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RESUMEN

. §'as 14
Se ha estudiado la captacidn de [ C] - glucosa
= g 14 - :
y de un analogo no metabolizable, la [ C -3-0-metil glucosa, por ooci

tos de Xenopus laevis que han sido sometidos a diferentes inductores de

la maduracidon meidtica.

La gonadotropina coridnica humana ( hCG ) y la
hormona luteinizante ( LH ), de bovino que causan maduracidn en los ooci
tos, producen un claro estimulo en la entrada de ambos azlcares a estas
células. Sin embargo, otras hormonas como la progesterona, que también
es un potente inductor de la maduracidn, o como la insulina o la hormona
foliculo estimulante, que no gatillan dicho fendmeno, no causan un esti-
mulo similar en la captacidn de azlicares por los oocitos. El estimulo
causado por hCG se produce a los 10 minutos de tratamiento hormonal y es
observable en un amplio rango de concentraciones exdgenas de estos nu-
trientes ( 0,1 mM - 10 mM ). Las concentraciones de hCG requeridas pa-
ra obtener el maximo efecto sobre la entrada de azlicares es muy variable
en las diferentes estaciones del ano y también en los diferentes anima-
les. Sin embargo, estas concentraciones hormonales ( 10 - 200 UI/ml )
son solamente dos a tres veces mayores que las requeridas para inducir

maduracidn en células provenientes de un mismo ovario.
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El tratamiento con LH y hCG causa estimulo en
la captacidn de ambos azilicares radiactivos en oocitos en estados inter-
medios de la oogénesis (estados III al V seglin Dumont) a pesar de que
estas células no son capaces de iniciar el proceso de maduracidn.

Otro cambio importante en la entrada de azica-
res a través de la membrana del oocito ocurre seis a ocho horas después
de inducir la maduracidn de oocitos crecidos ( estado VI ) por medio de
hCG o de progesterona. En ese periodo, que es coincidente con la rup-
tura de lavesicula germinal, se observa una drdstica caida en la captg
cidn de azlicares. En el caso de los oocitos tratados con hCG los nive-
les de entrada de azUcares disminuyen muy por debajo de los niveles ba
sales obtenidos en oocitos no tratados con la hormona. Esta disminu-
cidn en la captacidn de nutrientes no se observa al tratar ococitos de
estado V con las mismas hormonas.

Se ha evidenciado que al menos el 90% de la

glucosa que entra al oocito, ya sea tratado o no tratado con la hormo

na durante 30 minutos se incorpora al glicdgeno celular.
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SUMMARY

14 "
The uptake of [ C] - glucose or of its non-
metabolizable analogue {14CJ -3-0-methylglucose has been studied using

Xenopus laevis oocytes that have been treated with different inducers of

meiotic maturation.

Human chorionic gonadotropin (hCG) or bovine lu
teinizing hormone (LH), which can induce oocyte maturation cause a élear
stimulus in the uptake of both sugars - into these cells. However other
hormones such as progesterone, which is also a potent inducer of oocyte
maturation, or like insulin or follicle stimulating hormone which do not
trigger maturation, do not increase in a similar fashion 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 concentrations ( 0,1 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 andalso between different animals, however, these hormonal
concentrations ( 10 - 200 UI/ml ) are only two or three fold higher
than those required to trigger maturation in oocytes from the same ova

ries.



LH and hCG treatment stimulates the uptake of
both radiocactive sugars in oocytes of intermediate stages of oogenesis
(stages III to V according to Dumont) in spite of the fact that these
oocytes are not capable of undergoing maturation.

Another important change in the entry of the su
gars across the oocyte membrane occurs 6-8 hours after inducing maturation
of full grown oocytes ( stage VI ) either with hCG or with progesterone.
At this time, which coincides with the breakdown of the germinal vesicle,
a drastic drop in the uptake of exogenous sugars is observed. 1In the ca
se of oocytes treated with hCG the levels of the sugar transport fall well
kelow the basal levels obtained with oocytes not treated with the hormone.
This decrease in the uptake of nutrients is not observed upon treatment
of intermediate oocyte (stage V ) with the same hormones.

It has been found that at least 90% the glucose
taken up by oocytes, be it either control or stimulated by treatment for

30 minutes with hCG, is incorporated into cellular glycogen.



INTRODUCCION

El anfibio ofrece un excelente sistema modelo
para el estudio de diversos procesos fisioldgicos y celulares. Entre
los procesos celulares podemos destacar los que ocurren durante el de-
sarrollo de las cé&lulas germinales u oogénesis.

La formacidn del huevo o proceso de oogéneéis
involucra la acumulacidn de una gran cantidad de macromoléculas como DNA,
RNA, proteinas y otros nutrentes en los oocitos. Estos componentes son
utilizados durante la iniciacidn del desarrollo y en la embriogénesis,
después de la fecundacidn. Durante su crecimiento el oocito de la rana

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

1T pl. Su nicleo, llamado vesicula germinal, es de gran tamafio, ocupa un
décimo del volumen celular y tiene mas de 1000 nucléolos que sintetizan
activamente RNA ribosomal.

El oocito sufre un proceso de meiosis al final
de la oogénesis deteniéndose en la primera profase meidtica en la cual

puede permanecer durante varias semanas o meses, hasta que un aumento



en la concentracidn de hormona pituitaria en la sangre gatilla la lla-
ada maduracidn meidtica. Este proceso gatillado por hormonas permite
que el oocito continfie su meiosis hasta alcanzar la segunda metafase.

En este momento el oocito suelta la capa de células foliculares que lo

rodea, es liberado del ovario de la rana, y se transforma en un huevo

que puede ser fecundado (1).

EL proceso de cogénesdis:

La oogénesis en el ovario de la rana Xenopus
laevis, es un proceso continuo y asincrdnico; por lo tanto en el ova-
rio de este anfibio se encuentran oocitos de todos los estados de desarro
llo durante toda la vida adulta de la rana, salvo en aquellas hembras
que han ovulado recientemente. Los oocitos que pueden ser ovulados son
aquellos de mayor tamano, es decir entre 1,2 y 1,3 mm de didmetro y han
sido denominados seglin Dumont como oocitos de estado VI de desarrollo (2).
En condiciones de laboratorio se puede obtener una nueva poblacidn de
oocitos de estado VI luego de seis a siete semanas de ocurrida la ovula
cidén (2).

Dumont (2) clasificd los oocitos de Xenopus

laevis en seis estados de desarrollo segln sus caracteristicas morfold



gicas y metabdlicas.

Los oocitos de menor tamafio, son llamados ooci
tos de estado I, tienen un didmetro entre 50 y 300 p.y son transparentes.
Los oocitos de estado II presentan un citoplasma opaco y de color blanco
y su diametro es de 300 a 450 p. El comienzo del estado III de desarrollo
del oocito estda marcado por dos eventos importantes: pof un lado se ob-
serva una visible picmentacidn del oocito y por otro una captacidn y acu
mulacidn de vitelo, que es transportado al ovario por la sangre desde el
higado de la rana. En este estado el oocito tiene un diadmetro de 450 a
600 p. A medida que el oocito continla su desarrollo el pigmento se re
parte hasta que se puede distinguir perfectamente entre el polo animal,
de color café oscuro, y el polo vegetal, de color amarillo. Estos oocitos
corresponden al estado IV de desarrollo; en ellos se observa un gran au-
mento en la captacidn de vitelo (3), gque es adquirido principalmente por
micropinocitosis (4); el diametro de los oocitos de estado IV varia en-
tre 600 y 800 p. Cuando el oocito alcanza un didmetro de alrededor de
1 mm, es llamado oocito de estado V de desarrollo; la pigmentacidn es
homogénea en cada polo y alin tiene una activa acumulacidn de vitelo aun

gque menos que en los oocitos de estado IV.



El oocito completa finalmente su desarrollo al
alcanzar el estado VI, con un didmetro de 1,2 a 1,3 mm, disminuyendo en
forma considerable la captacidén de vitelo (3).

La transcripcidn de diferentes RNAS varia tam-
bién notoriamente durante la oogénesis. Aparentemente en los estados
previtelogénicos (I al III) se sintetizan mRNAs, tRNAs y RNAs de 55,
mientras que en los Ultimos estados (IV al VI) se sintetizan principal-
mente lor rRNAs catalizados por la RNA polimerasa I de origen nucleo-

lar (5).

EL proceso de maduwracdbn del ococito
a) Qué es la maduracidn:

Como ya se dijo, cuando el oocito ha alcanzado
sumdximo desarrollo, o estado VI, detiene su crecimiento permaneciendo
en la profase de la primera divisidn meidtica, y requiere de un estimu
lo hormonal para completar la primera y la segunda divisidn meidtica.

En Xenopus laevis, la maduracidn meidtica alcanza la metafase de la se

gunda divisidén meidtica, y prepara al oocito para la fecundacidn.



La maduracidn, durante la cudl el oocito se
prepara para la fecundacidn y el desarrollo del embridn, produce una
reactivacidn de los procesos metabdlicos que han disminuido levemente
en el oocito de estado VI. Luego de producirse este aumento, la activi
dad metabdlica disminuye nuevamente y el oocito permanece en un nuevo
estado de latencia hasta la fecundacidn (1) .

b) Induccidn de la maduracidn:

Es bastante conocido ya, que al administrar
hormonas gonadotrdpicas a ranas adultas, se produce la maduracién de
sus oocitos y la ovulacién. En los vertebrados las gonadotropinas son
secretadas por la glandula pituitaria o hipdéfisis. En anfibios se ha
encontrado dos tipos de hormonas polipeptidicas, la hormona luteinizan
te (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH), aunque aiin no han si-
do caracterizadas quimicamente (6).

Se puede inducir la maduracidn en oocitos de
anfibio aisladqs, agregando extracto de glandula pituitaria, hormonas
gonadotrdpicas o progesterona al medio de incubacidén (7). En Xenopus
laevis, luego de seis a ocho horas se observa la aparicién de un punto

blanco en polo animal del oocito y por diseccidén bajo la lupa se puede



observar que este fendmeno corresponde a la desaparicién de la membrana
de la vesicula germinal onficleo.

Existen diferencias importantes en la induccidn
de la maduracidén por hormonas gonadotrdpicas y por progesterona. Se ha
encontrado que las gonadotropinas no inducen la maduracidn en oocitos des
provistos de sus células foliculares (8). Ademas la induccidén de madura
cidn por estas hormonas polipeptidicas es completamente bloqueada por
actinomicina D, un inhibidor de la transcripcién (9). En cambio la-pro
gesterona no requiere de la presencia de las células foliculares para su
accidn y la actinomicina D no inhibe 1la induccién de maduracidn por esta
hormona (9).

Por otra parte se ha encontrado que la induc
cidn de la maduracidn por ambas clases de hormonas requiere de la sinte
sis proteica (9), proceso que se activa considerablemente durante la ma
duracidén. (10 y 11).

También es posible inducir la maduracidn de los
oocitos inyectandoles citoplasma de un oocito que ha madurado por accidn
hormonal. Este fendmeno estaria mediado por unas proteinas, sintetiza-

das durante la maduracidn, que tienen la actividad de un "factor promo-
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tor de la maduracidn" (12 y 13).

El mecanismo molecular involucrado en el pro
ceso de maduracidn no ha podido ser esclarecido afin, pero las eviden-
cias entregadas por los numerosos estudios realizados acerca de este
proceso parecen indicar que las hormonas gonadotrdpicas actlan sobre las
células foliculares, que rodean al oocito, produciéndose la sintesis de
progesterona o de una hormona similar a ésta, que a su vez induciria la
maduracion de los oocitos por medio de un "factor promotor de la madura-
cidén" (8, 12, 13 y 14).

La influencia del calcio y de los nucledtidos
en la accidn hormonal es un hecho bastante conocido aunque su mecanismo
de accion no estd aflin esclarecido. Las observaciones hechas en los ﬁlpi
mos anos sobre el rol del calcio en la maduracidén muestran que la presen
cia de este i10n es indispensable para dicho proceso y que el ionéforo
A 23187, especifico para calcio, induce la maduracidn en oocitos de an
fibio (15). Por otra parte se ha determinado que el cAMP también esta
ria involucrado en el proceso de maduracién ya que se observd que luego
de la incubacidn de los oocitos con progesterona bajan 155 niveles de

cAMP aumentando nuevamente en el momento de la ruptura de la vesicula



germinal (16). Se ha observado ademas que teofilina y papaverina; inhi
bidores de la fosfodiesterasa, inhibenr la maduracién (16). Maller y
Krebs han encontrado que la inyeccidn de la subunidad regulatoria de la
proteina quinasa que une cAMP induce la maduracidn de los oocitos, en
cambio la inyeccidén de la subunidad catalitica inhibe la maduracidén in
ducida por progesterona (17).
c) Cambios en la permeabilidad de la membrana del oocito durante la ma
duracidn:

El proceso de maduracidn involucra cambios im-
portantes en el metabolismo del oocito desde que éste toma contacto con
la hormona hasta que ocurre el rompimiento de la vesicula germinal. Du
rante este proceso el oocito tiene la Gltima oportunidad de captar nu-
trientes para su desarrollo 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

estimulo en la captacidn de aminoacidos. Otros agentes que inducen la

maduracidn, como la progesterona y el ién lantano (18), no producen es



timulo en la captacidn de aminodcidos (10). El incremento en la entra-
da de aminodcidos exdgenos causado por hCG estd acompanado de un aumento
en forma considerable, de la incorporacién de &stos a proteinas, durante
las primeras horas de incubacidén con la hormona (10). Este aumento en
la entrada de aminodcidos decrece al producirse la ruptura de la vesicu
la germinal (Otero, comunicacidn personal). Un efecto similar se obser
va en oocitos quehan sufrido maduracidn por inyeccidn del factor promo-
tor de la maduracién. En este caso se detectd una caida en la captécién
de vitelogenina exdgena en aquellos oocitos que han sufrido maduracidn

(19)

EL trhansponte de glucosa

Como hemos visto, los procesos de transporte
son de gran importancia durante la oogénesis y la maduracidn de los oo-
citos.

Se han hecho interesantes hallazgos en relacidn
a la captacidon de proteinas por pinocitosis, principalmente vitelogeni-
na, y aminoacidos; pero hasta el momento hay muy poca informacidn acer

ca del transporte de glucosa en oocitos.
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El estudio de la captacién de azficares en
los oocitos y de su destino metabdlico una vez que han entrado a la
célula, parece, por lo tanto, ser necesario para una mejor compresidn
de los procesos moleculares que acompanan la accidn hormonal.

Brachet y colaboradores han encontrado que en

oocitos de Rana pipiens se produce una acumulacién de grénulos de gli-

cdgeno cerca del niicleo y que al disolverse la membrana nuclear duran
te la maduracidn estos granulos rodean al nucléolo (20).

En otros sistemas se han descrito una gran can
tidad de evidencias experimentales que indican la existe£cia de protei-
nas en la membrana plasmdtica que estarian especializadas en el transpor
te de metabolitos como glucosa y aminoacidos (21).

El transporte de glucosa en células de mamife
ros puede clasificarse en dos grandes categorias:

- en la primera categoria, de la cual las células eritroides son un buen
ejemplo, el transporte presenta, a) una baja especificidad para los azg
cares, b) una independencia de la concentracidn de sodio, c) una baja

sensibilidad a florizina, un inhibidor competitivo del transporte de glu

cosa y d) caracteristicas de un mecanismo de transporte facilitado.
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- la segunda categoria de la cual el intestino y el rifién son buenos ejem
plos, muestran un transporte con, a) una alta especificidad para glucosa,
b) una dependencia de la concentracidn de sodio, ¢) una gran sensibilidad
a la inhibicidn por florizina y d) caracteristicas de transporte activo,
es decir en contra de un gradiente de concentracién (21).

Numerosos estudios hechos en relacidn a la espe
cificidad del transporte de glucosa en riﬁén, indican que florizina v
3-0-metil glucosa, un andlogo no metabolizable de la glucosa, inhibén
en forma competitiva el transporte de glucosa, y que aparentemente los
dos azlicares compartirian el mismo transportador (21).

Aungue numerosos autores han descrito la exis-
tencia de un mecanismo de transporte de glucosa dependiente de la concen
tracidn de sodio (22), se ha encontrado en miisculo que el transporte de
glucosa y de 3-0-metil glucosa es activado por un aumento en la concen-
tracidn intracelular de calcio. Este fenémeno también causa un estimu-
lo en la salida de 3-O-metil glucosa. Ademas el transporte de glucosa
en este tejido es inhibido por florizina (23).

En células 3T3 de ratén se encontrd igualmente

que el transporte de glucosa y de 3-0-metil glucosa es estimulado por
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calcio y es dependiente de la concentracidn de fosfatos en el medio de
incubacidn (24).

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 corazdn
(26) , y tejido adiposo de epididimo (27 y 28). Aunque se han realizado
estudios sobre el mecanismo de accidn de la insulina en el transporte de
glucosa en estos sistemas, no se ha podido alin establecer un modelo.de
accidon para este fendmemo. En numerosos trabajos en que se ha estudiado
el efecto de insulina en el transporte de glucosa, se ha encontrado que
la hormona produce un estimulo en la entrada del azlicar aumentando la
velocidad maxima del sistema sin afectar el KT, es decir la concentra-
cidn de glucosa a la cual se obtiene la mitad de la velocidad maxima en
el transporte (25, 26, 29, 30 y 31). Experimentos especificos para cuan

tificar el nimero de transportadores " activos en la membrana plasmé
tica de cé€lulas adiposas de rata y en corazdn, indican que la insulina
estimularia el transporte de glucosa activando sistemas transportadores

de la membrana lo que se refleja en un aumento en la velocidad maxima

(26 y 29).
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Sin embargo los estudios realizados por Croford
y colaboradores (27) parecen indicar que el principal efecto de insulina
sobre el transporte de glucosa es disminuir el KT aparente para el sis-
tema transportador.

Realizando estudios del efecto de insulina en
el transporte de 3-O-metil glucosa en adipocitos, se encontrd que la hor
mona también tiene un efecto estimulante sobre la salida de este andlogo
de glucosa.

Los estudios realizados en esta tésis, se refie
ren al efecto de diversas hormonas como hCG, LH, FSH, progesterona e insu

lina sobre la captacidn y el metabolismo de glucosa en oocitos de Xenopus

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

sos durante la oogénesis y la maduracidn.

Paralelamente se han hecho estudios con 3-O-metil
glucosa, que como ya se dijo es un andlogo no metabolizable de glucosa,
con el fin de analizar exclusivamente el fendmeno de transporte, en for-

ma independiente del metabolismo.
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METODOS

Obtencién de Los oocitos de Xenopus Laevdis:

Las hembras adultas de Xenopus laevis provienen

del "South African Snake Farm", Cape Province, Sud Africa, y se mantienen
en cautiverio a una temperatura entre 18 y 22 grados.

Para extraer los oocitos se anestesid la rana
sumergiéndola en un bario de agua con hielo durante aproximadamente ‘30 mi
nutos. Luego se operd haciendo una pequefia incisién en el abddmen para
extraer el ovario o un trozo de éste, luego se suturd el animal el cual
puede ser operado nuevamente al cabo de unos meses.

Una vez extraido el ovario se colocd en una solu
cidn salina descrita por Barth, cuya composicidn es : NaCl 88mM; NaHCO

3

2,4 mM; CaCl2 0,40 mM; MgSO, 0,82 mM; KC1l 1 mM; Ca(N03)2 0,33 mM; Tris-

4
HC1 20 mM; pH 7,5; 10 ug/l de penicilina y 10 ug/l de estrepotimicina.
En esta solucidn los oocitos pueden conservarse en buenas condiciones
durante cinco dias a 4 grados.

Los oocitos se separaron del ovario manualmente

con pinzas de relojero DUMONT # 5 observandolos bajo una lupa NIKON con
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un aumento de 0,8 veces. Para los experimentos de esta tésis se ﬁtiliza—
ron oocitos de diferentes estados segln la clasificacidn de Dumont (2).
Para ello se midid el didmetro de los oocitos directamente en una escala
ocular y sblco se eligieron aquellos gue presentaban una pigmentacidn ho-

mogénea y normal.

Detecceddn de maduracibn

Se incubaron grupos de 50 oocitos en 3 ml ae so
lucidn salina que contenia hCG a una concentracidén de 100 UI/ml o proges
terona a una concentracidon final de 10—6 M, con el fin de inducir la madu
racidén in vitro. Luego de una incubacién de ocho horas a 21° se agregaron
300 pl de acido tricloroacético al 50% para fijar los oocitos precipitan
do sus proteinas. Se abrid la parte superior del polo animal y de esta
forma se pudo apreciar la presencia o ausencia del niicleo utilizando esto
Gltimo como criterio de maduracidn. De esta forma se comprobd que aque-
llos oocitos que carecen de nilcleo presentan un punto blanco en el polo

animal. Para algunos ensayos se utilizd este Gltimo criterio para deter
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minar la maduracidn de los oocitos. .

Captacibn de glucosa y de 3-0-metil glucosa

Se incubaron grupos de cinco oocitos en 50 pl
de solucidn salina con [14CJ - glucosa o [14C] - metil glucosa a 22°¢
Una vez finalizada la incubacidn con el azlcar radiactivo se detuvd la
reaccidn en frio agregando 3 ml de solucidn salina. Se pasd esta solu-
cidn con los oocitos a través de un filtro de fibra de vidrio ubicado
sobre un embudo, eliminando por filtracidn el exceso de liquido, y des-
pués se lavaron los oocitos con 20 ml de solucidn salina. Se doblaron
los filtros y se aplastaron los oocitos. Luego se contd la radiactivi-
dad presente en los oocitos, en un sistema de centelleo.

Para probar la eficiencia de este método se in
yectd 2.000 cpm de [14CJ - glucosa que luego se midieron por el método
descrito, recuperando el 100% de la cantidad de glucosa radiactiva inyec
tada.

Para los ensayos en que se estudid un efectojhoE

monal sobre el transporte de azilicares se preincubaron los oocitos con hor
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mona (hCG, LH, FSH, progesterona o insulina) antes de agregar el -azlcar
: ; 14
radiactivo. En cada ensayo se agregaron 800.000 cpm de C - gluco
(14 ] . :
sa o 3. -3-0-metil glucosa. Los controles realizados a 0° mostra
ron un nivel de incorporacidn similar al tiempo cero de incubacidn con

la glucosa radiactiva; es decir entre 100 y 150 cpm.

Microinyecedidn de Los oocltos
Los ensayos de microinyeccidn de los ococitos se

llevaron a cabo siguiendo el procedimiento descrito por Gurdon (32).

Inconporacidn de glucosa a glicbgenc

Una vez que la glucosa ha entrado al oocito ya
sea por microinyeccidn o por transporte desde el medio de incubacibn, se
colocaron los oocitos en una solucién de KOH al 30% (5N), y se calenta
ron en bano Maria durante 45 minutos. Se dejd enfriar y se agregaron

25 pl de glicdgeno de 20 pg/ml; 0,1 ml de Na_SO

250, al 2%, y 1,8 ml de eta

nol al 95%; se dejd durante 20 horas y se centrifugd a 3.000 rpm durante
10 minutos, se lavd el precipitado con 2 ml de agua, se agregaron 6 ml de
etanol al 95% y se dejd nuevamente durante 6 horas. Finalmente se lava-

ron muestras con etanol al 75%, recogiendo el glicdgeno precipitado en
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filtros de fibra de vidrio. Se contaron los filtros en un sistema de cen

telleo.

Reproducibilidad de Los resultados:

En los experimentos realizados a lo largo del
afno se encontrd una gran variacidn, en el nivel de entrada de glucosa,
entre 100 y 350 pmoles; y en el porcentaje de estimulo por la hormona,
entre un 100 y un 350%. Sin embargo, todos los experimentos presentados
se repitieron al menos cinco veces a lo largo del afio obteniéndose resul
tados reproducibles. Solamente en la &poca de otofio (marzo y abril) se
observd en forma general que los oocitos no responden a la hormona, lo

que sin duda refleja el estado nutricional y hormonal de los animales.
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MATERIALES

Baken Chemicat Co., Phillipsburg, N.J., U.S.A

- dcido tricloroacético

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

- Progesterona

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

[14Cj - D - glucosa

4
< [1 C} -3-0 metil - D - glucosa

- Onmifluor

N.V. Organon 0ss. Hotland

- Gonadotropina coridnica humana

Sigma Chemical Company, St. Louis, U.S.A
- Tris - (hidroximetil) - aminometano
- Estreptomicina

- Penicilina
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Shelt (Chile)

- Tolueno

Senvicelo Nacional de Salud (Chile)

- Etanol

Whatman W., and Balston R., Lid. Inglaterra

L - Filtros de fibra de vidrio

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

stadt, Alemania.

Los siguientes reactivos fueron gentilmente donados por:

- glicbégeno (sigma) Dr. Enrique Figueroa, Departamento de
Bioquimica, Facultad de Medicina Norte,
- Santiago.
- Insulina humana pura Dr. Armando Foradori, Hospital Clinico

Universidad Catdlica de Chile,



- 3-0O-metil-D-glucosa (sigma)

- Florizina
(Floretina—2-ﬁ—D—glucésido,
Sigma)

- LH, FSH (puras)
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Dr. Tito Ureta, Facultad de Cientias,
Universidad de Chile.

Dr. Fernando Zambrano, Facultad de Cien
cias, Universidad de Chile.

National Institut of Health,National Pi
tuitary Agency,Distributed by NIAMDD.

U.S.A.
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RESULTADOS

Para estudiar el efecto hormonal sobre el trans
porte de glucosa es necesario conocer previamente algunos parametros de
importancia sobre las condiciones experimentales apropiadas para medir

dicho efecto.

Algunas caracteristicas generales de La entrada de glucosa
: ;o 14
La figura 1 muestra la captacidn de C - glu
14 ] . , \ ' e
cosa y CJ] -3-0O-metil glucosa a diferentes tiempos de incubacidn por
los oocitos. Los resultados demuestran que a la concentracidn de glici-
do utilizada, la entrada de ambos metabolitos es lineal durante 60 ming
tos. Basandose en este experimento, todos los estudios posteriores (a me
nos que se indique lo contrario) se hicieron incubando los oocitos duran
te 30 minutos con el azlicar radiactivo con el fin de estudiar los cambios
en las velocidades iniciales de captacidn.
En la figura 2 se muestra el efecto que se tiene
al preincubar los oocitos con 100 UI/ml de hCG durante varios tiempos
previos a la incubacidén de 30 minutos con el azlicar. En este experimen-

to se muestra que la adicidn de hCG estimula en aproximadamente un 200%
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la captacidén de glucosa. También es evidente que la influencia del tiem
po de preincubacidn es minima ya que la adicidén de la hormona 0,5 minuto
antes de agregar el azilicar ya da un efecto significativo, alcanzandose el
efecto maximo con 10 minutos de preincubacidn. Hay que destacar que en
estos experimentos la hCG no se retird del medio de incubacidn después
de la preincubacidén y por lo tanto estaba actuando durante los 30 minutos
en que los oocitos estuvieron en presencia del glécido radiactivo.

En experimentos posteriores se preincubaron los

oocitos durante 30 minutos con la hCG.



Figura 1
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Figura 1:
Cinética de fLa entrada de glucosa al oocito

g . 14
Se incubaron grupos de 5 oocitos de estado VI con [ CJ - glucosa (e)
14 . :
o C ] -3-0-metil glucosa (o) 5 mM durante 30, 60 y 120 minutos y se
midié la entrada del azlicar como se indica en los Métodos.

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

pmoles por 5 oocitos.
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Figura 2:

Egecto de La preincubacibén con hCG en La entrada de glucosa

Se preincubaron grupos de 5 oocitos de estado VI con 100 UI/ml de hCG
. . 14

durante 0, 10, 20 y 30 minutos. Luego se agregd [ C| - glucosa 5 mM,

durante 30 minutos y se midid su entrada al oocito como se indica en

los Métodos. Cada punto corresponde al promedio de tres ensayos y esta

expresado en pmoles por 5 oocitos.
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VariacLones e/s;au’onaﬁe/s en el egecto de hCG sobre La entrada de glucosa.
Al estudiar la concentracidn de hormona necesaria
para estimular la captacidn de glucosa se encontrd una notable variabili-
dad entre oocitos de diferentes animales. Esta diferencia, ademds de de
berse a diferencias individuales parece deberse también al estado hormo-
nal del animal en diferentes &pocas del ano. Las figuras 3A y 3B muestran
ejemplos de esta variacidn. Con las células examinadas en 3A, se encon-
trd una estimulacidén 6ptima con sdlo 10 UI/ml de hCG, observandose una
estimulacidn menor a concentraciones mayores que 40 UI/ml. En 3B, en cam
bio, el estimulo que se obtuvo con 200 UI/ml de hCG es mayor que el que
se obtuvo con 20 UI/ml. Los resultados de 3A fueron obtenidos en mayo
mientras que los de 3B se obtuvieron en julio. En la mayoria de los
casos, sin embargo, el efecto dptimo se obtuvo con 100 UI/ml de hCG, como
se muestra en la figura 3B. De todas maneras, antes de realizar cualquier
experimento con oocitos de un ovario, se ensayd la concentracidén &ptima
de hCG requerida para obtener un estimulo méximo en la captacidn de azg
cares por los oocitos, y se utilizd esta concentracidn hormonal para el
ensayo.

Es pertinente hacer notar que la concentracidn

de hCG necesaria para causar ovulacidn en Xenopus laevis es de 1.000 UI/ml

inyectadas por via intramuscular. La concentracidn de hCG necesaria para
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gatillar la maduracidn meidtica en los oocitos en condiciones in vitro
también es muy variable, pero es sdlo de dos a tres veces menos que la
concentracidén de hCG que causa estimulo en la captacidén de aminoacidos
(10) .

La caida en el estimulo del transporte de glu-
cosa, que se observa en la figura 3A, se encontrd solamente en esa época

del ano, por lo tanto no fue posible hacer mayores estudios sobre este

fendmeno.
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Figura 3

Vardaciones estaclionakles en el efecto de hCG sobre La entrada de glucosa.

A)

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

centraciones de hCG durante 30 minutos. Luego se agregd 5 pl de -
[14C} - glucosa 5 mM, por 30 minutos y se midid su entrada al ooci

to como se indica en métodos. Cada punto corresponde al promedio de

tres ensayos y estd expresado en pmoles/5 ococitos. Este experimento

fue realizado en el mes de mayo.

Se realizd en la misma forma que el experimento 3A y corresponde al

mes de julio.
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Efecto del hCG.en La captacibn de glucosa y de 3-0-metil glucosa.

Se midid la captacidn de glucosa y de su andlogo
no metabolizable, 3-0-metil glucosa, en oocitos tratados con hCG, a dife
rentes concentraciones de ambos azlicares.

En la figura 4 se muestran los resultados obte
nidos que establecen gue hCG estimula considerablemente la captacidn de
3-0-metil glucosa (A) y de glucosa (B), a todas las concentraciones de
estos gllicidos estudiadas. Aparecen algunas diferencias en el comporta
miento de estos azlcares, de las cuales la mas evidente se observa en las
concentraciones mayores del azlcar. En el caso de 3-0O-metil glucosa se
observa una saturacidn del sistema cuando la concentracidn de glicido es
mayor de 4 mM, tanto en las cé€lulas tratadas con hormona como en las cé
lulas controles. Con glucosa, sin embargo, las cé&lulas tratadas con hCG
aumentan considerablemente su captacidén hasta una concentracidn de azi-
car de 8 mM. También se debe destacar que los 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 el detalle de la entrada de ambos azilicares a bajas concentra-

ciones, es decir entre 0,2 y 0,8 mM. Se observa que en ausencia de tra
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"

tamiento hormonal existiria una aparente primera saturacidn en la capta
cién de ambos aziicares, que desaparece en presencia de hCG. Se intentd
estudiar el comportamiento cinético de este proceso por graficos de Li-
neweaver-Burk, pero no se obtuvo una cinética caracteristica de Michaelis-
Menten, por lo que se supone que existe un comportamiento cinético comple
jo para el transporte de azlcares en oocitos.

Un posible enfoque para estudiar la cinética del
transporte facilitado seria medir la entrada de glucosa en presencia de
inhibidores del transporte para separar los fendmenos de difusidn simple
y de transporte facilitado, pero este enfoque no ha sido el objetivo prin

cipal de esta tesis.
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Figura 4
Efecto de hCG en La captacidn de glucosa y de 3-0-metil glucosa.
Se preincubaron grupos de 5 oocitos en presencia (o) o ausencia (e) de
. . 4 [14
hCG (100 UI/ml) durante 30 minutos. Luego se agregd C - gluco-
[14 . :
sa (B) o L C] -3-0-metil glucosa (A) en las concentraciones que se
indican, durante 30 minutos. Cada punto corresponde al promedio de 3
ensayos y estd expresado en pmoles por 5 oocitos. Se midid la radiac-

tividad incorporada como se indica en Mé&todos.
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Inhibicion dd transponte de glucosa por 3-0-metil glucosa y gLornizina
Se estudid la captacidn de glucosa por los ooci
tos en presencia de 3-0O-metil glucosa y florizina, como posibles inhibi-
dores de este transporte, a dos niveles de concentracién diferentes del
azlcar. En el experimento descrito en la figura 5A se utilizd glucosa
5 mM y en B, glucosa 0,5 mM. Se observa que 3-O-metil glucosa y flori-
zina son buenos inhibidores tanto de la captacidn basal de glucosa en los
oocitos, como del proceso estimulado por la hormona.
Estos resultados y el hecho de que un exceso
de veinte veces de 3-0O-metil glucosa no inhiba totalmente el transpor-
te de glucosa sugieren que un 60 a un 70% de la captacidn de glucosa

tanto basal como estimulada por la hormona no es simple difusidn.
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Figura 5

Inhibicibn del trhansporte de glucosa por 3-0-metil glucosa y fLorizina
Se preincubaron durante 30 minutos grupos de 5 ococitos de estado VI en
presencia o ausencia de 100 UI/ml de hCG en 50 pl de solucidn salina.
Se agregd 5 plde inhibidor, 3-0O-metil glucosa 100 mM (WS ) & 1 M
(wzzzz3 ), o florizina 10 mM (Fx°Yd), simultaneamente con [14CJ = glu
cosa 0,5 mM 6 5 mM; vy se midid la captacidn del azlicar radiactivo como

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

yos, y estd expresado en pmoles por 5 oocitos.
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Efecto de digernentes hormonas sobre La captacibn de glucosa y La ;nadwtg
clbn de oocitos de Xenopus Laeuvds.

Con el fin de conocer si otras hormonas gonado-
trdpicas aparte de hCG o de las hormonas que producen maduracidn en el
oocito, tienen la capacidad de estimular la captacién de glucosa, se hi
zo el experimento que se muestra en la tabla I.

Se observa que sdlo las hormonas peptidicas que
producen la maduracidn del oocito, como hCG y LH, tienen un efecto ésti—
mulante en la captacidn de glucosa en oocitos de estados IV, V, VI, de
desarrollo. Este estimulo aumenta a medida que el oocito avanza en la
oogénesis hasta alcanzar un valor mdximo en oocitos de mayor tamafio (aque
llos de estado VI).

La hormona FSH de origen bovino, estimulante
del crecimiento del foliculo en mamiferos, cuya estructura es en varios
aspectos similar a IH (33), no tiene efecto en la captacién de glucosa por
los oocitos ni produce su maduracidn.

La progesterona, una hormona esteroidal que pro
duce la maduracidén de los oocitos de X. laevis, no tiene efecto en la

captacidn de glucosa.
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Finalmente, la insulina cuyo efecto estimulan
te del transporte de glucosa en diversos tejidos ha sido ampliamente es
tablecido (25, 26, 27 y 28), no afecta significativamente la captacidn

\

de glucosa en oocitos a ninguna de las concentraciones estudiadas.



TABLA !

EFECTO'DE DIFERENTES HORMONAS SOBRE LA
CAPTACION DE GLUCOSA EN 00CITOS DE ESTADOS
DE CRECIMIENTO

Tratamiento Estados %z de % de

6 Estimulo Maduracién
Desarrollo

Exp. 1

+ hCG(100 UI/ml) b 38 y
v 100 0
Vi 150 100

+ LH(1 pg/ml) v 50 0
v 70 0
Vi 100 100

+ FSH(1 pg/ml) 1V, V y VI U 0

Exp. 2

+ Progzsterona Vi 0 100

(10 ™M)
Exp. 3
+ Insulina Vi 0 B

(0,07 nM-7 nM)
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Tabla I

Efecto de digernentes hommonas sobre La captacién de glucosa y La madura
cidn de Los cocitos de Xenopus Laevdis.

Se preincubaron grupos de 5 oocitos en presencia o ausencia de la hormona
indicada en 50 pl de solucién salina. Luego se agregé [14C] - glucosa
para obtener una concentracidén final de 0,5 mM & 5 mM, en el medio de in
cubacidn, y se midid la captacidén de glucosa después de 30 minutos tal
como se indica en los Métodos. Los valores de captacidn de glucos& es-
tdn expresados en porcentaje de estimulacidn con respecto a un valor con
trol, sin hormona, ambos valores corresponden al promedio de tres ensayos.
Para expresar la maduracidn de los ococitos se midié el porcentaje de ooci
tos que han sufrido ruptura de la vesicula germinal en un total de 50 oo
citos. No se midid el efecto de insulina en la maduracién de los ooci-

tos (-).
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Egecto de hCG -en La captacién de azdeares pon cocitos de estados de de-
sanollo 111, TV, V y VI,
Como se dijo anteriormente, durante el proceso

de oogénesis en el ovario de la rana Xenopus laevis se acumulan numerosos

nutrientes que serdn utilizados posteriormente durante el desarrollo em-
brionario. De tal forma es interesante estudiar la captacidn de glucosa
en oocitos de diferentes estados de desarrollo y el efecto de hCG sobre

este proceso.

En las figuras 6A y 6B se presentan los resulta
dos obtenidos al medir la captacidn de glucosa y de 3-0-metil glucosa en
oocitos de diferentes etapas de desarrollo y el efecto de hCG sobre este
proceso. Al comparar ambos azlicares es evidente que la captacidén de 3-0-
metil glucosa es sdlo el 50% de la captacidn de glucosa en todos los efec
tos celulares. Se observa que la captacidn basal de los glicidos aumenta
con el tamano de los ococitos hasta el estado V sufriendo una significati
va disminucidn en el estado VI. Esta disminucién se hace mads notable .en
las figuras 6C y 6D en las que se expresan los mismos resultados que en

6A y 6B, pero en funcién de la superficie de la membrana de los oocitos.



40

I

En la ordenada estd@ expresada la captacidn de los azficares en pmoles por
5 oocitos por mm2 de superficie celular. En estas figuras se puede ob-
servar que hCG produce una estimulacién muy significativa en la captacidn
de ambos glicidos en oocitos de todos los estados estudiados. En oocitos
del estado V se observa un menor incremento porcentual de la captacidn

de azlcares causado por hCG. Este fendmeno se debe posiblemente a que
son ésos los oocitos con mayor actividad de captacidén basal. Como se men
ciond al discutir la tabla I, es interesante que la hormona tenga efecto
sobre la captacidn de nutrientes de oocitos de estados intermedios de la
oogénesis dado que la misma hormona es incapaz de gatillar la maduracidn

meidtica en oocitos de estos estados.
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Figura 6
Egecto de hCG en La captacibn de azdcares por cocitos de estados de de-
sarvnollo 111, 1V, V y VI.
Se preincubaron grupos de 5 oocitos en Presencia (@) o ausencia (o) de
. 2 [14 J

100 UI/ml de hCG durante 30 minutos. Luego se agregd 5 pl de C

14 : !
- glucosa o [ C -3-0-metil glucosa 5 mM durante 30 minutos y se
midid la cantidad de azficar radiactivo incorporado al oocito como se in
dica en Métodos. En la figura 3A Yy 3B los resultados estdn expresados
en pmoles por 5 ococitos, y en las figuras 3C y 3D los resultados estin

: 2
expresados en pmoles por 5 oocitos pPOor mm .
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Captacion de glucosa y de 3-0-metil glucosa durante La maduracitn mel6ii
ca.

Se estudid la captacidn de glucosa y de 3-0-metil
glucosa en oocitos de estado VI de desarrollo, 2, 4, 6 y 8 horas después
de inducir la maduracidn meidtica con hCG o con progesterona.

En la figura 7A se observa que el estimulo ini-
cial producido por la hCG en la captacidn de ambos azlicares decrece drég
ticamente seis horas después de haber tratado los oocitos con esta hormo
na llegando incluso a niveles bajo los basales a las ocho horas de trata-
miento.

En la figura 7B se detallan los resultados obte
nidos al medir la captacidn de los mismos azficares en oocitos en proceso
de maduracidn gatillada por progesterona. Como ya se habia demostrado
esta hormona difiere de hCG en que no causa el estimulo inicial en la
entrada de los gllcidos pero en este caso también se observa la drastica
disminucidn en la captacidn de estos nutrientes a las seis horas.

Al estudiar la ruptura de la vesicula germinal
en estos mismosoocitos tratados con hCG y progesterona se pudo observar

que precisamente &sta ocurre entre las cuatro y las seis horas de trata
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miento hormonai (recuadro en la figura 7A) y por lo tanto coincide con
el cierre en la membrana celular a la captacidn de azicares.

Para verificar que la caida en la captacidn de
azlcares era causado por el proceso de maduracidén y no simplemente un re
sultado de la prolongada preincubacidn de los oocitos con la hormona se
repitid el experimento anterior haciendo una comparacidn en la captacidn
de glucosa en oocitos de estados V y VI, tratados con hCG y con proges-
terona.

En la figura 8A se observa que los oocitos de
estado V de desarrollo, que no sufren maduracidn en presencia de hCG, man
tienen el estimulo en la captacidén de glucosa causado por hCG Yy no su-
fren la caida en la entrada del azlicar que se observa en los oocitos
de estado VI que si maduran. En 8B se observa que el tratamiento con
progesterona produce una caida en la captacién de glucosa sdlo en los
oocitos de estado VI, no afectando las células de estado V que no son

susceptibles a madurar.
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Figura 7

Captacién de glucosa y de 3-0-metil glucosa durnante La maduraciin meil -

tiea.

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

ausencia (---) de 100 UI/ml de hCG(A), o progesterona 10_6M (B), en 3 ml

de solucidn salina. Después de 2, 4, 6 y 8 horas se midié 1la captaéién
14 & 1 ;

de C] -glucosa (0) 0 { CJ] -3-0O-metil glucosa (e), en grupos de 5

oocitos. En estos mismos tiempos se midid la maduracidn de los oocitos

restantes. La concentracién de ambos azlicares en el medio de incubacidn

era de 0,5 mM. Ambos ensayos se realizaron como se indica en los Mé&é -

todos.
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Figura 8

452 Captaciin de glucosa y de 3-0-metil glucosa durante La maduracidn melltica.
Se realizd el ensayo en las mismas condiciones descritas en la figura 7.

o o T ) . - 4 ;
Se midio la incorporacidn de (1 C] - glucosa en presencia (

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

y VI (o).



47

Efecto de hCG: en La Ancorporacién de glucosa a glicbgeno.

Como un estudio complementario se midid el efec
to de hCG sobre la incorporacidn de glucosa a glicdgeno.

Para ello se preincubaron los oocitos con glu
cosa radiactiva durante 30 minutos, se lavaron y luego se midié la incor
poracidn de glucosa a glicdgeno a los 30, 45 y 60 minutos desde que se
agregd la glucosa.

Se puede representar este experimento con él si

guiente esquema:

Lavado
Predincubacidn Ancubacdibn
* hCG 1 []4CJ = Gz@(l 1 ! 1
60 min. 0' 30! 45! 60'
$ t 4

Medicibn de glicbgeno

Se observd que, aunque existe un estimulo de
un 200% en la captacidn de glucosa, el porcentaje del azficar incorpo-

rado a glicdgeno a los 30, 45 y 60 minutos no varia mayormente entre
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los oocitos tratados con hCG y los oocitos controles, como se observa
en la tabla II.

Se realizd el mismo experimento anterior pero
esta vez se inyectaron los oocitos con glucosa radiactiva y se midid su
incorporacidn a glicdégeno después de 30 y 60 minutos. Como se observa en
la tabla III, tanto en oocitos preincubados con hCG como en oocitos con-
troles el 95 al 100% de la glucosa inyectada al ococito fue incorporada
a glicdgeno.

De estos dos experimentos podemos decir que
hCG no tiene efecto en la sintesis de glicdgeno dos horas después de

la preincubacidén con la hormona.
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Tabla IT
Efecto de hCG en La Lncorporacién de glucosa a gliclgeno.
Se preincubaron grupos de 5 ococitos de estado VI con 100 UI/ml de hCG du
rante 60 minutos. Luego se agregd P4C} - glucosa 5 mM y se midid’ la
captacidn de glucosa radiactiva a los 30 minutos. A este tiempo, la can
tidad de glucosa que entro al oocito fue de 1360 pmoles en ausencia de
hCG y de 4590 pmoles en presencia de hCG; ambos resultados corresponden
a cinco oocitos.

Se lavaron los oocitos y se midid la incorpora-
cion de glucosa a glicdgeno a los 30, 45 y 60 minutos, tal como se indica

en los Métodos. Cada resultado indica el promedio de tres ensayos y es-

ta expresado en pmoles por 5 oocitos.



TABLA I

EFECTO DE hCG EN LA INCORPORACION DE GLUCOSA A GLICOGENO

EN 00CITOS
TRATAMIENTO TIEMPO DE % DE GLUCOSA INYECTADA
INCUBAC ION INCORPORADA A GLICOGENO
(min.)
Control 30 96
60 95
+ hCG (100 UI/ml) 30 94
60 100

Se inyectaron grupos de 5 oocitos con[qu]-glucosa, 1 mM,
(4500 cpm por 5 oocitos), y se incubaron en presencia o
ausencia de 100 UlI/ml de hCG. Luego de 30 y 60 minutos se
midié la incorporacién de glucosa a glicSgeno, como se

indica en los Métodos.
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DISCUSION

Los resultados presentados en esta tesis mues-

tran claramente que los ococitos de Xenopus laevis poseen un sistema de

transporte de glucosa estimulable por las hormonas gonadotrdpicas hCG y
LH, que producen la maduracidn de los oocitos. La hCG también produce
un estimulo en la captacidn de 3-0-metil glucosa, el andlogo de gluco-
sa que no es metabolizado, lo que sugiere que el efecto de esta hormona
en la entrada de glucosa al ococito es independiente de la fosforilacidn
del azlcar. Podemos decir también que la entrada del azlcar al oocito
estd mediada por un sistema de transporte facilitado ya que la capta-
cidon de glucosa es inhibida por 3-0-metil glucosa y por florizina, mues
tra una cinética de saturacidn y es dependiente de la temperatura. E1
transporte de glucosa estimulado por la hormona muestra estas mismas
caracteristicas.

Hay varias evidencias que dan fundamento a la

idea de que el estimulo que produce la hCG en la captacidn de glucosa
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esta disociadé del proceso de maduracidn propiamente tal. La primera
evidencia estd dada por el hecho de que la progesterona que es un po-
tente inductor de lamaduracidn no produce estimulo en la captacidn de
glucosa. Mas importante alin seria el resultado que nos indica que hCG
podria estimular ococitos de tamafos intermedios ( III al V ) gue no son
capaces de madurar bajo la influencia de esta hormona. Ademds, estudios
similares realizados sobre la captacidn de aminodcidos (10) muestran

que ni la cicloheximida ni la teofilina, potentes inhibidores de ia
maduracidn, afectan el estimulo que produce la hCG sobre la captacidn
de nutrientes.

A pesar de estos datos, no podemos descartar
totalmente alguna relacién que podrian tener las gonadotropinas en
estos dos efectos sobre los oocitos. Es sugerente que sdlo las dos
hormonas gonadotrdpicas que producen maduracidn, hCG y LH, son las que
tienen efecto sobre el transporte de azilcares. Una hormona de estruc
tura muy semejante, como la FSH, y otra de comprobado efecto estimulan

te sobre el transporte de gllcidos en otros sistemas, como la insulina
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no tiene efecto sobre la maduracidn ni sobre la entrada de glucosa en
oocitos. Se podria sugerir, basindose en esto que el efecto de hCG y
LH sobre ambos procesos estaria mediado por los mismos receptores de
la membrana especificos para estas hormonas. Una vez que el complejo
hormona-receptor se hubiera formado los procesos podrian seguir caminos
divergentes.

El segundo fendmeno descrito en este trabajo
Y que consiste en la drastica caida en la captacidn de glucosa varias
horas después del tratamiento hormonal en oocitos crecidos (estado VI)
presenta caracteristicas muy diferentes. La evidencia indica que en
este caso el efecto hormonal observado estaria ligado al proceso mis-
mo de maduracidn. En primer término se ha establecido que ambas hormo-
nas, hCG y progesterona, causan una disminucidn en la captacidn de nu-
trientes y que este efecto ocurre al mismo tiempo que la ruptura de la
vesicula germinal. En segundo término se ha comprobado que los oocitos
de estado V, que son capaces de responder al estimulo inicial sobre el
transporte de glucosa causado por hCG y que no pueden madurar, no su-
fren la caida en la entrada de glucosa entre las seis y las ocho horas

de tratamiento hormonal.
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Tanto el estimulo producido por hCG inicialmen
te como la calda posterior en la captacidén de glucosa son efectos que no
parecen estar mediados por el metabolismo de glucosa, sino al parecer el
efecto se produciria en el mismoc sistema transportador a nivel de membra
na. El aumento de permeabilidad en las primeras horas de incubacién con
la hCG y la caida posterior son fendmenos que se han observado anterior
mente en la captacidn de aminodcidos y vitelecgenina (10 y 19). Estos
dos eventos podrian estar relacionados con los cambios fisioldgicos que
ocurren en el ococito en el ovario de la rana. Como ya se dijo, cuando
el oocito ha alcanzado el estado VI de desarrollo detiene su crecimiento
hasta recibir un estimulc hormonal a través de la sangre, proveniente
de la glandula pituitaria, que provoca la maduracidn y posteriormente la
ovulacidn. Pareceria conveniente que antes de ser liberado del ovario,
el oocito captara gran cantidad de material alimenticio para su desarro
1llo posterier. Por lo tanto es posible que el aumento inicial producido
por las hormonas gonadotrdpicas, hCG y LH, en la captacidn de nutrientes
tenga también un significado fisioldgico en el animal completo.

Por otra parte al ocurrir la maduracidn y la

ovulacidn el oocito es liberado del ovario al medio acuoso externo, del
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cual no recibird los nutrientes necesarios para su desarrollo, y que ade
mds puede tener compuestos daninos para la célula. El cierre casi total
de la membrana para el transporte de nutrientes al interior del oocito,
al ocurrir la maduracidn, y el recubrimiento del huevo con una capa de
gelatina, pueden ser por lo tanto necesidades fisioldgicas para la sobre-
vivencia del futuro embridn.

Es de interés mencionar que estudics preliminares

realizados en el laboratorio con el anfibio Gastrotheca riobambae, cuyos

embriones son cultivados en una bolsa de la cual reciben nutrientes, de-
muestran que en estos oocitos no ocurriria el cierre de la membrana du-
rante la maduraciodn.

Al medir la sintesis de glicdgeno en presencia
o en ausencia de hCG, se encontrd que la hormona no afecta el metabolis
mo de glucosa al menos en las dos primeras horas de incubacidén. Estos
resultados nos corroboran el hecho de que la hormona afecta principalmen
te el sistema transportador de glucosa aumentando la entrada del azlcar al
oocito. Sin embargo no seria posible con este método detectar una varia
cidn en otra via metabdlica del oocito dado que el porcentaje de glucosa

que se incorpora a glicdgeno es de alrededor de un 95%.
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Para una mejor comprensidn del mecanismo de ac
cidon de las hormonas gonadotrdpicas sobre el transporte de glucosa y -
otros nutrientes, deben hacerse estudios cinéticos complementarios, con
el fin de saber si la hormona afecta la afinidad del sistema de transpor
te o el nlmero de transportadores en la membrana. Esto se puede conocer
estudiando parametros cinéticos como KT Y Vmax. en el sistema de transpor
te. Es importante también hacer un estudio mas acabado del funcionamien
to del sistema transportador, estudiando el nimero de moléculas que‘se
unen a él.

Como ha sido establecido por varios autores, los
iones come calcio y sodio juegan un rol importante en el transporte @e glu
cosa y aminoadcidos. En estudios electrofisiolégicos realizados por Walla
ce se muestra que al separar el oocito del ovario su potencial de membra
na sufre una hiperpolarizacidn, este fendmeno no ocurre al inhibir el sis
tema transportador de sodio y de potasio por ouabaina (34). Por otro la-
do estudios realizados en el laboratorio muestran que al eliminar el po
tasio del medio de incubacidn se produce la maduracidén de los oocitos en

ausencia de hormona (35). Todos estos resultados, que muestran una impox
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tancia de los iones en la maduracidn de los oocitos, pueden tomarse como
base para estudiar la implicancia de los iones en el transporte de nutrien

tes en oocitos de Xenopus laevis.

Sin duda, sera también muy interesante para com
pletar los estudios ya realizados, y comprender mejor los fendmenos de
estimulo e inhibicidén en el transporte de nutrientes a través de la mem-
brana celular conocer acerca de las proteinas y los lipidos que compo-
nen la membrana del oocito y de los posibles cambios que ocurririan a e
te respecto durante la accidn hormonal.

Finalmente, seria de gran interés estudiar el
metabolismo de glucosa durante la maduracidn ya que este proceso involu

cra grandes cambios en la actividad celular.
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