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RESUMEN

Se estudid el efecto de la despolarizacidn con potasio
Y de la estimulacién colinérgica sobre el metabolismo de
fosfoinositidos en miotubos de rata en cultive primario.
Se mididé el efecto de estos estimulos sobre: a) la masa de
los’distintos isémeros de inositolpolifosfatos por HPLC con
derivatizacién complejométrica postcolumna, b) la masa de
Ins(1,4,5)P; por ensayo de desplazamiento de *H-Ins(1,4,5)P,
Y c) complementariamente se midieron los niveles de marca
de ’H-inositolfosfatos en cultivos premarcados con JH-
inositol.

Utilizando cualgquiera de 1las tres técnicas de
determinacién de inositolfosfatos se detectd un aumento
significativo y transitorio de los niveles de Ins(1,4,5)P,
(y adicionalmente de Ins(1,4)P, e InsP) entre los 2 segundos
(limite de resolucidn temporal del sistema) ¥y los &0
segundos post estimulacién. E1 aumento tempranoc de
inositolfosfatos inducido por despolarizacién resultd al
menos en parte independiente de la entrada de iones sodio
0 calcio a la célula o de un aumento de calcio citosdlico
Ya gque se obtuvo un aumento de Ins(1,4,5)P; con potasio en
presencia de rianodina, condicién en que no se registré
aumento significativo del calcio intracelular.

La estimulacién colinérgica también produjo un aumento

del recambio de fosfoinositidos. Carbacol estimuld 1la
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sintesis de inositolpolifosfatos, principalmente de InsP,
Ins(1,4)P;, Ins(1,4,5)P; e Ins(1,3,4,5,6)Ps. La sintesis de
Ins(1,4,5)P; inducida por carbacol fue visible a los 2
segundos y se sostuvo hasta los 6 minutos de estimulacién.
Nicotina indujo un aume;to rdpido y transitorio de
Ins(1,4,5)P; y de calcio citosélico; el aumento de
Ins(1,4,5)P, desaparecié al suprimir el sodio y el calcio
del medio de incubacidn; un efecto similar se obtuvo con
brevetoxina, un agonista de canales de sodio, sugiriendo
que la despolarizacién inducida por el flujo de entrada de
iones sodio seria responsable del aumento de Ins(1,4,5)P;.

Por otra parte, el efecto de carbacol fue antagonizado
parcialmente por besilato de atracurio y atropina y tanto
muscarina como oxotremorina M estimularon la sintesis de
Ins(1,4,5)P;. El efecto de muscarina fue antagonizado por
pirenzepina. La unién especifica del antagonista de alta
afinidad quinuclidilbenzilato a microsomas de miotubos de
rata mostré un miximo de 40 fmoles por mg de proteina y un
Ky £ 0.7 nM; estos qatos, junto al aumento de calcio
citosélico inducido por muscarina sugieren la coexistencia
de receptores nicotinicos y muscarinicos de tipo M, en estas
células.

Se concluye que existen 2 vias independientes de
estimulacién del metabolismo de inositolfosfatos en misculo

esquelético en cultive; una mediada por el potencial de

membrana y otra mediada por receptores muscarinicos.
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SUMMARY

The effect of potassium depolarization and cholinergic
stimulation on phosphoinositide metabolism was studied in rat
myotubes in primary culture. We measured: a) the mass of
inositolpolyphosphate isomers separated by HPLC with
complexometric postcolumn derivatization, b) the Ins(1,4,5)P,
mass by radioreceptor assay and c¢) the ’H-inositolphosphates
labelled from *H-inositol prelabelled cultures.

A transient potassium-induced increase of Ins(1,4,5)P,
(and alsc Ins(l1,4)P, and InsP) was detected after 2 to 60
seconds post stimulation using all three methods. Two seconds
was the resolution time limit of our experimental system. The
depolarization-induced inositolphosphates increase was at
least partly independent of sodium and calcium influx through
the corresponding ion channels because suppression of both
cations from the incubation medium did not prevent the
effect. Results are also coherent with a K*'-stimulating
effect partly independent from intracelullar calcium since we
measured depolarization-induced Ins(1,4,5)P; increase in the
presence of ryanodine, when ne cytosolic calcium increase was
detectable.

Cholinergic stimuli also increased phosphoinositide
turnover. Carbachol stimulated the inositolpolyphosphates
synthesis, mainly that of InsP, Ins(i,4)P,, Ins(1,4,5)P; and

Ins(1,3,4,5,6)P;. Carbachol-induced increase of Ins(1,4,5)P,
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INTRODUCCION.

A. El metabolismo de fosfolipidos de inositol como via de
transduccidén de sefiales: caracteristicas generales del
sistema. ‘

La llegada de un estimuloc exterior apropiado activa
receptores especificos en la superficie celular, gatillando
una cascada de sefiales intracelulares gue resultan finalmente
en la activacidén de un sistema efector y 1la consiguiente
expresidn o control de una respuesta especifica.

Diversos receptores que regulan el calcio intracelular
se encuentran acoplados al metabolismo de fosfolipidos de
inositol. Estos receptores activan la fosfoinositidasa ¢ (o
fosfolipasa C) via proteina G o via tirosina quinasa, directa
o indirectamente, para hidrolizar polifosfoinositidos,
preferentemente PIP, y generar Ins(1,4,5)P; y DAG. La molécula
de Ins(1,4,5)P; se une a un receptor intracelular liberando
calcio desde depdsitos intradelulares, mientras que DAG
activa una larga lista de isoenzimas de proteina quinasa C
que cataliza la fosforilacién de proteinas (Cockroft vy
Thomas, 1992; Berridge, 1993). La via de sintesis Y
reposicién del PIP, consumido durante el estimulo ocurre por
medio de gquinasas especificas que catalizan secuencialmente
la fosforilacién de PI y PIP, mientras gue la inactivacién

del Ins(1,4,5)P, neosintetizado suele ocurrir por

desfosforilaciones a cargo de fosfatasas gque lo degradan




sucesivamente hasta Ins(1,4)P,, Ins(4)P e inositol que es
reutilizado para 1la sintesis de PI. Otra forma de
inactivacidén de Ins(1,4,5)P; ocurre por fosforilacidén a cargo
de una quinasa que cataliza la formacidn de Ins(1,3,4,5)P, gque
puede ser posteriormente fosforilado o desfosforilado para
generar otros isdmeros (Hughes y Michell, 1993). El esquema
I proporciona una visién resumida del metabolismo de
fosfoinositidos, como resultado de numerosos estudios
realizados en diferentes sistemas experimentales. Cabe
sefialar por lo tanto gue la importancia relativa de las vias
metabélicas mencionadas varia dependiende del modelo de
estudio y que, mids aitin, en vista de 1la gran cantidad de
nuevos isémeros de inositolpolifosfatos identificados en

estos Gltimos afios, la existencia de otras vias no incluidas

en este esquema es claramente posible.

B. El metabolismo de fosfoinositides y la liberacién de
calcio en miisculo esquelédtico.

1. Sintesis y degradacidn de polifosfoinositidos e
inositolpolifosfatos en misculo esquelético.

El mlsculo esguelético cuenta con toda 1a maguinaria
bioguimica para la sintesis Y degradacién de segundos
mensajeros derivados de la hidrélisis de fosfoinositidos,
consistente en PI quinasa, PIP gquinasa, fosfolipasa C e
inositolfosfatasas; la actividad especifica de estas enzimas

es comparable con agquellas de otros sistemas celulares donde
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Ins(1,4,5)P; tiene una clara funcién reguladora del calcio
intracelular (Hidalgo y cols, 1986; Carrasco Yy cols, 1988;
Hidalgo y cols, 1990; Sanchez y cols, 1991; Asotra ¥ cols,
1991; Windhofer y cols, 1992; Carrasco Y cols, 1993). 8in
embargo, los eventos que promueven 1la hidrdlisis de
fosfoinositidos en misculo esgquelético no estan claramente
definidos, y su importancia fisioldégica tampoco esta
establecida.

En efecto, fracciones purificadas de membrana de
reticulo sarcoplasmitico y de tdbulo transversal de misculo
anfibio fosforilan PI  hasta PIP, mientras que 1la
fosforilacién de PIP hasta PIP, ocurre solo en el tGbulo
transversal (Hidalgo Y cols, 1986; Carrasco y cols, 1988;
Asotra y cols, 1991). La actividad de PIP gquinasa es maxima
a una concentracién de calcio del orden de 2 MM, similar a la
alcanzada durante 1la activacidén contractil, mientras que
disminuye a una concentracién de calcio submicromolar como la
que se supone en el misculo en reposo (Carrasco y cols,
1988) . Si esta propiedad se refleja in vivo, es posible
pensar que la velocidad de sintesis de PIP, pudiera estar
estimulada durante la contraccisn.

Existen pocos estudios directos sobre 1la actividad de
fosfolipasa C en misculo esquelético. Preparaciones de tibulo
transversal y de triadas, asi como fracciones solubles de

misculo esquelético de conejo y de rana hidrolizan PIP,

(Varsanyi y cols, 1989; Carrasco Y cols, 1993). En todos los




casos estudiados, la actividad es notoriamente estimulada por
calecio en el rango fisiolégico para PIP,, pudiendeo utilizar
ademds PIP y PI como sustratos a un pCa no fisiolégico
(Ssalviati y Betto, 1990; cCarrasco y cols, 1993; Windhofer y
cols, 1992),

Preparaciones de membrana sarcotubular Yy fracciones
solubles de mGsculo de conejo, asi como fracciones de tdbulo
transversal y de reticulo sarcoplasmitico de misculo anfibio
desfosforilan Ins(1,4,5)P, secuencialmente, con actividades
comparables a otros tejidos; en miisculo de conejo esta
actividad es sensible a cadnio Y 2,3-DPG. (Milani y cols,
1988; Sanchez y cols, 1991).

Respecto a la fosforilacién, en miasculo de cerdo se ha
descrito que Ins(1,4,5)P, se transforma en Ins(1,3,4,5)P;. La
actividad de esta 3 quinasa es estimulada por calcio vy
calmodulina en analogia a lo descrito para otros sistemas
(Foster, 1994).

Por dltimo, los datos sobre proteinas G en mfisculo
esquelético son solo preliminares. El reticulo
sarcoplasmatico y el tnibulc transversal de masculo de conejo
Yy de rana expresan varias proteinas G (Scherer y cols, 1987;
Toutant y cols, 1988; cCarrasco Y cols, 1993), y en miotubos
de pollo, la produccién de inositolfosfatos es estimulada por
GTP-y-S (Haggblad y Heilbronn, 1988). Sin embargo, ninguno de
estos hallazgos permite concluir que existe alguna proteina

G que regule directamente el metabolismo de fosfoinositidos.




2, Potencial de membrana y metabolismo de fosfoinositidos.

La célula de misculo esquelético es un sistema excitable
que responde a la despolarizacidn liberando calcio desde los
depdsitos intracelulares y generando contraccidn (Martonosi,
1984). Por otra parte la actividad eléctrica del misculo en
desarrollo parece tener una funcién en el control de la
miogénesis, proceso en el que la elevacién del calcio
mioplasmico constituye un paso esencial (Wakelam, 1985;
Entwistle y cols, 1988). Estos hechos plantearon la necesidad
de investigar la relacién entre potencial de membrana y
metabolismo de fosfoinositidos.

La linea de evidencia gue sugiere que el potencial de
membrana regula el metabolismo de fosfoinositidos puede
resumirse en los siguientes puntos:

i} Aumento de la incorporacién de po, a PI en fibra muscular
aislada y despolarizada con potasio (Novotny y cols, 1978) .
ii) Aumento de los niveles de *H-Ins(1,4,5)P, por estimulacidn
tetanica de corta duracién en fibra muscular aislada (Vergara
Yy cols, 1985) y disminucidén de los niveles de *P-PIP, con un
procedimiente similar (Lagos y Vergara, 1990).

iii) Aumento de 1la masa de Ins(1,4,5)P; y de otros
inositolpolifosfatos en misculo estimulado tetanicamente
(Mayr y Thiekeczek, 1991).

iv) Aumento de 1la incorporacién de *H-inositol a PI e
inositolfosfatos y disminucién de la marca en DIP Yy PIP, en

msculo anfibio despolarizado con potasio. Aumento de 1la




marca de PIP y PIP, en este mismoc sistema premarcado por
tiempos cortos (Dong y cols, 1892).

La produccién de inositolpolifosfatos promovida por
despolarizacidén se ha estudiado en otros sistemas como
células adrenales de bovino (Sasakawa y cols, 1989),
preparacidén de sinaptosomas de cobayo (Audigier y cols,
1988), ganglios y cortes de cerebro de rata (Bone y Michell,
1985; Kendall y Nahorsky, 1984) Yy mGsculo cardiaco (Poggioli
Y cols, 1985) entre otros. En ganglio, la respuesta parece
estar mediada por 1la liberacién de acetilcolina Y un
neuropéptido no identificade (Bone Y Michell, 1985). En
cortes de cerebro la respuesta es altamente dependiente de la
activacién de canales sensibles a voltaje ya que antagonistas
de estos canales o la supresién del calcio del medio de
incubacién anulan el efecto (Kendall y Nahorsky, 1984). En la
preparacidén sinaptosomas, la sensibilidad de la respuesta a
blequeadores del canal de sodio como tetrodotoxina, y a
estimuladores del flujo de entrada de sodio como veratridina
sugieren que la apertura de estos canales tendria un efecto
importante sobre la hidrélisis de fosfoinositidos pero no
permiten descartar un efecto directo de 1la despolarizacién
posiblemente promovida por el flujo iénico (Gusovsky y cols,
1986) .

Se distinguen al menos tres tipos de corrientes de
calcio activadas por voltaje en misculo esquelético: una

corriente de activacién rapida y transitoria insensible a




dihidropiridinas, similar a las corrientes tipo T (Beam y
cols, 1986), una corriente de activacién rdpida pero
sostenida, también insensible a dihidropiridinas (Cota vy
Stefani, 1986), y una corriente de activacién lenta sensible
a dihidropiridinas o de tipo L, caracteristica de msculo
esquelético (Donaldson y Bean, 1983; Beam y cols, 1986,
Cognard y cols, 1986), todas distinguibles por su cinética,
dependencia de potencial y farmacologia. Sin embargo la
funcién del calcio extracelular en la contraccidn muscular es
materia de controversia: no parece necesario para la sacudida
muscular y\o liberacién de calcio en 1la fibra muscular
estimulada eléctricamente (Armstrong y cols, 1972), pero
afecta al menos parcialmente la contractura inducida por
potasio (Dulhunty y cCage, 1988; Avila-Sakar y cols, 1986).
Por otra parte, existen canales de sodio presentes en
membrana tubular y de superficie (Jaimovich, 1986), gue
propagan el potencial de accién a lo largo de la fibra
muscular; manipulaciones que disminuyen las corrientes de
sodio como su reemplazo por colina o 1la aplicacién de
tetrodotoxina disminuyen la tensién generada tetdnicamente
(Allard y Rougier, 1992). La influencia de estos flujos
idénicos sobre el metabolismo de fosfoinositidos como fendémeno

concomitante a la contraccién muscular se desconoce.




3. Farmacologia del metabolismo de fosfoinositidos en
miscule esquelético.

En misculo esquelético, 1a descripcién de efectos
mediados por receptores sobre el metabolismo de
fosfoinositidos es escasa y superficial. Estudios en células
en cultive o fibras musculares jintactas sugieren que la
estimulacién de receptores o—adrenérgicos, colinérgicos de
tipo nicotinico, de vasopresina (V,) y purinérgicos promueven
la hidrélisis de fosfoinositidos (Schadewalt y cols, 1987;
Adamo y cols, 1985; Wakelam vy cols, 1987; Haggblad b4
Heilbronn, 1988). Sin embargo, el mecanismo por medio del
cual estos receptores putativos estimulan 1la fosfolipasa C,
asi como su significado fisioldgico son desconocidos. En
miotubos de rata, factores gque promueven ila elevacidn de los
niveles de AMP ciclico como forskolina producen un aumento
paralelo de la sintesis de inositolesfosfato,sugiriendo una
intercomunicacidn entre ambas vias de transduccién (Laufer y
Changeux, 1989).

4. Rol fisjioldgico de Ins(1,4,5)P; en misculo esquelético.

En misculo esquelético, la funcién exacta de Ins(1,4,5)p,
en la regulacién del calcio citosélico, la contracecisén
muscular o la fusién de los mioblastos para formar miotubos
maduros no estd esclarecida (Foster, 1994; wakelam, 1985).

La linea de evidencia que sugiere una funcién mediadora
de Ins(1,4,5)P; en el acoplamiento E.C. se resume asi:

i) Contraccién de fibras musculares peladas inducida por




Ins(1,4,5)P; y liberacién de calcio desde cisternas terminales
aisladas (Volpe y cols, 1985; Vergara y cols, 1985).

ii) Activacién de canales de calclo inducida por Ins(1l,4,5)P;
en vesiculas de reticulo sarcoplasmadtico fusionadas en
bicapas planas (Suarez-Isla y cols, 1988).

iii) Liberacién de calcio inducida por Ins(1,4,5)P; en fibras
permeabilizadas (Rojas y Jaimovich, 1990). Este efecto es
antagonizado por blogqueadores de canales de calcio como rojo
de rutenio.

iv) Estimulacién del recambio de fosfoinositidos al
despolarizar fibras musculares, citados previamente en esta
introducecidén (Vergara y cols, 1985; Lagos y Vergara, 1990;
Novotny y cols, 1978; Dong y cols, 1992; Mayr y Thieleczek,
1991).

En conflicto con estos datos estd el hecho de que en
misculo esguelético, de las dos especies de canales de calcio
intracelulares, el receptor de InsP; y el receptor de
ryanodina, solo se ha podido demostrar la existencia de este
Gltimo (Foster, 1994). De hecho, en un estudioc preliminar,
solo se pudo detectar un sitio de unidén de baja afinidad para
Ins(1,4,5)P; (Ky = 0.1 pM) en cisternas terminales (Rojas e
Hidalgo, 1990). Sin embargo es posible que tanto la afinidad
como la sensibilidad del receptor putative de Ins(1,4,5)P;
dependan del estade de polarizacién de la fibra muscular
(Donaldson y cols, 1988), como lo sugiere la liberacidén de

calcio promovida por Ins(1,4,5)P; solo en fibra pelada o
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i) Contraccién de fibras musculares peladas inducida por
Ins(1,4,5)P; y liberacion de calcio desde cisternas terminales
aisladas (Volpe y cols, 1985; Vergara y cols, 1985).

ii) Activacidn de canales de calcio inducida por Ins(1,4,5)P,
en vesiculas de reticulo sarcoplasmatico fusionadas en
bicapas planas (Suarez-Isla y cols, 1988).

iii) Liberacién de calcio inducida por Ins(1,4,5)P; en fibras
permeabilizadas (Rojas y Jaimovich, 1990). Este efecto es
antagonizado por blogueadores de canales de calcio como rojo
de rutenio.

iv) Estimulacién del recambio de fosfoinositidos al
despolarizar fibras musculares, citados previamente en esta
introduccién (Vergara y cols, 1985; Lagos y Vergara, 1990;
Novotny y cols, 1978; Dong y cols, 1992; Mayr y Thieleczek,
1991).

En conflicto con estos datos estd el hecho de gue en
misculo esquelético, de las dos especies de canales de calcio
intracelulares, el receptor de InsP; y’ el receptor de
rianodina, solo se ha podido demostrar la existencia de este
Gltimo (Foster, 1994). De hecho, en un estudioc preliminar,
solo se pudo detectar un sitio de unién de baja afinidad para
Ins(1,4,5)P, (Ky = 0.1 uM} en cisternas terminales (Rojas e
Hidalgo, 1990). Sin embargo es posible que tanto la afinidad
como la sensibilidad del receptor putativo de Ins(1,4,5)P,
dependan del estado de polarizacidén de la fibra muscular

(Donaldson y cols, 1988), como lo sugiere la liberacién de
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y cols, 1990).

v) Reactivacién de la fusidn previamente blogueada con
inhibidores de la sintesis de prostaglandina E;, al estimular
mioblastos con carbacol o al despolarizar con potasio
(Entwistle y cols, 1988). Como se mencionara previamente,
ambos estimulos promueven el recambio de fosfoinositidos
(Adamo y cols, 1985; Dong y cols, 1992).

En términos generales, la diferenciacién muscular es un
proceso multifactorial y en su modulacidn concurren midltiples
vias de sefializacidn intracelular, posiblemente controladas
no solo por la actividad eléctrica de la célula sino también
por la activacién de muchos receptores que se expresan en el
curso del proceso mismo. La hidrdlisis de fosfoinoisitidos
controlada por potencial de membrana o por otro tipo de
receptores permanece por 1o tanto como una interrogante

abierta en miisculo esquelético.

C. El modelo de estudio: los miotubos de rata en cultivo
primario.

El modelo de estudic de esta tesis es el cultivo
primario de misculo esquelético de rata. Los mioblastos de
rata en cultivo primario siguen espontdneamente el curso de
la miogénesis, fusionidndose para formar miotubos maduros y
contractiles bajo condiciones de cultivo adecuadas,
presentando sarcdémeros, +tidbulos transversales y reticulo
sarcopiasmético con una argquitectura molecular similar a la

fibra entera (Flucher y cols, 1991). Durante este periodo el
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potencial de reposo se hace progresivamente mds negativo,
variando desde -10 mV en mioblastos de 48 horas hasta -40 a -
50 mV en miotubos maduros de 6 a 9 dias de cultivo (Ritchie
y Fambrough, 1975). Bajo estas condiciones, los miotubos
maduros expresan varios de los marcadores moleculares tipicos
de mGsculo esquelético: receptores de dihidropiridinas y
corrientes de calcio rapidas y lentas (Cognard y cols, 1986),
corrientes de sodio sensibles a tetrodotoxina (Frelin y cols,
1984), receptores de acetilcolina de tipo nicotinico ¥y
miosina (Inestroza, 1982); estas células responden con un
aumento rapido de calcio citosdlico a la despolarizacién
(Jaimovich y Rojas, 1994).

Desde el punto de vista de los estudios biogquimicos del
metabolismo de fosfoinositidos gue se propone realizar a
continuacién, el cultivo primario de miotubos de rata
constituye un modelo de célula intacta adecuado, permitiendo
un fécil control del estimulo aplicado por cédpsula y su
distribucién homogénea sobre la poblacién celular por

tratarse de una monocapa de células.
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OBJETIVOS.

De acuerdo con los antecedentes proporcionados en la
introduccién, los objetivos gue se plantean en esta tesis
son:

a) Conocer la masa de Ins(1,4,5)P; y de sus metabolitos en
miotubos en miotubos de rata en cultivo primario.

b) Estudiar el efecto de la despolarizacidn con potasio sobre
el metabolismo de fosfoinositidos en células de miisculo
esquelético en cultivo primario, con especial énfasis en la
produccién de Ins(1,4,5)P;.

c) Estudiar el efecto de la estimulacién colinérgica sobre el
metabolismo de fosfoinositidos. Se propone evaluar el efecto
de agonistas y antagonistas colinérgicos muscarinicos y
nicotinicos sobre la sintesis de inositolfosfatos,
principalmente Ins(1,4,5)P;.

d) Evaluar la participacién de sodio y calcio sobre 1los
efectos observados al despolarizar o estimular receptores
colinérgicos.

e) Plantear un mecanismo de estimulacidén y vias de sintesis
y degradacidn de inositolesfosfato y polifosfoinositidos que
integren los efectos observados por accién del potencial de

membrana y la activacién de receptores colinérgicos.
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MATERIALES Y METODOS.

En términos generales, las técnicas utilizadas en esta
tesis se encontraban montadas parcial o totalmente en el
Departamento de Fisiologia y Biofisica de 1la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile (caso del andlisis de
inositolfosfatos por cromatografia en Dowex-formiato y 1la
determinacién de Ins(1,4,5)P; por ensayo de radiorreceptor)
o en el Institut fiir Physiologische Chemie de la Ruhr-
Universitdt, en Bochum, Alemania (caso del analisis de
inositolfosfatos por HPLC) y tuvieron que ser adaptadas para
su utilizacidén en el andlisis de muestras procedentes de

células en cultivo.

A. Reactivos y animales de experimentacidn.

Tris-HC1l, HEPES, EDTA, EGTA, 2-mercaptoetanol, sacarosa,
glucosa, PPO, POPOP, colagenasa (tipo V), carbacol, nicotina,
muscarina, atropina, seroalbiimina de bovino (fraccién V),
acido fitico fueron obtenidos de Sigma Chemical Co.

Oxotremorina M, pirenzepina, 4-DAMP Y
guinuclidilbenzilato se obtuvieron de Research Biochemicals
International.

4-(2-piridilazo) resorcinol, metanol, amoniaco, formiato
de amonio, acido percldrico, acido tricloroacético, acido
féormico y las sales y acidos orgénicos e inorganicos grado

analitico de uso frecuente se adgquirieron de E. Merck A.G.
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Fluo3-AM se obtuvo de Molecular Probes Inc.

Los trazadores radiactivos mio(2-°H)-inositol (86
Ci/mmol), D-mio(2-°H)-inositol l-monofosfato (1 Ci/mmol), D-
mio{2-’H) -inositol 1,4-bisfosfato, D-mio(2-°H)-inositol 1,4,5-
trisfosfato (1 cCi/mmol) y D-mio(2-°H)-inositol 1,3,4,5-
tetrakisfosfato (1 Ci/mmol) se adguirieron de Amersham. D-
mio(2~’H)-inositol 1,4,5-trisfosfato (21 Ci/mmol) y L-(°H)-
Quinuclidilbenzilato (43.5 Ci/mmol)} se obtuvieron de New
England Nuclear.

Los estandares Ins(1,4)P,, Ins(1,4,5)P,;, Ins(1,3,4,5)P,,
Ins(1,3,4,5,6)Ps, Fru(l,6)P, se obtuvieron de Boehringer
Mannheim (FRG). Otros estédndares de inositolfosfatos se
obtuvieron a partir de un hidrolizado parcial de acido fitico
fraccionado por cromatografia de intercambioc anidnico en Q~
sefarosa (Pharmacia/LKB, 200 cm x 1.5 cm) y analizado segfn
lo descrito por Phillippy v cols (1987).

Acido clorhidrico grado HPLC se obtuvo de Baker.
Trietanolamina se obtuvo de Serva (Heidelberg, FRG).

La columna de intercambio aniénico Mono Q@ HR 5/5 se
obtuvo de Pharmacia/LKB).

La resina de intercambio aniénico Dowex-formiato AG 1-X8
(100-200 mesh) se obtuvo de Bio-Rad.

Las ratas neonatas utilizadas para la preparacién de
cultivos primarios de misculo esquelético fueron de la cepa
Sprague~Dawley, a excepcidén de los experimentos de

determinacién de inositoles fosfato por HPLC que se
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realizaron a partir de cultivos primarios obtenidos de

animales de la cepa Wistar.

B. Técnicas de cultivo.
1. Cultivo primario de miisculo esquelético de rata.

Se utilizé una combinacién de los métodos descritos por
Kikodoro (1980) y Ruffolo y cols. (1978). Resumiendo, ratas
neonatas (0-24 horas) se sacrificaron por decapitacién,
obteniéndose células de las extremidades posteriores de los
animales por diseccidn fina y disgregacién mecénica del
tejido muscular en un volumen pequefio de una solucidén estéril
de composicién 137 mM NaCl, 3 mM KCl, 0.17 mM Na,HPO,, 0.22 mM
KH,PO; pH 7.2 (solucién PBSA). El1l tejido muscular finamente
disgregado se sometid a digestién enzimdtica en 8 ml de 0.2
% p/v colagenasa en PBSA durante 10-15 minutos con agitacién
suave, deteniendo la reaccién por adicién de igual volumen de
medio de cultivo DMEM/Ham Fi2 (1:1 v/v), 10 % suero bovino,
2.5 % suero fetal, 15 mM Hepes (pH 7.2), 100 ng/l de
penicilina, 50 mg/l de estreptomicina y 2.5 mg/l de
anfotericina B (medic completo); el tejido parcialmente
digerido se filtré por mallas de nytex, y las células,
colectadas por centrifugacidén, se resuspendieron en 10 ml de
este mismo medio de cultivo y se transfirieron por 10 minutos
a cépsulas Petri de 150 mm con el fin de limpiar parcialmente
la suspensién celular de los fibroblastos gque habitualmente

sedimentan y se adhieren m&s répido. El sobrenadante de la
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transferencia en placas se contdé utilizando el test de
exclusién de azul tripan y se sembrdé a una densidad inicial
de 3.5-5 x 10° células por cépsula de 35 mm, 6-9 x 10° células
por céapsula de 60 mm (sobre cubreobjetos circulares para los
experimentos de microscopia confocal) & 2-3 x 10% células por
cdpsula de 150 mm, en medio completo. Entre el tercer Yy
cuarto dia de cultivo, los fibroblastos remanentes se
eliminaron por adicién de citosina arabindsido (10 uM final)
por 36 horas. Finalmente, este medio se reemplazd por medio
de cultivo fresco sin citosina arabinésido y 1.8 % suero
bovino fetal. Las células se mantuvieron en un incubador a 36
°c, en una atmésfera con 10 % de CO, y 100 % de humedad. Bajo
estas condiciones, se obtuve miotubos contréctiles con una

pureza estimada superior al 90 % alrededor del sexto dia.

2. cultivo primario de fibroblastos de rata.

Para obtener fibroblastos de rata en cultivo primario,
se utilizé una variacidén de la técnica recién descrita, que
permite la seleccién casi exclusiva de fibroblastos. La
modificacién consistié en sembrar las células colectadas
luego de la digestién enzimatica y filtracidén, sin preplaqueo
previo, a baja densidad inicial, (2.5 X 10° células por
cdpsula de 60 mm) y omitir el tratamiento posterior con
citosina arabinésido. El resto del procedimiento es idéntico

al descrito previamente para obtener miotubos de rata.
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C. Incorporacién de marca radiactiva en inositolpolifosfatos.

Para la marcacién de cultivos con ’H-inositol el medio
completo con citosina arabindésido se reemplazd por medio Ham-
F10, con 10 % de suero bovino, 1.8 % de suero bovino fetal,
15 mM Hepes (pH 7.2), 100 mg/l de penicilina, 50 mg/l de
estreptomicina, 2.5 mg/l de anfotericina By 2.5 ucCi/nl de ’H-
inositol, incubando a 36 °C por los tiempos indicados en cada

experimento.

D. Estimulacidén del metabolismo de fosfoinositidos vy

determinacidén de inositolfosfatos.

1. Estimulacidn del metabolismo de fosfoinositidos.

Células de mGsculo esquelético de rata en cultivo
primario de 7 dias se lavaron y preincubaron por 20 minutos
con una solucidén conteniendo 58 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 3 mM
cacl,, 1.2 mM MgSO,;, 1.2 mM NaH,PO,, 0.5 mM EDTA, 60 mM LicCl,
10 mM glucosa y 20 mM Hepes pH 7.4 (solucién de reposo
estandar) a temperatura ambiente. Luego se aplicaron las
condiciones de estimulacién cambiando la solucién de reposo
por una solucién de KCl elevado (desde 15 hasta 82 mM segflin
lo indicado en cada experimento) con reduccién equimolar de
NaCl y/o de LiCl o por solucién de reposo est&ndar
conteniendo carbacol, nicotina, muscarina, oxotremorina o
brevetoxina a la concentracién y por los tiempos indicados en

cada experimento. Para ensayar el efecto de la supresién del
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calcio extracelular sobre los estimuleos aplicados, 1la
solucién de reposo estdndar se reemplazd por una solucién de
reposo sin calcio 2-3 minutos antes de la estimulacidn. El
NaCl se elevd a 62.5 mM en la solucién de reposo sin calcio
y a 20.2 mM en la soluciénh de despolarizacién sin calcio,
para conservar la osmolaridad; también se realizaron
experimentos de supresién del calcio extracelular utilizando
0.1 mM EGTA como quelante; la concentracidén de calcio libre-
bajo condiciones estadndar y de supresién de calcio con 0.5 mM
EDTA, calculadas por medio del programa computacional CATLIG
(Goldstein, 1979) fue de 2.5 mM y 0.18 pM (estimando 30 uM de
calcio contaminante en el agua destilada) respectivamente,
mientras que la concentracidén calculada en los experimentos
con 0.1 mM EGTA fue de 0.61 nM. La concentracidén de calcio
libre verificada con electrodos de calcio en los medios sin
calcio exdgeno fue de 0.17 uM y 0.12 uM respectivamente. De
manera andloga, el efecto de 1la supresién del sodio
extracelular se ensayd® por reemplazo egquimolar de NaCl por
cloruro de celina (soluciones de reposo y de despolarizacién
sin sodio). Para ensayar el efecto de antagonistas
colinérgicos o bloqueadores de canales idnicos sobre los
estimulos aplicados, el antagonista se adiciondé durante la
preincubacién a la solucién de reposo correspondiente, 4
minutos antes de la aplicacidn del estimulo, a excepcidédn de
pirenzepina y 4-DAMP que se aplicaron sclo 2 minutos antes de

estimular las células, considerando esta condicidén como un
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control adicional. En estos experimentos, una vez removida la
solucién de reposo con el antagonista, el estimulo
(despolarizacién o adicién de agonista) se aplicd siempre
conjuntamente con el antagonista para evitar su
desplazamiento del receptor por dilucién.

La reaccidén se detuvo por aspiracidén rédpida del medio de
estimulacidn, adicidén de 0.8 M acido perclérico & 10 % acido
tricloroacético y congelamiento rapido con nitrégenc liguido.
Se dejd descongelar en hielo el extracto celular de acido
perclérico o de acido tricloroacético, se sonicé por 20
segundos y se centrifugé a 800 x g por 10 minutos,
transfiriendo el sobrenadante acido a otro tubo para el
posterior andlisis de inositoles fosfato.

2. Separacion de inositolfosfatos por cromatografia de
intercambic aniénico en Dowex-formiato.

El extracto celular soluble de acido percléricoe
conteniendo los inositolfosfatos tritiados se neutralizd
hasta pH 6.0 con una solucién de KOH 2M, MES 0.1M, EDTA 15
mM, separando el precipitadoc de perclorato de potasio
resultante por centrifugacidn a 800 x g durante 5 minutos.
Posteriormente =se procedid a la separacién de los
inositolfosfatos por cromatografia en Dowex-formiato segiin lo
descrito por Downes y Michell (1981) y Biden y cols (1987).
El extracto soluble neutralizado se ajustd a un volumen final
de 5 ml y a una concentracién final de inositol frio de 5 mM,

midiendo la radiactividad en una alicucta de 250 ul del
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extracto soluble total y cargando el remanente en una columna
rellena con 1.7 ml de Dowex-formiato (1-X8 AG, 100-200 mesh,
Bio-Rad) previamente calibrada con est&ndares de ‘H-Ins, ’H-
Ins(1)P, *H-Ins(1,4)P,, ’H-Ins(1,4,5)P; y *H-Ins(1,3,4,5)P;.y
equilibrada con 5 mM inositol. La columna se eluyd 4 veces
con 5 ml de cada una de las siguientes soluciones: 5 mM
inositol, 60 mM formiato de sodio/5 mM tetraborato de sodio,
0.2 M formiato de amonio/ 0.1 M acido férmico, 0.4 M formiato
de amonio/ 0.1 M acido férmico, 0.8 M formiato de amonic/0.1
M acido férmico y 1.5 M formiato de amonio/ 0.1 M acido
férmico. Finalmente, se midié la radiactividad
correspondiente a cada fraccidn en un contador de centelleo
ligquido. La radiactividad recuperada en cada  fraccién de
inositolfosfato se normalizé respecto a la radiactividad
total recuperada en el extracto soluble y los resultados se
expresaron como porcentaje con respecto a la condicién de
reposo o centrol.

3. Determinaciém de masa de Ins(1,4,5)P; por ensayo de
desplazamiento de3H-Ins(1,4,S)3,en membranas de cerebelo de
rata o ensayo de radiorreceptor.

Se utilizdé la técnica descrita por Bredt y cols. (1989)
con leves modificaciones, consistente en un ensayo de
desplazamiento de 3H-Ins(1,4,5)P3 previamente ligado a
receptores especificos presentes en membranas de cerebelo de

rata por accidn de Ins(1,4,5)P; frioc procedente de estédndares

o de muestras bioldgicas.
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3.1. Preparacidén de membranas de cerebeloc de rata.

Se obtuvo el cerebelo de 2 a 4 ratas macho, estos se
pesarch y resuspendieron en 30 volGmenes (p/v) de una
solucidédn compuesta por 50 mM tris-HCl pH 7.7, 1 mM EDTA y 1
mM 2-mercaptoetanol (solucién A) y se homogeneizaron por 5 a
10 pasadas en Potter con vastago de vidrio. El1 homogeneizado
se centrifugd a 20.000 x g durante 15 minutos y el pellet se
lavé con igual volumen de solucién A, y se volvid a
centrifugar por 3 veces. En la dltima centrifugacién el
pellet se resuspendid en la mitad del volumen original en 50
mM tris-HCl1 pH 7.7, 1 mM EDTA, 1 mM 2-mercaptoetanol y 0.3 M
sacarosa. Se mididé la concentracién de proteina y 1la
preparacién se guardd congelada en alicuotas a -80°C hasta su
uso.

3.2. Ensayo de radiorreceptor.

El ensayo se realizé en un volumen final de 500 ul de
una mezcla conteniendo: 50 mM tris—-HCl1 pH 8.4, 1 mM EDTA, 1
mM 2-mercaptoetanol, 1.6 nM *H-Ins(1,4,5)P, (1.67 x 107%uci) y
250 pl de extracto soluble neutralizado; esta mezcla se
princubd por 5 minutos en hielo y la reaccidén se inicié por
adicidn de 150 ug de proteina de cerebelo, incubando en hielo
por otros 30 minutos. En cada serie de ensayos se realizaron
tubos conteniendo 2 uM final de Ins(1,4,5)P, frio para
determinar la unidén inespecifica, y tubos sin Ins(1,4,5)P,;
frio ni muestra para determinar la unién maxima de 3H~

Ins(1,4,5)P; a las membranas. En cada preparacidén se realizé
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una curva de calibracidén con Ins(1,4,5)P; frio entre 2.5 nM
Yy 120 nM. La reaccién se detuvo por centrifugacién a 1000 x
g durante 5 minutos, aspirando cuidadosamente el sobrenadante
y resuspendiendo el pellet de membranas en 50 ul de 10 % SDS,
para medir su radiactividad por centelleo liguido.

4. Determinacién de inositolpolifosfatos por HPLC con
derivatizacién complejométrica postcolumna.

Se utilizé la técnica descrita por Mayr (1990) con leves
modificaciones. Esta técnica consiste en la formacién de un
complejo entre los inositolpolifosfatos separados en una
columna de intercambio aniénico tipo Mono-Q y el metal de
transicién itrio, en presencia de un indicador colorimétrico
cuya absorbancia a 546 nm cuando estid formando un compleijo
con itrio, cambia al ser desplazado por la formarcidn de un
nuevo complejo entre un determinado inositolfosfato y el
itrio, siendo el cambio de absorbancia proporcional al grado
de complejamiento producido.

4.1. Preparacidon de la muestra.

En este caso la reaccidn de estimulacién de las células
se detuvo por adicidén de 10 % acido tricloroacético y
congelamiento con N; liquide, ya que esta metodologia mejora
la posterior recuperacién de los inositolpolifosfatos
superiores (InsPs; e InsP;). Una vez descongelado, el extracto
celular se sonicd por 15 segundos y centrifugd a 800 x g por
106 minutos, resuspendiendo el pellet en 1M KOH para

determinacién de proteinas. El sobrenadante se incubd a 40°C
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por 20 minutos para destruir la fosfocreatina presente en el
extracto y potencialmente interferente con el anidlisis
cromatogrifico y luego se transfirié a un tubo conteniendo
1/100 de volumen de 0.1 M NaF, 0.02 M EDTA realizando 5
extracciones con 5 volGmenes de &ter dietilico hasta pH 4.0-
5.0 vy liofilizando a sequedad. El liofilizado se resuspendid
en 500 pl de 1 mM EDTA, 5 mM NaF ajustando nuevamente el pH
a 5.0 con acido acético. Se realizaron 3 extracciones con 40
£l de una suspensidén de 20 % de carbdén activado en 0.1 M NacCl
Yy una vez mas el extracto se liofilizé a sequedad.
Finalmente, previo a la inyeccidén se resuspendid en 1.1 ml de
una solucién filtrada de 2.5 mM acetato de sodio, 1 mM NaF.
4.2. Analisis por HPLC,

Se utilizdé una columna Mono Q HR 20/5 con una precolumna
Mono Q HR 5/5 (Pharmacia/LKB) y un gradiente céncavo desde
0.2 mM HCl, 15 pM ¥YCl; hasta 0.5 M HCl, 15 uM ¥Cl, a un flujo
de 1iml/min, controlado por una bomba inteligente Pharmacia
2150 y un controlador Pharmacia 2152 (Pharmacia/LKB). La
solucién de derivatizacién conteniendo 1.6 M trietanolamina-
HC1 pH 9.0, 300 uM 2-piridilazo resorcinol se inyecté por una
segunda bomba a un flujo de 0.5 ml/min a una cdmara de mezcla
a la salida de la columna a contar del minuto 9 del gradiente
cuya duracidén total fue de 75 minutos. Se mididé paralelamente
la absqrbancié a 280 nm f a 546 nm (con inversién de la
polaridad en este caso) usando dos detectores en linea con el

sistema registrando los cromatogramas resultantes en un
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integrador de 2 canales Shimadzu CR5A. Cada serie de andlisis
cromatogrdficos fue antecedida por 5 inyecciones de una
dilucién seriada de un estindar de hidrolizado parcial de
acido fitico de composicién conocida conteniendo la méas
concentrada de ellas entre 39 y 1970 pnoles de los siguientes
izsdmeros de inositoles fosfato: Ins(1,3)P,, Ins(l,4)P;,
Ins(1,3,5)P;, Ins(1,3,4)P,, Ins(1,4,5)P;, Ins(1,5,6)P;,
Ins(4,5,6)P,;, Ins(1,2,3,5)P,, Ins(1,2,3,4)P,, Ins(1,2,4,5)P,,
Ins(1,3,4,5)P,, Ins(1,2,5,6)P;, Ins(2,4,5,6)P,, Ins(1,4,5,6)P,,
ins(1,2,4,5,6)Ps, Ins(1,2,3,4,5)P;, Ins(1,3,4,5,6)P; e InsP.
La inyeccidén de esta dilucidn seriada se utilizé para
realizar la cuantificacidn mediante una curva de calibracién
individual para cada isémero, mediante un ajuste no lineal y
substraccidén de linea base por medio del programa HPLC (Mayr,

datos sin publicar).

E. Determinacidon de la variacién de calcio citosdlico.

La variacién de calcio citosdlico se midid determinando
los cambios de fluorescencia por microscopia confocal
(microscopio Carl Zeiss de la central de equipamiento mayor
de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile) en
células cargadas con Fluo3d. Las células se incubaron por 30
minutos a 37 °C en solucidén de reposo esténdar conteniendo 5.4
LM Fluo3-AM (stock preparado en acido plurénico 20%-DMSO).
La membrana celular es permeable al colorante esterificado

que es convertido a su forma libre por esterasas enddgenas.
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Los cubreobjetos con células se montaron en una cémara
plastica de 1 ml de capacidad y se excitaron usando un rayo
laser de argdén a 488 nm de longitud de onda, colectando las
imAgenes fluorescentes con el sistema de aguisicidén de datos

del equipo.

F. Ligamen de *H~QNB a fraccidén microsomal de miotubos de rata

en cultivo primario.

1. Preparacidén de fraccidén microsomal.

Las células se lavaron 3 veces con un tampdén conteniendo
1 mM EDTA, 0.25 M glucosa y 20 mM Tris-HCl pH 7.4, raspadas
en presencia de 300 gl del mismo tampdn por cépsula de 60 mm,
Yy homogenelizadas mediante 10-20 pasadas en Potter con vastago
de tefldn. El extracto total fue centrifugado a 1.000 X g por
10 minutos y el sobrenadante de esta centrifugacién fue
vuelto a centrifugar a 5.000 x g por otros 10 minutos.
Finalmente el segundo sobrenadante fue centrifugado a 100.000
X g por 60 minutos descartando el sobrenadante vy
resuspendiendo el pellet de microsomas en el tampdn de
homogeneizacién.
2. Ligamen de “H-QNB.

El ensayo. se realizd en 1 ml final de solucién de
ligamen de composicién 118 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 1.8 mM CacCl,,
1.2 mM MgSO, y 20 mM Hepes-tris pH 7.4, conteniendo

adicionalmente 0.1-10 nM *H-QNB en presencia y en ausencia de
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1 M QNB. La reaccién se inicid por adicidén de 500 ug de
fraccidédn microsomal, incubando 60 minutos a temperatura
ambiente. Luego, se filtraron en duplicado 400 ul de 1la
mezcla de reaccién en filtros Whatman GF/B lavande 2 veces
con 2.5 ml de solucién de ligamen fria y contando 1la

radiactividad retenida en los filtros.

G. Determinacidn del potencial de membrana.

El potencial de membrana se midié utilizando un
microelectrodo con KCl acoplado a un amplificador y a un
osciloscopio de acuerdo a lo descrito en técnicas
electrofisioldgicas esténdar (Halliwell y Whitaker, 1987). La
determinacién se realizé usando concentraciones crecientes de
KC1l con reduccidn equimolar de NaCl de acuerdoc a lo descrito
previamente, registrando los potenciales estables bajo estas
condiciones en células tomadas de al menos 2 preparaciones
independientes, y verificando la reversién de los valores
registrados en células despolarizadas al volver a ponerlas en
contacto con la solucidén de reposo.

Alternativamente, se utilizd la técnica de registro de
voltaje con fijacién de corriente (current clamp) seglGn 1lo
descrito por Hamill y cols (1981) utilizando una solucidn de
registro intracelular constituida por 110 mM KCl, 1 mM CacCl,,
1 mM MgCl,, 10 mM Hepes-NaOH pH 6.9, 11 mM EGTA-KOH, 10 mM

glucosa.
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H. Cuantificacidédn de los productes radiactivos.

La radiactividad de las fracciones orgédnicas y de los
productos extraidos de placas cromatogrdficas se midié en un
contador de centelleo liguido Tracor con 5 ml de una solucidn
de centelleos compuesta por 4 g de PPO, 0.1 g de POPOP por
litro de tolueno mis medio litro de arcopal.

" La radiactividad del pellet de membranas resuspendido en
SDS proveniente de los ensayos de radiorreceptor se contd en
5 ml de solucidn de centelleos mas 0.5 ml de agua destilada.

La marca de las fracciones acucsas provenientes del
eluido de la cromatografia en Dowex-formiato se midié tomando
alicuoctas de 2 ml y se contd en 10 ml de solucidn de
centelleos. La radiactividad -del extracto soluble total
proveniente de células marcadas con ‘H-inositol se midid en
una alicuota de 250 pl ajustada a 2 ml con inositol 5 mM

utilizando 10 ml de solucién de centelleos.

I. Determinacién de proteinas.
La determinacidn de proteinas se realizé segin el método

descrito por Hartree (1972).

J. Tratamiento estadistico de los resultados.
El andlisis de significancia de los resultados obtenidos
ge llevdé a cabo por medio del test de Student (Freund and

Walpole, 1980}.
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REBULTADOS.

A. Determinacidén de masa de isomeros de inositolfoszfatos por
HPLC en células de miiscule esquelético de rata en cultivo

primario.

Las figuras 1 A y B muestran el andlisis por HPLC de un
hidrolizado de d&cido fitico de composicidén conocida utilizado
como estindar y del extracto soluble de un cultive primario
en condicién de reposo. El sistema resolvié una mezcla
compleja de iﬁositolpolifosfatos desde InsP, hasta InsPs (1
A). La tabla 1 presenta un resumen de la masa de los
distintos isdmeros de inositolfosfatos detectados mediante
esta técnica en cultivos primarios en condicidén de reposo.
Ins(1,4)P,, Ins(1,4,5)P;, Ins(1,3,4,5,6)P; e InsP; fueron las
especies detectadas en mayor cantidad. Otras especies,
descritas en cantidades menores en misculo esquelético adulto
(Mayr y Thieleczek, 1991), como Ins(1,3)P,, Ins(1,3,5)P; e
ins(1,2,5,6)P; no fueron detectadas:.en un nGmero suficiente

de andlisis como para ser consideradas significativas.

B. Determinacidén de masa de Ins(1,4,5)P; por ensayo de

desplazamiento de "H-InsP,.

Puesto gue de los cuatro metabolitos mas abundantes

Ins(1,4)P,, Ins(1,3,4,5,6)Ps, Ins(1,4,5)P; e InsP,, Ins(l,4,5)PF;

T
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Figura 1. AnSlisig de inositolpolifosfatpos por HPLC con derivatizacidn post-—
columna. E1 andlisis cromatogrifico se realizd utilizando una columna Mono Q y

un gradiente desde 0.2 mM hasta 0.5 M HCl segiin lo indlcado en Materiales y
Métodos. A. Hidrolizado parcial de Acldo fitico utilizade como esténdar. B.
Extracto soluble de cultivo primarioc de miotubos de rata de 7 dias bajo condicién
de repogo. La muestra, eguivalente a 5 mg de proteina celular se prepard para el

anAlisis segln lo descrito en Materiales y Métodos.
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COMPUESTO MASA
Ins—(1,4)-P, 32.4 + 8.0 (n=7)
Fru-(1,6)-p, 1002 + 506 (n=12)
Pirofosfato >0.5 x 10% (n=11)

' 2,3-DPG 424 + 245 (n=12)
Ins-(1,3,4)-P; 10.3 + 3.3 (n=7)
Ins—(1,4,5)-P; 68.1 + 16.8 (n=10)
Ins-(4,5,6)-P; 9.0 + 4.7 (n=10)
Ins-(1,3,4,6)-P, 7.4 £ 2.4 (n=7)
Ins-(1,3,4,5)-P, 5.5 4+ 3.3 (n=10)
Ins-(1,4,5,6)~P, 19.4 + 10.7 (n=11)
Ins-{1,2,4,5,6)-P;s 16.4 + 6.5 (n=9)
Ins-(1,3,4,5,6)-P; 53.9 + 17.6 (n=10)
InspP, 153.2 + 29.0 (n=11)

Tabla 1. Masa de inositolfosfatos y de otros compuestos

fosforilados detectada por HPI.C en miotubos de rata en
cultivo primario. Los valores (pmoles\mg de proteina celular)
corresponden a promedio + desviacién estédndar para el nlmero
de andlisis indicado entre paréntesis. Las determinaciones se
realizaron en cultivos en condicidn de reposo, llevando a
cabo el experimento y las determinaciones segln lo descrito
en materiales y métodos. Se omiten aguellos compuestos que
fueron detectables en menos de 7 andlisis.
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presenta una importancia central como producto directo de la
hidrélisis de PIP, y como potencial mensajero quimico, se
recurrié a un ensayo de ligamen y desplazamiento de 3H-
Ins(1,4,5)P; a membranas de cerebelo.

La figura 2 muestra una curva de calibracidén estéandar
para un ensayo de desplazamiento de H-Ins(1,4,5)P,; unido a
receptores especificos de membrana de cerebelo de rata usando
concentraciones crecientes de Ins(1,4,5)P; frio. El1 método
detectd satisfactoriamente cantidades en el rango de 2 a 25
pmoles totales de inositoltrisfosfato. Su sensibilidad, més
alta que la registrada por HPLC (sobre 30 pmoles), permitid
mediciones individuales de Ins(1,4,5)P; en células cultivadas
en cipsulas pequefias (60 mm de di&metro)}, y fue el método de
eleccidn para experimentos que reguirieron mayor nimero de
determinaciones. Un estudio realizado sobre una poblacién
amplia (29 cultivos, 83 mediciones) reveld claramente una
distribucién bifasica de los niveles basales de Ins(1l,4,5)P;,
con un 72 % de las muestras en el rango de 9 ~ 50 pmoles de
Ins(1,4,5)P; por mg de proteina celular (media: 28.4 + 10.6)
y un 28 % de ellas con niveles basales mayores de 50 pmoles
por mg de proteina celular (media: 82.6 + 17.6); 18 de 21
cultivos (85 %) que presentaron basales en el range bajo 50
pmoles por mg de proteina celular respondieron a potasio con
un aumento de Ins(1,4,5)P; (ver mds adelante), mientras gue
solo 3 de 8 (37 %) de los cultivos con basales en el rango

alto respondieron positivamerite.
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Figura 2. Curva esténdar de desplazamiento de *H-Ins(1.,4.5)P, por agccidn de

B 4,51P, frio en membranas de_ cerebeleo de rata. Se incubarcn 150 upg de
proteina de cerebelo con 1.6 n¥ final de ’H-Ins{1,4,5)P; (1.67 x 10?7 yciy y con
2-120 nM Ins(1,4,5)P; frio de acuerdo con lo descrito en Materiales y Mé&todos.
Se midid la radiactividad unida a la fraccién de membranas y se expresd como %
de unién con respecto al total.
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Se evalud si la diferencia entre la masa de Ins(1,4,5)P;
detectada por HPLC y adquella detectada por ensayo de
radiorreceptor podia ser atribuida a una diferencia en los
valores de proteina celular, Yya dque en el primer caso
(medicién por HPLC), con el fin de medir fosfoinositidos, el
pellet celular se sometid a una extraccién orgénica de los
fosfolipidos antes de la medicidn de proteinas, mientras que
en el segundo caso (medicién por ensayo de radiorreceptory},
se midieron las proteinas resultantes inmediatamente después
de la recuperacidén del pellet celular resultante de la
precipitacién acida. Se detectd una diferencia significativa
en las proteinas celulares recuperadas desde capsulas de 60
mm por ambos métodos: 230 + 17 pg (n = 5) al realizar la
extracciédn orgadnica vs. 406 % 17 pg (n = 5) sin extraccidn.
si se corrige la masa de Ins(1,4,5)P; detectada por HPLC por
este factor el valor de reposo resultante por esta

4+ 9.5 pmoles por mg de proteina

metodologia seria de 38.6
celular. Por otra parte, un estudio acerca del grado de
dispersién de la masa de Ins(1,4,5)P; corregida, en 21
capsulas de 7 cultivos independientes, mostrd 4 cultivos con
pasales en el range de 25 ~ 50 pmoles por mg de proteina
celular (promedio corregido: 35.0 + 7.1) de los cuales 3
respondieron con un aumento de Ins(1,4,5)P; a la
despolarizacién y 3 cultivos con basales sobre 50 pmoles por
mg de proteina celular (promedio corregido: 64.9 + 7.3) de

los cuales solo 1 presentd respuesta a potasio. EL conjunto
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de datos sugiere que el rango basal de Ins(l1l,4,5)P; bajo 50
prmoles por mg de proteina celular es el gue presenta
relevancia para este estudio y los valores obtenidos con
ambos métodos (28.4 + 10.6, 21 cultivos, 60 mediciones y 35.0
+ 7.1, 4 cultivos, 12 mediciones) no difieren

significativamente.

C. Incorporacién de marca radiactiva en cultivos celulares

de misculo esquelético.

La marcacidén especifica en células vivas de los
metabolitos derivados de inositol con *H-inositol constituyé
una aproximacién metodolégica secundaria para corroborar el
efecto de algunos estimulos sobre inositolmonofosfato e
inositolfosfatos totales. Este enfoque no permite conocer los
niveles de los compuestos marcados en términos de masa pero
permite una estimacién porcentual de 1las variaciones
observadas con respecto a una condicién control.

El perfil de separacién de una mezcla de estandares de
InsP, Ins(1,4)P,, Ins(1,4,5)P, e Ins(l1,3,4,5)P,;, 1luego de
cromatografia en Dowex-formiato resolvié claramente InsP de
Ins(1,4)P, pero solo mostrd resolucidén parcial entre
Ins(1,4)P;, Ins(i,4,5)P; e Ins(1,3,4,5)P, (datos no mostrados).
Por esta razdn los resultados utilizando esta metodologia de
separacién se expresan como InsP e InsP, totales (InsP + InsP,

+ InsP; + Insp,).
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La figura 3 A muestra la incorporacién de marca en el
extracto soluble total, mientras gue la figura 3 B muestra la
incorporacién en InsP y en InsP, totales. Ia maxima
incorporacidén de marca se alcanza alrededor de las 40 horas.
Alrededor de un 85 % de 1la marca final se recuperd como
jnositol 1libre, en tanto gue un 5.3 % y un 5.4% se
recuperaron como InsP e {InsP, + InsP; + InsP;)
respectivamente, correspondiendo la suma de ambos (10.7%) a
InsP, totales. El aumento de incorporacién de marca en
inositolfosfatos mantuvo buena correlacidn con el aumento de
la marca en fosfoinositidos, PI, PIP y PIP, {(datos no
mostrados). Como rutina, los experimentos de marcacién con *H-
inositol se realizaron incubando por 48 horas con el

trazador.

D. Determinacién del potencial de membrana bajo condicién

de reposo y de despolarizacién con potasio.

Puesto que uno de los objetivos de esta tesis consiste
estudiar el efecto de la despolarizacidn con potasio sobre el
metabolismo de fosfoinositidos, se mididé el potencial de
membrana bajo condicién de reposo y de despolarizacién con
potasio en los miotubos de rata en cultivo primario.

El potencial de reposo medido con microelectrodos en los
miotubos de rata diferenciados (1.8 % de suero fetal), fue de

aproximadamente -40 mV (rango -36 a —-64 mV). Como se observa
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Figura 3. Incorporacidn de JH-inogitol sobre ineositolfosfatos de miotubos de
rata. Células de 5 dias de cultivo se incubaron con 2.5 uCi/ml de medio a 36 °C,
deteniendo la reaccién con 0.8 M PCA y analizando la distribucién de la marca
luege de neutralizacién y cromatografia en Dowex-formiato segiin lo indicado en
Materiales y Métodos. Cada punto representa el promedio y el error estédndar de
un experimento realizado por triplicado.
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en la figura 4 este valor disminuyd gradualmente con la
concentracién de potasio hasta alrededor de -10 mv a 47 mM
potasio. El reemplazo de Licl por NaCl en la solucidn de
reposc no cambid sustancialmente el valor observado
inicialmente midiéndose un promedio de -43 mV bajo estas
condiciones.

' Un resultado similar se obtuvo de la medicidn realizada
mediante la técnica de fijacién de corriente, midiéndose
entre -40 mV y -47 mV bajo condicidén de reposo, -15 mV a 47

mM potasio y +1 mV a 83 mM potasio.

g. EBfecto de la despolarizacidén con potasio sobre el

metabolismo de fosfoinositidos en cultivos celulares.

1. Determinacién de isdmeros de inositolpolifosfatos por HPLC
en células despolarizadas con potasio.

En primer lugar se identificaron los isémeros de
inositolfosfatos que cambian en respuesta a la
despolarizacidn. La despolarizacién con 47 mM potasio produjo
un aumento temprano en la masa de Ins(1,4)P; e Ins(1,4,5)P;,
a los 4 segundos de despolarizacién; este aumento atn
resultaba visible luego de 60 segundos de estimulo (figura 5
A). Los niveles de Ins(1,3,4,5)P, e Ins(1,4,5,6)P, no variaron
significativamente (figura 5 B); tampoco variaron los niveles

de Ins(1,3,4,5,6)P; e InsP, (Figura 5 C).
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Figura 4. Efecto de la congentracién extracelular de potasico sobre el potencial
de membrana en miotubog de rata. Se midid el potencial de membrana en mlotubos
de rata de acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos. Los simbolos vacios con
linea continua representan el promedio # desviacién esténdar de las
determinaciones directas realizadas con microelectrodos intracelulares para un
minimo de 10 células individuales y un mé&ximo de 28 tomadas de dos cultivos
independientes, mientras que los simbolos llenos con la linea punteada
representan el promedio de duplicados de mediciones realizadas fijacidn de
corriente usando sellos de alta resistencia en configuracidn célula entera.




2. Efecto de la despolarizacién con potasio sobre los niveles
de Ins(l1,4,5)P; medidos por ensayo de radiorreceptor.

Puestc ¢que al despolarizar con potasio solo se
detectaron cambios significativos en la masa de Ins(1,4)P; e
Ins(1l,4,5)P;, se midié el efecto de distintas concentraciones
de potasio sobre los niveles de Ins(1,4,5)P; determinados
mediénte ensayo de radiorreceptor (Figura 6). El aumento de
Ins(1,4,5)P; inducido por 4 segundos de despolarizacidn con
potasio fue significativo alrededor de 20 mlM potasio,
ajustadndose a una distribucién de Boltzmann gque se saturd
alrededor de los 40 mM potésio en analogia a lo observado
para el calcio citosdlico (Jaimovich y Rojas, 1994),
sugiriendo como indicada la concentracidén 47 'mM potasio
utilizada en los experimentos de despolarizacidn esténdar. Al
medir los niveles de Ins(1,4,5)P,; por ensayo de radiorreceptor
en miotubos despolarizados con 47 mM potasio (figura 7) se
observé un aumento temprano de Ins(1,4,5)P;, a los 2 segundos
de despolarizacidén (véase el recuadro en la figura 7), gue
constituyd el 1limite de resolucién temporal del sistema
experimental utilizado. A tiempos de despolarizacidn largos
(6 minutos), no se observaron cambios significativos. El
efecto estimulante de 47 mM potasio también se observd
midiendo los niveles de *H-InsP y ’H-InsP, totales provenientes
de miotubos premarcados con ‘H-inositol (Figura 8), mientras

gque solo se observd un leve aumento o falta de cambios

glgnificativos en la marca de PIP, (datos no mostrados).
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Figura 5. Masa de isdmeros de inositolpolifosfatos en miotubos de rata
despolarizados con potasio. Las c&lulas se preincubaron en solucitn de reposo
durante 20 minutos, se despolarizaron con 47 mM potasio por los tiempos
indicados, y el extracto soluble se analizd por HPLC segln lo descrito en
Materiales y Métodos. Cada punto representa el promedio * desviacidn esténdar de
un minimo de 3 andlisis y un méximo de 10. (*, p<0,002 y p<0.05; test de
Student).
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Fiqura 6. Efecto de la concentracidn de potasio extracelular sobre losg niveles
de 1Ins(1,4,5)P,. Las células se preincubarcon en solucidén de reposo y 86

despolarizaron usando las sigulentes concentraclones milimolares de potasio
externo: 4.7 (control), 15, 22, 30, 47, 63 y 83. La reaccidn se detuvo a los 4
segundos con 0.8 M PCA frio y el extracto soluble se analizd por ensayo de
radiorreceptor segiin lo indicado en Materiales y Métodos. Los simbolos
representan el promedio y el error estindar de triplicados provenientes de 2
experimentos independientes.
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Fiqura 7. Efecto de 1la_ despolarizacidén con potasjio sobre los niveles de
Ing(1,4.5)P, en miotubos de rata en cultivo primario. Las células se preincubaron
por 20 minutos en solucidén de reposo, se despolarizaron con 47 mM potasio bajo
condicién estindar y se determind la masa de Ins(1,4,5)P; en el extracto soluble
por ensayo de radiorreceptor. Cada punto corresponde al promedio + desviacidn
estindar de 3 experimentos realizados por triplicado. (*, p<0.00]1; test de
Btudent}.




3. Influencia del calcio extracelular.

La supresién del calcio extracelular no previno el
aumento temprano de Ins(1,4,5)P; inducido por potasio (figura
9) . El aumento méximo expresado en términos de porcentaje con
respecto al basal presentd solo pequefias diferencias con
respecto a la condicidn estandar: 399 + 1 % en presencia de
calcio externc y 339 + 60 % en ausencia de calcio agregado.
De hecho los niveles de Ins(1,4,5)P; basales en ausencia de
calcio, tomados de 12 céapsulas provenientes de otros 5
cultivos independientes no variaron sustancialmente con
respecto a la condicién estandar promediando 24.3 % 9.2
pmoles por mg de proteina celular. Por otra parte, tamponando
el calcio con EGTA se obtuvo un basal de 24.6 + 5.7 pmoles
por mg de proteina celular (3 cultivos) y un valor de 57.4 %
10.7 pmoles por mg de proteina celular a los 5 segundos de
despolarizacidn; este Gltimo valor no difiere
significativamente de los 70.7 & 3.1 pmoles por mg de
proteina celular observados al despolarizar por 5 segundos en
presencia de calcio. A tiempos de despolarizacién largos (6
minutos), tampoco se observaron diferencias significativas
con respecto a la condicién de reposo. En analogia a lo
observado bajo condicidn estéandar, los niveles de *H-InsP y
3y-InsP, totales provenientes de miotubos premarcados con *H-
inositol también fueron estimulados por 47 mM potasio en
ausencia de calcio extracelular (figura 10}, y solo se vid un

jeve aumento o ausencia de cambios significativos en la marca
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Figura B. Efecto de la despolarizacidn con potasioc sobre *H-InsP {(A) y ‘H-InsP,
totaleg (B) en miotubos de rata en cultiveo primario. Las cé&lulas sa preincubaron
con solucidn de reposo, se despolarizaron con 47 mM potasio por los tiempos
indicados, y la marca correspondiente a cada inositolfosfato se cuantificd luego
de cromatografia del extracto soluble en Dowex-formiato msegin lo descrito en
Materialee y Métodos. Cada punto rapresenta el promedio i desviaclén esténdar de
3 expsrimentoe independientes realizados en triplicado (&, p<0.001; +, p<0Q.01 y

%, p<0.05; test de Student).
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Figura 9. Efecto_de 1la despolarizacién con potagio sobre los niveles de
Ins(1.4,5)P, en ausencia de calcio extracelular. Las células se preincubaron por
18 minutos en solucidn de reposo estindar y luego por 2 minutos en solucidn de
reposo sin calcio. Luego se despolarizaron con 47 mM potasic sin calcio agregado
y se midié el Ins(1,4,5)P; en el extracto soluble por ensayo de radiorreceptor
segn lo indicado en Materiales y Métodos. Los valores corresponden al promedio
y la desviacién esténdar de 3 experimentos por triplicado (*, p<0.001 ¥y &,
p<0.02, test de Student). En el recuadro con escala ampliada se representan el
efecto normallzado de potasio baje condiclones esténdar mostrado en la figura
anterior y el efecto sin calcio agregado de esta figura.
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de polifosfoinositidos (datos no mostrados).
4. Efecto de la liberacidn de calcio intracelular.

La preincubacidén de mictubos con rianodina en presencia
de EGTA y ausencia de calcio en el medic extracelular permite
el vaciamiento de los depdsitos de calcio intracelulares e
inhibe una liberacién posterior inducida por potasio (Figura
11, recuadro; Coronado y cols, 1994). Bajo estas condiciones
se produjo un aumento de los niveles de Ins(1,4,5)P,; basales
Y una respuesta adicional al despolarizar con potasio (figura
11), lo gque sugiere gue el aumento de Ins(1,4,5)P; es
parcialmente independiente de la liberacién de calcio, aungue
esta Gltima seria capaz de producir una respuesta per se.

5. Evaluacidén de la influencia del flujo de entrada de iones
sodio.

Uno de los objetivos planteados inicialmente es 1la
evaluacién de la participacién del flujo de entrada de iones
sodio sobre el metabolismo de fosfoinositidos. El experimento
de la figura 12 muestra que el agonista de canales de sodio
brevetoxina indujo un aumento transitorio de alrededor 2 a 3
veces en los niveles de Ins(1,4,5)P; en tiempos de 10 a 15
segundos. El efecto fue blogueado por tetrodotoxina (figura
13) confirmando un efecto via canales de sodio. Sin embargo,
pese a que el reemplazo de iones sodio por colina también
previno la accidén de brevetoxina, no tuve el mismo efecto

sobre la estimulacién de la sintesis de Ins(1,4,5)P; mediada

por potasio (figura 14} sugiriendo un efecte via
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eélulas se preincubaron con soluciédn de reposo, se despolarizaron con 47 mM
potasio en ausencia de calcio agregado en el medio, y la marca de cada
incsitolfosfato se midié luego de cromatografia del extracto soluble en Dowex-
formiato segin lo descrito en Materiales Yy Métodos. Cada punto representa el
promedio * desviacién estindar de 3 experimentos independientes realizades en
triplicade. (&, p<0.01 y ¥, p<0.05; test de Student).

Figura 10. Efecto de la despolarizacién con potasio en augencia de calcio sobre
H-InsP (A) v 'H-InsP, totales (B) en miotubos de rata en cultivo primario.
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Figura 11. Efecto de la despolarizacién con potasio en presencia de rianodina y
ausencia de calcio extracelular. Las células se prelncubaron por 10 minutos en
solucién de reposc esténdar y luego 2 minutos més en solucidén de reposo con EGTA
y sin calcio. Luego se pometieron a cada una de las siguientes situaciones
experimentales: a) 4 segundos de reposo o despolarizacidn con EGTA (las 2 barras
de la izquierda), b) 4 segundos de despolarizacién con EGTA seguidos de & minutos
en solucién de reposc con EGTA y rianodina, y finalmente 4 megundos en solucidn
de repoeo o despolarizacién con EGTA y rianodina (las 2 barras de la derecha).
La reaccidn se detuvo con 0.8 M PCA y el Ins(l,4,5)P, se midid por ensayo de
radiorreceptor de acuerdo a Materiales y Mé&todeos. Cada barra representa el
promedio y desviacién est&ndar de 3 determinaciones en duplicado o triplicado.
(&, p<0.01 y *, p<0.05, test de Student); las figuras del recuadrc muestran la
fluorescencia de calclo citosflico al despelarizar con EGTA en ausencia (traze
gpuperior) y en presencia deé rianodina (trazo inferior) respectivamente.
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Figura 12. Efecto de Brevetoxina scbre la maga de Ins(l1,4,5)P, en miotubos de
rata en_ cultivo primario. Las cé&lulas preincubadas en solucién de reposo se

estimularon con brevetoxina (1 uM final en solucidén de reposo) por los tiempos
indicados, midiendo la masa de Ins(1,4,5)P, por ensayo de radiorreceptor segin
lo indicado en Materlales y MEtodos. Cada punto corresponde al promedioc +
desviacidn esténdar de 3 experimentos realizados por triplicade (¥, p<0.02; test
de Studenti.
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Figura 13. Efecto de tetrodotoxina sobre el aumento de Ins(1,4,5)B, inducido pox
brevetoxina. Miotubos de rata en cultivo primario preincubados en solucién de
reposc se estimularon por 10 segundos con 1 uM brevetoxina en presencia o en
ausencia de tetrodotoxina (1 uM final), midiendo la masa de Ins{l,4,5)P, por
ensayo de radloreceptor de acuerdo con lo indicado en Materiales y Métodos. Cada
barra representa el promedio + desviacidn estdndar de 3 experimentos por
triplicade (*; p<0.01; test de Btudent).




despolarizacién en lugar de un efecto directo de sodio. Dosis
similares de brevetoxina (0.3 - 1.2 pM) despolarizan el
midsculo diafragmatico de rata y células de ﬂeuroblastoma,
efecto parcialmente revertido por 0.4 pgM tetrodotoxina en el

Gltimo caso (Desphande y col, 1993; Sheridan y Adler, 1989).

F. Efecto de la estimunlacién colinérgica sobre el
metabolismo de fosfoinositidos.
1. Efecto de carbacol sobre inositolfosfatos.

Las figuras 15 A, B y C muestran el efecto de 100 uM
carbacol sobre los niveles de Ins(1,4)P, - Ins(1,4,5)P,
Ins(1,3,4,5)P; - Ins(1,4,5,6)P; e Ins(1,3,4,5,6)Ps =~ InsP,
respectivamente. Concentraciones entre 30 y 100 uM producen
efecto maximo en una serie de otros tejidos como misculo
liso, cerebre y nervio vago (Salmon y Bolton, 1988; Eva y
Costa, 1986; Sierro y col, 1992; Sasaguri y Watson, 1988). En
los miotubos, esta dosis de carbacol produjo un aumento
significativo de Ins(1,4)P, a tiempos largos (6 minutos) de
incubacién mientras que el aumento de Ins(1,4,5)P; fue visible
tanto a tiempos cortos (6 segundos) como a tiempos largos (6
minutos) de incubacién con el agonista. No se registraron
aumentos significativos en la serie de los InsP; ni en InspP,,
detectandose sin embargo un aumento pequefio  pero
significative en Ins(1,3,4,5,6)Ps a los 6 minutos de-
estimulacidn.

La figura 16 muestra el efecto de 100 uM carbacol sobre
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Figura 14. Efecto de la supresién del sodioc sobre la sintesis de Ins(l1,4,5)P,
inducida_ por potasio o brevetoxina. Miotubos de rata en cultive primario se
preincubaron en solucidn de reposo estindar y luego en solucidén de reposo sin
sodio (reemplazeo equimolar por clorurec de colina), siendo estimulados con 1 uM
brevetoxina & 47 mM potasio en ausencia de sodio, por 10 y 5 segundos
respectivamente. Se midié la masa de Ins{1,4,5)P, por ensayo de radiorreceptor
Begfin lo descrito en Materiales y Métodos. Cada barra representa el promedio #
desviacién esténdar de 3 experimentos independientes realizados por triplicado
{*, p<0.01; test de Student).
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Figura 15. Masa de inositolpolifosfatos en miotubos de rata estimulados_co
carbacol. Las célulias se preicubaron en solucién de reposo y luego se estimularon
con carbacol (100 uM final) por los tiempos indicados, analizando el contenido
de inositolpolifosfatos por HPLC en el extracto soluble de acuerdc a lo descrito
en Materiales y Métodos. Cada barra representa el promedio * desviacidn estandar
para un minimo de 3 anflisis y un miximo de 12 (*, p<0.005 y p<0.05; test de
Student),
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los niveles de 1Ins(1,4,5)P; medido por ensayo de
radiorreceptor. El aumento primario observado fue
significativo a los 2 segundos, alcanzandc un maAximo poco
después del minuto de incubacién, que se sostuvo a los 6
minutos de exposicién al agonista. La aplicacién de carbacol
sobre miotubos premarcados con *H-inositol produjo un aumento
temprano y sostenido de *H~InsP y ’H-InsP, totales, similar al
observado previamente sobre Ins(l,4,5}P; (figura 17), gque no
se acompafi® de cambios significativos en 1la marca de
polifosfoinositidos (datos no mostrados}.

2. Efecto de atropina y tracrium sobre 1la estimulacién
mediada por carbacol.

Se evalud la sensibilidad del efecto mediado porx
carbacol a la accién de besilato de atracurio (o tracrium),
un blogueador neuromuscular no despolarizante de los
receptores nicotinicos (Miller y col, 1984), y a atropina, un
antagonista de los receptores de tipo muscarinico, utilizando
miotubos premarcados con *H-inositol.

Las figuras 18 A y B nuestran el efecto de estos agentes
sobre la produccién de inositolfosfatos estimulados por 6
minutos con carbacol. Atropina produjo un blogueo total del
efecto maximo de carbacol en InsP e InsP, totales, tracrium en
cambio, produjo un bloqueo parcial del efecto, (48 % y 31 %
de estimulacidn en presencia del antagonista, contra 110 % y
124 % en ausencia del antagonista respectivamente), pese a

gque la concentracién 10 pM utilizada es casl 10 veces mayor
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Figura 16. Efecto de carbacol sobre la masa de Ins{l,4.5)P, en miotubos de ratsa.
Las cé&lulae se preincubaron en solucidén de reposo y luego se estimularon con
carbacol (100 uM final), determinando la masa de Ine(l,4,5}P, por ensayo de
radiorreceptor en el extracto soluble de acuerdo a Materiales y Métodos. Cada
punto representa el promedio % desviacién estédndar de 3 sexperimentos
independientes por duplicado o triplicado (*, p<0.01; test de Student).
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Figura 17. Efecto de carbacol scbre los niveles de marca de inositolfosfates en

miotubcs de rata. Las células premarcadas con °H-inositol ge prelincubaron en
solucién de reposo y luego se estimularon con carbacol (20 uM final), midiendo
l1a radiactividad correspondiente a InsP (A} y InsP, totales (B) en el extracto
soluble luego de cromatografia en Dowex-formiato de acuerdo a lo descrito en
Materiales y Métodos. Cada punto representa el promedio + desviacién esténdar de
3 experimentos en triplicade (&, p<0.0ly test de Student).

58




& 250 -

T 250
O T A & B
|-
= |
-
O - 200
o 200
5 &

150 T 150 -+ "
3 :
g
K,
o 100 4 = [ ) L L 1004 = [ ) I I
i, g g
.; § 8
- 3 3 S
O 50 4 5 £ 50 - + 3
O B § g ™ 3 5 § o | |23
5 AR AN INE SN gl (5l |5] %
T LISl L &2 ES i IELS 8] [52
v HEIHIHIES RSN N EARE
D: O & &~ = = - - 0 o ~ - = - -

Figura 18. Efecto de atropina v tracrium sobre los niveles de H-inositolfosfatos
en miotubos de rata estimulados con carbacol. Las células premarcadas con °H-

inositol se preincubarcon en solucidén de reposo en presencia o en ausencia de 10
UM tracrium & 1 puM atropina y luego se estimularon con 20 uM carbacol por 6
minutos, midiendo la radiactividad correspondiente a InsP (A) y Insp, totales (D)
en el extracto soluble luego de cromatografia en Dowex-formlate. Cada punte
representa el promedlo + desviacidn esténdar de 3 experimentos independientes por
triplicado (&, p<0.02 y *, p<0.05; test de Student).
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que la necesaria para suprimir totalmente una sacudida
muscular (0.6 pg/ml gque equivale a 1.2 uM; Ward y Wright,
1983). Estos resultados sugieren 2 posibilidades: una accién
inespecifica de atropina, ya que dosis nanomolares previenen
parcialmente el efecto de carbacol en nervio (Sierro y col,

1992) o 1la coexistencia de receptores muscarinicos vy
nicotinicos en las células de misculo esquelético de rata en
cultivo primario.

3. Efecto de muscarina y de nicotina.

Para corroborar la posibilidad de coexistencia de
efectos nicotinicos y muscarinicos, se midié el efecto de
agonistas sobre la masa de Ins(1,4,5)P, por ensayo de
radiorreceptor. La figura 19 muestra el aumento de masa de
Ins(1,4,5)P; inducido por 100 pgM nicotina utilizando esta
metodologia. La misma dosis de nicotina produce un aumento de
calcio citosélico en la linea celular C,C,, (Grassi y cols,
1993) Yy en este sistema (datos no mostrados). Al incubar con
100 pM nicotina se encontré un aumento significative cuyo
maximo fue alrededor de los 20 segundos. Este efecto
desaparecid al reemplazar sodio por colina y retirar el
calcio del medio de incubacién.

Al medir los niveles de Ins(1,4,5)P; luego de incubacién
con muscarina por diferentes tiempos (figura 20) también se
observd aumento de Ins(1,4,5)P;; en este caso el efecto fue

mds lento, con un méximo alrededor de los 60 segundos,

disminuyendo a niveles cercanos a los basales a los 2
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minutos. Este aumento también se acompafi®d de un aumento de
calcio (recuadro figura 20) de duracién considerablemente
mayor gque el inducido por potasio.

4. Efecto de oxotremorina M, pirenzepina y 4-DAMP.

La figura 21 A muestra que 1 minuto de incubacién con 10
uM oxotremorina M (EDy=2.6 uM, Sierro y col, 1992) un
agonista muscarinico de tipo M;, aumentd los niveles de
Ins(1,4,5)P; de manera similar a 20 M mnuscarina. En
concordancia, 100 nM del antagonista M, pirenzepina (K;=5-30
nM, Brown y col, 1985) previno la estimulacidén mediada por
muscarina (21 B), mientras gue 100 nM del antagonista M, 4-
DAMP no antagonizd el efecto (21 C).

5. Unidn de QNB a fraccidn microsomal de miotubos de rata.

Puesto que los miotubos de rata presentaron una
respuesta de tipo muscarinico, se procedid a evaluar la unién
de QNB, un antagonista muscarinico de alta afinidad, a una
fraccidn microsomal de miotubos de rata (Figuras 22 A y B).
En la unién especifica de *H-QNB el ajuste usado es a una
curva de unidn para un solo sitio del tipo B = Bmax . X/K; +
X con una unidén maxima (B,,) de 40 fmoles por mg de proteina
Yy una constante de disociacién (K;) 0.7 nM (figura 22 B). En
un ensayo de unién control realizado con una preparacién de
fibroblastos de rata no se detectd wuna unién total
distinguible de la unién inespecifica (figura 23). Otros
ligandos ensayados en su capacidad de desplazar una

concentracién fija de ’H-QNB unido a microsomas de miotubos
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Figura 20. Sintesis de Ina(1,4,5)P, estimulada por muscarina en mioctubos de rata.

Lag células preincubadas en solucién de repose se estimularon con 20 M
muscarina, determinando la masa de Ins{1,4,5)P; en el extracto soluble por ensayo
de radiorreceptor de acuerdo a lo descritoc en Materiales Y Métodos. Cada punto
representa el promedio + desviacién estfindar de 3 experimentos realizados en
triplicado (&, p<0.005 y p<0.05; test de Student). La figura del recuadro muestra
una secuencia de microscopia confocal (cada 1 segundo de izquierda a derecha) de
la fluorescencia de calcio inducida por muscarina agregada a los 2-4 segundos en
mietubos preincubades con flug=J.
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Figura 21. Efecto de agonigtas v antagonistas muscarinicos sobre la sintesis de

Ing{1,4,5)P; en miotubos de rata. Las células preincubadas en solucidn de reposc

fueron estimuladas durante 60 segundos con 20 uM muscarina o 10 uM oxotremorina
M {(A); en las prebas de antagonismo, 100 nM pirenzepina (B) 6 100 nM 4-DAMP {C)
fueron adicionados 2 minutos antes de la estimulacién con muscarina, determinando
la masa de Ins{l,4,5)P; en el extracto soluble por ensayo de radiorreceptor de
acuerdo a Materiales y Métodos. Cada barra representa el promedio + desviacién
estandar de 3 experimentos en triplicade (%, p<0.05; test de Student).
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Figura 22. Ligamen de QNB a fraccidén microsomal de miotubos de rata en cultivo
primario. Se incubaron 500 ug de proteina microsomal con 0.1 -10 nM de H-QNB
(43.5 Ci/mmol) en presencia o en ausencia de 1 uM QNB frio durante 40 minutos a
temperatura ambiente, filtrando una alicuota en filtros de fibra de vidrioc de
acuerdo a Materiales y Métodes. A: ligamen total (simbolos llenos) e inespecifico
(simbolos vacfos) y B: ligamen especifico.
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de rata como HSID y oxotremorina M funcionaron con igual o
similar eficiencia mientras gue atropina y muscarina lo

hicieron solo en un 40 y un 20 % respectivamente (tabla 2).
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Eigura 23. Ligamen de ONB a fraccifn microsomal de fibroblastos de rata en
cultivo primario. Se incubaron 400 ug de proteina microscmal con 0.1-14 nM de °B-
QNB (43.5 Ci/mmol) en presencia o en ausencia de 1 uM ONB frio durante 40 minutos
a4 temperatura ambiente, filtrando una alicuota en filtros de fibra de vidrio de
acuerdo a Materiales y Métodos. Los simbolos llenos representan el ligamen total
y los simbolos vacios el ligamen inespecifico.




LIGANDO % de desplazamiento
Atropina 10 uM 42.0
HSID 10 uM . 100.0
Oxotremorina M 10 uM 74.0
Acetilcolina 10 pM 4.0
Muscarina 10 uM 20.3
QNB 1 uM 100.0

Tabla 2. Dezplazamiento de H-ONB unido a fraccién microsomal de
miotubos rata por 1i andos muscarinicos. Se incubaron 100-300 Ky de
proteina de fraccién microsomal de miotubos de rata con 5 nM de -
QNB en presencia y en ausencia de los ligandos frios a las
concentraciones indicadas en la tabla. El resto del ensayo de
ligamen se efectud de acuerdo a Materiales Y Métodos. Los
porcentajes de dezplazamiento (la fraccién del total gque es
desplazada por el ligando frio) se normalizaron al dezplazamiento
pPor QNB considerando ei porcentaje de dezplazamiento de este Gltimo

como 100%. Los resultados representan el promedio de 2 mediciones.
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DISCUSION.
A. Inositolpolifosafatos y masa de Ins(1,4,5)P, en reposo.

El espectro de isdmeros de inositolesfosfato determinado
por HPLC en células de misculo esquelético en cultivo
priﬁario resultdé similar al descrito por Mayr y Thieleczek
(1991) en misculo entero, salvo especies como Ins(1,3)P,,
Ins(1,3,5)P; e 1Ins(1,2,5,6)P;,, informadas en cantidades
minimas por estos autores en fibra muscular de rata y de
rana, Yy no detectadas en este estudio. La masa de
Ins(1,4,5,6)P, en los miotubos de rata en cultivo primario fue
3 veces més alta que la de Ins(1,3,4,5)P,; Mayr y Thieleczek
(1991) observaron esta proporcién en misculo séleo de rata,
mientras gque en misculo gastrocnemio de rata y en fibras
musculares répidas de rana la cantidad de ambos isdémeros
resulté similar. El origen de Ins(1,4,5,6)P, puede explicarse
por la presencia de una Ins(1,4,5)P, - 6 quinasa similar a la
descrita en vegetales (Chattaway y cols, 1992) o por
desfosforilacién de Ins(1,3,4,5,6)P; como se ha propuesto para
una serie de sistemas eucariontes no vegetales (Hughes vy
Michell, 1993). Se requieren experimentos in vitro usando los
sustratos especificos marcados para dilucidar este punto. En

analogia a lo descrito para fibra muscular y para otros

sistemas como eritrocitos y células GH;, se deteetd InsP; en
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cantidades elevadas (Mayr y Thieleczek, 1991; Radenberg y
cols, 1989; Dean y Moyer, 1988) incluso mayores que
Ins(1,4,5)P;. La sintesis de este compuesto puede ocurrir por
fosforilacidén de Ins(1,3,4,5,6)D; (Hughes y Michell, 1993;
Menniti y cols, 1993) o por fosforilacién secuencial de
inositol (Stephens e Irvine, 1990); tantc 1la masa de
Ins(‘1,3,4,5,6)P5 asi comoe la elevada proporcidédn de narca
correspondiente a 1inositol 1libre, son compatibles con
cualquiera de estas posibilidades en las células de midsculo
esquelético en cultivo primario.

Los niveles basales de masa de inositoltrisfosfato en
reposo se distribuyen en dos poblaciones; una mayoritaria,
con niveles de Ins(1,4,5)P; relativamente bajos y gue aumentan
en respuesta a la estimulacidén con potasio y una poblacién de
cultivos con una masa de Ins(1,4,5)P; sobre 50 pmroles por mg
de proteina celular pero con menor frecuencia de respuesta
positiva a potasio. Las diferencias se manifiestan entre un
cultivo y otro y no entre distintas placas de un misno
cultivo; tanto la amplitud del rango como la existencia de
distintas poblaciones sugiere que diferencias del estado
metabdliceo entre cultivos. independientes pueden influir sobre
los niveles basales de Ins{l1,4,5)P;. Es posible que exista
un valor limite de ins(1,4,5)P; basal por sobre el cual ya no
se registran respuestas positivas, lo que explicaria la menor

respuesta de poklaciones con basales elevados. En ccasiones,
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estas diferencias hicieron necesario normalizar los datos
provenientes de experimentos independientes para su
comparacién. Estos resultados sugieren por lo tanto gue los
cultivos con un rango de Ins(1,4,5)P; en reposo entre 10 y 50
pmoles por mg de proteina celular son los apropiados para
nuestro estudio. Nosek y cols (1990) informan para miisculo
esqﬁelético diafragmatico de rata un valor de 28 pmoles por
mg de proteina, mientras que Mayr y Thieleczek (1991)
reportan valores que fluctGan entre 0.7 y 1.5 nmoles por
gramo de tejido hiimedo en misculo de rata y de rana, los que
convertidos a pmoles por mg de proteina suponiendo 50 mg de
proteina por gramo de tejido hGmedo segln determinaciones
realizadas con cultivos primarios en esta tesis (datos no
mostrados), arrojan un rango de 14 a 30 pmoles de Ins(1,4,5)P,
en reposo. Estos valores no presentan grandes diferencias
con aquellos medidos en esta tesis. La masa en reposo de
Ins(1,4,5)P; detectada por HPLC fue de 68 pmoles por mg de
proteina celular (rangoe 43 - 95 pmoles/mg de proteina
celular), mientras que el valor medido por ensayo de
radiorreceptor presenté un promedio de 28.4 pmoles por mg de
proteina celular. Sin . embargo, considerando la menor
recuperacién de proteinas luego de la extraccién orgénica de
fosfolipidos del pellet celular en las muestras analizadas

por HPLC y la distribucidn de los basales en 2 poblaciones,

el valor promedio de Ins(1,4,5)P, obtenide por HPLC debe
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corregirse a 35.0 + 7.1 pmoles por mg de proteina celular
(rango 25 - 50 pmoles/mg de proteina celular). Este valor se
aproxima mucho m&s al valor promedio detectado por ensayo de

radiorreceptor.
B. Potencial de membrana y metabolismo de fosfoinositidos.

Los miotubos de rata en cultivo primario presentaron un
potencial de reposo promedio del orden de -40.0 mV (rango -38
mV a —-64 mV) al medir con microelectrodos. Estos resultados
son muy similares a los obtenidos por Ritchie y Fambrough
(1975), duienes estudiaron el potencial de membrana en
miotubos de rata en cultivo primario bajo una serie de
condiciones detectando valores promedio de reposo
progresivamente mds negativos con la edad del cultivo
alcanzando maximos entre -40 Y =50 mV entre los 6 y los 9
dias de cultivo; ellos alcanzaron alrededor de =20 nV
aproximadamente a 50 mM potasio, Y se desviaron levemente de
la linearidad con respecto al logaritmo de la concentracién
de potasio en analogia a lo observado en esta tesis. Nuestro
promedio se obtuvoe midiendo en un ndmero considerable de
células y existié un grado de dispersién importante,
existiendo un nlmero considerable de células con un valor

cercano o igual al valor de -60 mV informado para células

seleccionadas en diferantes Preparaciones de células
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musculares eh cultivo (Boldin y cols, 1987; Light y cols,
1994) y bajo condiciones experimentales gue incluyen en
algunos casos la presencia de bloquedores de canales de sodio
como tetrodotoxina.

Midiendo las variaciones de inositolesfosfato con tres
metodologias diferentes se demostrd consistentemente que la
desﬁolarizacién con potasio promueve el aumento de los
niveles de Ins(1,4,5)P; y derivados, apoyando y extendiendo
ocbservaciones previas en fibra muscular aislada de rata y de
rana (Vergara y cols, 1985; Mayr y Thieleczek, 1991; Dong y
cols, 1992). E1 aumento ma¥imo de Ins(1,4,5)P; se alcanzd
alrededor de los 40 mM potasio (figura 6); una concentracién
similar de potasio (42 mM) promueve el aumento maximo de
calcio en miotubos (Jaimovich y Rojas, 1994). El incremento
de inositolfosfatos inducido por despolarizacidén con 47 mM
potasio resultd visible a los 5 segundos como masa de
Ins(1,4)P; e Ins(1,4,5)P; (figura 5 A) medidos por HPLC y fue
detectable a los 2 segundos de despolarizacién (figura 7) al
ser medida por ensayo de radiorreceptor, de mejor resolucién
temporal. A este aumento temprano parece seguir una
disminucidén parcial y un nuevo aumento gue resulta visible
hasta los 60 segundos de despolarizacién (figuras 5 A y 7).
El aumento temprano de Ins(1,4,5)P; promovido por potasio se

reprodujo en ausencia de calcio en el medio de incubacién

(figura 9), con leves diferencias en la parte tardia del
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efecto; sin embargo, se reguieren experimentos cinéticos mas
detallados, con mayor nimerc de puntos entre 0 y 60 segundos
de despolarizacién para dilucidar si el efecto es realmente
bifésico y si la "“fase tardia" cambia significativamente al
suprimir el calecio extracelular. Suponiendo un volumen de
0.58 ml/g de tejido hGmedo (Baylor y cols, 1983) y por lo
tanto de 9.7 ul/mg de proteina celular (seg(n datos obtenidos
en este trabajo de tesis) y suponiendo una masa minima de
InsP a partir de los datos de distribucién de *H-inositol y
de 1la masa corregida medida por HPLC para otros
incositolfosfatos, puede inferirse que InsP, Ins(1,4)P, e
Ins(1,4,5)P; aumentaron desde una concentracién de reposo de
2.8-4.0 pM, 1.2-2.3 uyM y 2.0-5.0 M hasta un méximo de 4.6-
6.8 pM, 2.9-4.0 pM y 7.0-12.0 pM respectivamente; estos
valores son semejantes a aquellos calculados por Mayr y
Thieleczek (1991) en fibra muscular aislada, y suponen que la
totalidad de los inositolesfosfatos se encuentra bajo forma
soluble en el mioplasma. Sin embargo una serie proteinas
presentes en la triada pueden unir inositolfosfatos con gran
afinidad in vitro; aldolasa A y B unen inositolfosfatos y
especialmente Ins(1,4,5)P; con una afinidad mayor pudiendo ser
desplazados in viiro por el sustrato fructosa 1,6-difosfato
que también aumenta durante 1la activacién contractil
(Thieleczek y cols, 1989; Mayr y Thieleczek, 1991). También

se detectaron grandes cantidades de Ins(1,4,5)P; unido a
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preparaciones de tGbulo transversal y de triada de misculo
anfibic (Hidalgo y cols, 1993). Si esto se verifica en los
miotubos de rata y refleja la situacién in vivo, es posible
que en réposo, estas concentraciones sean menores, y que su
incremento sea m&s notorio si se supone gue 1la
despolarizacién afecta no solo los niveles de sintesis de los
inositolesfosfato sino que también la afinidad de Ins(1,4,5)P,
por estas estructuras (Hidalgo y Jaimovich, 1989, Mayr y
Thieleczek, 1991; Hidalgo y cols, 1993). Por otra parte, el
aumgnto de InsP, Ins(1,4)P, e Ins(1,4,5)P; sugiere que el
catabolismo del inositoltrisfosfato recién sintetizado
ocurriria preferentemente via desfosforilacién Yy no via
fosforilacién de la molécula de Ins(1,4,5)P; ya que la masa
de Ins{1,3,4,5)P; ¥ de los restantes inositolpolifosfatos
superiores no cambid con los estimulos; ello no implica la
inexistencia de un flujo de Ins(1,4,5)P, hacia esta via ya que
se ha demostrado la existencia de actividades 3-quinasa
significativas en misculo esquelético de rana y en células
musculares en cultivo (Carrasco y cols, 1993a, Carrasco,
comunicacidén personal). Se han descrito valores de Ko ¥V Vo
de- 15 a 25 uM, y de -20 a 44 nmoles/mg/min para las
actividades de Ins(1,4,5)P; fosfatasa de misculo esquelético
de conejo y de rana respectivamente (Milani y cols, 1988;

Sanchez y cols, 1991). No se ha caracterizado esta enzima

para miotubos de rata en cultive, pero suponiendo
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carcteristicas similares a las recién mencionadas Y un
comportamiento tipo Michaelis-Menten, a la concentraciédn de
Ins(1,4,5)P; y derivados alcanzada en condiciones de
estimulacién, se deduce una capacidad de hidrolizar entre 100
Y 200 pmoles de Ins(1,4,5)P;/mg/seg. Puesto gue se generan no
més de 65 pmoles de Ins(1,4,5)P,/ng/seg sobre el valor basal
al déspolarizar con potasio, es posible suponer que el alza
de InsP e Ins(1,4)P, provenga de la desfosforilacién del
Ins(1,4,5)P; sintetizado. No se descarta sin embargo, un alza
de InsP e Ins(1,4)P, producto de la hidrdlisis de PI y PIP
respectivamente, atin cuando los requerimientos de calcio y
los valores de K, descritos para fosfolipasa C de misculo
esquelético de conejo no favorecen el rol de estos compuestos
como sustratos (Windhofer y cols, 1992)l Finalmente, si bien
la ausencia de calcio extracelular no elimina un aumento
temprano de Ins(1,4,5)P, promovido por potasio, no se descarta
la participacién de un flujo de entrada de calcio en 1la
modulacién de la respuesta. La liberacién de calcio desde
reservorios intracelulares en miisculo esqguelético se produce
en ausencia de calcio en el medio extracelular (Armstrong y
cols, 1972; Mc Cleskey, 1985), fenémeno corrcborade en
miotubos en cultivo (Jaimovich y Rojas, 1994; recuadro de
figura 12 de esta tesis). La observacién de niveles basales
de Ins(1,4,5)P; elevados en miotubos cuyos reservorios

intracelulares de calcio han sido depletados y blogueados por
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preincubacién con rianodina, y el aumento adicional de
Ins(1,4,5)P; por accién de potasio bajo estas condiciones,
(figura 11) sugieren una accién del potencial de membrana per
se sobre fosfolipasa C, independiente de que pueda existir
una estimulacién adicional de dicha respuesta por el calcio
citosdélico, en analogia a lo propuesto para cé&lulas SH-SY5Y
(Wojcikiewicz y Nahorski, 1993). Esta observacién es
compatible con la dependencia de calcio de PIP quinasa y
fosfolipasa C descritas en misculo y en otros tejidos
(Carrasco y cols, 1988; Fowler y Tiger, 1991; Fischer y cols,
1992; Carrasco y cols, 1993).

Estudios del metabolismo de fosfoinositidos en otros
sistemas excitables como cortes de cerebro y preparacién de
sinaptosomas demuestran una marcada sensibilidad a agonistas
y antagonistas de los canales de sodio. Drogas gue activan
canales de sodio sensibles a voltaje, como veratridina y
batracotoxina inducen una acumulacién de inositolfosfatos,
mientras que antagonistas como tetrodotoxina previenen el
efecto (Audigier y cols, 1988; Gusovsky y cols, 1986). Esto
permitié postular la posibilidad de un efecto activador o
modulador de 1los 1iones sodio sobre 1la actividad de
fosfolipasa C, ya sea por accién directa o indirectamente por
activacidén del intercambiador de sodio-calcic (Gusovsky y

Daly, 1988). En concordancia con estos datos, la aplicacién

de brevetoxina produjeo un incremento transitoric de
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Ins(1,4,5)P; en miotubos de rata (figura 12) gque fue
antagonizado por tetrodotoxina (figura 13). Sin embargo, pese
& que el reemplazo de sodio y litio por colina previene el
efecto de brevetoxina, no previene el efecto de potasio
(figura 14) sugiriendo que en este sistema el flujo de
entrada de iones sodio per se no seria responsable del
aumento de la sintesis de Ins(1,4,5)P;, y gque el efecto de
brevetoxina estaria mediado por despolarizacidén de 1la
membrana, producto de la entrada de sodio. La concentracién
de brevetoxina utilizada (1 uM) produce una despolarizacidn
en nervio frénico y mGsculo diafragmidtico de rata, asi como
en células de neuroblastoma, 1la que es antagonizada. poxr
tetrodotoxina (Desphande y cols, 1993; Sheridan Yy Adler,

1989).

C. Receptores colinérgicos y metabolismo de fosfoinositidos.

Hasta ahora, solo se ha demostradeo la expresién de
receptores colinérgicos de tipo nicotinico en misculo
esquelético, 1los que comienzan a expresarse durante la
miogénesis temprana, siendo detectables en los nioblastos
mononucleados, aumentando notoriamente durante la fusién de
los mioblastos para formar miotubos multinucleados
(Inestroza, 1982).

En esta tesis se ha demostrado claramente gue carbacol
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estimula la sintesis de inositolfosfatos en miotubos de rata
en cultivo primario, confirmande y extendiendo observacicnes
preliminares realizadas en miotubos de pollo v en la linea
celular C,C;, (Adamo y cols, 1985; Giovanelli Yy cols, 1991).
Carbacol induce el aumento de Insp, Ins(1,4)P,,
Ins(1,4,5)P; e Ins(1,3,4,5,6)Ps (figuras 15, 16 y 17). Estos
resﬁltados concuerdan en general con el aumento de InsP
descrito por Adamo y cols (1985) en miotubos de pollo y con
el aumento de Ins(1,4,5)P; en la linea celular miogénica C,Cp
(Giovanelli y cols, 1991) generade en ambos casos por accién
de acetilcolina. Por otra parte, el aumento de
Ins(1,3,4,5,6)P; por estimulacién colinérgica copstituye una
observacién tangencial en esta tesis; se han descrito
aumentos de este inositolpolifosfato  inducidos por
estimulacidén de receptores en linfocitos T Yy en la linea
celular HL-60 (Guse y Emmrich, 1992; Pittet y cols, 1989) y
se ha propuesto que su sintesis ocurriria por la siguiente
secuencia: Ins(1,4,5)P, - Ins(1,3,4,5)P, - Ins(1,3,4)P; -
ins(1,3,4,6)P, - Ins(1,3,4,5,6)P; segdn lo informado para
cerebro de rata (Stephens y cols, 1990) . Sin embargo, no se
detecta la presencia de Ins(1,3,4,6)P; en miotubos de rata en
cultivo primario (tabla 1) lo que sugiere que la sintesis de
Ins(1,3,4,5,6)P; podria explicarse mejor por fosforilacidn
sucesiva de Ins(1,4,5)P; primero en posicién 6 Y luego en

posicidén 3 como se ha descrito para sistemas vegetales
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(Chattaway y cols, 1992) o por fosforilacién de Ins(1,3,4,5)P,
segfin lo descrito para cocito de Xenopus laevis (Mc Into;h Y
Mc Intosh, 1990). Se requiere un estudio mis detallado para
resolver este punto.

Los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren due
en miotubos de misculo esguelético de rata en cultivo
primario existirian efectos colinérgicos de tipo.nicotinico
Y muscarinico sobre la sintesis de inositolesfosfato. Esta es
la primera vez que se plantea la existencia de efectos
muscarinicos en células de misculo esquelético. En efecto, el
antagonismo tanto de tracrium como de atropina sobre 1la
estimulacién de la sintesis de inositolesfosfato mediada por
carbacol (figura 18), vy los aumentos de Ins(1,4,5)P; inducidos
por nicotina y por muscarina (figuras 19 Y 20) son
consistentes con la coexistencia de una via muscarinica Y una
nicotinica en miotubos de rata en cultivo primario. Estos
resultados no concuerdan con lo observado en la linea celular
miogénica C,C,, donde se pudo detectar una elevacién de los
niveles de calcio intracelular y de Ins(1,4,5)P; por accidén
de nicotina pero no de muscarina (Grassi y cols, 1993) a la
misma concentracidén (100 uM) utilizada en parte de esta
tesis. La discrepancia entre estos resultados tiene dos
posibles explicaciones: primero, una diferencia propia del

modelo de estudio ya que es posible que la linea celular no

exprese la via de tipo muscarinice mientras gue al menos una
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parte de la poblacién de células en cultivo primario si 1lo
haga y la segunda, gue la elevacidén de Ins(1,4,5)P; en 1la
linea CC;, sea mis lenta requiriendo tiempos de estimulacién
mayores de los 4 segundos utilizados por Grassi Y cols (1993)
para ser detectada. El efecto muscarinico es compatible con
la elevacidn de calcio observada con muscarina sobre miotubos
de 'rata en cultivo primario estudiados individualmente
(figura 20, recuadro); en dicho estudio alrededor del 50% de
la poblacién celular respondid a muscarina. Por otra parte
la unidén especifica y saturable de QNB a miotubos (figura 22)
Y la falta de ésta en fibroblastos, habitualmente presentes
en un 5-10 % como contaminacidén (figura 23), refuerzan los
hallazgos de efectos muscarinicos comunicados en esta tesis.
El valor de K; no esti determinado Eon precisién debido al
bajo nGmero de receptores presentes en la preparacién, por lo
que la actividad especifica del ONB tritiade disponible fue
insuficiente para detectar con exactitud el ligamen en el
rango de 0.015 a 0.15 nM de Ky informado para el receptor de
miocardiocito (Brown Y Goldstein, 1986; cavey y cols, 1879).
Nuestros datos en todo caso indicaron un Ky menor o igual a
0.7 nM.

Se han clonado cinco especies moleculares de receptores
muscarinicos; solo las del tipo M, M; y Ms; se encuentran
asociadas a metabolismo de fosfoinositidos (Hosey, 1992;

Gusovsky y cols, 1993). Sin embargo, desde el punto de vista
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farmacoldgico solo es posible clasificar la serie M, - M, - M.
El aumento de Ins(1,4,5)P; y el desplazamiento parcial de QNB
inducidos por el agonista M, oxotremorina M, el blogueo del
efecto maximo de muscarina por accién del antagonista M,
pirenzepina y la falta de efecto del antagonista M; 4-DAMP
constituyen evidencia adicional en favor de una via de
estimulacién muscarinica acoplada al metabolismo de
fosfoinositidos en células de misculo esquelético de rata en
cultivo primario, y sugieren una clasificacién dentro del
subtipo M, (figura 21), aungue no se puede descartar
totalmente la presencia de receptores de otro tipo.

El experimento de la figura 19 muestra que el efecto de
nicotina se suprime totalmente al eliminar el sodio Yy el
calcio del medio de incubaciédn, indicando gque el flujo de
estos iones a través del poro del receptor nicotinico
activado es indispensable para el acoplamiento entre el
receptor y la fosfolipasa C. Este resultado es compatible con
la supresién de la sefial de calcio inducida por nicotina al
suprimir el sodio extracelular descrita en la linea C,C,, por
Grassi y cols (1993). Al excluir los cationes permeantes del
medio de incubacién se suprimen en consecuencia el flujo
idénico y la despolarizacién resultantes, por lo tanto se hace
consistente plantear que 1la activaéién nicotinica del
metabolismo de fosfoinositidos seria mediada por

despolarizacién. En efecto, de observaciones preliminares
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realizadas en miotubos de pollo se ha planteado gue el curso
temporal de la despolarizacién inducida por acetilcolina
seria totalmente compatible con el curso temporal de 1la
sintesis de InsP inducida por este agonista (Adamo vy
cols,1985; Eusebi y cols, 1985). La independencia de 1la
entrada de sodio y calcio en relacidén con el aumento de
Ins(i,4,5)P,inducido por despolarizacién demostrados en esta
tesis, constituyen respaldo adicional a esta interpretacién.
Sin embargo, una accién per se del flujo de sodio y/o calcio
a través del canal nicotinico no puede ser totalmente

descartada.

D. Acerca de la funcidén fisioldgica del metabolismo de

fosfoinositidos en miisculo esquelético.

Una serie de estudios comentados m&s extensamente en la
introduccién de esta tesis, y centrados en la caracterizacién
del metabolismo de fosfoinositidos por una parte, y en las
estructuras y 1la dindmica propias de 1los procesos de
liberacidn de calcio inducidos por Ins(1,4,5)P; en diferentes
modelos de estudio de misculo esqﬁelético por otra, han
aportado evidencia a favor y en contra de una funcién como
mensajero quimico para esta molécula (Vergara y cols, 1985;
Volpe y cols, 1985; Hidalgo y Jaimovich, 1989; Jaimovich,

1991; Foster, 1994), o bien han permitido suponer un rol
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modulador més que mediador de la contraccién muscular. La
pregunta sigue abierta.

Una requisito esencial para que Ins(l,4,5)P; pueda ser
mensajero quimico en el acoplamiento E.C. es gque su
incremento anteceda el alza de calcio, es decir debe ocurrir
en milisegundos (Vergara y cols, 1987). En este trabajo, la
conéentracién de Ins(1,4,5)P; aumentd hasta 4 veces a los 2
segundos de despolarizacién, la mejor resolucién temporal
alcanzable; no nos es posible descartar un incremento similar
© mayor a tiempos menores. Esta falta de resolucidn tenporal
Y la sensibilidad de la fosfolipasa € in vitro al ecalcio
intracelular (Carrasco y cols, 1993; Windhofer y cols, 1992)
hacen dificil discriminar si el aumento de Ins(1,4,5)P; es
causa o consecuencia del aumento de calcio concomitante. En
este sentido, la respuesta a potasioc observada en células
Preincubadas con rianodina, sugiere gue al menos parte de la
respuesta primaria no requiere de un aumento previo o
simulténeo de calcio, pero los basales elevados en esos
mismos experimentos sugieren que el calcio citos&lico también
puede afectar 1la respuesta. Un aumento de Ins(1,4,5)P;
posterior al aumento de calcic, podria tener una funcién
moduladora, por ejemplo en la mantencidén de 1la respuesta
contriactil. En consistencia con esta posibilidad, en una
comunicacién preliminar, se asocia :la fatiga muscular una

disminucién del reservorio de polifosfoinositidos (Anderson
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Y Zavecz, 1990). Otras funciocnes como el acoplamiento entre
la contraccidn y la glicdlisis en misculo oxidativo en una
escala temporal de segundos tampoco pueden ser descartadas en
este caso (Mayr y Thieleczek, 1991).

La coricentracién de Ins(1,4,5)P, se eleva por
despolarizacién o por estimulacidn colinérgica de miotubos de
rata en cultivo primario desde basales estimados del orden de
2 a 5 uM hasta miximos de 7 a 12 pM (figuras 5, 7 y 8); los
canales de calcio de reticulo sarcoplasmidticeo incorporados en
bicapas planas alcanzan la mitad de la activacién mixima a
concentraciones de Ins(1,4,5)P; del orden de 10 uM o menos
(Sudrez-Isla y cols, 1990). El potencial de membrana podria
regular la sensibilidad del sistema de liberacién de calcio
de misculo esquelético a la accién del mensajero (Donaldson
Y cols, 1988; Hannon y cols, 1988, Rojas y Jaimovich, 19%0),
con lo que los niveles de Ins(1,4,5)P; alcanzados lograrian
un mayor efecto. Por otra parte si la despolarizacidn
disminuyera la capacidad de unién de Ins(1,4,5)P;a proteinas
de la triada, resulta factible un incremento muy temprano del
Ins(l,4,5)P; previamente formado antes de la activacién de la
fosfolipasa C, posibilitando su participacidn en respuestas
rapidas como el acoplamiento E.C. (Hidalgo y cols, 1993).

Un resultado inesperado de esta tesis lo constituye el
hallazgo de una respuesta muscarinica, farmacoldégicamente

clasificable como de tipe M; (figuras 19 y 20) en los miotubos
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de rata en cultiveo primario. Su rol fisiolbgico en este
sistema resulta desconocido pero puesto gue no se ha
detectado su presencia en midsculo adulto, es posible que
estos receptores tengan una funcién durante la miogénesis
temprana, y que desaparezcan en el curso de la maduracién de
la célula muscular. En el futuro, resultaria interesante
estﬁdiar el cambioc de 1la respuesta a muscarina en lag

distintas etapas de la miogénesis.
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CONCLUSIONES.

Las conclusiones extraidas del conjuntoc de resultados

presentados y discutidos en esta tesis pueden resumirse asi:

1. Los miotubos de rata en cultivo primario cuentan con el
ciclo metabélico completo para la sintesis y degradacidn de
fosfoinositidos e inositolfosfatos. La red metabdlica de
fosfoinositidos e inositolfosfatos es compleja e incluye al
menos 15 reacciones: se detectaron 11 inositolfosfatos y 3
fosfoinositidos. Todas las posibles transformaciones
metabSdlicas que conforman esta red se presentan sumariamente

en el esquema II.

2. La masa promedio de Ins(1,4,5)P, de miotubos de rata en
reposo medida con dos métodos diferentes, es entre 28 y 35
pmoles por mg de proteina celular lo que significa un rango
de concentracidén de 2-4 uM si el compuesto estuviese libre en

el citosol.

3. La despolarizacidén con potasio estimula la sintesis de
inositolesfosfato en forma rapida (2 segundos) y transitoria.

Ins(1,4,5)P; aumenta 2-3 veces (de 2-4 uM a 7-12 LM} .

4. Hay un aumento tempranc de Ins(1,4,5)P; promovido por

potasio que es independiente de 1los flujos de entrada de
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calcio o de sodio; por otra parte, si bien el aumento de
Ins(1,4,5)P; se acompafia en general de un aumento del calcio
citosélico, se evidencia también en condiciones en que la

variacidén de este Gltimo es minima o inexistente.

5. El miotubo de rata tiene receptores colinérgicos
nicotinicos y muscarinicos (probablemente de tipo M,). Estos
Gltimos se encontrarian en bajo niGmero (40 fmoles/mg de
proteina microsomal) y su K, para quinuclidilbenzilato seria

inferior a 0.7 nM.

6. La estimulacidn muscarinica produce un aumento mas lento
de Ins(1,4,5)P; (maximo alrededor de los 60 segundos) y mas
prolongado gue la estimulacidn con potasio. Al mismo tiempo,

la muscarina produce un aumento del calcio citosélico.

7. La estimulacién nicotinica de la sintesis de Ins(1,4,5)P,
depende de sodio y\o calcio extracelulares y ocurre

probablemente via despolarizacién de la membrana.

8. Existen al menos dos vias independientes de estimulacidn
del metabolismo de inositolfosfatos en misculo esquelético en
cultivo; una mediada por el potencial de membrana y otra

mediada por receptores muscarinicos.
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