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RESUMEN

y de un análogo

tos de Xenopus

Se ha estudiado la

no metabolizable, la ['n"]

laevis que han sido sometidos

capración de ['n.] - g]ucosa

-3-O-metiI glucosa, por ooci

a diferentes inductores de

l-a maduración meiótica.

La gonadoLropina coriónica humana ( hCG ) y Ia

hormona luteinizante ( LH ), de bovino que causan maduración en los ooci

tos, producen un claro estímufo en la entrada de ambos azúcares a estas

c6lu1as. Sin embargo, otras hormonas come la progesterona, que también

es un potente inductor de 1a maduración, o como ta insulina o la hormona

fofículo estj-mulante, que no gatillan dicho fenómeno, no causan un estí-

mulo similar en Ia captación de azúcares poz los oocitos. El estímulo

causado por hCG se produce a los 10 minutos de tratamiento hormonal y es

observable en un amplio rango de concentraciones exógenas de estos nu-

trientes ( 0,1 mM - 10 mM ) . Las concentraciones de hCG requeridas pa-

ra obtener el máximo efecto sobre Ia entrada de azúcares es muy vari-ab1e

en las diferentes estaciones de1 año y también en los diferentes anima-

1es. Sin embargo, estas concentraciones hormonales ( 10 - 200 UI/mI )

son solamente dos a tres veces mayores que las requeridas para inducir

maduración en célu1as provenientes de un mismo ovario.
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El- tratamiento con LH y hCG causa estímulo en

la captación de ambos azúcares radiactivos en oocitos en estados inter-

medios de la oogénesi-s (estados III al V según Dumont) a pesar de que

estas c6lul-as no son capaces de iniciar e} proceso de maduración.

Otro cambio i-mportante en la entrada de azúca-

res a trav6s de la membrana del oocito ocurre sej-s a ocho horas después

de inducir la maduración de oocitos crecidos ( estado VI ) por medio de

hCG o de progesterona. En ese período, que es coincidente con Ia rup-

tura de lavesícula germinal, se observa una drástica caída en la capt.

ción de azúcares. En eI caso de 1os oocitos tratados con hCG l-os nive-

les de entrada de azúcares disminuyen muy por debajo de los nj-veIes ba

sales obtenidos en oocitos no tratados con la hormona. Esta disminu-

ción en J-a captación de nutrientes no se observa al- trat.ar oocitos de

estado V con las mismas hormonas.

Se ha evidenciado que al- menos el_ 90% de Ia

glucosa que entra al oocito, ya sea tratado o no tratado con l-a hormo

na durante 30 minutos se incorpora al glicógeno celul-ar.
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SUMMARY

The upt.rke of ['na ] - glucose or of its no¡r-

met-abol-izable analoguc ['na] -3-O-methylqlucose has been studied using

Xenopus laevis oocytes tlr,rt have been treated with different inducers of

mei-otic maturation.

Human chorionic gonadotropin (hCG) or bovine lu

teinizing hormone (LH), which can induce oocyte maturation cause * t1"..

stimulus in the uptake of both sugars inLo these cel]s. However other

hormones such as progesterone, whi-ch is al-so a potent inducer of oocyte

maturation, or like insulin or folf:icle stimulating hormone which do not

trigger maturation, do not increase in a similar fashj-on the sugar trans

port in these cells. The stimulus caused by hCG is apparent 10 minutes

after treatment with the hormone and can be observed over a wide range

of sugar concentrati-ons ( 0,'l mM - 10 mM ). The amount of hCG required

to give a stimulus of the sugar uptake is quite variable with the seasons

of the year ani:lalso between different animals, however, these hormonal

concentrations ( lO - 2OO UIrlml ) are only two or three fold higher

than those required to trigger maturation in oocyt-es from the same ova

ries.



LH and hCG treatment stimulates tire upt¿ke of

botti radioactive suqars in ooeytes of intermediate stages of oogenesis

(stages rrr to V according to Dumont) 1n spite of the fact that these

oocytes are not capable of undergoinq maturatlon.

Another important change in the entry of the su

gars across; the oocyte membra¡re occurs 6-8 hours after inducj-ng maturation

of fu1l grown ()ocytes ( stage VI ) either with hCG or with proqesterone.

Al.- ti-iis time, which coi¡icides with the breakdown of the qerminal vepicle,

a drastj-c drol; in the ulrtake of exoqcnous suqars i:; observed. In tlre ca

se of oocytes treated with liCG f.-he 1eve1s of t]'re sugar tr:ansport fall well

l:elow the basal levels obtained with oocytes not treated wi-th the hormone.

Tl-rls decrease in the uptake of nutrie¡rts is ¡rot observed upon treat.ment

of interrnediate oocytc (stage V ) \dith the same hormones.

Tt- has been found that at. least 90t the glucose

taken up by oocytes, be it either control or stimu-Lated by treatment for

30 nj.nutes wjth hCG, is incorporated intocellular gtycogen.

v



TNTRODUCCION

E1 anfibio ofrece un excelente sistema model-o

para e1 estudio de diversos procesos fisiológicos y celulares. Entre

los procesos celul,ares podemos destacar 1os que ocurren durante e1 de-

sarrol1c.¡ de las célu1as ,qerminales u oogénesis.

La formación del huevo o proceso de oog6nesis

involucr.t 1a acumulación de una gran cantidad de macromoléculas como DNA,

RNA/ prot-eínas y otros nutrientes en 1os oocitos. Estos componentes son

util-izados ¡lurante 1a injciación del desarrof fo y en 1a embriogénesi-s,

después de 1a fecundación. Durante su crecimienLo e] oocito de Ia rana

Xenopus laevis aumenta su volumen en cien mil, veces, llegando a tener

1 ¡¡1. su núcreo, llamado vesíc--ula qerminal, es de qran tamaño, ocupa un

ciécimo del volumen celular y tiene mas de 1O0O nucléol-os que si-ntet"izan

activamente RNA ri-bosomal.

El oocito sufre un proceso de meiosis al final

de Ia oogénesis deteniéndose en Ia primera profase meiótica en 1a cual

puede permanecer durante varias semanas o meses, hasta que un aumento
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en l-a concentráción de hormona pituitaria en Ia sangre gatitla la IIa-

mada ma¿uraci6n meiótica- Este proceso gatillado por hormonas pérmite

que el oocito continúe su meiosis hasta alcanzar la segunda metafase.

En este momento e1 oocito suel-ta

rodea, es fiberado de1 ovario de

que puede ser fecundado ( 1 ) -

€.1- ysnoce,to de- oogéneaia:

La oogénesis en el ovario

l-aevis, es un proceso continuo y asincrónico; por

rio de este anfibio se encuentran oocitos de todos

capa de células folj-culares que 1o

i.ana, y se transforma en un huevo

de la rana Xenopus

1o tanto en el ova-

los estados de desarro

]lo durante toda la vida adul-ta de la rana, salvo en aquellas hembras

que han ovulado recientemente. Los oocitos que pueden ser ovulados son

aquellos de mayor tamaño, es decir entre 1,2 y 1,3 mm de diámetro y iran

sido denominados según Dumont como oocitos de estado Vf de desarrollo (2) .

En condiciones de laboratorio se puede obtener una nueva población de

oocitos de estado VI luego de seis a siete semanas de ocurrida Ia ovula

caon \2) .

Dumont (2) clasificó l-os oocitos de Xenopus

laevis en seis estados de desarrollo según sus características morfoló

L
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glcas y metabólreas-

Los oocitos de menor tamaño, son llamados ooci

tos de esLado I, tienen un diámetro entre 50 y 300 p.y son transparentes.

Los oocitos de estado II presentan un citoplasma opaco y de color blanco

y su diámetro es de 3OO a 450 p. El comienzo de1 estado fII de desarrollo

def oocito está marcado por dos eventos importantes: por un fado se ob-

serva una visible pigmentación del- oocito y por otro una captación y acg

mulación de vitelo, güe es transportado al ovario por la sangre desde el

hígado de l-a rana. En este estado el- oocito tiene un diámetro de 450 a

600 p. A medida que el oocito continúa su desarrollo el pigmento se re

parte hasta que se puede distinguir perfectamente entre eI polo animal,

de colorcafá oscuror y e1 polo vegetaJ, de color anarilfo- Estos oocitos

corresponden al estado IV de desarrollo; en el,l-os se observa un g:ran au-

mento en l-a captación de vitelo (3), que es adquirido principalmente por

micropinocltosis (4\ ¡ eI diámetro de l-os oocitos de estado rV varía en-

tre 600 y 800 p. Cuando el oocito alcanza un diámetro de alrededor de

1 mm, es llamado oocito de estado V de desarrollo; 1a pJ_gmentación es

homogénea en cada polo y aún tiene una activa acumulación de vltelo aun

que menos que en los oocitos Ce estado IV.
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.El oocito completa finalmente

alcanzar e1 estado VI, con un diámetro de 1r2 a 1,3 mm.

forma considerable la captaci6n de vitelo (3) .

El_

a)

La transcripción de diferentes RNAs varía tam-

bi6n notoriamente durante 1a oogénesis. Aparentemente en fos estados

previt-e1oqénicos (I al- IIT) se sintetizan mRNAs, tRNAs y RNAs de 55, -

mientras que en }os últimos estados (rv al VI) se sintetizan principal-

mente 1or rRNAs catalizados por 1a RNA polimerasa I de origen nucleo-

lar (5).

plLoca-^ü de nctdu,nnci,n d¿.L o7cifü

Qué es fa maduración:

Como ya se dijo, cuando el- oocito ha alcanzado

sumáximodesarrollo, o estado VI, detiene su crecimiento permaneciendo

en 1a profase de 1a primera división meiótica, y requiere de un estímu

lo hormonal para completar 1a primera y la segunda división meiótica.

En Xenopus laevis, la maduraci-ón mei6tica al-canza la metafase de la se

gunda división meiótica, y prepara aI oocito para 1a fecundación.

su desarrollo

disminuyendo en

-

E
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La madu¡:aci6n, durante fa cuál el oocito se

prepara para la fecundación y eL desarrollo de1 embrión, produce una

reactivaci6n de 1os procesos metabóllcos que han disminuído levemente

en el oocito de estado VI. Luego de producirse este aumento, 1a activi

dad metabólj-ca dismir,uye nuevamente y el oocj.topermanece en un nuevo

estado de Iatencia hasta la fecundaci-ón ( 1 ) .

b) Inducción de la rnaduración:

Es bastante conocido ya, gu€ al administrai

hormonas gonadotrópicas a ranas adultas, se produce la maduración de

sus oocitos y la ovulación. En Ios vertebrados las gonadotropinas son

secretadas por 1;' g1ándu1.r I'rituitaria o hipófisis. En anfibios se ha

encontrado dos tipos de hormonas polipeptídicas, la hormona luteinizan

te (LH) y Ia hormona fol-ícul-o estimulante (FSH) , aunque aún no han si-

do caracterizadas químicamente (6) .

Se puede inducir la maduración en oocitos de

anfibio aislados, agregando extracto de glánduta pituitaria, hormonas

gonadotrópicas o progesterona al medio de incubación (7) . En Xenopus

laevis, Iuego de seis a ocho horas se observa Ia aparici6n de un punto

blanco en polo anlmal del oocito y por disección bajo 1a lupa se puede
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observar que este fenómeno corresponde a Ia desaparición de 1a membrana

de la vesícu1a genninal- onúcl-eo.

Existen diferencias importantes, en la inducci6n

de la maduración por hormonas gonadotrópicas y por progesLerona. Se ha

encontrado que ias Eonadotro¡rinas no inducen fa maduración en oocitos des

provistos de sus células folicul,ares (B). Además l-a inducción de madura

cj-ón por estas hormonas polipeptídicas es completamente bloqueada por

actin,¡micina D, r.rn inhibidor de 1a transcripci6n (9) " En cambio 1a-pro

gesterona no requiere de 1a presencia de las células foliculares para su

acción y 1a actlnomicina D no inhibr- la inducci6n de maduración por esta

hormona (9).

Por otra parte se ha encontrado que Ia induc

ción de 1a maduración por ambas clases de hormonas requiere de 1a sínte

sis protei-ca (9), proceso que se activa considerablemente durante la ma

duración. (i0 y 11)"

También es posible induc-ir }a maduración de l-os

oocitos inyectándoles citoplasma de un oocito que ha madurado por acción

hormonal. Este fenómeno estaría mediado por unas proteínas, sintetiza-

das durante la maduración, que tienen Ia actividad de un "factor promo-

i

I

I

6
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tor de Ia maduración" (12 y 13) .

EI mecanismo molecular invol.ucrado en el pro

ceso de maduraci6n no ha podido ser esclarecido aún, pero las eviden-

cias entregadas por 1os numerosos estudios realizados acerca de este

proceso parecen indicar que las hormonas gonadotrópicas actúan sobre las

células foliculares, que rodean al oocj-to, produci6ndose Ia síntesis de

progesterona o de una hormona similar a ésta, eue a su vez induciría 1a

maduraci6ndelos oocitos por medio de un "factor promotor de la madura-

ción" (8, 12, 13 y 14).

La influencia del calcio y de los nucleótidos

en Ia acción hormonal es un hecho bastante conocido aunque su mecanismo

de acción no está aún esclarecido. Las observaciones hechas en los úIti

mos años sobre el rol del- calcio en la maduración muestran que la presen

cia de este ión es indispensable para dicho proceso y que e1 ionóforo

A 23187, específico para calcio, induce 1a maduración en oocitos de an

fibio (15). Por otra parte se ha determinado que el cAMP también esta

ría invol-ucrado en eI proceso de maduración ya que se observó que luego

de ta incrüación de los oocitos con progesterona bajan los nir¡eles de

cA¡4P aumentando nuevamente en eI momento de 1a ruptura de la vesícula
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germinaL ( 16) . Se ha observado además que teofilina y papaverina, inhi

bidores de Ia fosfodiesterasa, inhiber'. la maduración (16). Maller y

Krebs han encontrado que la inyección de Ia subunidad regulatoria de la

proteÍna quinasa que une cAMP induce la maduraci.6n de los oocitos, en

cambi-o Ia inyección de la subunidad catalítica inhibe la maduración in

ducida por progesterona (17) .

c) Cambios en la permeabilidad de l-a membrana del oocito durante Ia mg

duración:

El proceso de maduraci6n involucra cambios im-

portantes en el meta-]¡olismo del oocito desde que 6ste toma contacto con

la hormona hasLa que ocurre e1 rompimiento de Ia vesícul-a germinal. Du

rante este proceso eI oocito tiene la última oportunidad de captar nu-

trientes para su desarroLl-o posterior, antes de desprenderse del ovario

y ser fecundado.

Experimentos realizados por Hallberg y Smith

(11), en oocitos en estado I a V, y por Otero y colaboradores (10) en

oocitos en estado VI de desarrollo muestran que la hCG causa un gran

estímulo en la captación de aminoácidos. otros agentes que inducen Ia

madur:ación, como 1a progesterona y el ión lantano (18), no producen es



tínulo en Ia captaci6n de aminoácidos (10). El incremento en la ántra-

da de aminoácidos ex6genos causado por hCG está acompañado de un ar.mento

en forma considerable, de Ia incorporaci6n de éstos a proteínas, durante

Ias primeras horas de incubaci6n con 1a hormona (1O). Este aurento en

l-a entrada de aminoácidos decrece al producirse la ruptura de la vesícu

la germinal (Otero, comunicación personat). Un efecto similar se obser

va en oocitos quehan sufrido maduración por inyección del factor promo-

tor de Ia maduración. En este caso se detectó una caída en Ia captación

de vitelogenina exógena en aquellos oocitos gue han sufrido maduraci6n

(1e).

El- fnansponf¿ de g,t-uco^a

procesos de transporte

Ia maduración de los oo-

Se han hecho interesantes hallazgos en relación

a fa captación de proteínas por pinocitosis, principalmente vitelogeni-

rrdr y aminoácidos; pero hasta eI momento hay muy poca informaci6n acer

ca deL transporte de glucosa en oocitos.

Como hemos visto, los

son de gran importancia durante 1a oogénesis y

citos.

9
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E1 estudio de Ia captación de azúcares e;

los oocitos y de su destino metabólico una vez que han entrado a Ia

céluIa, parece, por 1o tanto, ser necesario para una mejor compresi6n

de los procesos mol-eculares que acompañan Ia acci6n hormonal.

Brachet y colaboradores han encontrado que en

oocitos de Rana pipiens se produce una acumuLación de gránulos de gli-

cógeno cerca del núcl-eo y que at disolverse ]a membrana nuclear duran

te la maduración estos gránuJ-os rodean al- nuc]éoto (2O).

En otros sistemas se han descrito una gran can

tidad de evidencias experimentales que indican Ia existencia de proteí-

nas en la membrana plasmática que estarían especializadas en eI transpor

te de metabolitos como glucosa y aminoácidos (21) .

El transporte de glucosa en céIulas de mamífe

ros puede cLasificarse en dos grandes categorfas:

- en l-a primera categoría, de ]a cual l-as célu1as eritroides son un buen

ejempJ-o, e1 Lransporte presenta, a) una baja especificidad para los a"É

cares, b) una independencia de Ia concentración de sodio, c) una baja

sensibilidad a florizina, un inhibidor competitivo deI transporte de g1u

cosa y d) características de un mecanismo de transporte facilitado.
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- Ia segunda categorÍa de la cual eL intestino y el rlñón =or, br".os ejem

plos, muestran un transporte con, a) una alta especificidad para glucosa,

b) una dependencia de Ia concentración de sodio, c) una gran sensibilidad

a la inhibición por florizina y d) características de transporte activo,

es decir en contra de un gradiente de concentración (21) .

Numerosos estudios hechos en relación a Ia espe

cificidad del transporte de glucosa en riñón, indican que florizina ]r

3-O-metil glucosa, un análogo no metabolizable de Ia glucosa, :-nf¡iUen

en forma competitiva el transporte de glucosa, y que aparentemente 1os

dos azúcares compartirían eI mismo transportador (21) .

Aunque numerosos autores han descrito la exis-

tencia de un mecanismo de transporte de glucosa dependiente de la concen

tración de sodio (22\, se ha encontrado en músculo que el transporte de

glucosa y de 3-O-metil glucosa es activado por un aumento en la concen-

tración intracelular de cal-cio. Este fenómeno también causa un estímu-

Io en Ia salida de 3-O-metil glucosa. Además eI transporte de glucosa

en este tejido es inhibido por florizina (23).

En células 3T3 de ratdn se encontró igualmente

que el transporte de glucosa y de 3-O-metil glucosa es estimulado por

l

I

L

I

¡

I

I

I
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calcj-o y es dependiente de

incubación (24) -

la concentración de fosfatos en e] medio ae

La insulina tiene un efecto estimulante sobre el

transporte de glucosa en algunos tejidos como se ha demostrado a través

de numerosos trabajos realizados en adipocitos (25), células de corazón

(26) , y tejido adiposo de epididimo (27 y 28). Aunque se han realizado

estudios sobre el mecanismo de acción de fa insulina en eI transporte de

glucosa en estos sistemas, no se ha podido aún establecer un modelo de

acción para este fenómemo. En numerosos trabajos en que se ha estudiado

eI efecto de insulina en el transporte de glucosa, se ha encontrado que

Ia hormona produce un estímulo en la entrada del azú,car aumentando Ia

velocidad máxima del sistema sin afectar eI Kr, es decir la concentra-

ción de glucosa a la cual se obtiene fa mitad de Ia velocidad máxirna en

eI transporte (25,26,29,30 y 31). E>rperimentos específicos para cuan

tificar el número de " transportadores " activos en Ia membrana plasmá

tica de cé1u1as adiposas de rata y en coraz6n, indican que la j-nsulina

estimularía eI transporte de glucosa activando sistemas transportadores

de Ia membrana 1o que se refleja en un aumento en la velocidad máxima

(26 y 2e).
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Sin embargo los estudios realizados por Croford

y coJ-aboradores (27) parecen indicar que eI principal efecto de insuLina

sobre e1 transporte de glucosa es disminuir el Kr aparente para el- sis-

tema transportador.

Realizando estudi-os del efecto de insulina en

el transporte de 3-0-metil glucosa en adipocitos, se encontr6 que Ia hor

mona también tiene un efecto estimul-ante sobre la salida de este anátogo

de glucosa.

Los estudios realizados en esta tésis, se refie

ren a1 efecto de diversas hormonas corrrohCG, LHr FSH, progesterona e insu

lina sobre 1a captación y eI metabolismo de glucosa en oocitos de Xenopus

laevis, con el- fin de determinar los cambios que ocurren en estos proce

sos durante }a oogánesis y la maduración.

Paralelamente se han hecho estudios con 3-0-meti1

glucosa, güe como ya se dj-jo es un análogo no metabolizable de glucosa,

con eI fin de analizar excl-usivamente el fenómeno de transporte, en for-

ma J-ndependiente del metabolismo.
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}4ETODOS

0bt¿nci6n d¿ Lo¿ ooci.to¿ de Xenopu,s Laevi,s:

Las hembras adultas de Xenopus laevis provienen

del "South African Snake Farm", Cape Province, Sud Africa, y s€ mantienen

en cautiverio a una temperatura entre 18 y 22 grados.

Para extraer los oocitos se anestesi6 Ia rana

sumergiéndola en un baño de agua con hielo durante aproximadamente '30 mi

nutos. Luego se oper6 haciendo una pequeña incisión en eL abdómen para

extraer el ovario o un trozo de éste, luego se sutur6 eI animal ,e1 cual-

puede ser operado nuevamente al- cabo de unos meses.

Una vez extraído eI ovario se colocó en una solu

ción salina descrita por Barth, cuya composición es : NaCl 88mM; NaHCO3

2,4 trM¡ CaCI^ 0,40 mM; M9SO, 0,82 nM; KCI 1 mM; Ca(NO^)^ 0,33 mM; Tris-¿ - ¿+ 3¿
HCI- 20 mtt; pH 7.5; 10 ug/L de penicilina y 10 ug/L de estrepotimicina.

En esta solución los oocitos pueden conservarse en buenas condiciones

durante cinco días a 4 grados.

Los oocitos se separaron d.el ovario manualmente

con pinzas de relojero DUMONT # 5 observándolos bajo una lupa NIKON con
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un aumento de 0,8 veces. Para los experimentos de esta tésis 
"",rtitira-

ron oocitos de diferentes estados según la clasificación de Dumont (2) .

Para el-l-o se midió el diámetro de los oocitos directamente en una escafa

ocular y só1o se eligieron aqueltos que presentaban una pigmentación ho-

mogénea y normal"

0e.tecci6n de m«dwnnci1n

Se incubaron grupos de 50 oocitos en 3 ml- á. ro

lución salina que contenía hCG a una concentraci6n de 100 UIrumj- o proges

terona a una concentración final de 'to-6 M, con el- fin de inducir la madu

ración in v.i-t-r^o" Luego de una incubación de ocho horas a 21" se agregaron

300 p1 de ácido tricforoacético al 50* para fijar los oocitos precipitan

do sus proteÍnas. se abrió la parte superior der polo animal y de esta

forma se pudo apreci-ar la presencia o ausencia del núcleo utilizando esto

último como criteri-o de maduracj-ón. De esta forma se comprobó que aque-

Il-os oocitos que carecen de núcl-eo presentan un punto blanco en el polo

animal. Para algunos ensayos se utilizó este úItimo criterio para deter

t-
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mi-nar 1a maduración de los oocitos.

Cayttaci1n de g,Lueotz" U dQ. 3-l-mefil glucl^a

Se incubaron grupos de cinco oocitos en 50 ¡1
de soruci6n sarina con ['n"] - glucosa o ['n"] - merj-] gtucosa a 222

Una vez finalizada la incubación con eI azíucar radiactivo se detuvó ]a

reacción en frío agregando 3 mI de soluci6n salina. Se pas6 esta solu-

ci6n con los oocitos a través de un filtro de fibra de vidrio ubicado

sobre un embudo, eliminando por filtración el exceso de líquido, y des-

pués se lavaron los oocitos con 20 ml de sol-ución sal-ina. Se doblaron

los filtros y se aplastaron los oocitos. Luego se cont6 la radiactivi-

dad presente en l-os oocitos, en un sistema de centelleo.

Para probar fa eficiencia de este método se in

yectó 2.ooo cpm de ['na] - grucosa que luego se midieron por el método

descrito, recuperando eI lOOt de la cantidad de glucosa radiactiva inyec

tada.

Para los ensayos en que se estudió un efectolhot

monal sobre eI transporte de azúcares se preincrüaron los oocitos con hor
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mona (hcc, LH, FSH, progesterona o insurina) antes de agregar eL .azúcar

radiacti-vo. En cada ensayo se agreEaron 800.000 cpm de [t*a] - g]uco
lt¿. 1

sa o L''C J -3-0-meti-1 glucosa. Los controles realizados a Oo mostra

ron un nivel de incorporación similar a1 tiempo cero de incubación con

1a glucosa radiactiva; es decir entre 1OO y 150 cpm.

fit"Lcnuinqeccíín de Loa oCIc,Ltaá

Los ensayos de microinyección de los oocitos se

l1evaron a cabo siguiendo eJ- procedimiento descrito por Gurdon (32) .

'[ncottytonaciín de. gLucoda a" gUcdgeno

Una vez que la glucosa ha entrado aI oocito ya

sea por microinyección o por transporte desde eI medio de incubación, se

colocaron l-os oocitos en una solución de KOH al 30t (5N) , y se calenta

ron en baño MarÍa durante 45 minutos. Se dejó enfriar y se agregaron

25 pI de glicógeno de 2O pg/rr.l-i 0,1 ml de *.2aO4 aI 2t, y 1,8 m1 de eta

nol al 95t; se dejó durante 20 horas y se centrifugó a 3.000 rpm durante

10 mj-nutos, se lavó el precipitado con 2 ml- de agua, se agregaron 6 ml de

etanol al 95E y se dejó nuevamente durante 6 horas. Finalmente se fava-

ron muestras con etanol- al 75t, recogiendo e.l- glicógeno precipitado en

I
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filtros de fibra de vidrio.

te1leo.

Se contaron los fi]tros en un sistema de

ReptcoducibilÁdad de t-o¿ netuLtado¿ :

En los experi-mentos realizados a 1o largo del

año se encontr6 una gran variación, en el nivel de entrada de glucosa,

entre 100 y 350 pmoJ-es; y en el porcentaje de estímulo por la hormona,

entre un 100 y un 350t. Si-n embargo, todos los experimentos presentados

se repitieron aI menos cinco veces a 1o largo del año obteniéndose resul

tados reproducibles. Solamente en Ia ápoca de otoño (marzo y abril) se

observó en forma general que 1os oocitos no responden a Ia hormona, Io

que sin duda refleja e1 estado nutricional y hormonal de los animales.
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Y1ATERIALES

Bahe,t CLtenica{- Co., Pl,td.tip,sbuttE, N"J., U.S.A

- áci-do tricloroacético

Ca.Lb.toch¿m, San Dizgo, CctU(onnta, U.S.A.

- Progesterona

Neu Engla"nd tlucl¿at, Bo,ston, l',la,s¿,, U.S.A.

Itq I- L CJ - D - glucosa

t14 I- L Cj -3-0 metil - D - glucosa

- Onmifluor

ñ.Y. )nganon 0.t.t. Holland

- Gonadotropina coriónj_ca humana

Slgma Chen.bal Companq, St. Loui.t, U.S.A

- Tris - (hidroximetil) - aminometano

- Estreptomicin¿

- penici_lÍna
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- Tolueno

Senvirio Nacional de Salud lcful¿l

- Etanol

Nhafnan W., and Bal,ston R., LfÁ. Inglafetttu

- Fiftros de fibra de vidri-o

Las sales de uso común fueron obtenidas de: Baker; Sigma y Merck, Darm

stadt, Alemania.

Los siguientes reactivos fueron gentilmente donados por:

- g]-icógeno (sigma) Dr. Enrique Figueroa, Departamento de

Bioquímica, Facultad de Medicina Norte,

Santiago.

- Insullna humana pura Dr. Armando Foradori, Hospital C1ínico

Universidad Católica de Chil-e.

I
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- 3-O-metil-D-glucosa (sigma) Dr. Tit-o Ureta, Facultad de Ciencias,

Universidad de Chile.

- Florizina Dr" Fernando Zambrano, Facultad de Cien
( I' loret i n a- 2-p-D - gl ucósido,
Srt¡ma) cias, Universidad de Chi1e.

* LH, I'SH (puras) ¡¡ational Institut of Heal-th,National Pi

tuitary Agenclz, Distributed by NfAMDD"
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RESULTADOS

Para estudiar e1 efecto hormonal sobre el trans

porte de glucosa es necesario conocer previamente algunos parámetros de

importancia sobre las condiciones experimentales apropiadas para medir

dicho efecto.

A.Lguna.t Lahr.cferiaficu g¿nQILcLLQA d¿ X¡t enf¡ada dz g.tucoaa

La figura 1 muestra la captación de [n"l - gtu

lta Icosa y L -C,.l -3-O-metil glucosa a diferentes tiempos de incubación por

los oocitos. Los resultados demuestran que a Ia concentración de g1úci-

do util-izada, 1a entrada de ambos metabolitos es linea1 durante 60 minu

tos. Basánd.ose en este experimento, todos los estudios posteriores (a me

nos que se indique 10 contrario) se hicieron incubando 1os oocitos duran

te 30 minutos con e1 azú,car radiactivo con et fin de estudiar los cambios

en las velocidades iniciales de captación

En la figura 2 se muestra e1 efecto que se tiene

a1 preincubar los oocitos con 100 Ul/m1 de hCG durante varios tiempos

previos a 1a incubaci6n de 30 mj-nutos con el azúcar. En este experimen-

to se muestra que 1a adici6n de hCG estimula en aproximadamente un 2OOt



23

I

l
I

I

I

I

I

I

l
l

r

i
I

I

1

I

i
i
I

la captación de glucosa. Tarnbién es evidente que la influencia del tiem

po de preincubación es mínima ya que la adición de Ia hormona 0,5 mi-nuto

antes de agregar eI azúcar ya da un efecto significativo, alcanzándose el

efecto máximo con 10 minutos de preincubación. Hay que destacar que en

estos experimentos La hCG no se retiró del medio de incubación después

de fa preincubación y por 1o tanto estaba actuando durante los 30 minutos

en que l-os oocitos estuvierorl en presencia del glúcido radÍactivo.

En experimentos posteriores se preincubaron' los

oocitos durante 30 minutos con 1a hCG.
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Figuro I

3000

2000

r000

glc 5 mM

Me glc 5 mM

030
0

60 90

Tiempo (m in)

120

Figura 1:

* Cin€.fica d¿ la enfnad« de gluco,sa" aL oocrto

Se incubaron grupos de 5 oocitos de estado Vr con [""J - glucosa (o)

o ['n"] -:-o-*etil glucosa (o) 5 mM durante 30, 60 yl2O minuros y se

midió la entrada del azúcar como se indica en los l.{étodos.

Cada punto corresponde al promedio de tres ensayos y está expresado en

pmoles por 5 oocitos.

I

t
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Eigura 2:

E(ecfo d¿ la ysn-eincubaci.6n con hCG ¿n l-ct ¿nfnada" de glucola

Se preincubaron grupos de 5 oocitos de estado VI con 100 UI,/ml- de hCG

durante O, 10, 20 y 3O minutos. Luego se agregó [n"] - glucosa 5 mM,

durante 30 minutos y se midi6 su entrada a1 oocito como se indica en

Ios Métodos. Cada punto corresponde al promedio de tres ensayos y está

expresado en pmoles por 5 oocitos..

r0
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Vwdscion¿,S e,tfttcictnalu ¿n el ¿óe.cfa d¿ hCG .tobtt¿ Ín ¿nLttada do- gluco,sa.

A1 estudiar l-a concentración de hormona necesaria
.,

para estimularila captación de glucosa se encontró una notable variabili-

dad entre oocitos de diferentes animales. Esta diferencia, además de dg

berse a diferencias individuales parece deberse también al estado hormo-

nal de1 animal en diferentes épocas del año" Las figuras 3A y 38 muestran

ejemplos de esta variación. Con las cél-,ulas examinadas en 3A, se encon-

tr6 una estimulación óptima con sólo 10 Uf/m1 de hCG, observándos,.e una

estimulación menor a concentraciones mayores que 40 IfI/mI. En 38o en cam

bio, el estímulo que se obtuvo con 200 UI/ml de hCG es mayor que el que

se obtuvo con 20 UI/ml-. Los resul-tados de 3A fueron obtenidos en mayo

mientras que los de 38 se obtuvieron en julio. En 1a mayorÍa de ,los

casos, sin embargo, el efecto óptimo se obtuvo con 100 UI,/ml de hCG, como

se muestra en fa f{gura 38. De todas maneras, antes de realizar cualquier

experimento con oocitos de un ovario, se ensayó la concentración óptima

de hCG requerida para obtener un estímulo máximo en la captación de azú

cares por los oocitos, y se utilizó esta concentraci6n ¡r*ormonal para el

ensayo.

Es pertinente

de hCG necesaria para causar ovulación

inyectadas por vía intramuscular. La

hacer notar que la concentración

en Xenopus laevis es de 1.000 UI/mI

c{r:rcentración de hCG necesaria para
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gatillar la maduraci6n mei6tica en los oocitos

también es muy variabLe, pero es sólo de dos a

concentración de hCG que causa estímulo en la

(10) .

en condiciones in vitro

tres vecás menos que Ia

captación de aminoácidos

La caída en el estímulo del transporte de glu-

cosa, que se observa en fa figura 3A, se encontró solamente en esa época

de1 año, por 1o tanto no fue posible hacer mayores estudios sobre este

fenómeno.

E
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Figura 3

Va;utrtcionQA Qtfrtcilnalea en Ql eúe-cffi d¿ hCG 
^obtLQ- 

[-a enütnda de glucora.

A) Se preincubaron grupos de 5 oocitos de estado VI con diferentes con

centraciones de hCG durante 30 minutos. Luego se agregó 5 ¡-r1 de

l1a I
L' 

-C J - glucosa 5 mM, por 3O mj-nutos y se midió su entrada al ooci

to como se indica en métodos. Cada punto corresponde al pro*.áio d"

tres ensayos y está expresado en pmoles/S oocitos. Este experj-mento

fue realizado en el mes de mayo.

Se realizó en la misma forma que e1 experimento 3A y corresponde aI

mes de ju1io.
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Edecto del hcc.en ln capfaci1n dz g.Luco.ta q de 3-|lnefil gltcoaa.

Se midió la captación de glucosa y de su. anáIogo

no metabol-izable, 3-0-meti1 glucosa, en oocitos tratados con hCG, a dife

rentes concentraciones de ambos azúcares.

En la figura 4 se muestran los resultados obte

nidos que establecen que hCG estimula considerablemente la captación de

3-O-metil glucosa (A) y de glucosa (B), a todas las concentraciones de

estos glúcidos estudi-adas. Aparecen algunas diferencias en eJ- comporta

miento de estos azúcares, de 1as cual-es La mas evidente se observa en fas

concentraciones mayores del azúcar. En eI caso de 3-0-meti1 glucosa se

observa una saturaci6n del sistema cuando la concentración rle glúcido es

mayor de 4 mM, tanto en l-as células tratadas con hormona como en las cá

lulas controles. Con glucosa, sin embargo, las célutas tratadas con hCG

aumentan considerablemente su captación hasta una concentración de azú-

car de I mM. También se debe destacar que 1os pmoles de glucosa capta-

dos por célula son aproximadamente el doble de la cantidad de 3-O-metil

glucosa que entra a la célula. En el recuadro de las figuras A y B se

muestra et detalle de la entrada de ambos azúcares a bajas concentra-

ciones, es decir entre Or2 y 0r8 mM. Se observa que en ausencia de tra
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tamj-ento hormonal existiría una aparente primera saturación en f" "-pt.
ción de ambos azúcares, eü€ d.esaparece en presencia de hCG. Se intentó

estudiar eI comportarqiento cinético de este proceso por gráficos de Li-

nehreaver-Burk, pero no se obtuvo una cinética característica de Michaelis-

Menten, por 1o que se supone que existe un comportamiento cinético comple

jo par:a e1 transporte de azúcares en oocitos.

Un posible enfoque para estudi-ar l-a cinética de1

transporte facilitado serÍa medir Ia entrada de glucosa en p."..t.i. d.

inhibidores de1 transporte para separar 1os fen6menos de difusión simple

y de transporte facil-itado, pero este enfoque no ha sido e1 objetivo prin

cipal de esta tesis.



3.0 00

2000

1.0 00

0

5 000

250 0

ao(J
:)
,A A\J L.,

¡O o
E
¡ t.f)
O\.
I l/l

(f, (.,

.. r O

ot
o,

o
u
z
trj

a
O

lu
JO
CIo

tnUJ \.
Cfrn

o?
éE
z
l¿l

t_

[Oruc0SA] o [3-o-m GLUCOSA] m M



31

il
I

I

l

I

t-

l

l

I

Figura 4

Edzcfo de hCG en ln capfnci1n de g{-uco,sa q de 3-1-m¿fil g,Lucoda..

Se preincubaron grupos de 5 oocitos en presencia (o) o ausencia (o) de

hcc (100 UIlml) durante 30 minutos" Luego se agregó ['n" ] - gluco-

sa (B) o ['na ] -3-o-meti1 glucosa (A) en las concentraciones qrre se

indican, durante 30 minutos. Cada punto corresponde al promedio de 3

ensayos y está expresado en pmoles por 5 oocitos. Se midi6 Ia radiac-

tividad incorporada como se indica en Métodos.
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'lnh.tbicc6n d¿.L Lnnuytonfa d.o gLuculcL pt¡L S-\-mefit g.Lucct,sa q (t-o'h.Lzina

Se estudió 1a captación de glucosa por los ooci

tos en presencia de 3-O-meti1 glucosa y florízi-.na, como posibles inhibi-

dores de este transporte, a dos niveles de concentración dj.ferentes deI

azúcar. En e1 e>rperimento descrito en Ia figura 5A se utilizó glucosa

5 rrM y en B, glucosa 0,5 mM. Se observa que 3-0-metil- gtrucosa y flori-

zina son buenos inhibidores tanto de Ia captación basal de glucosa en fos

oocitos, como de1 proceso estimulado por la hormona.

Estos resultad.os y el hecho de que un exceso

de vej-nte veces de 3-0-metil glucosa no inhiba totalmente el transpor-

te de glucosa sugieren que un 60 a un 70% de 1a captación de glucosa

tanto basal como estimulada por Ia hormona no es simple difusión.
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Figura

lnttibiciín de,[- tnan-syconte de g.Lucl^o" frorL 3-0-mef.ú g!-uco,sa" g .(Lonizina

Se preincubaron durante 30 minutos grupos de 5 oocitos de estado VI en

presencia o ausencia de 100 UI/ml de hCG en 50 ¡rI de solución salina.

Se agreg6 5 ¡rl de inhibidor, 3-O-metil glucosa 100 mM ( III ) ó I ¡l

(u7-r7?21), o florizina 10 mM (Hg:Ir;§), simultáneamente con ['n" ] : g1u

cosa 0r5 mM ó 5 m¡,t; y se midió 1a captación del- azúcar radlactivo como

se indica en Métodos; cada punto corresponde al promedio de tres ensa-

yos, y está expresado en pmoles por 5 oocitos
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E(ec.to de ü[enenl¿.t l,rcnmonut tabnz I-n ccrytfaciín d¿ gLucoaa

ci6n de- oc;c-üo,s de Xznc.;¡sut !-ct¿vi.l.

q It madwzo"

gonado*

en el

se hi

Con el- fin de conocer si otras hormonas

trópicas aparte de hCG o de las hormonas que producen maduraeión

oocito, tienen la capacidad de estimular Ia captacidn de glucosa,

zo el e><perimento que se muestra en 1a tabla I.

Se observa que sól-o fas hormonas peptídicas que

producen Ia maduración del oocito, como hCG y LH, tienen un efecto Lsti-

mulante en la captación de glucosa en oocitos de estados IV, V, VI, de

desarrollo. Este estímulo aumenta a medida que el oocito avanza en la

oogénesís hasta alcanzar un val-or máximo en oocitos de mayor tamaño (aque

llos de estado VI).

La hormona FSH de origen bovino, estimulante

de1 crecj-miento del folículo en mamíferos, cuya estructura es en varios

aspectos simifar a LH (33), no tiene efecto en Ia captaci6n de glucosa por

los oocitos ni produce su maduración.

duce Ia maduraci6n de

captación de glucosa.

La progesterona, una hormona esteroidal que pro

los oocitos de X. Iaevis, no tiene efecto en la
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Finalmente, la insulina cuyo efecto estimulan

te del transporte cle glucosa en diversos tejidos ha sido ampliamente es

tablecido (25, 26, 2"1 y 28\, no afecta significativamente Ia captación

de glucosa en oocitos a ninguna de 1as concentraciones estudiadas.

a

E
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TABI-A

EFECTO DE DlFERTÑTES H()RMOI\/AS

cAPTACT0N 0E GLUC)SA EN 01?tr0S
DE CRECTMTENTO

SOBRE LA

0E ESrAros

T ratam íento E stados
de

Desarrol I o

? de Zde
Est Ímulo Haduración

F,p. I

+ hcG( I 0o u t/mt )

+ LH(t pslmt)

+ FSH ( I yglml )

IV

V

VI

IV

V

VI

lV, V y Vl

80

100

150

50

70

t00

o

0

0

t00

0

0

100

0

+ Progesterona

I r o-6r)
Exp. 3

+ lnsul ína
(0,07 nl'i-7 nM)

100
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Tabla I

Edecfo de üdenenfot honnonn,s ,sobtte l-a" capfaciín d¿ g.ürcoda q .k madu.tra

ci6n de .Lo,s ooci,to¿ de Xenoysu,s Laevi,a.

Se preincubaron grupos de 5 oocitos en presencia o ausencia de la hormona

indicada en 50 ¡r1 de soluci6n salina. Luego r. .g..gJ ['na ] - glucosa

para obtener una concentración final de 0r5 mM ó 5 mM, en eI medio de in

cubación, y se midió 1a captaci-ón de glucosa después de 30 minutos tal

como se indica en los Métodos. Los valores de captación de gtucosa es-

tán expresados en porcentaje de estimulación con respecto a un valor con

trol, sin hormonarambos valores corresponden a} promedio de tres ensayos.

Para expresar fa maduraci6n de los oocitos se midi6 eI porcentaje de ooci

tos que han sufrido ruptura de Ia vesícula germinal en un total de 50 oo

citos. No se midió eI efecto de insulina en La maduración de 1os ooci-

tos (-).
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E[ecfo de /¿CG ¿n l-a" capfctciln d¿ azúcwtea porL acscrto,s de e¡frtd,o¿ d"e d,¿-

lannc-tl'La '177, lV, V L1 VL

Como se dijo anteriormente, durante el proceso

de oogénesis en ef ovario de Ia rana Xenopus laevis se acumulan numerosos

nutrientes que serán utilizados posteriormente durante eI desarroflo em-

brionario. De tal forma es interesante estudiar 1a captación de glucosa

en oocitos .de diferentes estados de desarrollo y eI efecLo de hCG sobre

este proceso.

En las fir¡uras 6A y 6B se presentan los resulta

dos obtenidos a1 medir 1a captación de glucosa y de 3-0-meti1 glucosa en

oocitos de diferentes etapas de desarrollo y eI efecto de hCG sobre este

proceso. Ai- comparar ambos azúcares es evidente que Ia captación de 3-0-

metit glucosa es sólo e1 50% de la captación de glucosa en todos los efec

tos celulares. Se observa que 1a captación basal de los glúcidos aumenta

con el tamaño de los oocitos hasta el estado V sufriendo una significati.

va disminución en eI estado VI. Esta disminución se hace más notable en

1as figuras 6C y 6D en 1as que se expresan los mismos resultados gue en

6A y 68, pero en función de la superficie de la membrana de los oocitos.
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En la ordenada está expresada Ia captaci6n de los azúcares en p*oiur pot

5 oocitos por **' de superfj-cie celular. En estas figuras se puede ob-

servar que hCG produce una estimulación muy significatj-va en la captación

de ambos g}úcidos en oocitos de todos los estados estudiados. En oocitos

del estado V se observa un menor incremento porcentual de Ia captación

de azúcares causado por hCG. Este fen6meno se debe posibl-emente a que

son ésos los oocitos con mayor actividad de captaei6n basal. Como se men

cionó aI discutir Ia tabla I, es interesante que la hormona tenga efecto

sobre 1a captación de nutrientes de oocitos de estados intermedios de Ia

oogénesis dado que la misma hormona es incapaz de gacillar Ia maduraclón

meiótica en ooci-tos de estos estados.
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Figura 6

E(ecto de hCG en La caysfaciín de azúcanQt f)orL ooúfo¿ de e,sfado,s d"¿ d,e_

datnotlo T.II, IV, V q VL

Se preincubaron grupos d.e 5 oocitos en presencia (o) o ausencia (o) de

100 urlml de hcG durante 30 minutos. Luego se agregó 5 pl de [rn"J
t 14 ''l

- grucosa o L'-c j -3-o-meti1 grucosa 5 rnM durante 30 minutos y se

midió l-a cantidad de azúcar radiactivo incorporado al oocito como se in
dica en Métodos - En 1a fj-gura 3A y 38 los resurtados están e:rpresados

en pmores por 5 oocitosr 1r €n las figuras 3c y 3D 1os resurtados están

expresados en pmoles por 5 oocitos po, **2.
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Cayttnciín

ea,

glucosa en

de inducir

d.e gÍ-ucct,sa ll de S-\-me-tit- g\uco.ta d.unanfe la madwaci-ln mei|fa

Se estudló la captación de glucosa y de 3-0-meti1

oocitos de estado VI de desarrollo, 2, 4,6 y B horas después

fa maduración mei6tica con hCG o con progesterona.

En fa figura 7A se observa que el estímulo ini-

cial producido por Ia hCG en la captación de ambos azúcares decrece drás

ticamente seis horas después de haber tratado los oocitos con esta hormo

na llegando incl-uso a niveles bajo los basales a Ias ocho horas de trata-

miento. :

En la figura 78 se detallan los resultados obte

nidos al medir Ia captación de los mismos azúcares en oocitos en proceso

de maduración gatillada por progesterona. Como ya se había demostrado

esta hormona difiere de hCG en que no causa el estímulo inicial- en la

entrada de 1os glúcidos pero en este caso también se observa la drástica

disminución en la captación de estos nutrientes a las seis horas.

A1 estudiar la ruptura de la vesícula germinal

en estos mismeoocitos tratados con hCG y progesterona se pudo observar

que precisamente 6sta ocurre entre las cuatro y las seis horas de trata
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miento hormonaf (recuadro en la figura 7A) y por 1o tanto coincide

el cierre en la membrana celular a la captación de azúcares.

Fara verificar que la caída en 1a captación de

azúcares era causado por el proceso de maduración y no simplemente un re

sultado de 1a prolongada preincubación de los oocitos con Ia hormona se

repitió e1 experimento anterior haciendo una comparación en la captación

de glucosa en oocitos de estados V y VI, tratados con hCG y con proges-

terona.

En Ia figura 8A se observa que los oocitos de

estado V de desarrollo, que no sufren maduración en presencia de hCG, man

tienen eI estlmulo en 1a captación de glucosa causado por hCG y no su-

fren la caída en la entrada del azúcar que se observa en los oocitos

de estado vr gue sí maduran. En 8B se observa que eI tratamiento con

progesterona produce una caída en 1a captacidn de grucosa sólo en los

oocitos de estado vr, no afectando las células de estado v que no son

susceptibles a madurar
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Fj-gura 7

Cctyttaci1n de glueota Lj de 3-|-mefi,L gLuco^cL dunanf¿ .(n madunaciín mei6 -

fica".

Se preincubaron grupos de 60 cocitos de estado VI en presencia o

ausencia (---) de 100 Urlml de hCG(A) , o progesterona 1O-6M (B) , en 3 ml

de solucÍón salina. Despuás de 2, 4, 6 y 8 horas se midió l-a captación

de ['n"] -glucosa (o) 6 ['n"] -3-O-metiJ- glucosa (o), en srupos de 5

oocitos. En estos mismos tlempos se midió la maduración de los oocitos

restantes. La concentración de ambos azúcares en el medio de incubación

era de Or5 mM. Ambos ensayos se realizaron como se indica en 1os Mé -

todos.
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Figura 8

Cct'¡ttctciín de g.Luc-odcl q dQ- S-A-mefil g.LucotcL dunanfe- .tn madulLa.ciín mei1Íicct.

Se realizó el- ensayo en las mismas condiciones descritas en Ia figura 7.
Ía¡ I

Se midl6 la incorporación de L'"c -l - glucosa en presencia (-) o au-

sencia (---) de hCG (A) o progesterona (B), en oocitos de estado V (r)

._

I
I

I

I

I

i
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Edecfo d¿ hCG. en l-ct inconytctnaciín d.¿ g.Lucoaa a" g.LLe6gonct.

Como un estudi-o complementario se midió e1 efec

to de hCG sobre Ia incorporacidn de glucosa a glicógeno.

Para ell-o se preincubaron los oocitos con glu

cosa radiactiva durante 30 minutos, se l-avaron y luego se midió la incor

poración de glucosa a glicógeno a tos 30, 45 y 60 minutos desde que se

agregó J-a glucosa.

Se puede representar este experimento con el si

guiente esquema:

Lavado

Pneincubaci\n ¿ncubaU1n I
. +IILCG ,llaC)-Gt-c; , ,

60 mín. 0t 30' 45t 60'
tlt
lleüe.í-6n de gliclgeno

Se observó que, aunque existe un estímulo de

un 200t en la captación d.e glucosa, eI porcentaje del azíucat incorpo-

rado a glicógeno a Ios 30, 45 y 60 minutos no varía mayormente entre
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los oocitos tf atados con hCG y "l-os oocitos controles, como se oUtutrru

en la tabla fI.

Se realiz6 eI mismo experimento anterior pero

esta vez se i-nyectaron 1os oocitos con giucosa radiactiva y se midió su

incorporacjón aglicógeno crespués de 30 y 6O minutos. Como se observa en

la tabla III, tanto en ooc¡r-tos preincubados con hCG como en oocitos con-

troles el 95 al 100s" de la glucosa inyecLada al oocito fue incorporada

a glicógeno.

De estos dos experimentos podemos decir que

hCG no tiene efecto en Ia síntesis rie glicógeno dos horas después de

1a preincubación co¡r fa hormona.
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Tab]a II

Edecfo de. hCG ¿vl .La ínconysanctci1n d¿ g.Luco,sct ct gUc1geno.

Se preincu.baron grupos de 5 oocrt-os de estado Vtr con 100 UI/h1 de hCG du
l¡ ¡ 1

rante 60 minutos. Luego sr: agregó L'"a-.j - glucosa 5 nrM y se mitlió'1a

ca¡.rtación de glucosa radiactiva a los 30 minutos. A est.e tiempo, Ia can

tidad dc qiucosa quc r-.ntró al oocito fue de 1360 pmoles en ausencia Cle

hCG y de 4590 pmoies en presencia de hCG; ambos resultados correspo¡den

a cinco oocitos.

Se iavaron los oocitos y se mi-dió la incorpora-

ci6n de glucosa a glicógeno a j-os 30, 45 y 60 rninutos, ta1 como se indica

en ios tutétodos. Cada resultado rndica e1 promedio de tres ensayos y es-

tá expresado en pmoles por 5 oocitos.
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T A 8 L A III

EFECTO OE hCG E,\/ IA TNCORPr/RACTON OE GTUCOSA A GLTCOGENO
EN OOCTTOS

TMTAM I ENTO T I EMPO DE Z DE GLUCOSA I NYECTADA
INCUBACION INCORPORADA A GLICOGENO

(min ")

Cont rol

+ hcG (loo urlml) 30

60

se inyectaron grupos de 5 oocitos con['ar]-nlucosa, I oM,
(4500 cpm por 5 oocítos), y se incubaron en presencía o
ausencía de 100 Ullml de hCG. Luego de 30 y 60 minutos se

mídió la íncorporac í6n de glucosa a gl ic6geno, como se

ind ica en los Métodos.
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DISCUSION

Los resultados presentados en esta tesis mues-

tran cLaramente que 1os oocitos de Xenopus laevi-s poseen un sistemá de

transporte de glucosa estimulable por las hormonas gonadotrópicas hCG y

LH, que producen 1a maduración de l-os oocitos. La hCG también produce

un estímulo en la captación de 3-O-metil glucosa, e1 análogo de gluco-

sa que no es metabolizado, 1o que sugiere que eI efecto de esta hormona

en la entrada de glucosa aI oocito es independiente de la fosforilación

del azúcar. Podemos decir también que 1a entrada del- azúcar al oocito

está mediada por un sistema de transporte facilitado ya que la capta-

ción de glucosa es inhibida por 3-O-metil glucosa y por florizina, mues

tra una cinética de saturación y es dependiente de la temperatura. EI

transporte de glucosa estimulado por Ia hormona muestra estas mismas

características

Hay varias evidencias que dan fundamento a la

idea de que el estfmulo que produce l-a hCG en la captación de glucosa
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está disociado del proceso de maduración propiamente taL. La primera

evidencia está dada por eJ- hecho d.e que 1a progesterona que es un po-

tente inductor de lamaduración no produce estÍmulo en la captación de

glucosa. Más importante aún sería eI resultado que nos indica que hCG

podría estimular oocitos de tamaños intermedios ( IfI al- V ) que no son

capaces de madurar bajo 1a j-nfluencia de esta hormona. Además, estudios

simi-fares realizados sobre J-a captación de aminoácidos (10) muestran

que ni la cicloheximida ni- }a teofj-l-ina, potentes inhibidores au iu

maduración, afectan el estímuJ-o que produce l-a hCG sobre 1a captación

de nutrientes.

A pesar de estos datos, no podemos descartar

totalmente alguna refaci6n que podrían tener las gonadotropinas qn

estos dos efectos sobre 1os oocitos. Es sugerente que sóLo 1as dos

hormonas gonadotr6picas que producen maduración, hCG y LH, son las que

tienen efecto sobre eI transporte de azúcares - Una hormona de estruc

tura muy semejante, como la FSH, y otra de comprobado efecto esti:nulan

te sobre e1 transporte de glúcidos en otros sistemas, como la insutina
l
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no tiene efecto sobre la rnaduración nl sobre la entrada de glucosa en

oocitos. Se podrÍa sugerir, basándose en esto que el efecLo de hCG y

LH sobre ambos procesos esLaría mediado por los mismos receptores de

l-a membrana específicos para. estas hormonas. Una vez que el complejo

hormona-receptor se hubiera formado 1os procesos podrían seguir caminos

divcrgentes "

E1 segundo fenómeno descrito en este trabajo

y que consiste en la drástica caída en Ia captación de glucosa varias

horas después del- trat.amiento hormonai en oocitos creci-dos (estado VI)

presenta caracterÍsticas muy dif,erentes " La evidencia indica que en

este caso e1 efecto hormonal- observado estaría ligado al proceso mis-

mo de maduración- En prirner términr¡ se ha establecido que arnbas hormo-

nas , ltCG y progesterolr<r, c<lusan u¡na clisminución en l-a captación de nu-

¡rientes y que este efecto ocurre al mismo tiempo que 1a ruptura de la

vesícu1a germinal. En segundo término se ha comprobado que los oocitos

de estado V, que son capaces de responder at estímulo inicial sobre el

transporte de glucosa causado por hCG y que no pueden madurar, no su-

fren Ia caída en la ent::ada cle glucosa entre las seis y las ocho horas

de tratamiento hormonal-.
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?anto el estímulo producido por hCG inicialmen

te como la caída posterior en la captación de glucosa son efectos que no

parecen estar mediados por el metabol-ismo de gJ-ucosan sino al parecer el

efecto se produciría en el mismo sisLema transportador a nivel de membra

na. El aumento de permeabilidad en las primeras horas de incubación con

1a hCG y }a caída posterior son fen6menos que se han observado anterior

mente en la captación de aminoácidos y vitelogenina (10 y 19). Estos

dos eventos podrían estar relacionados con fos cambios fisiológicos que

ocurren en e1 oocito en el ovario de Ia rana- Como ya se dijo, cuando

el oocito ha alcanzado el- estado VI de desarroLLo detiene su crecimiento

hasta recibir un estímuLo hormonal a Lravés de J-a sangre, proveniente

de la g1ándu1a pituitaria, que provoca la rnaduración y posteriormente la

ovulación. Parecería conveniente que antes de ser liberado del ovario,

e} oocito c4ptara gran cantidad de material alimenticio para su desarro

J-lo posterior. Por 1o tanto es posible que el aumento inicial producido

por las hormonas gonadotrópieas, hCG y LH, en fa captación de nutrientes

tenga también un significado fisiológico en e1 ani-mal completo.

Por otra parte al ocurrir l-a maduración y 1a

ovulación el oocito es liberado del" ovario al medio acuoso externo, del

!
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cual no recibirá 1os nutrientes necesarios para su desarrollor y que ade

más puede tener compuestos dañinos para 1a céIul-a" El cierre casi total

de 1a membrana para e1 transporte de nutrientes aI interior de1 oocito,

al ocurrir 1a maduración, y el recubrj-miento del- huevo con una capa de

gelatina, pueden ser por 1o t.anto necesidades fisiológicas para la sobre-

vivencia dei futuro embrión"

Es de interés nencionar que estudicsprelirninares

realizados en el laboratorio con e1 anfibio Gastrotheca riobañbae, cuyo§

embriones son cultivados en una bolsa de la cual reciben nutrientes, de-

muestran que en estos oocitos no ocurriría eL cierre de 1a membrana du-

rante la maduración.

AI medir Ia síntesis de glic6geno en presencia

o en ausencia de hCG, se encontr6 que La hormona no afecta eI metabolis

mo de glucosa al menos en las dos prirneras horas de incubación. Estos

resul-tados nos corroboran eI hecho de gue 1a hormona afecta principalmen

te eI sistema transportador de glucosa au[entando la entrada de] azúcar¡ al

oocito. Sin embargo no sería posible con este método detectar una varia

ción en otra vía metabólica de1 o<¡cito dado que e1 porcentaje de glucosa

que se incorpora a glicógeno es de.alrededor de un 958.i

I

l-
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Para una mejor comprensión del mecanismo de

ción de las hormonas gonadotrópicas sobre eJ- transporte de glucosa y

otros nut¡rientes, deben hacerse estudios cinéticos complementarios, con

el fin de saber si la horrnona afecta l.a afinidad del sisterna de transpor

te o eL número de t.ransportadores en Ia membrana. Esto se puede conocer

estudiando parámetros cinéticos como K, y Vmáx. en el sistema de transpor

te. Es i-mportante taÍlbi6n hacer un estudio más acabado del f,uncionamien

to del sistema transportador, est.udiando el número de moléculas que se

unen a é1.

Con¡o ha sido estal¡l-ecido por varios autores, los

iones como calcío y sodio juegan un rol importante en eI transporte de gtu

cosa y aminoácidos. En estudios eXectrofisiológicos realizados po:: Wal1a

ce se muestra que aI separar el oocito del- ovarj-o su potencial de membra

na sufre una hiperpolarización, este fenómeno no ocurre al inhibir el sis

tema transportador de sodio y de potasio por ouabaína (34). Por otro la-

do estudios realizados en e1 laboratorio rnuestran que al eliminar el ps

tasio del medio de incubación se produce la maduración de l-os oocitos en

ausencia de hormona (35). Todos estos resultados, que muestran una impor
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tancia de 1os iones en la maduración de 1os ooeitos, pueden t-.omarse comc

base para estudj-ar 1a implicancia de los iones en e} transporte de nutrien

tes en oocitos de Xenopus laevis.

Sin duda, será también muy interesante para com

pletar -L<¡s estudios ya realizaclos, y conLprcnder me jor 1os fenómenos de

estÍmul-o e rnhibición en el transporte cle nutrienLes a través de la mem-

brana celular conocer acerca de l-as proteínas y 1os lípidos que compo-

nen 1a membrana de1 ooclto y de 1os posibles cambios que ocurrirían a es

te respecto durante 1a acción horrnonal.

I'irralmente, sería de gran interés estudiar el-

metaboli-smo cle glucosa durante 1a maduración ya que cste proceso involu

cra grandes cambios en la actividacl celular:.
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