan entre la constante para
dcido aspirtico y el K, de los otrcs amino&cidos. FEstos
resultados explicarian el comportamiento andmalo obtenido
con &cido aspértico en la Figura 3 y Tabla I. En la Tabla III
se muestran, también, los valores de las velocidades de entra-

da de los amino&cidos a una ccncentracidn de 20 uM.
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Figura 15

Efecto de la concentracién de aminodcicdo en las velocidades

iniciales de entrada para distintos aminodcidos en oocitos

de Xenopus laevis

Se incubaron grupos de 5 oocitos en duplicado por 2

. . ; 14
horas a 20° con diversas concentraciones de diferentes C-

aminodcidos (A) tirosina; (B) treonina; (C) &cido aspértico;

(D) fenilalanina; (E) lisina y (F) alanina. Los ensaycs

se realizaron segtin lo descrito en Mé&todos.




TABLA IIX

Valores de par@metros cinéticos de

entrada para diferentes amino&cidos

Kn Velocidad de entrada
Amino&cidc - 20 uM
(mM) (pmeoles/occito/hora)
? Tirosina 0,4 3-4
Fenilalanina 0,6 6=7
Treonina 0,2 20-22
Nhc. aspértice 2,5 1-2
Lisina 0,5 10-11
Z\lanina 0,1 8-9

KT (mM) fueron calculades a partir de los dates de la Figura 15.
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Nuevamente sc cbserva gue 8cido aspdrtico tiene una veloci-
dad de entrada muy lenta explicancdo, claramente., por qué
se observ® una marcaci®n muy baja en los estudios realiza-

-

dos con sintesis de preoteinas anteriormente como se demostrd

en la Figura 3.

G. Especificidad cn la captacifn de amino&cidos

Con el fin de determinar la especificidad del sistema
transportador de amincécidos, se realizaron experimentos de
entrada de amincfcidos radiactivos en presencia de diferentes
amincicides no marcades.

14

21 incubar ooccitos con C-=aminoécidos, en presencia
de aminodcidos no marcados de estructura andloga, se obtienen
los resultadces gque sc muestran en la Figura 16. Es clarco,
de estas observaciones, que todas las entradas de aminodcidos
radiactivos son inhibidas al estar presente en el medio de
incubacidn, un anilogoe estructural no radiactivo. Esta baja
en la captacién de aminonécidos afecta, en forma paralela,
la incorporacién a proteinas.

En la Figura 17 se ilustra un estudio mis detallado
realizado esrecificamente con alanina radiactiva. Como se
puede ver, la entrada dc alanina marcada es inhibida sclo
por la presencia de aminodcides alifiticos no radiactivos
(122). De los tres aminocicidrs estudiados, leucina es el

inhibidor m&s potente, y glicina el m&s débil, mientras que
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Figura 16

Efectc de anflogos estructurales schre la entrada de
amincicido radiactivo e incorporacifn a protefnas en

oocitrs de Xenorus laevis

Grupos ce 5 oocitos en duplicade se incubaron a 20°
durante diferentes ticmpos en solucifn HF con los siguientes

amino&écidcs radiactivos para detectar entrada (2,C,F)
&

; @ 14 ; ; .
sintesis cde proteina (B,D,F): ‘C-tirosina, actividad espe-
. . 14 . e A .
cifica 416 uCi/umol: C-leucina, actividad especifica

312 uCi/umol; 1Q(‘,-“lisina, actividad especifica 218 uCi/umol.

(2) y (3) Pc-tircsina 10 uM (@); + fenilalanina 0,5 mr (C).
(©) vy (B) YPc-1lcucina 10 uM (®): + valina 0,5 mM ().

(E) v (r) %C-lisina 20 wM (@): + arginina 1 m* (O).
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Figura 17

Ffecto de an&dlogos estructurales sobre la entrada e
. o o 14 . .
incorporacibn a proteinas de C-alanina en oocitos de

Xenopus laevis

Grupos de 5 oocitos en duplicado se incubaron a
20° en soclucidn IF en nresencia de 14C”a1anina, actividad
especifica 156 uCi/umol, nara ver la entrada (A,C,F) y
la incorporacién a nroteinas (B,D,F). () v (B)
e alanina 35 w (@): + glicina 1,8 mM (&): + valina 1,9 mv

14

(0): + leucina 1,8 mM (@*O). (C) v (D) "~ 'C-alanina 35 uM

(@) - + glutdmico 1,8 uM (O) + arginina 1,8 mM ).

4
(R) v (F) o C-asnfrtico 80 uM (@) : + glutamico 7 mM (O).

La entrada v la incornoracidn a »roteinas se analizaron

segfin 1o descrito nreviamente en Mé&todos.
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valina es de tipo intermedic. La entrada de lwaalanina

nc es inhibida; sin embargo, por Acido glut@mico ni
arginina bajo idénticas condicicnes (17C). También, para
estos casos, se ve un efecto similar sobre la incorporacién
del amincdcido radiactivo a las proteinas (1783 y 17D).

En la Figura 17F y 17F se ve claramente que la entrada

e incorporacidén a proteinas de &cido aspértico estd dismi-
nufda pcr la presencia de &cido gluté8mico.

Cen la idea de determinar cué tipo de inhibicién era
la que se producia en la entrada de un amincécido al estar
presente un andlogo estructural, se estudid la velocidad
de entrada de tirosina radiactiva en presencia de otros
aminodcidcs. La Figura 18 muestra una gré&fica de dobles
reciprocos del cfecto producido scbre la velocidad de en-

1/7
trada al incubar cocitos con ~ C-tirosina en presencia de
otros amincfcidos no radiactivos, a diferentes concentra-
ciones.Fn la Figura 18~ gse observa gue existe una inhibicién
muy pequefa al estar Acido aspfrtico o alanina presentes.
Sin embarao, se cbhscrva una fucrte inhibici®n, de tipo
competitivo, en presencia de un anflogo estructural como

fenilalanina (Figura 18B).

I's interesante notar ademids, que el anf&logo estructu-

ral D-fenilalanina s un inhibidor considerablementce més

d8bil que el anAdlogo natural L-fenilalanina; pero tedavia

tiene mayor efecto cue leos otros L-aminodcicdos no arématicos.
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Figura 18

Efecto de diferentes aminodcidos en la velocidad de
1

L/'l - » .
entrada de T C-=tirosina a oocitos de Xenopus laevis

Grupos de 5 ococitos en duplicado se incubaron durante

2 horas a 20° en solucién HF. (1), efecto de alanina (@)
12
y &cido aspArtico (O) en la entrada de ~ C-tirosina; (B),
efecto de L-fenilalanina (U); y D-fenilalanina (@).
14 . . . . .

Entrada de C-tirosina en ausencia de aminoAcidos no
radiactivos (C). Ia ccncentracifn de los aminoacides no
14

radiactivos fue de 5 x 10 ‘M. Sc usd ~ C-tirosina, acti-

vidad especifica 467 uCi/umol, a una concentracidn de
B ; : o :
1 x 10 "M para las incubacicnes. Fl anflisis de entrada

se realizd seqglin la t&cnica descrita en Métodos.
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Resumiendo los resultados anteriores, es posible

decir que:

a) los oocitos poseen capacidad de concentrar amincicido

del medio, mediante un sistema de transporte facilitado
y saturabkle;

b) es especificc para grupes de amino&cidos;

c) es dependiente de temperatura, Yy

d) es independiente de sintesis de proteinas.

H. Dooles de aminodcidos en cocitos de Xenopus laevis

pPara tener mis informacién sobre el papel fisioldgico
del transporte de aminoficidos como fuente interna de amino-
4cidos para los procescs biosintéticos de la célula pare-
cid importante comparar los "pooles” de amincdcido libre
de los oocitos recién disectados del ovario y después que
las células han sido incubadas en presencia o ausencia de
una sclucidn con todes los aminodcidos presentes a una con-
centracién 1 x lOaSM por 24 horas. Coro se mucstra en la
Tabla IV, en la mayoria de lcs cases, se ocbhserva un
tante aumentc en el “pool" de aminoAcidos libre en los
nocitos incubados con amincdcidos ex8genos. Fs interesante
hacer notar que los aminodcidos que no aumentan, © que sdlo
aumentan muy levemente, son los 5 aminodcidos que ticnen la
carga idnica mayor (lisina, arginina, histidina, y los

Scidos aspArticc v glutdmico). La gran cantidad de Acido




TABLA IV

Aminodcido libre en oocitos y sangre de Xenopus laevis

Oocitos Sangirs

Mminoacidos b B C D Cc/B 2/T

moles/ proles/  proles/ pmoles/

oocito oocito oocito 0,5 ul
Lisina 260 210 524 48 2,5
Histidina 126 38¢€ 474 42 1,2
Arginina 320 993 926 —— 0,9 -
Ac.aspartico A0 650 587 5 0,° 90
Treonina 160 340 1095 40 kP 4
Serina 594 €22 2205 67 3,5 9
2c.glutdmico 2230 1522 3000 e 2,0 261
Prolina 24 176 501 10 2,8 2
Glicina 125 195 680 10 35 12
Nlanina 115 293 1139 45 3,9 2
Cistina (1/2) 59 99 528 —_— 5,9
Valina 122 111 450 25 4,1 5
Metionina 7 70 S 1€ - 0,5
Isoleucina 180 200 1187 78 4,1 2
Ieucina 210 185 871 - &,7 -
Tirosina 53 135 530 4 3,2 13
Fenilalanina 60 66 270 6 Tl 10
Fosfoserina s 58 —-— — —— -

'l contenido de aminoidcidos se determind como se

describe en lid+todos.

de 3 determinaciones separadas usando 2000 oocitos crecidos

110 ~
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(Cont. Tabla 1v)
aislados manualmente de distintos animales. La columna A
corresponde a los valores obtenidos en oocitos recién

disectados, sin incubacién. Fn la columna B se muestran

los valores obtenidos de oocitos incubados en solucibén HF
a 22° por 24 horas sin adicibh de aminodcidos. Fn C los
oocitos fueron incubados en iguales condiciones pero agre-
gando aminoicidos a una concentracidén de lO'SM. Fn la
columna D se muestran los valores promedios obtenidos del

anflisis de sangre de 3 hembras adultas de X. laevis. En

C/B aparece la razdn entre los valores obtenidos de oocitos

incubados en presencia o ausencia de amino&cidos por 27

horas. A/D da la razén entre los valores obtenidos de

células reci&n disectadas y los valores de la sangre de

X. lagvis.

Los valores de Acido aspdrtico y glutémico incluyen

asparagina y glutamina respectivamente.

z6 despuds de la remocién de los glébulos rojos y precipi-

tacién con TCh 5 %.

- 111 =
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glutémico y glutamina encontrada en estos andlisis con-
cuerda con previas observaciones de otros investigadores
(100, 101).

Es importante tambié&n, el hecho que los "pooles”
de aminofcidos del oocito se mantengan, afin cuando las
célulag-se“incuben durante 24 horas en ausencia de ellos.
Eso podria deberse, simplemente, 2 gue el oocito no esta-
ria sintetizando proteinas durante este tiempo; pero
resultados obtenidos y presentados previamente muestran,
claramente, que estas cé&lulas estdn incorporando amino-
dcido a proteinas durante las 24 horas de incubacién.
Cabe destacar cue fosfoserina s6lo se encuentra presente
en las cé&lulas que han sido incubadas 24 horas en ausencia
de aminodcidos ex8genos. Este aminoicido es un constitu-
vente importante de las fosfoproteinas lo que haria pensar
en un posible mecanismo de degradacifn de esta protefna
cuando el oocito se encuentra en un medio carente de
amino&cidos, con el fin de obtener los aminodcidcos necesa-
rios para la sintesis de proteinas.

La Tabla IV también compara los andlisis de "pooles”
de aminoicidos de oocitos inmediatamente después de ser
separados del ovario (columna A) con el contenido de
aminofcidos libres en la sangre de hembra adulta de X.laevis
(columna D). Se observan grandes diferencias entre las
concentraciones intracelulares de la mayoria de los amino-

d&cidos y su contenido en la sangre; las mis sorprendentes
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son las diferencias de los &cidos aspirtico y glutdmico,
gue se encuentran en concentracifn muy alta en el cocito
y relativamente baja en la sangre dando cuocientes de 90
y 261 respectivamente.

Otro amincicido que llama la atencidn es la metio-
nina por su baja velocidad de captacidén, por estar en
pequefias cantidades como aminodcido libre y porque el
oocito no es capaz de concentrarlo. Estos datos induje-
ron a pensar que este amino&cido podria estar regulando
la sintesis de proteinas en el ococito, ya que es fundamen-
tal para la iniciacifn. Con el objeto de ver si realmente
metionina, era un factor limitante en el proceso biosin-

tdtico de proteinas, se incubaron células en presencia de

- 14
metionina no radiactiva a una concentracidn de 10 My  C-

fenilalanina con el fin de ver si la incorporacifn de la
radiactividad aumentaba con respecto a células controles.
Los resultados demostraron que el aumentn de metionina
interna en el oocito no estimula la sintesis de proteinas

en estas células.
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Capitulo Segundo

Condiciones que afectan la macduracién meibtica de oocitos

Los oocitos de anfibioc que han completado su crecimiento
poseen un gfan niicleo con un nfimero diploicde de cromosomas,
que se denomina vesicula germinal (v.g.). Por un largo
periodo permanece en la profase de la primera divisidn meibtica
(estado de diplonema). El término "maduracidn nuclear” o
simplemente "maduracidn" abarca los cambios fisiold8gicos y
morfol8gicos que ocurren en el oocito durante el periodo
comprendido entre la profase de la primera divisidn meibtica
y la metafase de la segunda divisibn meidtica.

El fenémeno de maduracién in vitro se produce bajo la
influencia de hormonas gonadotr8picas o esteroidales en

condiciones adecuadas.

A. Efecto de la temperatura

Los datos obtenidos sobre el efecto de temperatura en la
sintesis de proteinas en ococitos indican que la S8ptima tempe-
ratura de incubacibén de estas cé&lulas es cercana a 20 °. Con
el objeto de estudiar si esta temperatura es tamhién la tempe-
ratura Sptima para inducir la macduracién, se incubaron grupcs
de 100 oocitos, a distintas temperaturas, en presencia de hCG,

progesterona o testosterona, durante 18 horas (Figura 19).

Como se puede observar de los datos presentacdos en la fiqura,
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Figura 19

Efecto de la temperatura en la maduracidén de oocitos de

X¥enopus laevis inducida por hormonas.

Grupos de 100 cocitos provenientes del mismo animal
se incubaron en soluci®n HF durante 12 horas a la tempe-
ratura indicada en presencia dc diversas hormonas: .(4)
hCG, 60 unidades/ml; (B), progesterona 1037M; (C), testos~

=7 . .
terona 10 ‘M. Cada porcentaje de maduracidn se basa en

el andlisis de 100 oocitos (ver M&todos) .
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la maduracién de los oocitos gatillada tanto por las hormo-
nas esteroidales (progesterona y testosterona) come por

hCG recuiere un rango restringido de temperatura. Para
ambas'hormonas estercidales, la temperatura Sptima que
permite el méximo de induccién de maduracifn fluctfa

entre 18°-22° mientras cue para hCC el rango de tempera-
tura Optima es un poco mayor, 19°- 26°. Los cocitos
incubados a 40° durante s8lo 8 horas ya presentaban un

20 ¢ de lisis celular, lo cual indicaria la incapacidad

de estas c&lulas para sobrevivir a temperaturas mayores

de 30°, afin por tiempos relativamente cortos.

B. Influencia de pH

Los resultados que se presentan en la Figura 20
muestran el efecte del pH sobre la induccidn de la madu-
racidn de nocitos de X. laevis, provocada por hCG o tes-
tosterona (Figura 20A) y progesterona o lantano (Figura
20B) ; el ién lantano es un agente no hormonal descrito
recientemente come agente inductor de la maduracifdn (idz
Los oocitos, en grupos de 100, se incubarcon durante 3
horas a los respectivos pH, antes de agregar el agente
inductor para permitir establecer un ecuilikric con el pH
del medio. Progesterona y testostercna presentan una
dependencia idéntica con respecte al pH. Iantano y hCC

en cambio, presentan mayor sensibilidad a pH dcido,

- 117 ~




1 ! 1 L
O O O O
o O < N

100

UoIdDJINPOIN %

Figura 20

- 118 -




Figura 20

Influencia del pH scbre la maduracién de oocitos de

Xenopus laevis

Oocitos, en grupes de 100, se preincubaron a 20°
en solucién HF durante 3 horas a diferentes pH, y luego
se incubaron durante 18 horas con el agente inductor de
la maduracién. (2), hCG 60 unidades/ml (&) o testoste-

rona 10"7M D) ;  (B), progestercna lOm7M (O) o lantano

2

10 “M @) . E1 porcentaje de maduracifn se analizd® como

se describe en Métodos.
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logrando una notable induccifén de la maduracifn, s8lo desde
pH 6,5. Las hormonas esteroidales son capaces de provocar
la maduracién atin a pH 6,0. Tanto los inductores horme-
nales empleados, como el agente no hormonal (ién lantanc)
no se ven afectados en su capacidad para estimular la
maduraci®n en cocitos de X. laevis afin a pH 8,5. Los
oocitos incubados bajc pH 5 presentan normalmente, daios
morfolégicos externos (ruptura de c€lulas foliculares ©
membrana del oocito).

Se estudif también el efecto de la concentracidn de
NacCl sobre la maduraci®n. Para &sto se incubaron ococitos
con solucifén salina, en presencia de diferentes hormonas
y a distintas concentraciones de NaCl (0-100 mi) . Los
resultados demostrarcn cue se obtenia un médximo de madura-
cidén inducida por hormonas esteronidales y hCG a concentra-

ciones entre €3-80 mi de NaCl.

C. Estudio comparative de la velocidad de‘maduracign
provocada por diferentes hormonas.,

Para poder ccmparar la velocidad de maduracién (rom-

pimiento de vesiculas germinales) inducida por diferentes

hormonas, se incubarcn oocitcs en presencia de hCG, proges-

terona o testosterona, y se analizd el rompimiento de la

vesicula germinal, a distintos tiempos, despuls de agrecada

la hormcona (Figura 21). La figura muestra, claramente, que

oncitos provenientes de un mismo ovario, reaccionan con
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Figura 21

Estudic comparative de la velocidad de maduracién de

cocitos de Xencopus loevis inducida per diferentes hormonas.

Oocitos provenientes de un mismo animal se incubaron
en grupos de 100 en solucidén HF a 20°n presencia de (®8)
hCG, 60 unidades/ml; () progesterona 10_7M o testosterona
7

100'M (0). A los tiempos indicados se observd en 100

oocitos la presencia o ausencia de vesicula germinal.
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diferente velocidad frente al estimulo de hormonas esteroi-
dales o polipeptidica. Fn este caso, hCG al cabn de € horas
produce un 100 % de rompimiento de vesiculas germinales, en
cambio, las hormonas esteroidales, en este mismo tiempo,
s6lo han provocado un 20 % de disoclucidén de la vesicula
germinal y s6lo despu@s de 9 horas de la accibén hormonal, se
alcanza un 100 % de rompimiento del nfclec. La diferencia
en la velocidad de induccidn de la maduracién entre hormenas
esteroidales y hCC se ha detectado por lo menos en 4 expe-
rimentos usando occitos provenientes de diferentes animales.

La velocidad de maduracién inducida por una misma
hormona varia entre cocitos provenicntes de distintos anima-~
les. Por ejempleo: el rango de variacidn, de hCG para cobte-
ner un 100 % de rompimiento de vesicula germinal es entre
4-8 horas. FEn cl caso de las hormonas esteroidales, también
se observa gran variahilidad respectc a la velocidad del
rompimiento de la vesicula germinal. El rango, en este caso,
es entre 6-10 horas, despuds de agregada la hormona.

Los datos anteriores concuerdan con los de otrns anto-
res respecto a que las hormcnas gonadotrépicas son més
rdpidas para inducir la maduracién que las esteroidales.
Ademis, se ha descrito que existen variaciones entre los
oocitos de distintos animales v de tipo estacional para
responder al estimulo hormonal (53).

Otros investigadores han demostradc gue si se inyectan
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hembras de X. 1aevis con hCG o con otras hormonas gonado-=
trépicas 3 a 4 dfias antes ce extraerles el ovario, los
cocitos provenientes de &stos son sensibles a concentra-
ciones mads bajas ce estercides y ademds la valocidad cde
rompimiento de la vesicula estd francamente aumentada

(103, 104).

D. Ffecto de difercntes inhikidores sobre maduraci®n de
ooccitos.

s bien conocicdo el efecto de inhibidores de la sinte=-
sis de proteinas scbre la maduracidn inducida por hormonas
esteroicales v hCG. Usando concentraciones de puromicina

-4, . s i -5
(5 x 10 M vy ciclohexinida (1 x 10 "M), a las cuales 1la
sfntesis de proteinas esti inhibida sobre un 90 %, se
observ® un 1N0 % de inhibici®n de la maduracifn despuds
de 18 horas cde induccién hormonal, lo cual conincide con los

datos de la literatura.
Pensandc en una posible relacién entre los niveles de
cIMP del onocito y la raduracidn inducida poy hormenas, 5
estudid el efecto de inhibidores de la fosfodiesterasa de
ciMP, como teofilina ¥y papaverina, sobre 1la maduracidn.
Se realizarcn experimentos para ver si teofilina O
papaverina interferfan o ayudaban la accién de difcrentes

agentes incductores Adc la maduracién. Para &sto, s incu-

baron oocitce en grupos e 100, en presencia de los
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diferentes agentes inductcres de la maduracién y teofilina

o papaverina a las concentraciones indicadas en las Figuras
22 y 23. Como se puede apreciar de la Figura 22, todos los
inductores de la maduracidn estudiacdes (hCG, progesterona,
testosterona y ifn lantanc) son igualmente sensibles a 12
presencia de teofilina para producir su efecto. Fn la

Figura 23 se puede ver que papaverina a una concentracidn
lO_AH es capaz de inhibir en un 100 % la maduracidn provocada
por cualguiera de los agentes estudiados. En cambioc, la
concentracién de tecfilina necesaria para lograr una inhi-
bicién de un 100 % de la maduracifén es de 10“3M. Esta dife-
rencia de efectividad entre teofilina y papaverina podria
deberse a un problema de permeabilidad entre ambos compuestos
atin cuando existe una buena correlacién con su capacidad
inhibitoria de la fosfodiesterasa de cAMP (105).

Otro inhibidor gue se estudid fue 2,4-dinitrofenol,
pensandoc gue seria indispensable el requerimienée de energia
para la maduracifén. Los resultados chtenidos demuestran cue
con concentraciones de 2,4-dinitrofenol de GE3M, ¢l cocito
es incapaz de responder a hormonas en presencia de esa con-
centracidn de inhibidor. 2nilisis de la sintesis de protei-
nas bajo estas ccndiciones indican gue se encuentra inhibida
en mis de un 90 %, lo cual explicaria el fendmeno observado.
Esto impidis estudiar en m&s detalle el posible rcl energé-

tico en la maduracién.
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Figura 22

Efecto de teofilina a diferentes concentracicnes sobre la

maduracifn de oocitos de Xenopus laevis provocada por

hormonas o ién lantano.

Los oocitos se incubaron en grupos de 100 en solucifn
HF en presencia de teofilina y de los inductores de madu-
racifn, durante 18 horas a 22°. (1), hCG 60 unidades/ml;
(B) , progestercna 10"7M; (C), testosterona 10_7M: (D),

lantano 107°M. Cada punte representa el andlisis de 100

cocitos (ver Métodos).
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Figura 23

Efecto de diferentes concentraciones de papaverina sockre

la maduracidn de oocitos de Xenopus laevis, nrovocada por

hormonas o ifn lantano.

Crupos de 100 occitos se incubaron en solucidn BF
en presencia de papaverina y de los diferentes inductores de
la maduracién durante 18 horas a 22°. Las concentraciones
de hCG (A); progesterona (B); testosterona (C) y lantano
(D) son idénticas a las de la figura anterior. Cada por=-
centaje de maduracifn se basa en el andlisis de 100 oocitos

(ver Métodos).

= 129, =



Con el objeto de estudiar la posible reversibilidad
del efecto de los inhibidores mencinnados, se hicieren los
experimentos que se presentan en la Tabla V. Como se
puede ver, el efecto de preincubar oocitos con teofilina

-3 :
10 "M durante 1 hcora antes Jdel tratamiento hormonal, no
impide la maduracifn inducida ni por hCG, testosterona o
Y]
o - -l
progesterona. FEn cambic, el efectc de papaverina 10 ‘M
: o 3 -5 . .
y ciclcheximida 10 "M seria irreversible, ~bservindose
inhibicidn de la maduracidn despuds de ser retirados del
medic de incubacidén.

Existen evidencias en la literatura gue teofilina v

i i 3 ++
papaverina son antagcnistas del transporte de Ca
(106, 107). 2~Acdem&s, hemcs observado que los oocitos son
. 3 . . ++
incapaces de responder a hormona en ausencia de ifn Ca .
Estos hechcs hicieron pensar en la posibilidad que los
inhibidores, como teofilina y papaverina, estuvieran afec-

. ++ .

tando el transperte de Ca en el ooccito.

Para estudiar esta posibilidadge realizarcn experi-
mentos con el fin de detectar variaciones en la nermeabili-

- ++ .
dad de Ca del ooccito, cuando &ste es expuestc a hormonas.

L. 45 . ++ . o s .

Se utiliz®d para ellc Ca como 1én radiactivo. Los
oocitos se incubaron con hormona, en presencia © ausencia

ca . _ : 45 ++ . - . .
de teofilina o papaverinay ~Ca . Se detect® la radiacti-
vidad que habiz penetrado a las cé&lulas en cada caso (Tabla
Comc se muestra en la tabla, ambas hormonas, hCG Yy progeste-

4c +
rena, producen un estimulc en la entrada de I3Ca+ de 4y 2
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TABLA \Y

Reversibilidad del efecto de distintos
inhibidores de la maduraci&n de oocitos
de Xenopus laevis

Pretratamiento Hormona $ Maduracidn
Contrel hCG 100
-4
+ vapaverina 1 x 10 M hCG 0
+ teofilina 1 x 10 °M hCG 84
+ cicloheximida 1 x 10™°y hCG 0
Control Procgesterona 100
il
+ papaverina 1 x 10 ™ Progesterona 0
+ teofilina 1 x 10 °M Progesterona 93
+ cicloheximida 1 x 107°M  Progestercna 10
Contrel Testosterona 100
+ papaverina 1 x 10™*m Testosterona 5
+ teofilina 1 x 1073 Testosterona 100
+ cicloheximida 1 x 107°M  Testostercna 15

Los oocitos se incubaron, en grupos de 100, en solucilu
; ; i . =4
HF a 20° en presencia de los inhibidores, papaverina 10 "M;

3M 0 cicloheximida lOmSM, durante 1 hora. Luego,

teofilina 16~
se lavaron exhaustivamente con solucidn HF y se les agregd

1la hormona. Las concentraciones de hormonas usadas fueron:
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(Cont. Tabla V)

hCG, 60 unidades/ml; progesterona 10"7K y testosterona
10_7M. La maduracidn se analizd a las 18 horas de accidn
hormonal. El porcentaje de maduracién se calculd del

anilisis de 100 cocitos.

- 132 -




TABLA VI

Efecto de horrmonas e inhibidores sobre

permeabilidad del ién calcio en oocitos de X.laevis

. . 45, ++
Entraca de' Ca s Control
(cpm/ococito)
Control 1579 100
+ teofilina 10 °M 1670 106
sl
+ papaverina 10 M 1397 89
hCG 6ES0 423
+ teofilina 10 M 3250 195
i
+ papaverina 10 "M 2430 174
Progesterona 3132 199
+ teofilina 1073 1476 8¢S
)
+ papaverina 10 M 1550 110

a5 ++ — . . %
Cca ', actividad especifica 900 uCi/urmol 0,5 uCi/

ensayo, se agregd simultdneamente con la hormona y/c el
inhibidor. La incubacién fud de 2 horas en sclucifn HF

a 20°-~ 22°, La radiactividad total del cocito se analizd
en forma idéntica 2 la de aminodcideos (ver textc y Métodos).
hCG, 60 unicdadces/ml, progestercona 10—7M° Controles de
maduracidn indicaron gue los oocitos respondiercn un 90 %

a la accidén hormonal.




veces respectivamente, con respecto al control. Teofilina
Yy papaverina no inhiben la entrade en los cocitos no tra-
tados con hormonas. En cambio, producen una inhibicién
considerable del estimulo causado por las hormonas.
Por los resultados anteriormente expuestos, existiria
la posibilidad gue el efecto de estos inhibidores pudiera
C . 5 ++ } .
ser revertido por altas concentraciones de Ca en ¢l medio
de incubacidn.
Ia Figura 24 muestra los resultaedos obtenidcs al
. ; ++ ) 5 4 4
variar la concentracién de Ca sobre el efecto inhibidor
de teofilina, ¢l cual se revierte al ir aumentandco la con-
. < +4 ; G s as
centracidn externa de Ca . Fn cambio, la inhibicién
causada por papaverina no es revertida afin a concentraciones
++ ,
de Ca de 4 mM, FEsto estaria en parte, de acuerdo con el

hecho que el efecto de papaverina no se revierte si se saca

este inhibkidor del medio de incuhacién antes de agregar la

hormona. Los datos anteriores muestran claramente, que sbdlo

el efecto de tecfilina es reversible, no asi el de rapave-
rina.

Para estudiar en més detalle el efecto de tenfilina
y papaverina sobre la maduracidn provocada por hormonas, se
realiz®d un experimento en el cual se agregd el inhibidor,

a distintos tiempes, después de adicicnada la hormona al

medio de incubacién de los oocitos (Figura 25). En la parte

A de la figura se ve que teofilina es capaz de inhibir 1la
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Figura 27

. . ++
Efecto de difercentes concentraciones de Ca schre la
inhibicién de maduracifén por teofilina y papaverina en

cocitos de Xenopus laevis

Los oocitos en grupos de a 100 fueron preincubados
durante dos horas a 20° en solucién HF con las distintas
concentraciones de Ca++ antes de agregar los inhibidores.
Luego se agregd simultd@neamente hCG €0 unidades/ml y teo-
filina 107°¢ (8) o papaverina 107% ©). caaa punto repre-
senta el andlisis de 100 oocitos después de 18 horas de

incubacién.
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Figura 25

Efecto de teofilina vy papaverina sobre la maduracién de

oocitos de ¥encpus laevis a distintos tiempos después de

la induccidén hormonal.

Oocitos en grupos de 100 se incubarcn en presencia
de hCG, 60 unidacdes/ml (®), progesterona 1077 (©) o
testosterona 10"7M ) v a lcos tiempos indicados se les
agregd teofilina 10-3M (A) o papaverina lﬂ®4M (B) . Después
de 18 horas de estimulo hormonal se analizd la macduracidén
(ver Métodos). Los oocitos usados en (A) provicnen de

diferente animal que los usados en (B),
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1a maduracidn en mds de un 80 % afin despu&s de 3 horas

de accifén hormonal. La capacidad de inhibir la maduracis
provocada por las hormonas a diferentes tiempos estid en
relacién con la velccidad en que &stas inducen el rompi-
miento cde la vesicula germinal.

En la figura 25B, sc muestra el efecto de rapaverina
adicionada a diferentes tiemnns después de agregada la
hormona. Los resultados obtenidos son muy similares a los
descrites para teofilina.

Experimentos andlogos a los antericres pero usando
cicloheximida comn inhibidor, dicron resultados similares
a los obtenidos con teofilina y papaverina.. Este regultado
es muy importante, porque indica que se necesitaria
sintesis de proteinas durante varias horas después del
estimulo hormonal para inducir la maduracidén.

Los datos presentados hasta el momente, dan ciertc

indicio de la acci?n de los inhibidores sobre las distintas

hormonas inductoras de la maduracifn. Pero no dan infor-
macidn de la manera de actuar sobre la raduraci®n inducida
por una misma hormona.

Con el ohijeto de comparar si los inhibidores (teofi-
lina, papaverina y cicloheximicda) actuarian en la misma
etapa post-induccién hormonal, sc¢ incubaron oocitos en
presencia de testosterona o de hCG y se les agregs el

inhibidor despu@s de diferentes tiempos de la accidn




hormonal (Figura 26). TFn forma paralela se analizd el
rompimiento de la vesicula germinal a través del tiempo.
Come es posible ver en 1la parte superior de la figura,
existe una pequena diferencia de los inhibidores en cuanto
a2 su periodc de accifn rost-hormonal. En este caso,
teofilina, después de 3 horas, s&lc inhibe un 55 2 1la

3

maduracifén, en cambio, cicloheximida Yy papaverina ain la

inhiben en un 75 2. FEsta diferencia puede deberse, tamhién,

2 una diferencia en permeabilidad de estos compuestos.

Es importante destacar que los inhibidores de 1la

fosfodiesterasa presentan una gran similitud en el mecanis-

mo de accidn con cicloheximida, ya cue en ambos casos
existe 1a misma capacidad de inhibir el rompimiento de la
vesicula germinal después de agregacda la hormona.

Estudios sgimilares realizados con hCC se nmuestran en
la parte inferior de 1la Figura 26; el efecto de inhibidores
es idéntico al obtenido cuando se indujo la maduracién con
testosterona. En ambos cascs, los inhibidores serian capa-
ces de impedir la maduracidn hasta 1 hora antes de comenzar
el rompimiento de la vesficula germinal. .Este ltimo hecho
demuestra cue se necesita, al menos, de la sintesis de

proteinas hasta pocos momentos de disolverse la vesicula

germinal para gue pueda ocurrir este fendmeno.
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Figura 26

Efccto de distintes inhibidores scbre la maduracién a

distintos tiemros de acrecgaca la hormona en cocitos de
& oS

Yenopus laevis.

——

Las hormonas usacdas

testosterona 10771, Los

de a 100 en presencia de

10“3M (&), cicloheximida

fueron hCG,
oocitos se incubaron en

hormona y se les agregd

=5

10 "M (O), o papaverina

Los andlisis de maduracidn se realizaron después

horas de accid®n hormonal.

£0 unidades/ml, v

grupos
teonfilina
A

107 M ().

de 18

El porcentaje de ruptura de

vesiculas germinales () de cocitos tratados solamente con

hormconas se realizd a leos tiempos indicados por an&lisis

de 100 cocitos.
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E. Efecto de Papaverina y Tecfilina sobre la sintesis
de proteinas.

Los resultados mostrados en la Figura 2€ hicieron
pensar en la posibilidad gque teofilina y panaverina estu-
vieran inhibiendo, de alguna manera, la sintesis de
proteinas. Para estudiar esta posibilidad se incubarcn
oocitos en jpresencia cde tecfilina 1Om3N o papaverina
lOQ4M y se vid la incorporacifin de amincdcidos radiacti-
vos en estas condicinnes (Tabla VII). Come lo muestra la
tabla, es claro cue tantc rapaverina 1GM4N como teofili-
na 10“3M cque son las concentraciones gue blogquean la
maduracidn de los oocitos, son caraceés de inhibir un 50 ¢
la sintesis Ade nroteinas. FEn ambos casos, la entrada de
amino&cide a la c&lula no se encuentra afectada.

Tratando, entonces, de relacionar el efecto de los
inhibidores de la fosfodiecsterasa sobre la maduracién y
la sintesis de proteinas, sc estudi® la reversibkbilidad
de la inhibici®n de la sintesis de proteinas debido a la
presencia de teofilina o papaverina.

Para ver la reversibilidad cde esta inhikicién, se
incubarcn oocitos en presencia de teofilina 10“3M 0
papaverina 10“4M durante 1 hora. Luego se lavaron exten-
samente con solucifn HF y se analizd la incorporacidén de
aminodcido radiactivo a proteinas adicionando el aminodcido
a diferentes tiempcs, desiués de haber retirado el inhibi-

dor del medio de incubacién (Figura 27). Los resultados

- 143 -




TABLZ VII

Efecto de teofilina y »apaverina

sobre la sintesis de proteinas en oocitos cde X.laevis

Radiactividad incorporacda % Control
a proteinas

cpm75 oncitos

Control 10.540 100
+ teofilina 10 °M 6.185 58
+ papaverina 10 M 6.382 59

Grupos de 5 cocitos en Aduplicade se preincubaron

durante 1 hora en sclucifn HF a 20° en presencia de

w

- -4
teofilina 10 °M o papaverina 12 M, antes de agregar ¢l
aminodcido racdiactivo. Se incubarcn durante 1 hora en
. 14 . e s . .
presencia de C-leucina, actividad especifica 240 uCi/

umol, a una concentracidén de 18 uM, para detectar incor-
poracifén a proteinas. Fl anflisis de la radiactividacd
incornorada a proteinas se realizd como se describe en

M&todos.
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Figura 27

Reversibilicdad de la inhibicidn provocada nor teofilina

0 papaverina sobre la sintesis de proteinas en ococitos

i

de Xenorus laevisg

Lcs oocitos se preincubaron durante 1 hora a 22
. s -3 : , -4
en presencia cde tecfilina 10 "M (U) o papaverina 10 (@) .
Luego se lavarcn exhaustivamente con solucién IF v se
14 ; - . .
agregd “C~leucina, actividad especifica 240 uCi/umecl a
los tiempos indicacdos en la figura. La incubacidn en
presencia del amincicido radiactivo fue de 1 hora a 22°.
La incorporacifn ce amino&cido a proteinas se analizd como

se describe en Métodos.




mostrados en la figura, indican cue el efecto de papave-
rina sobre la sintesis de proteinas no se revierte ain
cuando se retire este inhibidor del medic de incubacidn.
Afin despuds de 22 horas es capaz de inhibir en un 50 %

la incorporacién de amincicideos a proteinas. En cambio,
la tecfilina pierde el efect: sobre la sintesis de pro-
tefnas desrués de 2 horas de haber sicdo retirado del medio
de incubacidn.

Con el fin de relacionar afin més el efecto de teo-
filina y papaverina schre la maduracién y sintesis ce
proteinas, se estudid el efecto de concentraciones altas

++ : -
de Ca (5mM) scbre la inhibicidn causada por estos
i . \ +4+ s
compuestos, ya que a esta concentracidén de Ca tecofilina
no es capaz de impedir la maduraci®n, en cambic, la accidn

de papaverina nc se afecta por la alta concentracifn de

©

este ifn divalente. Como se muestra en la Figura 28, al

. . . 5 1. -3
incubar los cocitos en presencia de teofilina 10 "My

++ -3, .. . A inhAiR
Ca 5 x 10 "M inicialmente se nroduce un 40 % cde inhibi-

cifdn de sintesis de jroteinas, pero vuelve 2 sus nivel
ncrmales despulés de 3 horas. En el caso de papaverina,

+
5 mM no es capaz de rever-

; ; #+
en cambio, la presencia de Ca
tir la inhibici®n causada por este compuesto. Cabe recor-

. =3
dar que, en este caso tanto tecfilina 10 "M come papave-

rina 10 "M estén presentes durante toda la incubacidn.
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Figura 28

- ++ - - . - - .
Influencia de Ca sobre la inhibicién de sintesis de

proteinas en oocitos de Xenopus laevis provocada por

teofilina y napaverina.

Oocitos, en grupcs de a 5 en cduplicade, se incuba-

3 3

A My teofilina 1073M o

ron en presencia de Ca & 5 x 10

-4
papaverina 10 M. 2 los tiempos indicados se agregé
14

5 . . .
M, actividad espmecifica 240 uCi/

C-leucina 1,8 x 15
umol, y las células se incubaron durante 1 hora mis. La
sintesis de proteinas se detectd como se describid en

Métodos.




Niveles de cAMP vy meduracidn cde oocitos

El hechc de haber encontrade que teofilina vy papa-
verina, inhibidores de la fosfodiesterasa de c2lMMP, fueran
capaces de impedir la macduracifn de los oocitos, hizo
mensar, seriamente, en la mosibilidad gue este nucledtide
ciclico estuviera invclucrade en &l proceso e maduracién.

Fn la Figura 29 se nuestra una gr&fica en que se
ruede ver la cantidad de cAMP cue pesee el oocito (222)

0 que existe en la vesicula germinal (29B), expresado en
rmoles. En (7)) se observa cgue las concentracicnes inter-
nas del cocito fluctuaron entre un rangce de 1-5 ymoles,
en las 60 determinaciones diferentes efectuadas. 8i se
toma el velumen del oocite como de 0,7 ul, &sto daria una
concentracién de 1-5 uM. Estcs resultados concuerdan con
los recientemente obtenidos jor Brachet y col. (108).

En el caso de la vesicula germinal, los valores fluct@an
normalmente, entre 0,1-06,5 moles 2or v.g.. Fl difmetro

de la vesicula germinal es, aproximadamente 0,3 mm,

obteniéndose, por lc tanto, un volumen de 0,015 ul, arroxi-

madamente. Con estos datos se chtiene cue la concentra-
cidn de chMP dantro de la vesicula, es de 5-20 uM, lc cual
es 5-20 veces la concentraci®n en el cccito. Fste hecho
puede ser de gran importanci~2 para un osible rol en la

regulacidn de la ex;resi®n génica.
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Figura 29

Niveles de cZ’MP on oocitcs y vesiculas germinales

Se utilizaron grupos en duplicado de 5 ooccitcs ©
20 vesiculas germinales para cada determinaci®n. Cada
andlisis se realizd utilizando diferentes animales y en
diferentes &pocas del afo. La extraccifn de la vesicula
germinal y el andlisis de cAMP se realiz® como se descri-

be en Métodos.
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las variaciones observadas en las determinaciones no
serian un artefacto de técnica, sino que, a cambios de
tipo estacional y variacicnes individuales de los animales.
Normalmente los ococitos de tamanos semejantes provenientes
de una misma hembra poseen niveles de cAMP que no,difieren
mids alld de un 10 %.

Para ver si realmente existia alguna relacién entre
la maduracifin v lcs niveles de cAMP en el cocito, se incu-
baron cé&lulas en presencia y ausencia de agentes inducto-
res de la maduracién y, a diferentes tiempos después del
estimulo, se analizaron los niveles de cPMP (Figura 30).
En esta figura aparecen los cambios en los niveles de cRMP
provocados por progesterona, hCG y idn lantano. Tanto la
progestercna comc €l ién lantano bajan, inicialmente, lcs
valores del nuclestido ciclico alcanzando un valor minimo
al cabo de 3-4 horas para el caso de progesterona y a las

2-3 horas para ién lantano. Luegc,en ambos casc los nive-

o

les regresan
el agente inductor de la maduracién.
Para ¢l casc de hCG, el efecto es justamente el con-

trario, nues se produce un aumento en los niveles de cAMP

llegande a un valor miximo entre las 2-3 horas para desrué@s

retornar a los valores normales, entre las 3-4 horas de la
accién hormonal. g1 aumento en los niveles de cAMP alcanza,

a veces, valores de 5 veces el nivel inicial.
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Figura 30

Variaciones en los niveles de cPMP provocados por dife-
rentes agentes inductores de la maduracidn en oocitns

de Xencpus laevis

Los agentes inductores de maduraci®n usados fueron
hCG, 60 unidades/ml, progesterona 107 Ty y lantanc 1072y,
Cada punto es el promedio cde determinacicnes en duplicado
de 5 oocitos (ver Métodes). Estos datos snn representa=

tivos de 4 experimentos similares.




En experimentos controles, eﬁ los cuales se incubaron
oocitos sin agentes inductores, no se detectd variacisn de
cAMP durante 6-8 horas de incubacién. 2Anflisis realizados
en oocitos macduros (18 horas después de la accifn hormonal)
demostrarcon gue el nivel del nucledtido ciclico, en este
caso, era icdéntico al de ooccitos ne tratados con hcrmonas.

Fstradicl gue no prroduce maduracidén, nc fue capaz
de alterar lcs niveles de cAMP afin a concentraciones cde

10_7M, durante 7 horas.

Con la idea de poder relacicnar el efecto de teofi-
lina y papaverina sobre la maduracidn y los cambios de cAMFP
producidos por hormonas, se realizaron, inicialmente, expe-
rimentos en los cuales se incubaron ococitos en presencia y
ausencia de estos inhibidores y, ademids, cicloheximida,
durante diferentes tiempos y se analizd el contenide de
nucleftidc ciclico nresente en las células (Figura 31). Es
claro gue ninguno de los inhibidores estudiados produce

alteraciones en el contenid~ de cIMP del ~~cito, a@n

®

después de 5 horas de incubacifn en presencia ce ellcs. S
muestra tambi&n en la figura gue los niveles ce cPMP de
oocitos incubados en ausencia de inhibidor tampoco sufren
modificacicnes.

Como los resultados anteriores no explicaban la accién

de tecfilina y papaverina, se estudid el efecto de agregar

estos inhibidores simult&neamente con las hormconas, para
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Figura 31

Influencia de diferentes inhibidores de la maduraci®n

sobre los niveles de chMP en nociteos de X. laevis

-4
Los inhibidores usados fuercn papaverina 10 M,

ciclchexinida lﬁﬁSM y teofilina 10"3M. Los puntos (@)

representan el andlisis por Auplicado de 5 cocitos en

sresencia de inhibidor. Controles en ausencia ce

inhibidor (0). Estos resultados scn representativos de

5 an%lisis con ococitos provenientes de diferentes anima-

les. Determinacifn de cAMP se hizo como se describe en

Métodos.




var si afin se mcdificaban los niveles de cAMP por el
efecto hormonal.
Como se muestra en la Figura 32,tanto los cambins

de cAMP preoducidos por progestercona como los inducidos

por hCG son completamente inhibicdos en presencia de teo-
filina. Efectcs similares se obtuvieron con papaverina.

Resultados nreliminares gue no se muestran, en los
cuales se vi® el efecto de ciclocheximida scbre los cambios
de cAMP producidos por nrogestercna, cdemostraron que no
habia variacidn por la presencia de este inhibicdor.

Los resultacdos anteriores harian pensar gue, al
mencs, no se necesitaria de la sintesis de proteinas para
producir los cambics de cAMP por hormonas, y que este
fenfmeno serfia sd3lo uno de numercsos efectos de la accidn

hormonal sochre los oocitos en el proceso de maduracién.

Actividad fosfodiesterdsica en occcitos durante la
maduracién

Fstudios realizados en el laboratorio mediante micro-
inyeccién de cMAMP radiactivo a oocitcs, han demostrade la
presencia de una gran actividad fosfodiesterésica capaz de
hidrolizar este nucledtido ciclice dande 5'AMP . Se ha
logrado caracterizar las proriedades cinéticas de esta enzima

)
ohteniéndose un valor de Km de 5 x 10 My una.vmax de
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Figura 32

Efecto de ternfilina sobre los cambios de cAMP provocados

por hormonas en occcitos de Xenopus laevis

Grupos de 5 oocitos, e€n duplicado, se usarcon para

1a determinacidn de cAMP a los tiempos indicacdos en presen=

progesterona
3

cia de hermona sola ¢ con tecfilina. (1),
10" 'M (®) : progesterona 107 M + teofilina 107 °M (O);
(B), hCG 60 unidades/ml (®); hCG €0 unidades/ml + teofili-

na 10=3M (0) . Estos resultados son representativos de

3 anilisis realizados con oocitos de diferentes aninales.
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de 25 pmoles/min.

Trabajos similares, realizados con el fin de detectar
hidr6lisis de cCMP, han sido hasta el momentc totalmente
infructuosocs.

Pensando en la nosibilidad gque los cambios de cZlT
observados en el cocito después de la accién hormonal
podrian deberse a variaciones en la actividad fosfodieste-
rédsica nara este nucleétideo,se procedid a estudiar la

existencia de este enzima en homogeneizades de cocitos.

A, Efecte de diferentes compbuestos sobre la activicdad
fosfodiesterAsica de oocitos

Con el objeto de caracterizar la actividad fosfodies-
terésica de oocitos, se estudid la actividad de esta

enzima en presencia de diferentes compuestos. Come se nuede

apreciar de las Tablas VIII v IX es clarc cgue tanto teofilina

1073 come EDTA 10731 son capaces de inhibir la hidrdlisis

3H=CGMP. No se ve ning@n efecto en cambic

3"»,'? S \ et ﬁ"":l’\-‘,
&0 I(JL].Z 10 I

de 3H~cAMP y de
al agregar al medio de reaccién CaClleM
En cuanto a la esnrecificidad ¢e ambas fosfodiesterasas,
pareciera que la activicdad fosfodiesterisica de cAMP es
especifica para este nucleéticde, ya que sBlo la presencia
de cAMD disminuye la hidr8lisis de 3HchMP. En cambio para

3., s & En
el caso de "H-cG!MP, su hidrllisis se ve afectada por la

presencia de cAMP o cGMP no radiactivo.
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TABLA VIII

Efecto de diverscos compuestos sobre actividad
fosfodiesterisica de cAMP de ooccitos de
Xenonus laevis

¢ Hidr&lisis % Control
Contrcl 15,1 100
+ teofilina 10,2 68
+ ELTR 8,9 59
+ NaF 15,8 104
+ MgCl2 14;3 95
+ CaCl2 15,3 101
+ cGMP 16,3 107
+ cAMP 4,5 30
+ cUMP 15,1 160
+ cCMP 15,0 99

Se homogeneizaron occitos en grupos de a2 5 en Hepes
50 mM, pH 7,4 y se agregaron 0,2 uCi de 3H—cANF DOYr ensayo.
Las ccncentraciones finales de los diferentes compuestes
fueron: EDTA, 1 mM, MgCl2 1 mM CaCl2 1 mM, teofilina 0,4 mM;
NaF 10 mM; nucledtidos ciclicos no marcados 0,01 mM. La
incubacién se realiz® durante 15 minutos a 20°-22°, E1

ensayo de la reaccién se realiz® como se describe en Mé&todos.
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TABLA IX

Efecto de diversos compuestos sobre la actividad
fosfodiesterdsica de cGMP de oocitaos de X.laevis

% Hidrflisis % Cocntrol
Centrol 12,0 100
+ teofilina 8,8 26
+ EDT2 3,7 19
+ Nar 18,5 97
+ MgCl2 18,2 96
+ CaC12 21,6 113
+ cGMP 7,5 39
+ CcAMP 12,2 64
+ cUMF 19,8 104
+ cCMP 19,9 104

A homogeneizadces de 5 ococitos en Hepes 50 mM, nH 7,4
se les agregs 0,2 uCi de 3HmcGMP por ensayo. El tiempo de
incubacién fue de 15 minutes a 209-22°, Los otreos compuestos
se usaron en la misma concentraci®n que se indica en la

tabla VIII. Para detalles del anédlisis, ver Mé&todos.




B. Influencia de la temperatura

Para ver el efecto de la temperatura, se homcgeneizaron
cocitos en grupos de a 5 y en duplicado, a los cuales se
agregf nucleétido ciclico radiactive y se incubd a las tempe-
raturas indicadas durante diferentes tiempos (Figura 33). En
esta figura se nmuestra el efecto de la temperatura scbre la
actividad fosfcdiesterisica de cCGMP (A) v de cAMP (B). Ambas
activicdades son igualmente sensibles a la temperatura, obte-
niéndose una mayor hidréilisis s6lc 1nicialmente (10 min.)
a 37°. PRl cabo de 30 minutos practicamente se obtiene 1la
misma hidrélisis a 20°, 30° y 377, para cAMI vy algo menor a
20°para cGMP. Las incubaciones posteriores se realizaron

normalmente a 20°-22°,

C. Distribucidn de la actividad fosfodiesterisica

La TFigura 34 muestra los resultados obtenidcs sobre
distribucién intraceclular de las actividades fosfodiestera-
sicas de cAMP (34A) y de cGIMP (34B). Un €5 % de 1la actividad
fosfodiesterésica de cAMP se encuentra en la fraccidn solu-
ble y un 20 %, en la fraccién particulada. La diferencia
entre la actividad total y la suma de actividad de las frac-
ciones puede debcerse, seguramente, a una pequena inactivacién
por el procedimiento usado. Fn el caso de la actividad
fosfodiesterésice para cGMP (B) es claro que toda la activi-

dad se encuentra en la fraccidn soluble.
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Figura 33

Efecto de la temperatura sckre la hidr8lisis de nuclebti-

dos ciclicos por hemogeneizados de ococitos de Xenopus laevis.

La concentracién de 3H~cAMP fue de 2 x 10_6M y la de
cGMP cde 5 x 1Om6M. Los homogeneizades se preincubarcn a las
distintas temperaturas durante 10 minutos antes de agregar

el nuclebtido radiactivo. El1 norcentaje de hidrdlisis se

determind seglin lo descritc en Métodos.
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Figura 34

Distribucidn intracelular de la actividad fesfodiesterisica

de cAMP y cGMP en oocitos de Xenopus laevis

Se utilizd una preparacifn proveniente de 120 cocitos,
los cuales se irocesaron come se describe en Métodes. (n),

3 -6
H=-cAMP 2 x 10 M .

activicdad fosfodiesterisica de cAMP,
(B) , hidrd8lisis cde 3H~cGMP 5 % lO-eM. Fl ensayo de la
reaccidn se realizd como se describe en MEtodos, durante

15 minutos a 20°=22°¢.
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Resultados obtenidos, que no se muestran, indicaron
que la actividacd fosfcdiester@sica para cPMP es muy sensible
al pH del medio., A pH 6,0 rraActicamente es inhibida en un 80 %
obteniéndese un miximo de hidr&lisis de cAM a pH 7,0-7,5.
L pH mAs alcalino la actividad disminuye muy cradualmente

cbteniéndose un 70 & de la actividad mAxima a »H 8,5.

D. Especificidad de ambas fosfocdiesterasas

Para ver en mis detalle la especificidad de ambas
fosfodiesterasas, se realiz® un experimentc en el cual se
incubaron hcmogeneizados de oocitos en presencia de 3H =
CAMP © 3H =cGMP y con diferentes concentraciones de cAMP
0 cGMF no radiactive (Figura 35). Como se cbserva en (1)
la hidrélisis ce BHchMr es fuertemente inhibida al agregar
cantidades crecientes de cAMP no racdiactivo, hasta llegar a
un 30 % con cAMD 10m3K¢ En cambio, la nresencia de cCMP
s8lo afecta a concentraciones sobre lOm3M chteniéndose una
hidrAlisis del 75 % Adel contrcl en presencia de cGID l@mzy.
En la Figura 35B se muestra que la hidrdlisis Adc 3H~cGﬁ?
es inhibida bruscamente (79%), a concentraciones de

6 . . ;
'M de cGMP no radiactivo, obteniéndose

solamente 10
sClc un 8 2 de hidrdlisis al agregar cGMP a una concentra-
cién de 107°F. 1La rresencia de cAMP también afecta la
hicdrélisis cde 3HﬂcGMF, observandose un 22 $ de inhibicién a

- - - ‘A
una concentracién de s8lo 10 M.
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Figura 35

Inhibici®én de la actividad fosfodiesterdsice de nucledtidos

ciclicos por cAMP » cGMP

Se usaron homogeneizacdos de oocitos que se ensayaron
como se describe en Mé&todeos, con 3ecnmr 2 x lOmGM, (p) y
diferentes concentracicnes de cGMP (@) ¢© cAMD (O). B,
3H-cGMP 5 x 10~ ¢x y distintas concentraciones de ciMP (@) ©

cGMP (O) . Las reaccionas se incubaron a 20° durante 15

minutcs.
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Fstos resultados apoyarian la idea cue la actividad
fosfodiesterdsica de cAMP es especifica para cAMP y cue la
actividad responsable de la hidrélisis del cCMP es menos
especifica siendo capaz de hidrolizar cAMT a altas concen-
traciones.

Varias fosfodiesterasas de nuclebtidos ciclicos,
incluyendo las de eritrocitos de anfibios hidrolizan ambos

nucledtidos ciclices (109).

E. Estudio cinético de la fosfodiesterasa de cAMD

Estudios realizados recientemente en el labkoratorio,

g . . ;o 3 ;
mediante microinyeccidn de “H-cAMP a oocitos, lograron

caracterizar los par@metros cindticos de esta enzima in vivo.

Con el objeto de ver si la enzima mantenia estas pro-
riedades al horogeneizar los oocitos, se realizaron experi-
mentos de hidrSlisis de 3chAMP con diferentes concentracio-
nes de cMAMP no radiactivo. Fn la Ficura 36 se muestra un
doble reciproco de estor resultados. BSe puede ohservar cue
existen dos pendientes, lo que indicaria, seguramente, la
presencia de m&s de una enzima con actividad fosfodiesteré-
sica para c2Mp

Resultados muy similares se han obtenide en ntros
sistemas en los cuales se han encontrado dos fosfodiesterasas

€

- -
para c2MP con Km del orden de 10 y 10 M (105).

En este caso la extrapolacién de los valores obtenidos
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Figura 36

Velocidad de formacién de 5F AMD a partir de cAMP en

homocgeneizadns de oocitos de Xenopus laevis

Homoceneizados de 5 oocitos en duplicadn, se
utilizaron para cada determinacién, incubAndose durante
10 minutes a2 20° con concentracicnes variables de
3

H-cAMP. Se determin® la cantidad de 5'AMP por croma-

torrafia en capa fina como se describe en Métodos.
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a las concentraciones mayores de cAMP dan una Xm de

8 x 1071y y una velocidad maxima de 17,0 pmoles/min ousz,
coinciden perfactamente con los dateos obtenidos previamente
in vivo. ©FEn la Fiqgura 37 se muestra una curva de progreso

A
-

o=/,
a concentraciones de cAMP de 5 x 10 M, Come se nuaede ver

en la ficura, la velocidad inicial in vitrc es de aproxima-
damente 20 pmoles/min/cocitn, lo cue coincide perfectamente

con datos oktenidos in vivo, mediante micrrinveccién de

3 ; : i .
H=cPMP. €£in embargce, bajo las condiciones estudiadas,
in vitro, la velocidad tiende a disminuir despu&s de los

primeros 10 minutos, un fendmeno gue no se ha observado

in vivo.

F. Fraccionamiento en DEAE-celulcsa de la actividad fosfo-
diesteri&sica de cAMP

El horogeneizado proveniente de 3 g de ovario se
procesd como se describe en MEtodos, vy se fraccion® ror
cromatografia en una columna fe DELE-celulosa (Ticura 38).,
Fn esta figura sec muestra la actividad fosfcdiesterisica de
las diferentes fracciones expresadas como nroductoe formado.
Se puede discernir tres actividades fosfodiesteridsicas oue
difieren en su cantidad relativa. Nc es pcsible decir si
provienen de la fraccién soluble ¢ particulada. va gue la

muestra fue sonicada previamente para solubilizar en parte,
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Figura 37

Curva de progreso de la hidrAlisis de cPAMP por

homogeneizados de oocitos de Yencpus laevis

Homogeneizados provenientes de 5 oocites se incubaron
a 20° enh Hepes 20 mMM y MgC12 1m” en presencia de 3HchNP
10=4M durante distintos tiempos. 2 los tiemnos indicados,
la reaccién se detuvo con HC1 7,1 N, El andlisis del
producto de hidrélisis se realizé come se describe en

Métodos.
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Figura 38

Cromatograffa en DE-52 celulosa de fosfodiesterasa de

CAMP proveniente de ovario de X. laevis,

Se p;éparé un extracto crudo a partir de 3 gramos de
ovario el que se fraccioné por cromatografia en una columna
.Qe celulosa DE-52 (0,3 x 3 cm); Ias fracciones se eluyeron
con una gradiente lineal de acetato de sodio (0-1 M) de 5 ml
seglin se describe en Métodos. Se recolectaron fracciones de
50 ul que se ensayaron con 3H-cAMP 10-4M. El tiempo de
incUbac}én fue de 30 minutos. Ia 1lfnea en diagonal representa
la gradienté de sal,

/
/
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la actividad ascciada a membranas. Ha sido descrito en
otros tejidos, el fraccionamiento de la actividad fosfodies-
terdsica en cclumna de celulosa DE=52 v tambidn se ha
encontrado 2 o 3 fraccicnes cue noseen la capacidad de

hidrolizar ciMP (105).

G. La actividad fosfcdiesteri@sica de cAMP en occitos
tratados con progesterona.

Para ver el efectoc de la maduracién sobre la actividad
de la fosfodiesterasa de cAMD se incubaron oncitos durante
2 horas con progesterona vy se ensay® la actividad del homo-
geneizado durante 30 minutos (Fiqura 39). Pensando en 1la
nosibkilidad cque no hubiera un cambio en la actividad total
del occito, sinoc una modificaci®n en la distribucién de la
actividad enzimitica entre la fraccidn particulada y soluble,
se hizo anidlisis de estas fraccicnes conjuntamente con la
actividad total. FEn (2) se ve la actividad de los cocitos
controles, v en (B) la de nccitos rreviamente tratados crn
procgesterona. De los resultades mostrados en 1A ficqura es
claro gue la actividad tot~l no se modifica desnués de 2
horas de tratamiento hormonal. 2demd3s, la distribucién en
las fraccicnes solukles y narticulada tampoco es alterada.
Cabe destacar cue en este exrerimento los oocitos respondie-
ron un 90 2 frente a2l estimulo hormonal que como va hemos
viste antes,causa una apreciakle haja en los niveles intra-

celulares de cI’MP. FExperimentos realizados in vivo, bajo
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Figura 39

Actividad fosfodiester&sica de cMMI' en fraccicnes celulares
de oocitos antes y desmuds de induccifn de la maduracién

por progesterone.

Las fraccimnes solubles v particuladas de oocitos se
obtuvieron a partir de €0 oocitos contrcles (7) y €0 trata-
dos con preogesterona 10m7M durante 2 hcras (B), segfin se
describe en Métodos. “H-cAMD 2 x 10°0M. Rl analisis da 1a

actividad se realizd come se describe en M&todos.
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las mismas condiciones, tamnoco detectarcon cambios en 1la
actividad total del occiteo rara hidrolizar chMP.

Fxistiendc la posibilidad gque los cambics en la
actividad fosfondiesterisica causados nor proagestercna, se
produjeran antes de las 2 horas, se realiz® un estudio en
el cual, en forma paralela se analizaron cada hora los
niveles de cP’MP y de la actividad fosfodiester&sica hasta
5 horas desprués del tratamiento con la progesterona.

Fn la Figura 40 sc muestran lns resultados chtenidos.
Fn (2) se muestra la actividad fosfodiesteridsica a diferen-
tes tiempcs de la accidén horrmonal y en (B) se ven 1lcs
cambios en los niveles de cAMP en el ococito v en la vesicula
germinal. Fs clarc que la actividad fosfodiesterisica no
se altera durante todn el tiempo estudiado. Fs importante
notar en (B) gue los niveles de cAMP en 1la vesicula germinal
disminuven en forma paraleia a la del oocitc total, »nara
retornar a los valcres normales, al cabo de 4-5 horas.

Segfin el »roceso normal de maduracifn, esos nfclecs so
empiezan a rorrer una hora después de la filtima medicién.
Pareciera ser cue la caida de cAMP en el nficlec es mavor
que la tcotal en el ocecito. FEstc nodria tener cierta imnor-
tancia, va gue, "ndria estar relacionado con los niveles de
fosforilacién de rrotcinas cue se discute més adelante.

Fs interesante el heche cue todes los esfuerzos realiza-

dos rara detectar actividad fosfodiesterf&sica en vesiculas
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Figura 40

Actividad fosfodiesterdsica y niveles de cPAMP en ococitos

a distintos tiemnos de la acci®én de nrogestercona

Fn (2) se nuestra la actividad fosfcdiesterédsica a
través del tiemno después del efecto hormeonal., Fl andlisis
de la actividad se realizd seafin se describe en M&todos.

En (B) se muestran las variaciones de cZMP en oocitos (@)
o nficlecs (0): aruros en Aurlicado de 5 cocitos o 20 ntcleos
se utilizaron para el andlisis de cAMP (ver Mé&todos). La
concentracifdn de nrogesterona utilizada fue 10 'M. Fstos

resultades son rerresentativos de € animales estudiados,

con una maduracidn de m8s de un 8N 2.
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germinales antes v desrués de tratar los oocitos con
progesterona havan fracasado. Fsto irndicaria que, de alatGn
modo, se¢ tiene cuc nroducir una liberacién @<=l c2MP nuclear
hacia el cito;lasma, ara exnlicar la disminucidn de este

nucledtido ciclico en la vesicula germinal,
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Fosforilaci®én de proteinas en oocitces

de Xenopus laevis

Con las evidencias descritas anteriormente cque el
cAMP estaria, de alafin mcdo, involucracdo en el proceso
de maduraci®n, se nens® en la nosibilidad que el cAMD
produjiere, a su vez, cambios en la fesforilacién A=
proteinas en el oocite.

Fn »rimer lucar, se estudid la capacidad del

oocito nara fosforilar sus »nroteinas endfoesnas. Con este

32

okjeto, se micrrinvectd P=2Tt a estas c&lulas, vy se
incubaron durante 1 hora a 207- 227, Tara ver la radiac-
tividad total incornorada se homogeneizaron los cocitos
en TC? 10 & frio y se filtrdé en filtros A« fibra de vidrio. Ios
resultados demostraron la rnresencia de radiactividad incor-
pocrada a material &cido insclukle.

Para analizar las proteinas que se estarian fosfo-
rilando en ¢l oocito, so realizd electroforesis en cgeles
de roliacrilamida de las proteinas snlukles de estas
c€lulas, detectando l1la radiactividad —or flucrocrafia
(ver Métndns). Fn la Ficura 41 se ve un perfil Adensitom@-
trico de las rroteinas scluhlcs del cocitn aue estarian
siendo frsforiladas. Adem&s, se muestran evidencias cue
la radiactividad se estaria realmente incorrorando a
proteinas, ya cue =1 tratamiento previe de la muestra con

nronasa supnrime, totalmente, la radiactividad detectada
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Ficqura 41

Fosforilacifn de proteinas de oocitos de Yenopus laevis

Ios oocitos se microinvectaron cnn 32P-DTP, Yy se
incubaron en solucidn HF Adurante 3" minutos a 20, F1
procesamiento de la muestra y electroforesis se realizd
seglin se describe en Métodns. Muestras rrovenientes de

10 oocitos se trataron con RNasa (7,2 mo/ml) o »nronasa

(",1 mo/ml) curantc 1 hora a 37°.

-
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en 1a electroforesis; en cambhio ¢l tratamientce con PMNasa
no modifica el nerfil.

rara ver cué proteinas sc estarian fosforilando en
el niclen., se aislaron vesiculas cerminales vy se caracte-
rizd, previamente, la reaccifn e fosforilacifdn Ae estos
organelos in vitro (Ficura 42 ). Comn se nuece observar,
1a velocidad de reaccidn dencnde directamente de 1a
temperatura, hasta al mencs los 37" (r). Fn R, se puedec
ver cque la reacci®n alcanza el ecuilibrio a los 12 minutos
de acreqgado el precursor radiactivo. 2Ademfs, existe una
relacidn lineal entre la radiactividad incornmorada y la
cantidad de vesiculas germinales © 32FﬂPTP aareqgados al
medio de reaccién (C y ).

Fn la Takbla ¥ se muestra el efecte de Adiversos

comnruestos sokre la reaccidn de incornoracién de BQ?MRTF
en vesiculas cderminales aisladas. Fs claro, a partir de
estns resultadecs, cue la fosforilacién es a nivel de
proteinas, y cue la actividad enzimitica es sensihle al
DTA 5 mM vy a la temperatura. Tamhidn se chserva cue 1»
nresencia de MM nc afecta la incorporacidn de radiactivi-
dad, nero si es notoriamente disminuida al agrecar TP

nc radiactive.

Fn la Ficura 43 se ve el perfil densitométrico de

las proteinas de vesiculas cerminales fosfeoriladas in vitro.

Como en el caso de los ooncitnos, se puede ver cue se
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Figura 42

Caracteristicas de la reacci®n de fosforilacién en vesi-

culas dgerminales de oocitos de Xenonus laevis in vitro

(r), Crurncs de 1" vesiculas dgerminales se incukaron

en solucifin HI' durante 37 minutos a las temperaturas indi-
; X . 32 - e 4

cadas en presencin de 1 uCi de P-ATP, (B), cruncos de 10
vesiculas cerminales se incubaron en solucifn ¥ a 20
durante diferentes tiempos cn presencia de 1 uCi de
32 C s > .
P=ATT. (C), Adistintos nlmeros de vesiculas cerminales sc
incubaron a 227durante 3" minutos en condicicnes similares
a las anteriores. (D), cruros de 17 vesiculas derminales
se incubaron durante 37 minutes a 22%en soluci®n HF eon

. ; 32 ;
presencia do diferentes cantidades de P=ATT (10 ul=1 ucCi).




TABLA pid

; . . e 32,
Caracteristicas de la incorroracién de ~“D-DTT
en niicleos aislados de oocitos de Xenopus laevis.

ol
320 pmp
incorporado
crm/1° V.G,

2 Control

Control 11.122 1nn
tO + FEDT2A rag ”
ty 100 x 5° 525 5
t o+ ATT 3.214 29
t, + AMP 12.454 111
+ xop (1 N) 1.158 10
+ HCL (1 N) 9.581 8e
+ T'ronasa aAN0 A
+ RNasa 1n.A75 0

Grunos de 10 vesiculas germinales en dunlicado, se
incubaron en 177 ul de sclucién BF a 2n° durante 37 rinutes
. 32 - : B i, RETh
en nresencia de P-ATE (0,1 uCi) y de FDT/, & rEr,
N,1 mM o de MM 0,1 mM. Fn los otros cascs se trataron las
. » . . 32
vesiculas qgerminales desrués de la incuracién con FP=ATP
con pronaéa (1 ma/ml): o ™Nasa (1 ma/ml): ¢ ROF 1 ¥; o
FCl 1 M, durante 1 hora a 37°. ILa incorpcracién de

32 - . \
“P~-ATF se analizd® como se descrile en Mé&todos.
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Figura 13

Proteinas nuclecares de cocitos de Xenopus laevis

fosferiladas in vitro

Gruros de 10 vesiculas cerminales se incubaron en

32 . .
P-ATD Aurante 37 rinutos a 27°. Una de

presencia de
las muestras se tratd con PMasa (7,1 ma/ml) v otra con
pronasa (2,1 mg/ml) cdurante 1 hora 2 37°, La ohtencidn
de la muestra y su rosterior anilisis electroforéticn

en geles de roliacrilamicda se realiz®d scal@n lo descrito

en Mé&todos.
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fosferila un gran ntmerc de nroteinas. 2Ademds, también

es claroc que la radiactividad estaria incorpeorada a

proteinas ya cue el tratamiento con pronasa elimina total-

mente la radiactividad detectada en la electroforesis;

en camhio ¢l tratamiento con RMNasa no rmodifica el perfil.
Con el ohjeto de encontrar 2alquna relacidn entre la

fosforilacién cde »nroteinas v su velocidad de sintesis, se

; : ; 32
microinyectaron oocitos con F=ATP vy, en forma paralela,

; . 35 A ;
se incubaron otros occitos en S-metionina. ILos oocitos

se procesarcn en forma senarada v se analizd, simultinea-

mente, la radiactividad incerporacda a proteinas proveniente

32 35 , .
de P=ATD o S-metionina nor electroforesis en aeles de

poliacrilamida en placa (Figura 44). Como muestra la

figura, la mayoria de las proteinas cue estidn sicnde sinte-

tizacdas en el occito se estarian fosforilande, y existiria
una estrecha relacién entre la velocidacd de sintesis v
fosforilacifn de las diferentes proteinas.

Experimentns similares realizados con vesiculns
germinales se muestran en la Ficura 45. Fn este casco, se
incukaron oocitos en presencia de 358~metioninn Jurante
18 horas y lueco se les extrajo la vesicula germinal. DPor
otra parte, se incularon nlicleos en presencia de 32PWATP
durante 1 hora. Tas muestras provenientes de amtos tipos

de inculaciones se vrocesarcon y analizaron en geles de

peliacrilamida en placa. En este caso, a diferencia de lo
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Fiqura 4

Pelacidn entre sintesis y fosforilacién de proteinas cn

oocitos de Yenonus laevis

; 35 . .
Grupcos de 10 oocites marcados con S-metinnina,

actividad especifica (1 Ci/umnl), a una concentracién de
1 uM durante 5 horas, o inyectaders con 32PWATP (0,2 uCi)
e incubades 1 hora a 207se analizarcon simultdneamente por
electroforesis en geles de poliacrilamida. ILa radiactivi-
dad incorporada a proteinas se detectd mediante densitome-

tria de las nlacas radiogr&ficas utilizande el proceso

fluoroarafice (ver Métndos).
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Fiqura 45

Relacifn entre sintesis v fosforilacidn de proteinas

nucleares de oncitos de Xenopus laevis

L.os oocitrs se incubaron en scolucidn HF adicionada con
35 R o
S-meticnina 1 uM durante 18 horas a 20; antes de extraer
las vesiculas germinales. Se utilizd un total de 27
vesiculas germinales para analizar la radiactividad incor-
porada a proteinas. Tara el andlisis de la fosforilacién
de las proteinas nucleares se incuharon 17 vesiculas agermi-

.. . 32 ;

nales en snlucién HF, en pnresencia de P=ATP 1 uCi
durante 37 minutns a 27°,

La electroforesis en geles de poliacrilamida y la

fluorcorafia se realizaron secln lo descrite en Métodos.
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observado en oocito total, se ve una mayor esnecificidad
en la fosfrrilacidn de ciertas proteinas nucleares, afin
cuando existe cierta relacién entre velocidad de sintesis

de proteinas y fosforilacién.

A. Efectn de progesterona sobre la fosforilacidn de
proteinas en oocitos de Xenonus laevis

Para estudiar el efecto de la maduracidén sobre la
fosforilacidn de proteinas en oocitos, se incubaron &stos
, =7 . .
en presencia de proaesterona 170 My, a diferentes tiemnos,

32?QATF (Ficqura 46 ). Como se

se les microinvectd ccn
muestra en la fiqura, existiria un aumento cgeneral en la
fosforilaciodn de proteinas en el ococito durante las primeras
horas de 1la acci®n hormonal.

La Ficura 47 muestra los resultadeos de experimentos
similares realizados con vesiculas germinales, extraidas de
oocitos preincubados con progesterona l”a7M durante tiempos

variables; las vesiculas cerminales se incubaron con

32 . .
P-ATP, se observa un aumento aradual de la frsforilacién

de las proteinas nucleares despuds del estimule hormenal.
Igual que en el caso de las proteinas toteles del oocite,
este fendfmeno seria ceneral para todas las proteinas.
Tratande de encontrar alcuna relacidn entre los
camhios de niveles de cPMFP o de cCMP y la fosforilacién de

32

proteinas por P=ATP, se realizd el experimento gue se
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Fiqura 46

Efecto de progestercna sorre la fosforilacién de

proteinas en oocitos de Xenonus laevis

Los oocitos se preincubarcon en solucifin HF a 20°
en presencia de procesterona 10_7M durante tiempos varia-
bles.

Grupos de 17 oocitos se microinyectaron con
32 ; ; ;
P=-ATP (7,2 uCi) a diferentes tiempos desnrués de 1la
accidn hormonal, y se incubaron a 20° durante 1 hora en
solucién HF. Las proteinas solubles se analizaron por
electrofnresis en ageles “de poliacrilamicda y la radiacti-
vidad se detectd »or fluoroaqrafia (ver MEtndes), indicando

el perfil densitométricc a 540 nm en un densitémetroe

Canalcoc.,
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Figura 47

Efecto de progestercna sohre la fosforilacifn de

proteinas nucleares de oocitos de Xenopus laevis

Grupos de 1" vesiculas cgerminales, provenientes cde
. ; =7
ococitns tratados o sin tratar con progesterona 17 M por
tiempos variables, se incubaron durante 1l hora 2 277 en
. 32, - . - .
presencia de P-2TP (1 uCi). Las prcoteinas se analizarocon
en celes de poliacrilamida, y la radiactividad se detect’

por la técnica de fluorografia (ver Métodrs), miciendose

el perfil densitométrico a 540 um.




nuestra en la Fiqura 48. Ins resultados obtenidos indican
que el c2MP inhibe especificamente la fosforilacifAn de una
de las proteinas y activaria la de otra. Fn el caso de

CGMP, se producirfa sSle la activacién de la fosforilacidn

de des proteinas, siasndo una de ellas idéntica a la activada

por cAMP,

Efecto de hormonas sobre sintesis de
proteinas en oocitos cde Xenopus laevis

Con el ohjeto de caracterizar las proteinas cue
sintetiza el ooccite y las nroteinas especificas de la
vesicula germinal, se incubarcon oocitos con‘359~metionina
durante 24 horas. Diez de estos oocitos se tratarcn secaiin
lo descritn en Métodos, v se sometiercn a electroforesis
en geles de poliacrilamida. Fn forma paralela se sacaron
20 vesiculas cerminales de las células incubacdas Adurante 24
horas con aminc&cide radiactivo, y se analizarcn las
nroteinas en geles de pcoliacrilamida (Figura 49). ILa
ficura también muestra las proteinas de oocite detectadas
por tincisn (1) .

Como se puede ver en la ficura 49B, el nocito estaria
sintetiz&ndo un gran nimero de proteinas, y 1o velocidad
de sintesis de estas seria diferente para muchas de ellas.

Todas las proteinas detectadas por tincifn presentan
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Ficqura 48

Efecto de la microinyeccicn de cAMP y cGMFP en la fos-

forilacién de proteinas de oocitos de Xenopus laevis

. . . 32
Crurcs de 117 nocitns se microinvectarcon con D=ATP

(0,1 uCi) v con chMr' o cGMP no radiactivos a una concen-
tracifdn final de 5 x 10m5M, y se incularcon a 277 durante

37 minutos en sclucién HF., ILas pnroteinas se analizaron

por electroforesis en geles de reoliacrilamicda, vy la radiac-
tividad se detect® por la técnica de fluorocrafia (ver

MEtodos), midiéndnse el perfil densitom@trico a 5749 um.




Figura 49
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Fiqura 49

Proteinas de vesicula germinal y ococito de X. laevis

(p), Troteinas de 1€ ~ocitos detectadas por tincifn,
en celes de poliacrilamida (ver M&todos): (B), proteinas
radiactivas provenientes de 00citos incuhadeos durante 24

. - 35 .
horas en scoluci®én HF a 227 en nresencia de g-metionina,

L

actividacd esnpecifica 1 Ci/umol, a una concentracidn de
1 uM; Adetectacdas por el métndo de flunrocrafia (ver Métodos) :
(C), proteinas radiactivas provenientes de 27 vesiculas
germinales extraicas de oocitos incubadcos en idénticas

condicicnes que en (B) ¥ detectadas por la técnica de

fluorografia.
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incorporacién de aminodcido radiactivo. Tl nficleo también
posee numerosas protefinas, y alqunas de ellas son sinteti-
zadas preferentemente (C).

Resultados que no se muestran, obtenidos con oocitos
anucleados, demostraron cue las proteinas radiactivas
provenientes de estas células separadas por electroforesis
en gel de poliacrilamida, son idénticas a las de células
controles.

Fs importante rcsaltar que los anilisis electroforé-
ticos de proteinas de oocitos incubados con diferentes
aminodcidos radiactivos, en deles de poliacrilamida, no
presentan diferencias obvias.

Fstudios rcalizados en oocitos de diferentes tama-
fios, desde el Fstado I al Fstado VI (©2), empleando 140w
leucina como aminodcide radiactivo, no revelaron diferencias
significativas al ser analizados por electroforesis en ael
de poliacrilamida y fluoroaraffa. FPsto haria pensar cue
durante su crecimiento, el oocito estaria sintetizando esen-
cialmente las mismas proteinas. FEn todo caso, para poder
asequrar con mis certeza este hecho, se necesita emplear
técnicas de mayor resolucidn.

Fn primera instancia, para estudiar el efecto de
hormonas sobre la sintesis de proteinas en oocitos., se incu-
baron estas células en presencia o ausencia de progesterona

y amino&cido radiactivo durante diferentes tiempos.
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Fn la Figura 50A se muestra el efecto de progestercna
sobre la incorroracién de aminodcidn radiactivo a proteinas
totales mediante pulsos de 30 minuteos, dadeos 2 diferentes
tiempos después de agrecada la hormona. De los resultados
mostrados en la fiqura, es claroc que esta hormena produce un
aumento en la incornoracién de aminodcicdo racdiactivo 2
proteinas descde las 3 horas para caer luege al nivel normal.
Este resultadc ha sidn descrito tamhién por otros investi-
gadcres (66).

Como se muestra en la Ficura 50B no se cdetecta
ninquna diferencia en la incorporacién de aminodcido radiac-
tivo 2 proteinas en oocites contreles v tratados con pro-
cestercna. Andlisis simult&neos de entrada de aminoécide
no revelaron Aiferencia alcuna.

Fxperimentos realizados con hCG y aminodcidoc radiac-
tivo en el medin durante toda la incubacifn, demostraron
que existe un gran aumento en la entracda de aminofcidn (1)

y en la incorporacién a protefnas totales Ael cocito (B),
corto tiempo despuds de agrecada la hormona (Ficura 51).
Comn se ve en la figura el aumento en 1la entrada de aminc-
Acido antecede al de proteinas. Fs interesante notar que
ol aumento en la sintesis de proteinas es mayor due el
dehidn sflo 2l estimulo de la entrada de aminoAcido radiac-

tive.
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Fiqura 50

Ffecto de progesterona sobre sintesis de proteinas en

(o

nocitos de Xenopus laevis

Oocitos, en drumnos de a 5, se incubaron en solucién

HF a 2n°, Adurante diferentes tiempos, en presencia de
-7 s .
M Se midié la sintesis de proteinas

to

progesterona 17

usando en amhos Cas0S, ldC«leucina, actividad especifica
240 uCi/umol, a una concentracién de 18 uM. (), se
aqregé el amincAcido radiactivo a los tiempos indicados

y se continu® la incubacién durante 30 minutns: (RB), el
aminoicido radiactivo estuvo nresente durante toda la
incubacidén. Control sin prodgesterona (@), con progeste-
rona lﬂw7M (8). Ia radiactividad incorporada a nroteinas

se detectd como se describe en Métodos.
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Fiqura 51

mfecto de hCG sobhre entrada e incornoracidn de aminocicido

radiactivo a proteinas en oocitos de Xenopus laevis

Grupos de 5 oocitos,; en duplicado, se incubaron en

; 1A - i .
solucidn HF a 27" con C-leucina ,actividad esnecifica
247 uCi/umcl, 2 una cencentracifén de 18 ulM, en nresencia
o ausencia de hormona, &7 unidades/ml. (RA), entrada de
amincdcidos en oociteos incurados con (¢) v sin (@) hormonas
(R), incorporacifn de radiactividad a proteinas de oocitos
incubadns con (C) o sin (&) hormona. L.os andlisis de
radiactividad total e incorporada a nroteinas se realizaron

como se descrihe on Métndos.
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Fstudios mis detallados al respecto, realizados en

el laboratcric (117), han demostrade que el estimulc en la

entrada de aminoacido es indenendiente de la asintesis de

proteinas y que Eatc. se debe a una disminucién de la
constante de transnorte (KT) para los aminoacidos.

Se ha comprobado que el efecto de hCG sokre la
entrada de amincAcicdos exfigenos ceria un fenfmeno ceneral
para todos los aminodcidos (110).

Para poder analizar las posibles diferencias entre
las proteinas sintetizadas en el oocitn antes y después del
tratamientc hermeonal, se utilize la técnica de electrofore-
sis en adeles de noliacrilarmida (ver Métodos) .

Inicialmente sa analizaron proteinas radiactivas
provenientas de oocitos tratados y sin tratar con proceste-
rona incubades en presancia de amino&cido radiactive durante
tedo el pericdo ¢de incubacifn. LoOs resultados cbtenidos
por electroforesis en cel y fluecrografia ne revelaron
ninguna diferencia importante.

Pehide a cue no habia sido posible encontrar dife-
rencias en la incorroracion de amincidcidn radiactive A
proteinas, entre oncitos controles y tratados con »roceste-
rona al estar el aminoicidc presente en forma pormanente,
se realiz®d un estudic con nroteinas provenientes de oocitos
tratadcs y sin tratar con hormonas incubados con un nulsc

S

. 38 I
de 30 minutcs de g-metionina. Como se ve en la Figura 52
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Ficura 52

Efecto de proaesterona sobre sfntesis de proteinas en

oncitos de X¥enonus laevis

Gruncs de 1N oncitos preincubades a 277 durante
-7 . .
5 horas con prodgestercna 10 M o sin hormona, se incubaron
p . 35 4 .. =6

a 20° durante 30 minutcos cen c-metionina, 1 x 10 M
(actividad especifica 1 mCi/umol) . Las proteinas radiac-
tivas se analizaron DOY elactroforesis en ael de nolia-
crilamida y fluorocrafia como se describe en Métodos.

Perfil densitemétrico de proteinas radiactivas de oocitos

tratados con rrocesterona (A) O de oocitons controles (B).




no existe una diferencia notoria en el tiro de proteinas
sintetizadas, sino orincipalmente ¢s una diferencia de
carfcter cuantitativo.

Con el okjete de loarar una mayor resclucid®n de las
protefnas del cocito se usé electroforesis hidimensicnal

en geles de peliacrilamida. La primera Adimensifn es una

8]

isoelectroforesis en tubo vy la sequnda dimensién se realiza

en nlaca en geles al 15 % en condiciones desnaturantes

(sps 1 ). (°7).

Fn la Ficura 53 se muestra una separacifn tirica de
nroteinas totales de oocitos y de vesiculas cerminales,
detectadas ror tincién con azul de coomasie, Se¢ obsarva,

claramente, cue el nmero de proteinas detectadas nor

esta técnica es muy superior al encontrade al usar electro-

foresis en una dimensifn. Fs interesante resaltar que

varias de las proteinas detectadas en vesicula cerminal
estin ausentes en el gel de proteinas totales y viceaversa.

¥o se ha detectadc diferencia en las nroteinas totales de

icn.

controles v anucleados usandn el méteodo de tinc

rara ver cl efecto schre la sintesis de nroteinas

causadn por hCC sc incubaron cccites con asta hormona y

amino&cide radiactive, durante 3 horas (Firmra 5%). Se

nuede chservar que no existen diferencias cruesas entre

las rroteinas sintetizadas mor nocitrs controles v tratacdo

cor. 12 hormeona. Fsto afirmaria los resultades anteriores

(=]
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Electroforesis en SDS

(G o T~ T o SN (o TN S ¢ o)

|
A|v | | 1 | 1 1 1 1 J

v 8 20 @ 3 4 9 H |
<4——9nbojus0.429|90S| —————»

.uQ .nQ
O8=H SO310NN “¥=H

V.8 0 @ 3 4 9 H |
4¢——23anbojuso0s09|90§|——»

0'8=Hd b =
SOL1200 b =Hd

Figura 53

222




Figqura 53

Proteinas de vesicula cerminal vy de oocitos de

Xenorus lacvis

(A) , nroteinas totalans de 1" occitos analizados
por electroforesis bidimensional on ageles de poliacri-
lamida vy tefiideos con azul de cocmasie.

(B) , nroteinas rrovenientes de 400 vesiculas
germinales analizadas ror electroforesis bhidimensicnal
en geles de poliacrilamida, tefiidos con azul de
coomasie. La extraccion, procesamiento y corrimientco
electroforéticn se realizaron segin 1o descrito en

Métodos.




Electroforesis en SDS
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Plectrof  regie bidimensicnal en celes de ~0liacrilamida
de las proteinas radiactivas de oocitos Ao Yencous

e ! T i aianm

laevie sintetizadas Antes v Adesoués del estimule hormonal.,

et o

Grupos ¢ 2 17 oocitos,; s& incubaron en snlucién
35 .. e .
HF a 2°° eon - S-metionina, actividad osnecificn 1 mCi/
umol, = una concentracién Je 1 uM, Adur=ante 3 horas en
nresencia (B) ¢ ~usenci> (M) de hCC, Concentracién de
heo, &0 ynidades/rl. T1 procesamiento v analigsis electro-

forcttico de las muestros sc ranlizd como so Aaccribke en

MEtodns,




en aque el cambic de sintesis de protefnas, desnuss el
tratamiento hcrmonzl, rero antes del romoimiento de 1a
vesfcula germinal, es principalmenta cuantitative ¥ no

cualitative (22).,




~— DISCUSIM

Al iniciar el trabajo de esta tésis se planted un
estudio sobre los cambios de la sintesis proteica de
oocitos de anfibios durante la maduracibn de estas
células gatillada éor hormonas. %égg\blaﬁieamiento se
basaba en los datos de la literatura mencionados en la
introduccién que apuntaban a una participacibén de la
sfntesis de proteinas en el proceso de maduracibn y a
la aparicién de una nueva entidad funcional - el factor
de maduracién - que también requeria de la sintesis de
nuevas proteinas.

Como se puede deducir de los resultados presentados
anteriormente, el desa?rollo de la tésis se desvid
considerablemente de la intencién original después de
haber realizado la parte inicial sobre caracteristicas de
la sintesis proteica de oocitos que no habian’ sido tratados
con hormonas. Esta desviacién se debid principalmente al
hecho que en los primeros estudios realizados tratando
oocitos con progesterona no se observaron alteraciones nota-
bles en la sintesis total de proteinas de est;s células.
Solamente se observaron cambios significativos cuando se
estudid la incorporacién de aminod&cidos con pulsos de

‘radiactividad (Figura 50). AGn en dichos resultados la
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estimulacién mixima causada por el Fratamiento con
progesterona se obtuvo solo después de 7 a 8 horas de
la exposicién a la hormona, momento en el cual ya han
ocurrldo reacc1ones tan importantes como la 1nducc16n
del factor de maduracién y el rompimiento de la vesi-
éula~germinal.

' Estoslresultados nos llevaron al convencimiento
que la accién hormonal seguramente afectaba solamente
la sintesis de algunas pocas protefnas y que seria
necesario pFoﬁundizar en el estudiokdglg}gpy9§ gfgctos
temprano; de las hormonas sobre los pocitos antes de
poder entender los mecanismos iﬁvolucrados.h La segunda
parte.de la tésis, por lo tanto, relata la bfisqueda
de efectos hormonales. tempranos y su posible relacifn
con la sfntesis de proteinas de estas células.

A continuécién pasaremos a discutir el detalle
de los resultados obtenidos en los diferentes capitulos

de la tésis. f
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F1l gatillamiento Jde la activida? hiosintética gue
ocurre Aespuls e 12 fertilizacidén ha llevndr 2 muches
autores 2 considerar que el hueve vy el nocite crecide
serian c&lul=s en estado latente con una actividad metahd-
lica mfnima. Los estudios realizados en la parte inicial
de este t@&sis pruehnn cue osta concento astd errado v que
la kinsintesis »nrnteica en el occito crecio eo conside-
rahle.

Tos Aatos nresentades indican cue el oocite es copaz
de sintetizar. aprcoximadamente, 1 uc Je prcteinn por Aia,

v los geles khidimensiorales cue sirven nara analizar las
proteinas sintetinadae por estas cflulas noa indican cuc son
cientcs de pnroteinas diferentes.

Pesultados obtenidos ror cotros laboratorios er cuanto
a la sintesis ¢ ™7 . Jderucstron cue astas c&lulas tambifn
se encuentran en activa transcripci®n (°4).

A pesar cdel uso Ada oocitos en ruchos laboratcorics para
estucdiar la tracuccién ‘e liversos mPM? invectacdos, existen
pocos datns en la literatura referentes 2 las propiecdacdes

2

de la bicsintesis “e proteinas end@caenas e estas células.

n este sentido, alcunos estudios detallades en el Capitulce

Primero son de especial interés. ESe ha cncontradco, nor
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ejemplo, cue la temperatura afecta la sintesis de nroteinas
in vivo de una manera Adiferente ocue s8i se realiza in vitro.

—— i e i

La temperatura &ntimn fe la reaccifin en 1la cé&lula viva
estd zlrededer de la temperatura normal del habitat Ae
estos animales, 20° a 227 ., gin embharco, sealin se ha ohser-
vado en estudios renlizados en 2l lakor-~torio, un sistema
de biocsintesis proteica in vitrc con componentes cue nro-=
vienen exclusivamente de cocitos de Xenopus laevis tiene un
Bptimo a 37" .

Seria interesante, en el futuro, indacar mis profunta

mente en los mecanismos cue inhibken la sintesis nroteica

in vivo a temperaturas nor sobre los 22° , va cu: se ha

visto en el lahoratorio que no se debe a una 17nili7ac intrinse-
ca de los componentes cue intervienen en esta reaccién.

Los estudics realizadns sobre entrada de nroteinas a
la vesicula cormincl (Ficura 11), Jemuestran cue no sflo se
estarian sintetizando proteinas citoplasmi@ticas en el cocito
sino que, ademfs, habrfa. una sintesis nreferencinl e nroted
nas nucleares, yn cu2 estas constituirian, aproximadamente,
el 27 ¢ del total. Fstudics recientes indicarion cue el
nficlec 7ol cocitn seriz selective en cuantc a 1l=s nroteinas
gque permite entrar y cue &sto no Adependeria 7ol tamaio de
estas macromclBculas (41, 42). TFstos datos apcovarian fuerte-

mente, la evidencia cue existe una sintesis wreferencial de




nroteinas nuclearas en el oncito, va gue sélc entrarian
a 81 las nrotefnas especificas para el niclec cue se estsn
sintetizanco en el citonlasma.

Mediante el uso Ade moléculas —acueras radiactivas,
como 3stacnrosa, Meclicer~l, o moléculas MmMavorss como
3Hvinulin1 (r.m = £E.,577) ha sido nosible estulinr 1la rermea-
bilidad del nficlen Fdel occito y la difueifn Jde estas molécu-

las en el citeplasma (111-113). 2Ademds se hr wodido

calcular, de estcs dates,; la distribuci®n e acua libkre entre

el nficlec v el citonlasma. Los resultados nbhtenidcs »nor

estog investicadores nermiten concluir 1o sicuiente

a) el nficleoc del oocitc nosee un 3€ ¢ mAs Je acua disnonible

que el citonlasra: h) la memhrana nuclear frente 2 astas
moléculas =c comnort~ tan permeable como el citeoplasma:

c) no s&lo 1la selectividad de la membrana nuclersr seria
importante para permitir asimetrias de los solutos en el
citoprlasma y nliclen, sinc cue serfan immortartes 1ms nroce-
sos de uniAn a macromcléculas v la sclukilidad diferencial
en €l agua componente del nficlec v citoplasma.

ILoe resultades obhtonidoe achre la entrada de amincici-

9]

-

dos a oocitos denuestran cue estas c2lulas son nermeahles
a la mayoria de los amincfcidos estudiades, v aque. ademls,
nosaen la canacidad de concentrarlos respecto al medin

externo. La capracid=d de concentrar amincécidos ne se
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Aeheria a2 una funci®n realiza™2 nor las cBlulas feliculares
va que al ser sacadas éstas nor tratamiento con nronnsn, ol
cocitr mantiene su capacidad de transrorte., Tombién es

-

clarn cue la cantacidn de amino&cidos es inderendiente de
la sintesis de protefnas v cue no necesita Jde ifn X' vara
funcionar.

El becho cue 2,1 -Ainitr~fenol nc sea capaz Jde inhibir
la capacidad de conecentrar los aminndcidos nor el oocito,
nodrfa indicar gue este sistema noe necesita de cneraia vero

no se muade excluir la pesikilidad cue “icha enercia sea

s cflulas.

1$)]

nroporeciocnada por el "neol” de T presente en est

Tl sistema transportador Jdo ~mincécidos es saturnhle
v presenta una tirica cinética micaeliana. La constante de
transnorte (KT) narece ser caracteristica nara cada amincici-
dc. DNdemds. este sistema Aermuestra ser esnecifico rara
crupcs de amincfcidos relacionadeos por la estructur2 de =su
cadena lateral

Resultades previos cbtenidos en otros sictemas croncuer-
dan con leoeg datos acul ohtenidoe,

Fe interesante cue los “ncoles” de aminci8cidos de los
nocitos se mantencan afin desHuds de incuher estas céflulas
durante 2?24 bkoras, en un redic cuc s®le contiene sales.Fsto

indicaria cue esta c8lula es canaz A= mantener los "pocles”
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internos afin cuandr sz estdn ccurande amincicidcs rara 1-a

e sus nroteinns endfoenns. Securamente el reca-

W

3.1

sintesis
nismo cue permite este fendmeno seria la “ecradocién Ae las
rroteinas vitelocénicas »resentes en gran abuni-neci~. Una
indicacién en este sentido es la araricién Je uno 7= suse
constituyentes mAs abundantes, fosfoserina, =n el intericr
del ococito, desnuds de ser &stos incubadns durante 27 Y-ras
en solucifin salina.

Los niveles de aminndcidos libres encontradns en los
oocitos recién extraidos del animal. coinciden hactante
bien con los descritos previamente nor otrre investicadores
(170, 101).

Fl hecho cue en oocitoe incubades en solucicn salina,
en presencia de todeos les amino&cicdeos, no se Aotecta fosfo-

-

serina, sugeriria cue estas células noseen ur sistera de
contrcl cue permitiria el usc de oroteinas vitel-~énicen,
como fuente de aminofcides solo cuande 8stos co anouorsr-n
en un medic desnrovisto de ellos. Desde lucco Cuo 8¢ neco-
sitan muchas otras avidencias para poder estalblocer cue un
mecanismo con estas caracteristicas serfa funcirnal.

Otro dato cue apoyaria que las proteinas vitelocéni-
cas se degradarian mara suministrar arincicidos libres al

"Pool” celular es el hecho que la radiactivida’ incornorada

a proteinas en el occite no disminuve afin después de 12 dias

S}

)
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Ae mantener estas cdlulas en condiciones de winima reutili-
zacifn del amincdcide radiactive incorrorado.
ms nosible postnlar Az los resultados anterinres oue

el cocito es une cdlula cus estaria sintetizandc activamente

erinn decradadas ruy lentamente

9]

proteinas, nerc cue &éstas
c no 1o serfian del todn, Fs légicrs mensar asi, va cus el
oocito aurcnta miles Ae veces su volumen en ur ~eriode
relativamente corte.

1

103 anflisis de amincécides en la sancre da Xenonus

laevis ravelarcn cue su concentracifin es mucho mencr cue

la existente en los ccciteos, lo que indicaria cus normal-
mente estas células estarfian concentrande aminn&cidc del

medio externn,

Los resultados obtenides schre entrada y ronlies’
de aminofcidns &e oocites exrlicarian los diforencias obser-
vadas en incorporacidén a nrotefnas de leos distintos anino-
dcidos radiactivos usados.

Fatos rasultadons indicarian cue 8 T¢aicie  Fienor
una alta incornoracidn de aminofcides rafiactiveos 2 “rotei-
nras endfcenas =l cccito, sin necesidad de micrrinvectarleos:
nere existirian limitaciones con ciertos amincécidos, coro
fcido asnArtico v glutfmico, dehido a su lenta cantaci®n y
agran dilucién isntdrica ner los "nooles’ interncs cue rosee

asta cZlul-.
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que nos

Meister (113 A) ha presentado recientemente una
interesante hipltesis sobre el transporte de aminodcidos
en que se postula,un papel preponderante al glutatidn y

al dcido gluté@mico. que forma parte de su estructura

molecular. Seria interesante estudiar m&s directamente

algunos aspectos de esta hipéteéis utilizando oocitos

de X. laevis ya que entre otras cosas se podria incremen-
tar el contenido de'glutation en estas cé&lulas por medio
de la microinyeccibn.

En la segunda parte de la tésis se han investigado
algunos aspectos del proceso de maduracidn de los oocitos
inducida por hormonas sexuales. En este trabajo la difi-
culﬁad principal reside en el hechs que se ha dependido
de un ensayo morfol6gico muy grosero para medir la madu-
racibn, ya que se observa la ruptura de la‘vesicula

germinal. Este fenbmeno involucra, sin duda, un complejo

mecanismo a nivel molecular y por lo tanto nosotros estamos

usando una etapa terminal de lo que es sin duda un largo

proceso para tratar de adivinar lo que ocurre en las

ctapas iniciales. Este procedimiento es sin duda la causa

de muchas de las aparentes discrepancias y dificultades con

encontramos en la interpretacifén de los datos,

obtepidos. Para el futuro avance en este campo seria

/
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necesario establecer_un criterio, de preferencia mole-

cular, que refleje con mayor pfééiéién los efectos
tempranos del gatillamiento de la maduracifn.

. Inicialmente fue necesario precisar.algunos Tiias
pargmetros del proceso de maduracién, tales como tem=-
peratura y pH S6ptimos.

El efecto de la temperatura sobre la maduracién,
indicaria que, tanto las hormonas esteroidales (pro-
gesterona y testosterona) como polipeptidicas (hCG),
tendrian una temperatura 6ptima de induccién de la
maduracién cercana a los 20°. ILa disminucién de la
maduracién inducida por hormonas observada a 30°
no se deberia al requerimiento de sintesis de proteinas
para el proceso, ya que, a esa temperatura, se observa
todavia una considerable incorporacibén de aminodcidos
a proteinas. Es posible que este efecto inhibitorio
esté relacionado con la interaccién de la hormona con
la membrana del oocito, impidiendo que ésta ‘se

pueda realizar normalmente. También sucederia algo
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similar a termreraturas mis baijas; comeo 177

T2 influencia del pF sobre la inducci®n hormonal

Ade la maduracidn, también seria rosiklemente, a nival de. la

interacci®n hormona-rece~tor en la membrana de las células

foliculares (RCE) o la membrana del cocito (hormonas ecte-

roidales). Fsto se nuede deducir del heche cue las hormona

son incanaces Ade inducir 17" % de radvuracién a ¥ £,5 ,
v a este »F 1o sintesis de rroteinas es més de un 27 % Jde
la oktenida a pI"' 7,5.

Fl estudir commarative de la velocidad e maduracién,
inducida nor Aistintas hormonas, Adi% un resultado alao
inesperacdo. Se evidenci® cue las bormonas esternidales
tienen una velocidad® de acecidr menor cue hCE. Fsto es
inesherado,: va cue se considera cue nrocesterona s-ria el
intermediarin de 1o accifn de hCC. Sealn la hi Atogis més
acentada actualmenta, la horﬁhna nelirerntidica estimuloria
la liberacién de progestercna de las cé&lulas Ffoliculnres,
lo cual causaria la maduracién del oocito (€5}

Si la secuencia en los eventes catillacdes veor hOC

fuera: hCC ~ nroresterona - maduracifn, se osreraria cue

)

nrogesteronn induiera la maduracidn mis réAnicdamente cue hCC.

A pesar cue rarece claro, cue hCG estimula la sintesis vy

liberacidn de ~rocesterona en lacs célulasg frliculares,
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es nosible cue dste sea 2flo une Ae log varios efactes cue
hCG nroduce 2l interactuvar con las células foliculares.
€e ha vistc en este latcratorio v tambhidn ha gido “escrito

por otros investicadores (114) cue hCE nroduce un oran’

aumento en la cantacidn de amino8cides exAaenos en los
oocitos. Fste efecto da hCC no recuiere de sintesis e

proteinas y no se okserve en cocitns tratados con roceste-

rona. Afn miAs, se ha Jdescrito recientemente (115) cue

cocitcs que estén en “roceso Ae maduracién inducida or

nrogesterona, sufririan una inhibicidén e m&s Je un 75 ¢ a@n
.. 14 .

la entrada de C-leucin~.

Como se nuede ver, existen diferencias notaklas on

los

0]

fectos secundarics -roducidos nor koo y rocesterona
en el cccito.

Fl emnlec  de inhibidores de la fosfodiesterasa e
cAMP dif como resultado cue ostos acentes (teofilina v
napaverina) son canaces e inhibir la maduracidn ¢ ~acitee
inducicda por hCG, “rocesteronn. testosterona v ién lantano.
Las concentraciones necesarias para locrar un mixime Ae
inhibicién, son 17721 v 107w —ara teofilin- vy manaverina
respectivamente,
Fstudios renlizados con otros comruestos. come clMT

v adenosina. demostraron cue &stos no impiden 12 maduracidén

inAucicda -or hCC., Otros sutores han inforrado, ein embharao,




cque cMP inhike la maduracidn de oocitos astimulacda or

“rogesterona (116) .

)

nl efecto de teofilina v nanaverina sobre la madura-

-

cidn Pndria estar rediadc mnor una accidn inhikitoria de es-
tas droagas sokre la sintesis de nroteinas, va que los re~
sultados cdescritos anterinrmente han demostra®n cue amhos
comhuestos, 2 1las concentraciones cuz bloguean la maduracién,
causan una Jdisminucién del 57 ¢ de la incornoracicn e amino-
f8cifos on nrotainss, sin alterar la cantacién A2 los amine-
dcidns en log oocitos.

NDe la miesma maners se ha descrito »reviamente cue,

';’)

2,0=dinitrofencl inhikia

=
2 e A ;

=
-
V]

1l» maduracién, v cue
a que este nrocesc necesita de energia nara llevarse a cabo
(117) . Trs resultades obtenideos en esta tesis. con este
inhibicdor, demostraron cue con la misma concentracidn usada
por los otreos autores 1“_33, se inhibe un 770 % 12 sintesiz
de nroteinas, lo cue légicamente imnicde la madur~ciin.

Hay otras evidencias cue licgan la accifn 7e¢ log inni
hidecres Je la fosfodiesterasa de ¢AMP gobre la maduracién
de nocitos a su efecto inhibitoric de la sintesis de ~rotei-
nas. Hemos chservasdo, or ejemnlo, gque la adicifn de teofi-

lina vy mamaverina a diferentes tiemros desmufs del trota-

miento con 1o hormeona, tiene un efecteo inhikhitoric scnhre la
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maduracidén, idéntico al que se obtiene con cicloheximida,
conocido inhibidor de la sintesis proteica. También se ha
observado que la reversi6én del efecto inhibitorio de teo=-
filina sobre la maduracién causado por la adicién de iones
de calcio, va acompanada de una reversibn de la inhibicién
de la sintesis de proteinas causada por esta droga, También
existe una correlacién en el hecho que la inhibici6én de la
maduracién y de la sintesis de protefnas se revierte al
eliminar del medio a la teofilina, mientras que ambos proce-
sos siguen inhibidos al ser causados por papaverina después
de 22 horas de haber retirado esta droga del medio de incu-
bacién. |

Evidentemente, sin embargo, el mecanismo de accién
de teofilina y papaverina al impedir la.maduracién de los
oocitos debe ser muy complejo, El efecto de estas drogas
en la sintesis de protefnas de estas células, podrfa expli-
éarsé‘en base a los recientes resultados de Ochoa y colabo-
radores (118) cue han establecido la existencia de proteiﬁas
quinasas dependientes de cAMP que confrolan la’ sintesis de
proteinas en reticulocitos. Se podria pensar que las'drogas
causarian un aumento localizado de'ios niveles de cAMP en
algﬁn compafrtimiento del oocito y queldicho aumento podria
activar una proteina quinasa capaz de fosforilar alg@n factor
e inhibir la sfntesis de protefnas requeridas para la madura-
cién. Al mismo tiempo, debemos involucrar de alguna manera
al ién caicio en el mecanismo, ya que, como hemos visto,

este ién puede revertir la accién de teofilina.

o QYT




Publicaciones recientes (119 ) confirman la impor-

C 4 ++ i .
tancia de Ca en la maduracisn, ya gque demuestran la Hogi-
hilid T s . P . ++
bilidad de inducirla sdlc con sltas concentraciones de Ca
(5 mM) en presencia de un iondforo (2 23187), que estimularia

L 1 ++ ~ 2
el movimientn de Ca en las c€lulas. 2demds otros resulta-
= . et & . ++
dos mds recientes muestran la caracida® Ael idn Ca , intro-
Aducide electrcoforéticamente cn el cortex del oncito, cde
nroducir la macuracidn en estas células (120),
F’parentemente hay también una estrecha relacién entre

++ . o - . . - 1 - .
el Ca y la funcién requlatoria ejercida mor los nucledti-
dos ciclicos. La hase mas imnortante para esta relacién
estaria dada »or el hallazan “e una nroteina gue une fuerte-

++ . 4
mente el CAa Yy que es capaz de activar a la fosfeodiecsterasa
e cAMD y la adenil ciclasa (121),
Fl resultado cbtenidc en cuanto a la mavor velocidad
de rompimiento Jde la vesicula cerminal nor hCC cue 21 chtenida
con las hormonas esteroidales, un noco inesrerads si se
supone a rrocgester~na como intermediario de la Aaccidn de hce,
podria explicarse nor el hecho cue 1la conadotropina estimula
++ :
25 veces la entrada de Ca y progesterona sfSlo estimula 2
veces la entrada de este ifn. Si se necezitara una ¢ ncen-

. o s 5 o . 3 . "
tracidn minima de Co en ciertas zcnas del occito Hara
iniciar la macduracidn, &sta se lograria antes con ~resencia de
hC® que vwrngesterona, asf se ex licaria nor cud hCE Hroduce

el rompimiento de la wvesicula germinal antes cue nrocaesterona
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al ser aaregadas, en forma simulténen, a cdistintos ~ocitos
nrovenientes del misme animal.

Los niveles de chMP, desruds de la induccién de 1la
maduracidn ror hormonas, © ror un a2gente como el ién lantano
sufren Arésticas variaciones durante las 72=5 nrireras horas
del vrroceso de maduracidn.

Progestercna y ién lantano narccen tener un efecte
muy similar sckre los niveles de cAMP. 7Fmhos compuestos
producen una fuerte Aisminucidén de la concentracifn ‘e este
nucledtido, de 16 rmoles a 3 pmeles, en el cocito durante
las 2-3 rrimeras horas, rara volver a logs niveles normales
deshuds de 5-6 horas del estimulo de maduracién.

'*vfdr Eﬁra rarte, hCG induce un aumento en los niveles
de cPAMD en las 2 primeras horas del efecte hormonal para
volver a ios valcocres normales después de 3-4 horas. FEl
aumento de cPMP'Qfov0caﬂo nor heormonas nolinentidicas ha
sido descritobﬁéééiuﬂ qfan nimern de células vy diferentes
hormonas, lo gque ¢oincide muy hien con los datos obtenidos
con hCG y los oocitos.

Los estudins realizados sobre los efectos dé teofilina

y papaverina en la actividad fosfodiesterisica vy niveles de

4

CAMP del occitc fueron muy clarcs en cuanto 2 cue los niveles

totales Adel nucledtido ciclice nermanecen inalterakles al
S . . : -4

incukar occiteos con concentracicnes de papaverina 10 My
M -3 _

teofilina 10 "M durante 5 horas. Estos datos nermitirian

nostular que la actividad fosfodiesterfisica del nocito no

.,




se modifica al estar presentes estos compuestos en el medio
de incubacifén. Sin embargo, resultacdos oktenidos en el la-~
boratorio, mediante microinyeccisn de 3HhcANF 2 oncitcs
tratades con teofilina 10“3M, demostrarcon cue la actividad
fosfodiesterfsica estaba inhikida en un 3C %.

Existiria, por los datos anteriores, una cierta dis-
cordancia entre les resultados cobtenides nor 1la determinacidn
de niveles de cAMP y actividad fosfodiesterdsica en cuanto
al efecteo de ternfilina o rapaverina.

Ex»nlicacidén satisfactoria a este mnrohlema no existe:
nero nedria decirse cue no se nroducen cambins en los nive-
les totales de cAMF neor la presencia de teofilina o papave-
rina en el medio, porgue se inhibe la actividad adenil
ciclasa del oncito para comrensar la disminucidn en 1la
hidrdlisis del nucledtido.

Al acrecar tecfilina o papaverina en forma simulténea
con la hormcna, ya sea hCC o procesterona, se vid que los
niveles de cAMP no se alteraban; o sea, estns inhilidores
estarfan impidiendo que se nrodujeran les cambics de CAMD
en el occite v por lo tanto se puede concluirigue de alguna
manera estas Arogas afectan el metabolismo de cAMP. También
gued® establecidn que cicloheximida no prrduce alteraciones
en los niveles de cAMP del ococite.

Cicloheximida por otra parte, no produce mndificaciones

en el efecto causado por progesterona sobre los niveles de

cAMP., FEste indicaria cue nc seria necesaria la sintesis




Ade una nueva protefna nara aque se produjera la disminucién
de cPMP causada nor esta hormona esterocidal.

Fl efecto de tecfilina y papaverina, seria mds claro
si s€lo fueran capaces de inhibir la maduracifn al agregar-
se al medio de incubacién previn a gue se rrodujeran leos
cambios en los niveles de cilP: pero &sto no es asi, ya que
hasta 3 hnras desrués de la accidn hormonal son capaces
de impedir totalmente la maduracién.

Fs Aificil pensar cue teofilina y papaverina estén
inhibiendo maduracidn Gnicamente nor efectos directos sobre
la fosfodiesterasa de cIMP, va cue es imposible poder
comprender que alteren o impidan los efectos producidos
por hCG (aumento de cPMMI') y los de progesterona (disminu-
cién de clMP).

Los datcos obtenidos @2 los andlisis de actividad
fosfodiesterdsica en oocitos, revelaron gue el homogenei-
zado Ade estas células posee la capacicdad de hidrolizar
cAMP y cGMP danto 5'-~IMP y 5'-CMP respectivament:

La actividad de la fosfodiesterasa tanto para hidro-
lizar cAMP como cCMI e¢s inhibida pnor teofilina 0,7 mM en
un 40 ¢ y, también, por EDTA 1 mM. Fsto Gltimo indica que
requiere la presencia de Mq++ 11 otrns cationes Adivalentes,
atr cuando Mg++ O Ca++ aqgregados al homogeneizado no
estimulan ninguna de las dos actividacdes.

Fs interesante recordar cue la actividad fosfodieste-

risica para cGMP no se ha podido detectar in vivo al
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inyectar "H-cGMF. FEsto podria indicar una coemportamenta-

lizaciAn de esta enzima en el oocito cgue la hace inacce-

sible al 3H=cGNF invectado.

Otro hecho relacionade es la evidencia cue 1la
vesicula cgerminal ne posee nincuna de las dos actividades
fosfodiester&sicas. Fstas actividades se encontrarian en
la fraccidén scluble (70 %) y particulada (25 %) para el
caso de la fosfodiesterasa de cAMP: en cambio, la actividad
para hidrolizar cGMP se encuentra sflc en la fraccidn
scluble,

Otro dato interesante es cue los parfimetros cindticos

para la fosfeodiesterasa de cAMP obhtenidos in vitro

A

(Km =2 x 10 "M, Vv 17, pmol/min) son pricticamente

mAX
idéntices a los obtenidos in vive mediante micrroinyeccién
A

de c’MP radiactive (K, =5 x 1N M, ¥ 25 pmol/min) .

P
max

Fn el estudio in vitro en este sistema, al icual cue en

O

> encontr® también una actividad
6”

muchos otros sistemas, s

fosfodiester&sica de hajo L ( 1n ) 1 cue n~ so rudn

detectar in vitro ya cue lcs niveles endScenos de T
estakan en ese ranc~ de concentracidén.

Fl perfil cromatagrifico de la cnlurna de celulosa
DF-52 demostrd cue estas células poseen, al menos, 3 tipos
diferentes de fosfrdiesterasas de cAMP. 2Gn cuande no se

hicieron estudins para caracterizar los Aiferentes tipos de

actividacdes por falta de material, es posible cue los
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nardmetros cinéticos de estas formas enzimidtices sean
diferentes, v cumnlan alcgiin rol en la reculacifn de 1lcs
niveles de cZMP.

Un nuntc imnortante para futuros estudios seria el
investicar si las fosfodiesterasas de cMMP en oocitos se
inducen al invectar altas concentraciones de cPMI' en estas
células.

Log experimentos realizados para detectar variaciones
en la actividad total para hidrolizar cPMP en homncreneiza-
dos de oocitos tratados con rrocaesterona durante 2 horas,
no mostraron variaciones sicgnificativas. iin m&s, los
resultados okhtenides de las determinaciones de las activi-
dades solurle y particulada despuds de la incduccifn hcormonal,
tampocn mostraron nincuna diferencia respecte a la distri-
Fhucidn de estas actividades en los oocitns controles.

Los resultados ohtenidons mediante microinyeccidn de
c2MP radiactivo a oocitos nretratades con rrogesterona,

-

tampocn fucron caraccs de cneontrar diferencias en 1a acti-

ot

vidad feosfodiesterfsica hasta 5 horas desmufs Adel tratamien-

to hormonal. Tn estos casos, dehemrs recordar, aquc sélo

n

se estd micdiendo la fosfodiesterasa de chM de alto Kor Y
ror lo tanto nodrian ocurrir variaciones en la enzima de
hajo Km sin ser cdetectades.

La disminucidén de c¢cAMD nuclear, gue acompafa a la

caida de cIMP total de cocitos tratados con progesterona,




@s muy importante »or 21 nosikle rol cque el c2MP nueda
desempenar en 1o reculacidn de la expresidn cénica
durante las primeras horas del estimulc hormonal,

Datos recientes de la literatura (89), indican cuc
la micrecinyeccién de sulunidacdes reculatorias de proteina2
cuinasa purificadas, inducen la maduracidn, con todas
las caracteristicas de un procesn inducide nor hormonas.

Fs intercesante que esta subunidad se une fuertemente al
crhP, formando una unién muy estahle, lc aque preoduciria
artificialmente una khaja en los niveles de cAM lilbre en
el orcito, semcjands ¢l efecto causade por »rogesterona.

Los datos presentados solre fosforilacifn son claros
en el sentidn aue el occitn estaria fosforilando activa-
mente una cran nronorcidn de las proteinas endécenas.
2demids los resultados obhtenidos enn vesiculas cerminales
aisladas, muestran cue este orcanelo es capaz de fosforilar
sus nroteinas al agredgar al redio 32P—ATF.

Al comparar el nerfil densitom@&trico fde las nrotninng
gque se estin sintetizando en ¢l oocite, v acuellas que
estarian siendo fosforiladas, se observ® cue la cran mayn-
ria de las proteinas sintetizadas por el oocite estarian a
su vez siendc fosforiladas. TLdaicamente, este hecho no era
lo esperade, va gue se pensaba encontrar una cierta especi-
ficidad en cuante a las proteinas fosforiladas.

Resultadng similares se encontraron con vesiculas




cerminales aisl~das, afin cuandec »nareciera cue hahrian
alaunas proteinas en este casn que se fosforilarian
nraferaentemente.

Fl tratamiento de occitns con rnrogesterona demostrs
que producia un aumento cencral de la feosferilacién, tanto
en oncitns totales comn en vaesiculas germinales nrovenien-
tes de c8lulas tratadas con hormena. Se alcanzaria un

3

maxim~ de aumentc desnuds de 3 horas de la accidn hermenal,

©

lo gue ccincide con el nivel minimoe de cAMD después Adel
tratamiento con honrmona. Podria existir cuizds alcuna
relacidn entre ambos cfectos, nern esto recuiere Ade
estudins mids detallados y con técnicas de mayor resolucidn.

Una Ae las maneras futuras de abcrdar este fendmeno
seri el de usar la té&cnica de electrcfcecresis en celes
hidimensicnales v adem&s inyectar el nucleftido radiactivo
directamente al nficleo, con el obhijete de ver los cambins
en la fosforilacifn de estas proteinas in situ.

Los resultades ohtenidos con hormonas sotre 1a

5]
T

W

sintesis Ae proteinas y rermeahilidad dormuestran cue exic

una cran diferencia en las respuestas de los nociteos si se

p)

induce la maduracidn con hCC o nrogestercna.
Fn la literatura sc ha descrite cue existiriza un
aumento en la sintesis de proteinas en oocitos de Rana

pipiens (55): rero a diferencia de nuestros exrerimentos,

estos resultadns se corhtuvieron microinyectando el




aminoicicdo a diferentes tiemnos después de la accifén de
progesterona.

Lo antericr se asemejaria mAs al experimente reali-
zacde en la Fiqura 59, en el cual se incuban los orcitns or

-

s8lo 3N minutos, con amincdcido radiactivo, despuds de
tiemros variables de la accidn hormenal. Fste resultade
demostr® cue la sintesis Ade proteinas aumenta alcanzande un
méximo a las 7-8 horas después de la accidn de proonsterona.
Fxverimentos similares han sido descritos recientemente en
la literatura y concuerdan plenamente con los resultacdos
aqui mostrados. (6F)

Fl fensmeno anterior nn se deberia a un aumentn en la
entrada Ade aminofcide a la célula causado nor progesterona,
ya que en numerosos exerimentos en que se mnhserv® un 100 g
Ade maduracién de lros cocitos, no hubo un aumento en la
radiactividad total del oocito al incubar 27” minutos con
amino8cido radiactivo desrués de diferentes tiempos de la
accién hormenal.

Fl anidlisis de nroteinas por electroforesis en celes
de voliacrilamida ne revel® diferencias notablas entre las
proteinas sintetizadas por oncitos contrcoles o tratades cen
rrogesterona a diferentes tiemros de la acci®n hormonal.
S68lc se encentraron diferencias cuantitativas en aquellas

electroforesis realizadas con oocites tratades cen hormena,

incubados s6lo 3” minutos en aminoAcido radiactivo.
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Pesultades que no se muestran, oktenidos en celes de
roliacrilamicda, revelaron cue la marcacidén de rproteinas
disminuia notallemente desrués de 6-8 horas Ae la accién
de procesterona. Tste nermitiria suponer una rosible
inhilbici®n de la sintesis de roteinas después del rompi-
rientc de la vesicula germinal; nero resultados recientes,
descritos en la literatura (115) demostraron cue, desrués
del romnimiento Ade la vesicula cerminal incducida por 1la
accifn de rprocestercna, se nroduce una cran disminucién
de la captacién de amincécido del medio v, nor consicuiente,
una Jdisminucién de su incorporacifn a nroteinas.

Resultados obtenidos a tiemnos maAs tardios desrués
del tratamiento con hormonas, muestran que los oocitos
recuperan la rermeahilidad a aminocicidos Aespués de 1M-12
horas de la accién de rnroadesterona. NAdemAs ararecen noto-
rias diferencias en la velocidad de sintesis de 3-4 prote-
fnas en el ococitc desmués de 18 horas de la accién de esta
hormona estecroidal.,

Fn los exnerimentos realizades con el fin 7o ver ol
2fecto del nficlec gscohre 1n sintesis de proteinas, se vid
aue los nocitos anucleadns incornorabhan el aminodcide
radinactivo a las mismas mroteinas v con icual velocidad
que las células contrrnles. Fsto demestraria cue, al mencs
durante 5-€ horas después de la enucleacisdn de los oocitos,

é€stos mantienen la canacidad total de sintetizar las

diferentes rroteina~s.




Los efectos roducidos por hCG son hastante dife-
rentes a los de prrogesterona en relacidn a la sintesis
de rroteinas y entrada de amino&cidn. Como se mostr® en
la Ficura 51, esta hormena produce un fuerte cstimulo en

la entrada de aminc&cido cue se mantiene al menos por 5

\

horas. Fl estimulo de la sintesis de nroteinas provocado
ror hCC es rronorcinnalmente rayor que el estirulo de
captacién de aminoc&dcidos, lc que estaria haklande a favor
de un estimulc neto de la sintesis Ae protefinas.

El aumento en la permeahbilidad es independiente de
sintesis de nroteinas, 1o cue haria rensar gue no se
requiere de una nroteina nueva para producirlo, sino cue
se deheria a la interaccidn de hCG con las cé&lulas foli-
culares. ILa elirminacifn de esta capa celular, nrevia a la
adicifn de la hormona, impide el incremente en la permea-
bilidad del cocitc a aminofcidos.

Las electrcforesis realizadas, tanto en geles monodi-
mensionales, demostraron cue, icual gue crn Hrocgesteroara
hCG procduciria s8ln un aumento cuantitative Jdo 1a niniczis
de protefnas en nocitos Aurante las nrimeras horas de su

accifn.




Ios datos presentados y discutidos m&s arriba sobre
los cambios moleculares que acompafian la accién hormonal
son sin duda incompletos y el tema requiere esclarecer
una serie de importantes detalles. De todas maneras los
resultados obtenidos en esta tésis y en otros laboratorios
nos-indican que habrian por lo menos 4 componentes que
jugarian papeles fundamentales en el gatillamiento de la
maduracién: el cAMP, la fosforilacién de protefnas, el
ién calcio y la sintesis de nuevas protefnas.

Tomando como base lo que se sabe de estos componentes
en otros sistemas se podria proponer uﬁ modelo en el cual
los cuatro componentes estarian relaciqnados. El modelo
postularia que en oocitos crecidos existiria un mRNA que
codificaria péra una protefna capaz de gatillar la madura-
.cibén (el factor de maduracién o una proteina Capai de
inducirlo). Este mRNA no se traducirfa espontédneamente
porque la maquinaria traductora que estaria en sus inmedia-
ciones (factores de iniciacién, ribosomas, efc.) estaria
inhibida por la fosforilacién de gpo‘de sus componeﬁtes eh
la forma como ocurre en un sistema de reticulocitos en
ausencia de hemina segfin Cchoa (118). La protefna quinasa
que bloquearia la traduccibn de dicho mensajero por su’
actividad fosforilante, requeriria la constante presencia
de niveles altos de cAMP para que su actividad se-sobre-

- ponga a la accibén antagbénica de una proteina fosfatasa
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que tiende a desfosforilar y por ende a activar la tra-
duccifén del mRNA en cuestidn.

Este esquema postularfa que cualquier agente que
reduzca los niveles de cAMP en contacto con dicha
quinasa, la inhiba o active a la protefna fosfatasa,
resultarfa en la maduracibén del ooc¢ito.

Algunos de los aatos obtenidos calzan con este
eéquema. Por ejemplo, la reduccibn de los niveles de
cAMP en presencia de progesterona o lantano causan
maduraciSn; Ia inyeccién de subunidad regulatoria éue
inhibe las proteinas quinasas induce maduracién mientras
que.el aumento de la fosforilacién de protefnas por me-
dio de la introduccién de subunidad catalitica bloquea
la maduracién. Se podria explicar que el calcio activa-‘
ria las fosfodiesterasas de cAMP por medio de la proteina'
moduladora que liga Ca+2 Yy por lo tanto bajarfa los nive-
les de cAMP lo que favorecerifia la méduracidﬁv Blogueado-
res de la fosfodiesterasa de cAMP como la teofilina Yy
papaverina mantienen o elevan los.niveles de cAMP y por
lo tanto impedirfan la maduracién e inhibirfan la sintesis
de proteinas. (bviamente la inhibicién de'la.sintesis
préteica‘bloquearia la maduracién afin en presencia de
bajas conéenﬁraciones de cAMP.

Hay algunos datos sin embargo, que no calzan con el
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esquema propuesto y

que demuestran que todavfa nos falta

conocer una serie de variables y de ‘detalles para poder

llegar a un modelo coherente sobre el gatillamiento de

la maduracién. (bviamente la elevacién de los niveles

de inducir la maduracién y seg@in se demostrd aln m&s

eficientemente que la progesterona, no'apoyan al postulado

presentado para explicarlo en este contexto. Habrfamos

de agregar complicaciones como la separacién fisica

o funcional entre el mRNA Yy su sistema traductor y los

sitios del oocito donde el cAMP aumenta a causa del hCG

O una activacibn de
una fosforilaciénf

hecho que teofilina
de la-concentracién
embargo, impidan la
sintesis proteica.

es el aumento de la
3 y 5 horas después

los niveles de cAMP

la fosfatasa proteica por medio de
Tampoco calzan bien en el esquema el

Y papaverina no resultan en un aumento
del cAMP total de la célula y sin
maduracién e inhiban el 50 % de la

Ctro detalle que no entra en el esquema

fosforilacibén que se observa entre las

de la progesterona, perfodo en el cual

todavia estan bajos. Tendrfa que pos-

tularse que esta fosforilacibén no serfa dependiente de

CAMP o0 un desplazamiento o activacidén de las proteinas

quinasas que estarian presentes en el nficleo. E1 modelo

propuesto podria servir como hipbtesis de trabajo para

estudios futuros sobre la maduracibén de los oocitos.

- 25% =




10.

11.

12.

13,

BIBLIOGRAFIA

Lane, C.D., Marbaix, G. y Gurdon, J.B. (1971)
J. Mol. Biol. 61, 73

Marbaix, G. y Lane, C.D. (19272)
J. Mol. Biol. 67, 517

Berns, A.J.M., Kraaikamp, M., Bloemendal, H. y Lane,C.D.
(1972)
Proc. Nat. Acad. Sci. 69 1606

Stevens, R. y Williamson, 2. (1572)
Nature 239, 143

Gurdon, J.B., Lane, C.D., Woodland, H.R. y Marbaix, C.,
(1971)
Nature 233, 177

Moar, V.A., Gurdon, J.B., Lane, C.D. y Marbaix, G. (1971)
J. Mol. Bicl. 61, 93

Laskey, R.A., Gurdon, J.B. y Crawford, L.V. (1972)
Proc. Nat. Acad. Sci. 69, 3665

Vassart, G., Lecocq, R.E., Brccas, H. y Dumont, J.E. (1974)
Biochim. Biophys. Acta 353, 261

Vassart, G., Brocas, H., Nokin, P. y Dumont, J.E. (1973)
Biochim. Bicphys. Acta 324, 575

Smith, M., Stavnezer, J., Huang, R.C., Gurdon, J.B. y
Lane, C.D. (1973)

J. Mol. Bicl. 80, 553

Knowland, J., (1974) Genetics 78, 383

Lane, C.D., Gregory, C.M. y Morel, C. (1973)
Eur. J. Biochem. 34, 219

Kindas-Mugge, I., Lane, C.D. y Kreil, G. (1974)
J. Mol. Riol. 87, 451

Yip, C.C., Hew, C.L. y Hsu, H. (1975)
Proc. Nat. Acad. Sci. 72, 4777

Reynolds, F.H., Premkumar, E. y Pitha, P.M. (1575)
Proc. Nat. Acad. Sci. 72, 4881

- 252 -




l6.

17.

18.

20.

21.

22s

23‘

24,

25,

26.

27

28.

29,

30.

Salden, M., Asselberg, F. y Bloemendal, H. (1976)
Nature 259, 696

Lanclos, K.D. y Hamilton, T.H. (1975)
Proc. Nat. Acad. Sci. 72, 3934

Vassart, G., Refetoff, S., Brocas, H., Dinsart, C. y
Dumont, J.E. (1975)
Proc. Nat. Acad. Sci. 72, 3829

Lane, C.D. y Knowland, J. (1275)
Biochemistry of 2Animal Development, Vol. III p. 145-181
Academic Press, Inc. San Francisco

Lane, C.D., Morel, C. y CGregory, C.M. (1973)
Eur. J. Biochem. 34, 2192

Huez, G., Marbaix, G., Hubert, E., Leclercq, M., Nudel, V.,
Screq, H., Salomon, R., Lekleu, B., Revel, M. y

Littauver, V.Z. (1574)

Proc. Nat. Acad. Sci. 71, 3143

Marbaix, G., Huez, G., Burny, A., Clenter, Y., Hubert, E.,
Leclercg, M., Chantrenne, H., Soreq, H., Nudel, U. y
Littauver, U.Z. (1975)

Proc. Nat. Acad. Sci. 72, 3065

Gurdon, J.B.,Lingrel, J.B. y Marbaix, G. (1973)
J. Mol. Bicl. 80, 539

Butterwcorth, B.E., Hall, L., Stoltzfus, C., y Rueckert, R.R.
(1971)
Proc. Nat. Acad. Sci. 68, 3083

Laskey, R.A., Mills, 2A.D. v Gurdon, J.B. (1976)
EMBO Workshcp on Cytoplasmic Control of Eukaryotic Protein
Synthesis, Kings College, Cambridge, England

Gurdon, J.B., (1962)
J. Embryol. Exp. Morph. 10, 622

Briggs, R., Signoret, J. y Humphrey, R.R. (1964)
Dev. Biol. 10, 233

Laskey, R.A. y Gurden, J.B. (1970)
Nature, 228, 1332

Simnett, J.D. (1964)
Dev. Bicl. 10, 467

McKinnell, R.G., Deggins, B.A. y Labat , D.D. (1969)
Science 165, 394

253




X §: A8

32.

33.

34.

354

36.

37.

38 .

39.

40.

41.

43.

44,

45.

46.

47.

Gurdon, J.B., Laskey, R.Z. y Reeves. O.R. (1975)

J. Embryol. Exp. Morph. 34, 93

Graham, C.F., Arms, K. y Guréden, J.B. (1966)
Dev. Bicl. 14, 349

Gurdoen, J.B. (19€8)

J. Embrycl. Exp. Mcrph. 20, 401

Gurdcn, J.B., Borwn, D.D. (1965)

J. Mol. Biol. 12, 27

Gurdcn, J.B. y Woodland, H.R. (1969)
Proc. Roy. Scoc. Ion. B 173, 29

Woodland, H.R. y Gurdon, J.B. (1969)
Dev. Biol. gg, 89

Brun, R. (1973)

Nature (N.B.) 243, 26

Arms, K. (1968)

J. Embrycl. Exp. Morph. 20, 367
Merriam, R.W. (19269)

Jd. Cell Sci. 5, 333

Gurcdon, J.B. (1279)
Proc. Roy. Soc. Lon. B, 176, 303

Bonner, W.M. (1975)
J. Cell Biol. 64, 421

Bonner, W.M. (1975)
J. Cell Bicl. 64, 431

Gurdon, J.B., De Robertis, E.M. y Partincton,

Nature, 260, 116

G

Gurdon, J.B., Partington, G.A. y De Robertis, E.M. (1976)

J. Embryol. Exp. Morph. 36, 541

Gurdon. J.B. (1976)

J. Embryol. Exp. Morph. 36, 523
Rugh, R. (1935)

J. Exp. Zool. 71, 149

Heilbrunn, L.V., Daugherty, X y Wilbur, K.M.
Physinl. Zcol. 12, 27

-254 .

(1939)




50.

51.

52,

53,

54.

85.

56.

27 e

58.

59.

690.

61.

62.

63.

64.

Ryan, F.J. y Grant, R. (1940)
Physiocl. Zool. 13, 383

Wright, P.A. (1345)
J. Exp. Zool. 100, 565

Dettlaff, T.2. (1966)
J. Embryol. Exp. Morph. 16, 183

Brachet, J. (1%67)
Exp. Cell Res. 48, 233

Schuetz, N.W. (1967)
J. Exp. Z2o0l. 16&, 347

Merriam, R.W, (1972)
J. Exp. Zool. 1835, 421

Dettlaff, T.A., Nikitina, 2. y Stroeva, 0.G. (1264)
J. Embrycl. Exp. Morrh. 12, 851

Smith, L.D. y Ecker, R.E. (1270)
Current Topics in Dev. Bicl. 5, 1

Masui, Y. (12€£7)
J. Exp. Zocl. 166, 365

Smith, L.D., Ecker, R.F. y Subtelny, S. (1968)
Dev. Biol. 17, 627

Schuetz, 2A.W. (1967)
Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 124, 1377

Horton, K.M. (192€%)
Imer. Zccl. 2, 601

Brachet, J., Han~cqg, F. y Van Gansen, D. (1970)
Dev. Bicl. 21, 157

Chieffi, G. y Lupo, C. (1963)
Gen. Com. Endocrincl. 3, 149

Redshaw, M.R. y Nicholls, T.J. (1971)
Gen. Com. Fndocrinol. 16, 85

Subtelny, €., Smith, L.D. v Fcker, R.E. (1968)
J. Bxp. Zool. 168, 39

Smith, L.D. y Ecker, R.E. (1969%)
Dev. Binl. 19, 281

. 255




e S ——

65.

66.

67.

68.

65 .

10,

71.

12,

73,

74.

75.

768

770

18,

79.

Smith, L.D. y Ecker, R.E. (1971)
Dev. Binl. 25, 232

Brachet, J., Baltus, E., De Schutter, A., Hanoeq, F.,

Hancecg-Quertier, J., Hubert, E., Iacchelli,
(1974)

01, Cell. Binchem. 5, 188

Merriam, R.W. (1971)

ExXpe Cell Res. 68, 75

FEcker; R.E. y Smith, L.D. (1971)
J. Cell Physicl, 77, 61

Morrill, G.A. (1265)
Exp. . Cell Res. 40, 664

Merriam, R.W. (1971)
Exp . Cell Res. 68, 81

Reynhcut, J.K. y Smith, L.D. (1573)
Dev. Bicl. 30, 392

Schatz, F. y Morrill, G.2A. {1975)
Bicl. Reprcd. 13, 408

Masui, Y. y Markert, C.L. (1971)
J. Exp. Zool, 177, 129

Masui, Y. y Markert, C.L. (1971)
J. Exp. Zool., 177, 153

Masui, Y. (1973)
Soviet J. Dev. Bi~l, 3, 484

Masui, Y. (1972)
J. Exp. Zcol. 1792, 365

Schorderet~Slatkine y Drury, K.C. (1973)
Cell Differentiaticn 2, 247

Drury, K.C. y Schorderet-Slatkine, S. (1275)
Cell, 4, 255

Reynhcut, J.K. y Smith, L.D. (1974)
Dev. Bicl. 38, 394

Briggs, R.T. y Ring, T.J. (1959)

S. y Steinert,G,

En "The Cell®™ (Brachet, J. y Lirsky,Edé ) Vol. 1, pp 537-

€19, Academic Press, New York.

256

£




81.

82.

83.

84.

85.

86 .

87.

88.

89.

920.

91.

95.

96.

97.

Briggs, R.W. y Cassens, G. (1966)
Proc. MNat. Acacd. Sci. 55, 1103

Brown, D.D. y Littna, E. (1964)
J. Mol. Biocl. g, 669

Brown, D.D. y Littna, F. (1966)
J. Mcl, Bicl, 20 , 81

La Marca, M.J., Strobel, M.C., Smith, L.D. y Keem,

Dev. Bicl. 47, 384

Fcker, R.E. y Smith, L.D. (1971)
Dev. Biol. 24, 559

Mc Gaughey, R.W. y Blerkom, J. (1977)
Dev. Biol. éﬁy 241

Brancdhorst, B.P. (157¢)
Dev. Bicl. 52, 310

Schultz, R.M. y Wassarman, P.M. (1977)
Proc. Nat., Acad. Sci. 74, 538

Maller, J.L. y Krebs, E.G. (1977)
J. Bicl. Chem. 252, 1712

Speaker, M.G. y Butcher, F.R. (1277)
Nature, 267, 848

o'Cenn~r, C.M. y Smith, L.D. (1576)
Dev. Bicl. 52, 318

Dumont, J.N. (1572)
J. Morph. 136, 153

Bohme, E. y Schultz, G. (1374)

Methods in Enzymology, Vol., XXXVIII, Hormone Action,

Part C. (Hardman, J.G. y O'Malley) pp. 27-41

Gilman, A. (1970)

Proc. WNat. Acad. Sci. . 67, 305

Bonner, W.M. y Laskey, R.A. (1272)
Eur. J. Biochem. 46, 83

Laskey, R.A. y Mills, A.D. (1975)
Fur. J. Biochem. 56, 335

O'Farrell, P.H. (1975)
J. Biol. Chem. 250, 4007

- BT =




98.

a9

100.

101 .

102,

103

104,

105,

196.

107.

108.

109,

11n,

111.

112,

Gurcon, J.B., De Robertis, E.M. y Partington, G. (1976)
Nature, 260, 176

Woodland, H.R. y Pestell, R.Q.W. (1972)
Biochem. J. 127, 597

Eprig, J.J. y Dument, J. N. (1972)
Dev. Bicl. 28, 531

Ecker, R.E. y Smith, L.D. (19€8)
Dev. Biol, 18, 232

Schorcderet-Slatkine, S., Schorderet, M, y Baulieu, E.E.
(197¢)
NMature, 262, 28¢

Reynhout, J.K., Taddel, C., Smith, L.D. y La Marca, M.J.
(1375)
Dev. Biol. 44, 375

Thronton, V.F. (1971)
Gen. Com. Encdocrinol. lg, 599

Appleman, M.M., Thompson, W.J. y Russell, T.R. (1973)
Advances in Cyclic Nuclectid Research, Vol. 3 ;1. 65
(Greengard,P. y Robinson, P.A, editores)

Raven Press, New York

Imai, 8. y Takeda, K. (1967)
J. Physiol. 190, 155

Busis, N.l. y Weight, F.F. (1976)
Nature, 263, 236

-

Pays-De Schutter, 7., Kram, R., Hubert, F., v Brachet, 7T,

(1975)
Exp. Cell Res. 56, 7

Rosen, D, (197n)

Arch. Biochem, Biorhvs., 137, 35

Otero, C., Bravc, R., Paz, BR,, Podricuez, C., \4
Allende, J.F. (1977)

Pev. Bicl. en »rensa

Horowitz, S.B. v Moore, I.C. (1074)
J. Cell Binl. €0, 405

Horowitz, S.
Binl. 54, 60

B. (1972)
“

= 258 .




113A,
113.

1 l ‘/i> o

115,

Meister, J. (1973) Science 180, 110

Horcwitz, S.B. y Fenichel, I.P. (1968)
J. Gen. Thvysiol. 31, 703~

Fallkerc, R.L. v Smith, ‘D.C. (1076)
Dev. Biol. 48, 3Nn8-

Bellé, R., Marot, J. y Ozon, P. (1276)
Bicchim. RBicrhys. 2cta. 419, 342

Schatz, F. y Morril, G.A. (1073)
Fifth Int. Congr. Tharm. (Abstract) (Kercer, Basel)

Brachet, J., De Schutter, A. y Hubert, F. (1073)
C.R. Rcad. Sc. Paris, 277, 2785

Datta, A., Harc, C., Sierra, J.M, y Ochca, S, (1277)

Prce., Nat. Acad. Sci. Zﬁ, 14€3

HMoreau, M., Doree, M. v Paerre, C. (177€)
J. Exm, Zeol, 197, 443

Wasserman, W.J. y Masui, Y. (17°75)
J. FExry, Zonl, 193, 3460

Rakiuchi, S§., Yamazaki, R., Teshima, Y., Venishi, X.
y Miyamoto, E. (1975)
RAadvances in Cyclic Nucleotide Research, Vel, &

=

(Drummond, G..y Greencard, . eds) r&c. 1€3
Raven Press, New Vorlk

t
; —
| B
 Is——
-~ 259 -




