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RESUMEN

El oocito  de .Xenopzzs Jaevi.s es una  celula ampliamente  utilizada  para

el estudio de la transducci6n de Sefiales hormonales, pues posee receptores

para  progesterona,   insulina  y  acetilcolina.  Ademas  la  microinyecci6n   de
mRNA ex6genos en el oocito  ha permitido  realizar la  expresi6n funcional  de

otros  receptores   distintos  a  los  mencionados  con  anterioridad.   Esto  ha

facilitado  el  usar  al  oocito  como   modelo   para  estudiar  el  fen6meno   de

transducci6n  de  sefiales  hormonales.  Uno  de  los  sistemas  de transducci6n

de  sefiales  que  existe  en  la  membrana  del  oocito  es  el  de  las  proteinas  G.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, indican que en el oocito

de.   JrenopLrs   Jaev[.s   existe   una   actividad   adenililciclasa   regulada    por

proteinas G. Esta enzima es activada por una proteina de tipo Gso e inhibida

por  la  hormona   progesterona.   Esta  hormona   inhibe  a  la   adenililciclasa
actuando  sobre  un     receptQr  ubicado  en  la  membrana   plasmatica.   Esta

inhibici6n  es  aparentemente  mediada  por  una  proteina  G  de  naturaleza

desconocida.  Estos  estudios  ham  sido  complementados  con  el  clonamiento

molecular  realizado  en  nuestro  laboratorio,  de  una  genoteca  de  CDNA  de

oocitos  de  XenopzJs Jaev[.s  de  dos  formas  de  proteinas  Gso.

El interes  general  de  esta  Tesz.s  es  profundizar  en  el  conocimiento

que  se  tiene  sobre  el  sistema  de  transducci6n   de  sefiales  mediado   por

proteinas G  en el  oocito de  .XenopzJs jaev[.s.  Estudios realizados  en  nuestro
laboratorio ham indicado que compuestos policati6nicos como la polilisina,  la

poliornitina y  otros,  son  capaces  de  producir  cambios  en  la actividad  de
varias  enzimas  de  membrana,  entre  ellas  la  adenililciclasa.  En  un  intento

por profundizar la naturaleza de este efecto hemos realizado como parte  de
esta  Tesj.s,  una  caracterizaci6n  del  efecto  de  estos  compuestos  sobre  la

actividad   de   la   adenililciclasa   de    la   membrana   del   oocito.    Nuestros

resultados    indican    que    polilfsina,     poliornitina,    espermina    pero    no
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poliarginina,    estimulan    la    actividad    de    la    adenililciclasa,    actuando
especfficamente a  nivel  de la actividad  Gso  de  membrana.  Esta estimulaci6n

se  debe  a  que  estos  compuestos  aumentan  la  afinidad  de  Gso  por  el  GTP.

Polilisina tambien  disminuye los  requerimientos  de  Mg2+  necesarios  para  la

activaci6n  de  la  adenililciclasa,  cuando  esta es  activada  a  traves  de  Gso.

Estos  resultados  son  muy  similares  a  aquellos  obtenidos  con  compuestos

tambien de naturaleza cati6nica como el mastoparan,  que imitan en su forma

de acci6n al complejo hormona receptor.  Debido a los complejos efectos  que

producen  polilisina  y  otros  compuestos  policati6nicos  sobre  la  membrana

plasmatica,  decidimos ademas,  estudiar el efecto  de estos compuestos  sobre
la  actividad  GTpasicaL  de  Gi.3o,  transducina  y  H-ras.  Nuestros   resultados

indican que  poliHsina,  poliornitina y  en  menor  grado poliarginina,  pero  no

espermina, son capaces de estimular significativamente la actividad GTpasica

de  Gi.30..Polilisina  tambien  estimula,  pero  en  menor  grado  que  con  Gi.3o,  la

actividad GTpasica  de la transducina y  de H-ras.  Estos  resultados  indican

que no todas las proteinas que unen  GTP se ven afectadas de igual  manera

por estos compuestos  poHcati6nicos. Polilisina disminuye la Kin de  Gi.3o para

GTP  en  la  reacci6n   de  hidr6lisis,  Io  que  podrfa  reflejar  un  efecto  del

policati6n sobre la afinidad de Gi.3o  por el GTP. Polilisina tambien afecta los

requerimientos  de Mg2+  de  la reacci6n de bidr6lisis  del  GTP por Gi.3o. En  su

conjunto,   estos   resultados   indican   que   pohilisina   y   otros   compuestos

policati6nicos   estudiados   por   nosotros   afectarian   la   actividad   de   las

proteinas  G  de  manera  similar  a  como  lo  hacen  los  receptores.
En  la  segunda  parte  de  esta  Tesjs,   mos   propusimos  estudiar  las

propiedades  funcionales  de las  proteinas  cuyas  secuencias  obtenidas  por
clonamiento   molecular,   correspondian  a  las   proteinas   Gso   de  oocitos   de

Jrenopus Jaevj.s. Nuestros resultados indican que estas proteinas expresadas

en  lisado  de  reticulocitos  no   son  capaces   de  reconstituir  la   actividad

adenililciclasa  de  un  sistema   de  mamlferos   deficiente  en  la  proteina  Gso
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end6gena  (membranas  cyc-),  a  diferencia  de  una  protefna  Gso  clonada  de

humano.   Debido   a   que  la   identidad   a   nivel   de   aminoacidos   entre   las

proteinas  Gso   de  JrenopLls  jaevis  y   de  humano   es  de   un  90%,   decidimos

construir   proteinas   quimericas   entre   regiones   de   las   secuencias   de

aminoacidos  de  humano  y  de  las  de  .Xenopus  Jaevl.s,  con  la  finalidad   de

ubicar la region responsable en las proteinas de oocitos,  que dieran cuenta

de su incapacidad de reconstituir functonalmente la actividad adenililciclasa

de mamfferos. Nuestros resultados indican  que esta regi6n se encuentra en

un dominio  de  110  aminoacidos  ubicado  hacia el  extremo  amino  terminal  de

las dos protefnas de oocitos. Cabe hacer notar que es en esta region donde

se concentran  la  mayor  cantidad  de  sustituciones  a  nivel  de  aminoacidos

entre  las  proteinas  de  JYenopzJs Jaevis  y  de  humano.  Nosotros  postulamos

que esta regi6n es importante en la interacci6n ffsica de la proteina Gso con
la adenililciclasa o bien regula alguna funci6n relacionada con la activaci6n

de las  proteinas Gso.  Nuestros  resultados  y  los  de  otros  grupos  parecen

apoyar esta  Segunda opci6n.  Finalmente, experimentos  de Sedimentaci6n  en

gradiente de sacarosa realizados con  la finalidad de analizar la interacci6n
de Gso  con  un preparaci6n  purificada  de GBT de  cerebro  de  bovino,  indican

que  la  regi6n  de  110  aminoacidos  de  Gso  seria  tambien  importante  en  la
formaci6n  del  trimero  GOBy
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SUMMARY

Oocytes obtained from the amphibian  .Xenopus jaevI.s are widely  used

for   the   study   of   signal   transduction.    Oocytes   have   receptors   for

progesterone,  insulin  and  acetylcholine  and  in  addition,  they  have  the
capacity to express receptors and  other proteins from microinjected  mRNA.

For these reasons the oocyte is frequently used  as  a  model for the study
of the  phenomena of  signal transd.uction.  One such  signal  system  present

in oocyte  membranes  is that of the  G-proteins. Previous  studies  from  this

laboratory indicate that  JrenopzJs  Jaevl.s oocytes  have an  adenylyl  cyclase

activity  regulated  by  G-proteins.  This  enzyme  is  activated  for  a  Gs  type

pi.otein.  The adenylyl cyclase activity  is  inhibited  in the  presence of  the
hormone  progesterone and  this  inhibition  is  mediated  by  an  unknow  type

of G protein. This studies have been complemented by the molecular cloning

of  two types  of  Gsafrom  a  CDNA    library  obtained  from  oocytes.

The general objective of this  Thesz.s is to analyze in depth the signal

transduction  system  mediated  by  G  proteins  in  the  oocyte.  Studies  from

this  kboratory  indicated  that  polycationic  compounds  such  as  polylysine,

spermine  and  polyornithine  produce  changes  in  the  activity  of  several
membrane  enzymes  such  as  adenylyl  cyclase.   In  order  to  further  our

understanding Of the  mechanism of this  effect, we have  studied in  greater

detail the effect of polycationic compounds on the adenylyl cyclase activity

of the oocyte membrane. Our results indicate that polylysine,  polyornithine,

spermine, but  not  polyarginine stimulate the adenylyl cyclase.  This  effect
is   specific  for  the  Gs   membrane  activity.   This  stimulation  is   produced

because   polylysine   increases   the   affinity   of   Gs   for   GTP.   Polylysine

decreases the requirements of Mg2+ in the activation of the adenylyl cyclase

activity for Gso. Cationic peptides such as  mastoparan produce  effects very

similar   to   those   of   the   polylysine   in   the   activation   of   G   proteins.
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Polyilysine  and  other  compounds   produce  very  complex  effects  on  the

plasmatic   membrane.   For   this   reazon,   we   also   studied   the   effect   of

polylysine  and  other  polycationic  compounds  on  the  GTpase  activity  of
others  proteins  that  bind  GTP  such  as  Gi.3o,  transducine  and  H-ras.  Our

results indicate that polylysine and polyornithine stimulate significantly the

GTpase activity of  Gi.3o. Polyarginine  also stimulates the  GTpase activity  of

Gi.3o, but to a lesser degree that  polylysine. Spermine has  no effect on the

GTpase  activity  of  Gi.3o.  Polylysine also  stimulates  the  GTpase  activity  of

transducine and H-ras,  but also less  than  with  Gi.30.  This  results  indicate

that  not  all  proteins   that  bind   GTP  are     effected   in   the  same   way.

Polyarginine  decreased  the  Kin  of  Gi.3o  for  GTP  in  the  hydrolysis  of  GTP.

Polylysine also affects the requirements for  Mg2+ in  the GTpase  activity  of

Gi.3o.   As   a   whole,   these   results   suggest   that   polylysine   and   other

polycationic compounds  affect the  activity of  G  proteins  in a  way  simflar
to recreptors.

In the second    part of this  H}esjs,  we   studied  the functionality of

Gso type  proteins  of  Xenopus  Jaevis obtained  by  molecular  cloning.  Our

results  indicate  that   this  recombinant  G-protein   produced  I.n  vl.fro  in

reticulocyte lysates does  not reconstitute the adenylate cyclase activity of
a   mammalian   system   defective   in   endogeneous   Gso   (cyc-    membranes).

However,    human    cloned    Gso    produced    in   reticulocyte    lysates,    does

reconstitute the adenylyl  cyclase activity  of cyc-  membranes.  Since,  both

proteins  have  90%  structural  identity,  we  prepared  chimeric  recombinant

proteins,  in order to  define the region in  the oocyte  protein  responsible
for  the lack  of  reconstitution  capacity  with  cyc-  membranes.  Our  results

indicate that the responsible region  is  a 110  amino acid  domain located  in

the amino  terminal  region of  the  JFenopz]s  Jaevj.s protein.  In  this  region,

one   find   most   of   the   differences   in   the   amino   acid   sequence   upon

comparisori of the  Gsa    protein of  cocyte and  human.  We  propose that this
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region  is  important  in  the  physical  interaction  of  Gso  with  the  adenylyl

cyclase or that it participates in the regulation of the functional activation

of Gso. Our results and the results of the other groups support this second

possibility.  Finally,   experiments   of  sedimentation   in   sucrose   gradients
indicate that this region of  110 amino acids  participates in the interaction

Of  Gsa  With  GBy  Prepared  and  Purified  from  bovine  brain.
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-ODUCCION

i

A.    IMPORTANCIA    GLOBAL    DEL    ESTUDIO    DE    LOS    SISTERAS    DE

TRANSDUCCI0N  DE  SENALES  Y  PAPEL  DE  I[AS  PROTEINAS  G.

Procesos tan importantes como la divisi6n y la diferenciaci6n  celular,

la secreci6n  de  proteinas  y  muchos  otros  son  iniciados  por  la  acci6n  de

sefiales  externas   sobre  la   superficie  celular.   Estas  sefiales   deben   ser

transducidas  hacia  el  interior  de la  celula  para  generar  una  cascada  de

eventos   que   finalmente   van   a   desencadenar   el   efecto    biol6gico.   La

dilucidaci6n  de  los   mecanismos  moleculares   que  regulan  el  fen6meno  de

transducci6n  de  sefiales  a nivel  de la  membrana  plasmatica,  ha  adquirido

gran relevancia en los  dltimos  afios.  Uno  de los  sistemas  involucrados  en
la  regulaci6n  de  la  transducci6n  de   sefiales  es  el  de  las  proteinas   G

acoplada.s  a  receptores  hormonales.  Estas  proteinas,  transducen  la  serial

hormonal  desde  un  receptor  ubicado   en  la  superficie  de  la   membrana

plasmatica  hacia  un  sistema  efector,  tambien  presente  en  la   membrana

plasmatica. Las proteinas G son heterotrimeros formados por una subunidad
a   (conocida   tambien   como   Go),   una   subunidad   8    (GB)   y   una   tercera

subunidad   denominada   T   (ap.   La   subunidad   Go  tiene   la  capacidad   de

hidrolizar el GTP a GDP  y fosfato   (Pi).  Las  proteinas G se acoplan con  una

gran  cantidad   de   receptores.   Estos,   en   la   mayor  parte   de   los   casos

pertenecen  a la  familia  de los  receptores  que  poseen  una estructura  con
dominios que atraviesan siete veces la membrana plasmatica.  Cuando uno de

estos  receptores,  interacttia  en  forma   especlfica  con  su  ligando  en   la

superficie externa  de  la  membrana  plasmatica,  induce la  activaci6n  de  la

proteina G a la cual  se acopla.  La activaci6n de la  protefna  G  determina a
su  vez  un  cambio  en  la  actividad  del  sistema  efector.  Se  conocen  varios

sistemas   efectores   presentes   en   la   membrana   plasmatica   y   que   son

regulados  por  protefnas  G.  Entre  estos  se encuentra  la  adenililciclasa,  la
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fosfolipasa  C-B,  la  fosfodiesterasa  de  GMP  ciclico  (CGMP),  la  fosfolipasa  A2

y   algunos   canales   i6nicos.   Todos   estos   sistemas   regulan   los   niveles
intracelulares de metabolitos importantes para la celula,  como lo son  el AMP

ciclico  (CAMP),  el inositol  trifosfato  (IP3),  el diacilglicerol,  el ion  Ca2+,  el  i6n

K+ y otros. Estos  metabolitos ham sido llamados segundos  mensajeros,  debido

a que variaciones  en las concentraciones  intracelulares de estas  moleculas,

pueden  producir   cambios   importantes   a  nivel   del   metabolismo   celular,
inducir  la  entrada  de   la  celula  a  estados   proliferativos,  y  regular   la

expresi6n  de  genes  especfficos.

La subunidad  Go  de las  proteinas  G  de  membrana  pertenece  a  una

familia  de  proteinas  que  incluye a  miembros  de  la familia  de  ras,  algunos

fac*ores  citos6licos  involucrados  en  la  sintesis  de  protefnas  y  tubulina.

Todas ellas   comparten  con   las proteinas  Go  de membrana  la propiedad  de

unir GTP  y  de  hidrolizarlo a  GDP  y  Pi.  Ademas,  el  mecanismo  molecular  de

activaci6n y  desactivaci6n  de  todas  estas  protefnas  es  tambien  en  lineas

generales similar  (Allende,  1988).  Nuestro laboratorio  ha estado  per  varios
afios  interesado  en   el  estudio  de   los   mecanismos   de   regulaci6n   de   la

transducci6n  de  sefiales  hormonales,  y  ha utilizado  para estos  efectos  el

sistema  del  oocito  de  Xenopz]s  jaevis.  La  relevancia  de estos  estudios  es

realzada  por  las   peculiaridades   que   el  sistema  del  cocito  presenta   en

relaci6n  con  el  mecanismo  de  acci6n  de  la  hormona  progesterona.

8.  SISTEMA  DEL  O0CITO  DE  Jrenopzzs faevis ¥  TRANSDUCCION  DE

SEf¢ALES  HORMONALES.

1.  Ia  maduraci6n  mei6tica  del oocito.

El cocito  de  Xenopus Jaev[.s en  estado VI  es  una  celula  detenida en

la    primera  profase  de  la  divisi6n  mei6tica.  La  exposici6n  del  cocito  a  la

progesterona o a la  insulina reinicia la meiosis  para detenerse  nuevamente
en ia  segunda  metafase. Este  proceso  se  conoce como  maduraci6n  mei6tica,



y transforma al oocito en  un  huevo con  la  capacidad  de ser fecundado  e
iniciar  la  embriogenesis  (Maller,  1985).

El sistema del oocito de .XenopzJs JaevI.s ha sido utilizado como sistema

modelo  para  el  estudio  de  la  regulaci6n  del  ciclo  celular,  debido  a  que

ofreoe ventajas  comparativas  con  respecto a otros  sistemas.  Una  de estas

ventajas es  su gran  tamafio  (1,4 mm  de  diametro), el  cual es  500.000  veces

mss grande que el de un celula somatica normal y facilita su  manipulaci6n.

Este gran tamafio tambien permite utilizar  al oocito para realizar la tecnica

de microinyecci6n, como una manera de estudiar la regulaci6n de la divisi6n

celular  y el  mecanismo  de acci6n  hormonal.  Otra ventaj.a  del  oocito es  su

sincronizaci6n fisiol6gica.  Los  oocitos plenamente  desarrollados  (estado  VI,

segdn  Dumont,  1972)  estan  todos  detenidos  en  la  profase  de  la  primera

divisi6n mei6tica,  y por  acci6n de la hormona esteroidal progesterona o  de

la insuliha, pasan  sincr6nicamente en 18  horas a la  metafase de la  segunda

divisi6n   mei6tica.    Esta    sincronizaci6n   fisiol6gica    permite   analizar    la

regulact6n de las diferentes etapas que participan en el proceso de divisi6n
celular. Esta caracteristica del oocito ha facilitado el estudiar el  mecanismo

por  el  cual  progesterona  e  insulina ejercen  su  acci6n  (Smith,  1989).
A   diferencia   de   lo   establecido   para   la   acci6n   de   las   hormonas

esteroidales  en otros  sistemas,  en los  cuales existen receptores  nucleares

y una  interacci6n a  nivel del  DNA  (Wahli y  Martfnez,  1991),  en el  oocito  de

.Xenopz]s jaevl.s  la  progesterona actha  a nivel  de  la  membrana  celular,  en

donde  existirfa  un  receptor  para  ella  (Sadler  y  Maller,  1982).  Esta  bien

establecido  que   la  maduraci6n   inducida  por   progesterona  involucra   la

inhibici6n de la adenililciclasa  del  oocito (Jordana  y  cols.,  1981b;  Sadler  y

Maller,  1981;  Finidori-Lepicard  y  cols.,  1981)  y  la  consecuente  disminuci6n

en la actividad  de  la  proteina  quinasa  dependiente  de  CAMP.



2. Regulaci6n  de  fa  actividad adenililciclasa  de  oocitos  de  Xenopzzs

faevis por  proteinas G y efecto  de la hormolra progesterona.

Los estudios anteriormente referidos sobre el efecto de progesterona

a nivel de la membrana plasmatica y su relaci6n con los nucle6tidos cicHcos,

motivaron  al  ]aboratorio  a  iniciar  a  principios  de  la  decada  de  1980  el

estudio  de la caracterizaci6n  de la adenililciclasa  presente en el oocito  de

Xenopz]s Jaev[.s en  estadio  VI.  Como producto  de  estas  investigaciones  hoy

se   sabe   que  esta   actividad   se   encuentra   presente   en   fracciones   de
membrana plasmatica  del oocito  de .Xenopus Jaevl.s (Jordana  y cols.,  1981a).

Esta actividad es estimulada  por  analogos  no  hidrolizables  de  GTP,  toxina

del  c6lera  y  por  i6n  fluoruro,  e  inhibida  por  la  hormona  progesterona

(Jordana  y  cols.,   1981b;   Jordana,   1984).   Estos   hallazgos   sugierieron   la
existencia   de   una   actividad   tipo   Gs   en   estas   celulas   (la   proteina   G

involucr.ada en la activaci6n de la adenililciclasa). La caracterizaci6n  de la

adenililciclasa  de  membrana  plasmatica  de  oocitos  de  .XenopHs Jaev[.s y  su

regulaci6n   por   la  hormona   progesterona,   did   origen   a   dos   reel.s   de

Poctorado  (Jordana,  1982;  Olate,  1985).

Con respecto  a la acci6n  de la hormona progesterona,  la informaci6n

acumulada hasta este momento indica que ella es  capaz de inhibir tanto en

oocitos  de  XenopLrs  Jaevis  intactos  (Bravo  y  cols.,   1978;  Maller  y  cols.,

1979),   como   en   membranas   aisladas,   la   actividad   de   la   adenililciclasa

presente en  este  sistema  (Jordana  y  cols.,  1981b;  Sadler  y  Maller,  1981;
Finldori-Lepicard   y    cols.,    1981).    Esta   inhibici6n   es    dependiente    de

nucle6tidos de  guanina.  Sin embargo,  hasta el  presente  momento  no  existe

todavia  clar`idad  con  respecto  al  mecanismo  por  el  cual  la  progesterona

ejerce  su  acci6n  inibidora  sobre  la  adenililciclasa.  Se  ha  postulado,   por

analogfa a lo encontrado en la regulaci6n de la adenililciclasa  de mamiferos,

que la acci6n de la hormona esteroidal podr{a ser mediada por una proteina
G del tipo inhibidor  de la actividad de  la adenililciclasa (conocida come  Gi),
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Sin  embargo,   el  efecto  de  progesterona  no  responde  al  patr6n  crasico

observado en la  inhibici6n hormonal de  la adenililciclasa mediada  por G±  en

otros sistemas. En practicamente todos  los sitemas estudiados, la inhibici6n

hormonal  de  la  adenililciclasa a  traves  de  Gi  puede  ser  revertida  por  la

acci6n   de   una   toxina   bacteriana,    la   toxina   .de   BordefeUa   perfzlssjs

(Birnbaumer  y  cols.,   1990).  A  pesar  de  que  en  membranas  de  oocitos  de

Xenopus   laevis,   1aL   tox±naL   de   Bordetena   pertussis   ADE'-r5:boss1.a   a   unaL

proteina con  una  migraci6n  electroforetica  tipica  a  las  de  la familia  de  G],
la inhibici6n hormonal de la adenililciclasa no es  revertida per la acci6n  de
esta toxina.    (Olate  y cols.,  1984;  Sadler  y cols.,  1984).  Estos  experimentos

cuestionan  la   hip6tesis   de   que   la  inhibici6n   de   la   adenililciclasa   por

progesterona en oocitos, ocurra a traves de una protefna del tipo Gi similar
a  las  descrifas  en  mamfferos.  Ademas,  sugieren  la  posibilidad  de  que  esta

inhibici6n  pueda  ser  mediada  por  otra  proteina  G  distinta  a  G±.  Por  otro

lado, algunos experimentos realizados con membranas  de oocitos de Jrenopus

Jaevj.s,  indican  que la  progesterona  podria interferir  con  la activaci6n  de

Gs  por  analogos  no  hidrolizables  de  GTP   (Jordana  y  cols.,   1984;  01ate  y

cols.,  1985).  Sin  embargo,  toda  la  evidencia  experimental  que  apoya  esta

hip6tesis es  de tipo indirecto.

Con respecto a  fa existencia  de un  receptor para  progesterona en  la

membrana   del  oocito   de   .XenopLrs  JaevI.s,   la  informaci6n  existente  en  la

literatura a este respecto  no  es  clara.  Aunque  dos  gI`upos  ham  reportado

la identificaci6n  de  un  posible receptor  de naturaleza  proteica  (Sadler  y

Maller,  1982;  Blondeau  y  Baulieu,  1984),  1a  informaci6n  reportada  por  ellos

es  contradictoria  y  no es  indicativa  de  que  el receptor  de  progesterona
haya  sido realmente caracterizado.

Cuando  se  expone  el oocito  a  progesterona  se  produce un  aumento

de  la  sintesis  de  proteinas  de  alrrededor  de  dos  veces  y  esto  ocurre

aproximadamente 2  horas despues  del trahamiento  con la  hormona (Bravo  y
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col.,  1978).  Los  inhibidores  de  la  sintesis  proteica  bloquean  la  maduraci6n

del oocito, al ser agregados antes  de las  2 horas del tratamiento del oocito

con  progesterona.   Posterior   a   la   inducci6n   de   la   sintesis   proteica   y

coincidente con  la  ruptura  de  la membrana  nuclear,  proceso  que  define la

maduraci6n mei6tica  del oocito,  se detecta  en el  citoplasma la aparici6n  del

factor promotor  de  la  maduraci6n  (MPF).  Al  microinyectar el oocito  con  un

extracto citoplasmatico obtenido a partir de oocitos maduros, se observa un

aumento  significativo  en  la  fosforilaci6n  de  protefnas  (Lohka  y  col.,  1987;

Cicirelli  y  col.,   1988),  junto  con  lo  cual  hay  ruptura   de  la   membrana

nuclear.   Esto   ocurre   en   ausencia   de   progesterona   y   sin   sintesis   de

proteinas.  EI  MPF  esfa  constituido  por  dos  proteinas,  la  cdc-2  quinasa  y
la ciclina. Esta dltima es sintetizada  cJe J]owo luego de la inducci6.n hormonal

de la  maduraci6n  del  oocito y  se  sabe  que su  uni6n  a la  cdc-2  quinasa es

fundamental  para obtener  un  MPF  activo  (Lewin,  1990).

C.  PRIMER  ORJEITVO  GENERAL  I)E  ESTA  TESIS  Y  SU  FUNDAMENTO.

Los  datos  presentados anteriormente tienen el interes  de constituir
las  pruebas  de  un  meca.nismo  de  acci6n  de  una  hormona  esteroidal   que

implica   una   modificaci6n   de   la   actividad   adenililciclasa   regulada   por

proteinas G. Las  peculiaridades que  presenta el mecanismo  de la inhibici6n
de la adenililciclasa por progesterona anteriormente discutidas y su relaci6n

con  las  proteinas  G,  justifican  el  profundizar  en el  conocimiento  general

que  se  tiene  sobre  el  sistema  de  transducci6n   de  sefiales  mediado  por

proteinas  G en  el cocito.
En lo  referente a  la regulaci6n  de  la actividad  de la  adenililciclasa

de  oocitos  de  .Xemopz]s  JaevI.s,  su  mecanismo  de  activaci6n  mediada  por  Gs

parece ser  similar al  descrito en  mamfferos  en  lo referente a la activaci6n

por analogos no  hidrolizables de GTP.  Sin embargo no  se ha descrito  hasta
ahora   la   existencia   de   alguna   hormona   o   receptor    que active  a la
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adenilflciclasa a traves  de  Gs.  Esta aparente  falta  de  sistemas  hormonales

estimuladores  de  ]a  adenililciclasa  en  el  oocito  llama  la  atenci6n,  y  mos

plantea la  pregunta  del  porque  de la existencia  de  Gs en  la  membrana  del
oocito.    La falta  de receptores  acoplados  a  Gs  en  el oocito,  ha  dificultado

el estudio  de  la activaci6n hormonal  de la adenililciclasa  en  este  sistema.

Esta dificultad ha sido en parte superada por  los estudios de expresi6n  en

la membrana  del oocito  del receptor  B-adrenergico  de  mamfferos,  mediante

la  microinyecci6n  de  su  ETA  mensajero  codificante  en  el  citoplasma  del

cocito de  Jrenopz]s Jaevis (Kobilka y  cols.,  1987).  Este receptor  es capaz  de

acoplarse  funcionalmente  a  Gs  de  oocitos  y  activar  la  adenililciclasa  de

.Xenopz]s  Jaev[.s.   Otro   tipo   de   aproximaci6n   empleada   para   estudiar   la

activaci6n hormonal  de Gs en oocitos, es  la  desarronada por  nuestro  grupo

de   trabajo.   Esta   aproximaci6n   emplea   peptidos   de   caracter   basico   y

moleculas mas pequefias como las poliaminas,  que imitan a los  receptores en

su mecaLnismo  de  activaci6n de  las  proteinas G.  Resultados  preliminares  de

nuestro   laboratorio   (Gatica   y   cols.,   1987),   indicaron   que   poliHsina   y

poliornitina,  junto  con  algunos  compuestos  tales  como  la  espermina  y  la
espermidina, eran capaces de  modular la actividad  de una serie de enzimas

de  membrana  en  oocitos  de  XenopzJs Jaevl.s,  entre  enas  a  la  adenililciclasa

(Gatica y  cols.,  1987).  Estos  resultados,  en  conu-unto  con  los  datos  de  la
literatura  que indicaban  que algunos  peptidos  de  caracter  basico como  el

mastoparan (un tetradecapeptido extraido del veneno de la avispa) , imitaban

en  su  acci6n  sobre las  proteinas  G  a los  receptores  (Higashij.ima y  cols.,

1990),  mos  motivaron  a  iniciar  una  serie  de  estudios  con  la  finalidad  de

aclarar  si el efecto estimulador  de  polilisina y  otros  policationes  sobre  la

adenilflciclasa en oocitos, era o no mediado por  protefnas G. Por esta raz6n

mos  pareci6 de importancia como  primer  objetivo  general  de esta  resl.s,  el

profundizar en  la naturaleza  del efecto  de compuestos  policati6nicos  sobre
la funcionalidad de las proteinas G.  Para cumplir con  este objetivo  general
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se  plantearon los  siguientes  objetivos  especlficos:

1.    Estudiar    el   efecto    de   compuestos    policati6nicos    (polilisina,

poliornitina,  espermina  y  otros)   sobre  la  funci6n   de  Gs  acoplada  a   la
adenililciclasa   en   membranas   de   oocitos.    Dentro   de   este   punto    mos

propusimos analizar  tambien  el efecto  que tienen  estos  compuestos  sobre
la inhibici6n  de la adenililciclasa  por  progesterona.

2.   Estudiar   el   efecto   de   los   compuestos   policati6nicos   sobre   la

activact6n de algunas proteinas Go purlficadas  (Gi.3o y transducina)  y sobre

la  proteina ras  que  sin  pertenecer  al  grupo  de  Go,  pertenece a la  famiHa

de  las   proteinas   que   unen   GTP.  Este   segundo   objetivo   especifico   se

fundamenta por dos razones.  La primera es  poder caracterizar el efecto  de

los  compuestos  policati6nicos  so.bre las  proteinas  Go en  un  sistema  memos

complejo que el de membrana. La segunda raz6n es estudiar fa especificidad

del efecto  de  compuestos  policati6nicos  sobre  otras  proteinas  G  y  sobre

proteinas  que unen  GTP  como ras.  Se ha  elegido  como  criterio  de  ensayo
de activaci6n  de  protefnas  G  la  actividad  GTpasica,  por  ser  amplfamente

utilizado  en  la  literatura  (Gilman,  1987;  Birnbaumer  y  cols.,  1990).   Cabe

comentar que hubiera sido de interes el haber estudiado el  comportamiento

de ha  protefna  Gso de oocito frente a los  policationes. Sin  embargo,  la falta

de un  protocolo adecuado  de  purificaci6n  para esta  proteina de su fuente
natural,  o  producida  mediante tecnicas  de DNA  recombinante  impidi6  este

prop6sito.

Como   uno   de   los   prop6sitos   fundamentales    de   esta    rests   es

profundizar en el estudio  del mecanismo por el cual estos peptidos  ejercen
su acci6n sobre fas  protefnas  a,  es  conveniente  discutir  lo  que se conoce
actualmente acerca  de los  aspectos  generates  del  mecahismo  de  activaci6n

de las  proteinas  G y  su regulaci6n  hormonal,  para  posteriormente revisar

algunos aspectos  de la regulaci6n  de la adenililciclasa  por  proteinas  G.
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D.  MECANISMO  DE  ACTIVACION  DE  I.AS  PROTEINAS  G.

1.  Esquema general  de activaci6n  de  protefnas  G.

Las   protefnas    G    son    oligomeros    formados   por    tres    tipos    de

polipeptidos: una subunidad  denominada a (Go), cuya nasa molecular relativa

oscila entre  los  39.000  kD  y  los  52.000  kD,    un  poHpeptido  de  cerca  de  36

kDa   denominado   8,   y   una   subunidad   y   de   5-10   kDa,   que   se   asocta

permanentemente  a  8  (GBf  (Gilman,  1987;  Birnbaumer  y  cols.,  1990).

La  subunidad  Go  tiene  la  propiedad  de  unir  nucle6tidos  de  guanina

y posee ademas una  actividad hidrolftica sobre  el GTP  (Birnbaumer y  cols.,
1990).  Por  bastante tiempo  se  pens6  que  esta  subunidad  era la  dnica  que

determinaba la especificidad de interacci6n de la protefna G con el receptor

y  con  el  sistema  efector.  En  este  esquema,  GBT cumplfa  un  papel  mas  bien
pasivo, en el sentido  de  que  no  participaba  directamente  en  la regulaci6n
de  la  actividad  del  sistema  efector.  Hoy,  se  sabe  que  tanto  Go   como  GOT

cumplen  roles  protag6nicos  en  la  regulaci6n  de  la  actividad  del  sistema

efector, lo  que ha contribufdo a complicar  bastante el tradicional  esquema

planteado para la regulaci6n hormonal de los sistemas acoplados a proteinas
G  (Birnbaumer,  1992;  Clapham  y  Neel.,  1993).

Con  respecto  a  las  subunidades  Go  conocidas,  s6lo algunas  de  ellas

ham  sido  purlficadas  de  tejidos.  Este  es  el  caso  de  Gso  (Northup  y  cols.

1980;  Codina  y  cols.,  1984a),  G±o  (Neer  y  cols„  1984;  Stenweis  y  Robishaw,

1984;  Bokoch y cols.,  1984;  Katada y cols.,  1984),  Goo  (Sternweis y  Robishaw,

1984),  Gto  (transducina)  (Ktihn,  1980;  Fung,  1983)  y  Gqo(Pang  y  Sternweis,

1990).    El    resto    de    las    subunidades    Go,    ha    sido    identificada    por

secuenciaci6n  de  sus  CDNA  respectivos   (Simon  y  cols.,   1991;  Birnbaumer

1992; Clapham y  Neer,  1993). En  base a sus  caracteristicas funcionales y  al

anarsis de la estructura primaria de las subunidades Go  clonadas, estas  se

ham  claslficado  en cuatro  grandes  grupos:  el  de  Gso,  el  de  Gil,  el  de  Gqo  y

el de  Gi2o    (Simon  y  cols.,  1991;  Hepler  y  Gilman  1992).  Una  descripci6n  de
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cada uno  de los tipos  de Go  conocidas, su  clasificaci6n y  el sistema  efector

que regulan  se  muestra en el esquema  1.
Las   proteinas G trimericas, en su estado basal (no  activado),  poseen

una  molecula  de  GDP  unida a  la  subunidad  Go.  Cuando  un  receptor  de  la

superficie celular  se activa  por  acci6n  de  su  agonista  (ligando  o luz),  es

capaz  de asociarse  en  forma  especffica  a una  proteina  G  (esquema  2).  La

interacci6n   del   complejo   hormona-receptor   (receptor   activado)   con   la

proteina G  promueve  la disociaci6n  del  GDP unido  a   Go  y su  recambio  por

GTP.  La  uni6n  de  GTP  o  sus analogos  no  hidrolizables,  como  el  GTP-y-S  o

el GppNHp, conducen   a la activaci6n de las proteinas G. Una gran cantidad

de  informaci6n    acumulada  hasta  el  momento  indica  que  la  uni6n  de  este

nucle6tido induce un cambio conformacional en la subunidad Go. Este cambio

conformacional lleva a la subunidad Go a un estado activo,  con baja afinidad

por el receptor y por GBy Coma consecuencia de la uni6n de GTP, el trimero

GOBT    Se     disocia    del     complejo    hormona     receptor.    Posteriormente     o

simultaneamente   Go    se    disocia    de    GOT.Go   con    GTP    unido    (Ga-GTP),    e

interactda entonces  con su  efector modificando  su actividad.  Por otro lado

GBT tambien  es  Capaz  de  interactuar  especlficamente  con  algunos  sistemas

efectores  modificando  sus  actividades.   Este  efector   puede  ser  el  mismo

sobre el  cual Go-GTP  actda, u otro.  La hidrolisis  del GTP  por Go,  determina

su  disociaci6n  del sistema  efector y  la formaci6n  del trimero  Go-GDP.Coy ya

que  el   complejo   Go-GDP  tiene   gran   afinidad   por  GBy   A  continuaci6n   se

detalla   cada   una   de   las   etapas   mencfonadas   con   anterioridad   en   el

mecanismo  de  activaci6n  de  las  proteinas  G.  Los  estudios  que ham  llevado

a  proponer  este  mecanismo  se  ham  realizado  fundamentalmente  con  s6lo

algunos  tipos  de  proteinas  G:   Gs,  Go,   Gt  (transducina)  y  Gq  (Gilman,   1987;

Taylor,  1990;  Birnbaumer y  cols.,  1990;  Bourne y  cols.,  1990;  Cerione,  1991;

Clapham  y  Neer,1993).
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Esquema  1:     Propiedades  de las  proteinas  Go identificadas.
a:       yo  de  identidad  aminoactdica:  comparaci6n  con  el  primer

miembro  de  Cfi?a  f¥#o.xfna dei c6iera. TBp: toxina de BoprdeteJ/a Per£ZJSSJ.S.
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2.    Mecadsmo     de    activaci6n     de    protefnas     G     mediada     por

receptores.
2.1. Efecto  del receptor sobre el intercambio de  nucle6tidos y sobre

fa actividad  GTpisica  de la subunidad  Go.

Varfos  autores ham  observado  que la activaci6n  del receptor  induce

sobre  las  protefnas  G  un  aumento  de  la velocidad  de  intercambio  del  GDP

unido  por  GTP,  y  una  estimulaci6n  de  la actividad  GTpasica asociada  a  la

subunidad  Go (Fung  y Stryer,  1980;  Cassel  y Selinger,  1978;  Brandt y  Ross,

1986;  Florio  y  Sternweis,   1989).  El  efecto  estimulador  de  los   receptores

sobre la actividad  GTpasica de  Go   parece  ser  mas  bien una    consecuencia

del recambio  de  GDP  por  GTP  en  la  subunidad  Go  y  no  un  efecto  directo

sobre la actividad  catalftica  de la enzima  propiamente  tal  (Lester  y  cols.,

1982;  Brandt   y   cols.,   1983;  Kanaho   y   cols.,   1984,  Brandt   y   Ross,   1986;

Gilman,  1987;  Birnbaumer  y  cols.,  1990).  Al  utilizar  subunidades   GIG  y  Goo

purificadas,   se  encuentra  que  la  velocidad   de  entrada  de  GTP-y-S  es
limitada  por  la velocidad  de  disociaci6n  del  GDP  unido  (Ferguson  y  cols.,

1986).   Mediciones      de   las   constantes   de   disociaci6n   de   GDP   y   de   la

constante  catalftica  de  hidr6lisis  de  GTP  (kcat;  Higashijima  y  cols,   1987b;

Markby y cols.,  1993) realizadas con  diferentes subunidades Go  purificadas

(Goo;  Gso;  GIG),  indican  que  la  velocidad  de    disociaci6n  de  GDP  es  limifante

con  respecto a  la  hidr6lisis  de  GTP  (Higashij.ima  y  cols,  |987b;  Graziano  y

cols.,  1989;  Linder  y cols.,  1990).  Esta observaci6n sumada  al hecho de  que

no se ha encontrado efecto directo  del complejo hormona receptor sobre  la

hidr6lisis   del   GTP   indican   que   la   reacci6n   de   hidrolisis   de   GTP   es

principalmente  regulada  por  el  recambio  de  GDP  por  GTP  (BI.andt  y  Ross,
1986).

El receptor afecta tanto la disociaci6n del GDP,  como la asociaci6n del

GTP a la subunidad  Ga  (Cassel y SeHnger,  1978;  Brandt y Ross,  1986;  Florio

y  Sternweis,  1989).  Experimentos  realizados  con  receptores  y  proteinas  G
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reconstituidos  en  vesiculas  de fosfolipidos,  indican  que  la  activaci6n  del

receptor  induce  sobre  las   protefnas   G  un  aumento  en  la  velocidad   de

disociaci6n  del  GDP  y  un  aumento  en  la  velocidad  de  uni6n  de  GTP  o  de

sus  analogos  no  hidro]izables  (Asano  y  cols.,   1984;  Brandt  y  Ross,   1986;

Tota y  cols.,  1987;  May y  Ross,  1988;  Florio y  Sternweis,  1989;  Birnbaumer

y cols.,  1990;  Blank y  cols.,  1991). Este  efecto  sobre la  velocidad  de  uni6n

de GTP es independiente de   la etapa de disociaci6n de GDP  (Brandt y  Ross
1986;  Florio  y  Sternweis,  1989).  Es  interesante  hacer  notar  que  cuando  el

complejo hormona  receptor  es fa  presente,  la  velocidad  de  disociaci6n  de

GDP no pareoe ser la etapa limitante,  pues la uni6n de GTP-y-S es adn  mas

lenta   (Brandt  y  Ross,   1986).  Esto   contrasta  con  lo  observado  con   las

proteinas  Go  purificadas  en  ausencia  de  estimulo  hormonal  donde  la uni6n
de GTP-T-S,  es  limitada  por  la velocidad  de  disociaci6n  de  GDP  (Ferguson

y cols.,  .1986;  Higashijima  y  cols,  1987b).  En  resumen,  el  complejo  hormona

receptor  modifica  las afinidades  relativas  de  Gso  por  el  GDP  y  por  el  GTP,

promoviendo de esta maliera el recambio de nucle6tidos, con  la consecuente
activaci6n de las proteinas G (Florio  y Sternweis,  1989; Birnbaumer y  cols.,

1990).

2.2.  Uni6n  de  GIP  a  Go y  disociaci6n  de  Go  de  Gny

Como   consecuencia   de   la   uni6n   de   GTP   o   de   sus   analogos   no

hidrolizables,  la  subunidad   Go experimenta  un   cambio  conformacional.   La

evidencia    experimental    que    apoya     la    existencia    de    este    cambio

conformacional  puede  ser  resumida en  los  siguientes  puntos:

a)  Experimentos en gradiente de densidad de sacarosa realizados con

las  proteinas  Gs   y  Gi  Purificadas,   indican  que  como  consecuencia  de  la

adici6n  de  GTP   y  Mg2+   al  medio,  la   proteina  G  conserva  su  estructura

trimerica,    pero  presenta un  coeficiente  de  sedimentaci6n  menor  al  de  la

protelna  G  no  activada  (Codina  y  cols.,  1984b).

b)  Experimentos de fluorescencia realizados  con varias  subunidades
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Go  aisladas   indican   que  como  consecuencia   de  la  union   de  GTP-T-S  en

presencia de    Mg2+,  estas  experimentan  un  aumento  en  la  fluorescencia  de
uno o varios triptofanos. Este cambio en la fluorescencia ha sido atribuido

a la  formaci6n  de  un  complejo Go.GTP-y-S.Mg2+  el  que induciria  un  cambio

en  la  conformaci6n  de  la  proteina  (Higashij.ima  y  cols.,  1987a;  Phillips  y

Cerione,  1988;  Guy  y  cols.,  1990;  Lee  y  cols.,  1992a).

c)  El    cambio    conformacional    ha    sido    detectado    tambien    por

alteraciones  en   el  patr6n   de   digesti6n  de   varias  subunidades   Go   por

enzimas  proteoliticas,  como  consecuencia  de  la  uni6n  de  los  analogos  no

hidrolizables  de  GTP  o  de  fluoruro  complejado  con  A13+  (AIF4-)   (Hudson  y

cols.,  1981;  Fung  y Nash,  1983;  Winslow  y  cols.,  1986;  Denker  y cols.,  1992).

Cuando  Gso  es   preincubada  con   GTP-y-S   y   posteriormente   tratada  con

tripsina, 1a uni6h del nucle6tido protege un fragmento de   40.000-41.000 kD

de  Gso  de  la  prote6lisis  (Hudson  y  cols„  1981).  Este  fragmento  contiene  el

sitio  de  union  del  nucle6tido  (Markby  y  cols.,  1993;  Noel  y  cols.,  1993).

Como consecuencia del cambio conformacional que sufre la  subunidad

Go de  las protefnas  G por  efecto  del recambio  de GDP  por GTP,  se  produce

su  disociaci6n  de  GBy   La  disociaci6n  del  trimero  GOBT ha  sido  ampliamente

documentada  en  estudios  in   v[.fro  (Codina  y  cols.,   1983;  Codina  y   cols.,

1984b; Northup  y cols.,  1983a;  Northup  y cols.,  1983b;  Iyengar y cols.,  1988;

Ransnas y cols.,  1989).  Preparaciones  purificadas  de Gs y G] (Codina y cols.,

1984b)  experimentan  un  cambio  en  el  coeficiente  de  sedimentaci6n  de  una

forma  de  4S  a  2S,  medido  por  centrifugaci6n  en  gradientes  de  sacarosa,

como  consecuencia  de  la  incubaci6n  previa  del  trimero  con  analogos  no

hidrolizables  de  GTP  y  Mg2+.  La forma  con  coeficiente  de  sedimenfaci6n  de

2S  representa la  subunidad  Gso libret  Iyengar  y  cols.,  (1988)  ham  descrito

que en preparaciones  de membranas de higado de rata, el glucag6n  induce

la disoclaci6n  de  Gs  en  Gso  y  GBy  El  mismo  fen6meno  ha  sido  observado  en

membranas  de  celulas  S49  donde  la activaci6n  del  receptor  B-adrenergico
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induce la disociaci6n  de Gs en  Gso libre y GBT (Ransnas y  cols.,1989).  Ademas

la  forma  Go-GTP  se  une  con  memos  afinidad  que  Go-GDP  a  una  resina  que

Contiene  GBT unida  covalentemente  a  agarosa  (Pang  y  Sternweis,  1989).  En

resumen,  la  activaci6n  de  las  proteinas  G  sin  duda  induce  disoeiaci6n  del

trimero GOBT en  soluci6n. Sin  embal.go  no hay  certeza  de que  la  disociaci6n

sea esencial  para  la  activaci6n  de  los  sistemas efectores  per  Go  o  Coy  o  si

ocurre  o  no   I.A  v[.wo.   Aunque  la  disociaci6n   no  fuera  un  fen6meno   con

relevancia  fisiol6gica,  es  importante  sefialar  que  cuando  las  protefnas   G

unen  GTP,  tanto  Go  como  Coy adquieren  una  conformaci6n  activa.

2.3.   Papel   del   Mg2+   en   fa   activaci6n   de   ]as   proteinas   G    por

nucledidos de  guanina.  Regulaci6n del intercambio  de GDP  por  GIP.

Uno  de los  aspectos  claves  en  la regulaci6n  de la activaci6n  de  las

proteinas  G  por  el  complejo  hormona  receptor    es  el  complejo  papel  que
cumple  el  i6n  Mg2+.  Los  estudios  de  varios  autores  ham  permitido  concluir

que    la  acci6n  del  i6n  Mg2+  se  manifiesta  por  lo  memos  en  dos  ordenes  de

concentraci6n claramente establecidos: nanomolar  y mflimolar.  Las  diversas

acciones  del  Mg2+ son  resumidas  en  los  siguientes  puntos:

2.3.a. Requerimientos de Mg2+ en el orden de concentraci6n nanomolar.

Los  estudios  de  la  dependencia  de  Mg2+  en  la  actividad  GTpasica  de

varias proteinas  G indican  que se requieren concentraciones  de Mg2+  en  el

orden nanomolar  para inducir  su activaci6n   (Sunyer  y cols.,  1984:  Brandt

y Ross,  1986;  Higashijima,  1987c;  Antonelli y cols.,  1991;  Lee y cols.,  1992a).

Del  mismo  modo,  se  requieren  concentraciones  de  Mg2+  en  el  orden

nanomolar  par.a  producir  una  estimulaci6n  significativa  del aumento  de  la

fluorescencia  de  algunas  proteinas  Go  como  consecuencia  de  la  uni6n  de

GTP-T-S  (Higashijima  y  cols.,  1987a;  Lee  y  cols.,  1992a).

Por  otro  lado,   la  velocidad   de  disociaci6n   de  GTP-T-S   de  varias

proteinas G es  dependiente en una relaci6n inversa  de la concentl.act6n  de
Mg2+.  La  constante  de afinidad  aparente  para  Mg2+,  determinada  en  base  al
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efecto del  metal sobre  la velocidad  de disociaci6n  del GTP-T-S  para varias

proteinas  G,  es  tambien  del  orden  nanomolar  (Higashijima  y  cols.,  1987c;

Graf  y  cols.,  1992;  Lee  y  cols.,  1992a).

Se   ha   postulado,   que   los   requerimientos   de   Mgz+   anteriormente

mencionados   y      que   se   relacionan   con   la   interacci6n   de   GTP   y   Go,

reflejarian   la   formaci6n   de   un   complejo   GTP.Mg2+.    Este   complejo   es

probablemente el  sustrato  real  de  Go.
2.3.b.  Requerimientos de Mg2+ en el orden de concentraci6n miHmolar.

Los  estudios  de  la  dependencia  de  Mg2+  sobre  la  activaci6n  de  las

proteinas  G trimericas,  en ausencia  de estimulo hormonal,  indican  que  se
requieren concentraciones  de  Mg2+  en  el orden  milimolar  para obtener  una

6ptima   activaci6n    (Katada    y   cols.,    1986;    Higashijima   y   cols.,    1987c;

Higashijima  y  c'ols.,  1990;  Lee  y  cols.,  1992b).  Los  criterios  de  activaci6n

usados  .en   estos   estudios   involucran   la   estimulaci6n   por   Mg2+,   de   la

actividad GTpasica  (Katada  y cols.,  1986;    Higashij.ima  y  cols.,  1987c),  y  de

la velocidad  de disociaci6n de GDP  (Higashij.ima y cols.,  1987c). A  diferencia

de lo observado con las proteinas trimericas, la activaci6n de Go aislada por

Mg2+  ocurre  en  un  orden  de  concentraci6n  de  Mgz+  muy  por  debajo   del

milimo]ar,  siendo  desplazado  al  orden   nanomolar  de  Mg2+   ((Higashij.ima  y

cols.,  1987c,  Higashij.ima y  cols.,  1990;  Lee y  cols.,  1992a).  Estos  resultados

indican que  la  presencia  de GOT modifica  los  requerimientos  de  Mg2+  por  Go

desplazandolos  del orden  nanomolar  al  milimolar  (Gilman,  1987;  Birnbaumer

y  cols.,  1990).  Se  ha  postulado  que  el  efecto  activador  de  Mg2+  sobre  las

proteinas G trimericas  en  el orden  milimolar,  reflejaria la existencia  de un
segundo sitio  para  el  metal en  Go,  diferente  de aquel en  el cual  el  Mgz+  se

encuentra  coordinado  con  el  GTP  (Gilman,  1987).
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2.3.c.  Efecto  de  Mg2+  en la activaci6n  hormonal  de  las  proteinas  G.

La  informaci6n   de   la  literatura   indica   que  el   receptor   activado

disminuye  la  concentraci6n   de  Mg2+   requerida  para  la  activaci6n  de  las

proteinas G  desde el  orden milimolar  al micromolar  (Iyengar y  Birnbaumer,
1982; Asano y  cols.,  1984; Haga y  cols.,  1985;  Brandt  y Boss,  1986;  Senogles

y cols.,  1990). Esto ha sido observado en experiinentos de reconstituci6n de
Gs  con  el  receptor   B-adrenergico  (Asano  y  cols.,   1984;     Brandt  y  Ross,

1986),  de  G±  con  el  receptor  de  dopamina  D2  (Senogles  y  cols.,  1990)  y  de

Gi   con  el  receptor  coHnergico  muscarinico  (Haga  y  cols.,   1985).  Efectos

similares  de  Mg2+ ham  sido observados  en la  activaci6n de  la  adenililciclasa

dependiente  de  hormona,  en  membranas  aisladas  (Iyengar  y  Birnbaumer,

1982).

En  base  a  los  resultados  anteriormente  descritos,  se  ha  propuesto

que la acci6n activadora del complejo hormona receptor sobre las  protefnas
G es explicada  en parte  por una  disminuci6n en los  requerimientos  de  Mg2+

para   la  reacci6n   de   intercambio   de   GDP   por   GTP.      Analizando   estos

resultados  en  el  contexto  de  la  existencia un  sitio  de  baja afinidad  para

Mg2+,  se ha postulado que el complejo hormona receptor aumenta la afinidad

de  este  sitio  por  i6n  Mg2+,  induciendo  la  activaci6n  de  las  protefnas  G  en

un  nivel  de  concentraci6n   de   Mg2+  (micromolar),   donde  en  ausencia  de

estimulo  hormonal  no   hay  activaci6n   (Gilman,   1987:   Birnbaumer   y   cols.,

1990).

3.  Desactivact6n  de ]as  proteinas  G.

Una vez  que  Ga-GTP  y  GBy se  disocian,  pueden  interaccionar  con  su

sistema efector respectivo y  modificar su actividad.  Se ham descrito varios

sistemas  enzimaticos  y  algunos   canales  i6nicos   que  son  regulados   per

proteinas G, tanto por Go o  por Coy Probablemente, el sistema efector  mejor

estudiado  es  el  de  la  adenililciclasa  (Tang  y  Gilman,  1992;  Iyengar,   1993).

Otros  sistemas  regulados  por  proteinas  G  se  muestran  en  el esquema  i.
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La hidr6Hsis del GTP,  unido a la protefna  Goinduce su  desactivaci6n.

Luego,  debido  a  la  alta  afinidad  que  la  forma  Go-GDP   tiene  Por   GBT  Se

produce  una  reasociaci6n  del  trimero   (Pang  y   Stenweis,  1989).   De  esta
manera la  desactivaci6n  de  Ga  determina    a  su  vez  la  desactivaci6n  de  GBT

(Clapham y  Neer,  1993).  Una vez  que  Go-GTP  interactda con  su  efector,  se

produce una estimulaci6n  de la actividad GTpasica de   Go.  Las protefnas  Go
hidrolizan   el   GTP   con   una   constante   de   velocidad   intrinseca   que   es

relativamente  similar  para  las  distintas  subunidades  Go conocidas  (de  1  y

5    min-I)    (Gilman,    1987;     Markby    y    cols.,     1993).    Esta    velocidad    es

relativamente mayor que la constante de hidr6lisis de GTP de otras  familias

de proteinas  con actividad  GTpasica,  como ras.  Sin  embargo este  hecho  no

da cuenta  de la velocidad con  la  cual las  proteinas G son  desactivadas en

membranas,   en    sistemas   reconstituidos    o   in    vj.vo.   La   velocidad    de

desactivaci6n  de  la  adenilflciclasa  regulada  por  Gs,  es  coincidente  con  la

velocidad  de  hidr6lisis  de  GTP  para   Gs  purificada  (Cassel  y  cols.,   1977;

Brandt y Ross,  1986).  Sin  embargo, la velocidad  de  desactivaci6n  de  otras

proteinas G que interactdan con  sus efectores  es considerablemente  mayor
que  la  velocidad  de  hidrolisis  del  GTP  en  la  misma  proteina  G  purificada.
Por  ejemplo,  la  transducina  aislada  hidroliza  el  GTP  unido  con  una  vida

media de  15 segundos  (Navon  y Fupg,  1984).  Sin  embargo,  la  desactivaci6n

de la fosfodiesterasa de CGMP activada por transducina en  membranas toma

memos   de   1   segundo   (Arshavsky   y   cols.,   1991).   En   forma  analoga,   G±

hidroliza   GTP   casi   a   una   velocidad   similar   a   la   de   la   transducina

(Higashijima y cols.,  1987b),  pero  la desactivaci6n  del canal  de K+  regulado

por GE en  miocitos cardiacos es  100 veces mas  rapida (Breitwieser y  Szabo,

1988).  Estos   resultados  son  una  evidencia  indirecta  que  indica  que  los

sistemas efectores  podrfan actuar como factores que estimulan la actividad

GTpasica    de  las  proteinas    G.  Evidencias  directas    sobre  esto  flltimo    lo

entregan estudios realizados con transducina,  que indican que su actividad
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GTpasica es    estimulada  significativamente  por  la fosfodiesterasa  de  CGMP

(4  a  5  veces)  (Arshavsky  y  Bownds,  1992).  Tambien  se  ha  observado  que

la fosfolipasa  C-Bl  aumenta  50  veces  la velocidad  de  hidrolisis  de  GTP  de

una mezcla de Gq y Gil   (Gq/11.).  Este  efecto  de fosfolipasa C-Bl es  especifico

Sobre  Gq/11  (Berstein  y  cols.  1992).

4.  Activaci6n  de  profeinas  G  por ion fluoruro y i6n alumirio.

La   activaci6n   de   proteinas   G   por   concentraciones   milimolar   de

fluoruro en   presencia del i6n  Mg2+, requiere de la adici6n en trazas  de i6n

A|3+  o  de  i6n  Bea+,  los  que  forman  complejos  fluorados   de  la  forma  AIFx  o

BeFx (Sternweis y Gilman,  1982). En vista de  que la activaci6n por  fluoruro

de las  proteinas  G  requiere de  la  presencia de  GDP  unido  a Go,  se  postul6

que estos  complejos  se  unirfan al fosfato  8  de Go-GDP  formandQ  la  especie

GDP.AIFx   o    GDP.BeFx.    Estos   complejos    imitarian    la   molecula    de    GTP,

produciendo la  activaci6n  irreversible  de  las  proteinas  G  (Bigay  y  cols.,
1985).   Los   resultados   obtenidos   por   estudios   de   resonancia   magnetica

nuclear de ]9F y 3£P ham confirmado el modelo planteado. Estos experimentos

indican  la  formaci6n  de  un  complejo  GDP.AIFx  (probablemente  con  x  =  3),

con un atomo  de Mg2+ en el sitio de union  de GDP  (Higashij.ima y cols.,  1991;

Antonny  y   Chabre,  1992).   El  i6n  fluoruro  en  ausencia  de  All+,  pero  en

presencia   de   Mg2+   es   tambien   capaz    de   activar   a   las   prote{nas    G

(Higashij.ima y  cols.,  1987a). Este  efecto de  fluoruro  requiere que  Go  tenga

GDP   unido  (Antonny  y   cols.,   1990).   Estudios      de  resonancia  magnetica

nuclear  y  de  fluorescencia,   indican  que  se  forma  un  complejo  con  dos

atomos de  Mg2+ y tres  de fluoruro para producir la especie Go(GDP.MgF3)Mg,

que   seria   estructuralmente  analoga   a   Go(GDP.AIFx)Mg      y   a   Go(GTP)Mg

(Antonny  y  cols.,  1993).
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5.  Efecto  de  toxina  del  c6lera  y  de  toxina  de  Jfordefezza  perfzzssis

sobre la activaci6n  de protefnas G.

Dos  toxinas  bacterianas  han  sido  de  gran  utilidad  para estudiar  el

mecanismo de  activaci6n de las proteinas  G: la toxina del  c6lera  (C.T.) y  la

toxlna  de laL Bordetena  pertussis (P.I.X).

La toxina  de  BorcJefezfa perfussz.s  cataliza  la  transferencia  de  ADP-

ribosa desde una  molecula de NAD hasta un  residuo de  cisteina ubicado  en

ei  extremo  carboxilo  terminal  de  las   Prote{nas  Gi.io,   Gi.2o,  Gi.3ai   Gooi  Gt.io  y

Gt.2o   (West  y cols.,  1985;  Hepler y  Gilman,  1992).  Esta modificaci6n  produce

el  desacoplamiento   de  la  protefna  G  con  el  receptor  (Van  Dop   y  cols.,

1984b),  bloqueando la transmisi6n de la sefial hormonal  (Birnbaumer y cols„

1990).

La toxina del c6lera tambien cataliza la transferencia de una molecula

de  ADP-ribosa  desde  el  NAD,  pero  en  este  caso  a  un  residuo  de  arginina

que  Poseen   Gso,   Golf a   y  Gta   (Van   Dop  y   cols.,   1984a).   Esta   modificaci6n

produce  la   inhibici6n   de   la   actividad   GTpasica   de  Go,   generando   una

proteina  permanentemente activada  (Freissmuth  y  Gilman,  1989).

E.  RECEPTORES  ACOPLADOS  A  PROTEINAS  G.

La  familia  de  los  receptores  proteicos  acoplados  a  proteinas   G  ha

llegado   en   este   momento   ha   superar   los   100   miembros   identificados

(Birnbaumer y  cols.,  1990;  Lancet  y Ben-Arie,  1993;  Abe  y cols.,  1993).  Los

distintos  miembros  de  esta  familia  de  receptores  poseen  la  capacidad  de

interactuar  con  una  gran  variedad  de ligandos,  que van  desde  moleculas

pequefias como las  catecolaminas hasta peptidos  y protefnas  (Birnbaumer  y
cols.,  1990;  Lancet  y  Ben-Arie,  1993;  Abe  y  cols.,  1993).  Los  mas  conocidos

son los  reoeptores  a  y a  adrenergicos,  los  receptores  para  dopamina,  los

receptores  muscarinicos,  los  receptores  de histamina,  los  receptores  para

somatostatina, vasopresina y  oxitocina,  los receptores  para  glucag6n,  para
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colecistoquinina,   para   angiotensina   y   trombina.   En   el   fen6meno   de   la

percepci6n  sensorial,  tambien  estan  involucrados  este tipo  de  receptores.
Es  asi  como en  la  retina,  la rodopsina es  estimulada  por  la luz  activando

a    una    proteina    G    namada    transducina     (Wittinghofer,     1994).     Los

quimioreceptores   para   agentes   odorantes   y   del   gusto   estan   tambien
aparentemente  acoplados  a  protefnas  G  (Lancet  y  Ben-Arie,  1993;   Abe  y

cols.,  1993).

1.  Estructura  de los reoeptores acoplados a  pl.oteinas  G.

En    forma    general    estos    receptores    poseen    siete    secuencias

hidrof6bicas  transmembranicas  de  20  a  25  aminoacidos,  cada  una  de  las

cuales  esfa  limitada  por  una  regi6n  hidrofflica  de  longitud  variable.   La

topologia propuesta para este tipo de receptores se  muestra en el esquema

3.  De acuerdo  a  este  modelo,  cada  uno  de  los  siete  dominios  hidrof6bicos

forman una estructura  de a helice,  con las  regiones  hidrofilicas  expuestas

hacia el lado  intracelular  y hacia el extracelular  (Strader  y  cols.,  1989).

Los estudios realizados con varios receptores indican  que el sitio  de

union   del   Hgando   es fa   ubicado  en   un   bolsillo  rodeado   por   a   helices

hidrof6bicas   de  los   dominios   de  transmembrana  y   bajo  el  plano   de  la

membrana  citoplasmatica  (Findlay  y  Pappin.,   1986;   Strader  y  cols.,   1989;

Siciliano  y  cols.,  1994).  Sin  embargo,  otros  estudios  ham  involucrado  en

forma adicional el extremo amino terminal extracelular como un segundo sitio

de interacci6n con el ligando (La  Rosa y cols.,  1992;  Siciliano y cols.,  1994).

2. Dominios de interacct6n del receptor con las proteinas G.   Caracter
basico  de estos  domirios.

Estudios de mutagenesis por deleci6n de secuencias especfficas  (Dixon

y  cols.,  1987;  Strader  y  cols.,  1987)  y  de  mutagenesis  sitio  dirigida en  el

gen del receptor B-adrenergico han permitido definir a las secuencias amino

y  carboxilo     del  tercer   dominio  citoplasmatico  y  a  la  region  amino  del
extremo  carboxilo  terminal  citoplasmatico  de  la  protefna,  como  importantes
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Esquema 3:     Topologfa  propuesta  para  los  receptores  de  siete  domihios
transmembfanicos acoplados  a proteinas  G.

del  receptor.
Los  ndmeros  I,  11  y  Ill  denotan  los  dominios  citoplasmaticos

\    .    ,_.   .

1,
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para la interacci6n con la proteina Gs  (0'Dowd y cols.,  1988).  Construcciones

de  receptores   quimericos,   ham   permitido  tambien  corroborar   que  en  el

tercer dominio  citoplasmatico existen  regiones que  son importantes  para la

interacci6n receptor-proteina G  (Cotecchia y cols.,  1990;  Wong  y cols.,  1990;

Lechleiter  y  cols.,  1990).

La importancia  de varios  de  los  dominios citoplasmaticos,  entre  ellos

el tercel.o,  en  la  interacci6n  del  receptor  con  la  proteina  G  ha  quedado

tambien de  manifiesto con  estudios de  competencia  realizados con  peptidos

deducidos  a  partir  de las  secuencias  de aminoacidos  de varios  receptores

en  esta regi6n.  Varios  peptidos  derivados  del  segundo  y  tercer  dominio

citoplasmaticos y tambien del segmento amino del extremo carboxilo terminal

citoplasmatico  del  receptor  B--adrenergico  (Mtinch   y  cols.,  1991)  y  de  la

rodopsina (Konig y cols.,  1989), inhiben el acoplamiento  del receptor con  la

protefna.  G.   Asi  mismo,   estudios  realizados   rfu  vj.fro  con  varios   peptidos

derivados    de    los    extreinos    amino    y    carboxilo    del    tercer    dominio

citoplasmatico  de  algunos  receptores,  indican  que  estos  son  capaces   de

estimular  la  actividad  GTpasica  y  la  uni6n  de  GTP-T-S  de las  proteinas  G

(Okamoto  y  cols.,   1991;   Cheung  y   cols„   1991;  Voss  y  cols.,   1993).   Estos

p.apt.idos 't.ienen 'como  -Laracferfstica  f-dndarrLeri.tal .la  de  poseer  aminoacidos
basicos.. como  Hsina.,  arg.inina .e  histid.ina.

•Es .de interes `el sefialar  que ei  ma`st:opar.an, .un .Le'Li-a.decapeptido  rico

en.  am`iIToacidos`  b.ds±cos-,   pres.emte.  err.  el.  veneno.  de  la  avispa`,   imi-fa.  a  los
•i.eceptores en  su efecto .es.timu.la.dol.  'del re.cam.bio  de Gop  por GTP, -y  `de  la

ac[ivida.d.  GTpasica  de~ Go y.. Gi  (Higas.hijim.a y. cols...  1988,r ffiga.s.h.ij±ma y cols.,

1990r  M.ous`I±  y.  co`Is..,   1989.)..   Un.   p.ep-lid.o.   bas±co   de   once   aminoac±dos;   Ia

sustanci'a  P,    y `un.a  poliamin.a -aromanca, `'e'l   .compuesto  48/80  son  tambien

capaces de imitar al  receptor en. su capacidad  de actival.. una mezcla  de  G±

y  Go  (Mousli .y  cols.,   1990a;  MousH .y  cols.,   1990b).
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F.  SISTEMA  DE  LA  AI)ENILILCICLASA.

La acci6n  de  la adenililciclasa  esta involucrada  en  la regulaci6n  de

procesos tan  diversos  como  el  metabolismo,  la transcripci6n  de  genes  y  la
memoria.  Por  estudios   bioquimicos  se  ham  caracterizado  tres  formas   de

adenililciclasas:  una  forma  sensible  (Smigel,  1986)  y  otra  forma  insensible

a  calmodulina  y  Ca2+   (Mollner  y  Pfeuffer,   1988).  Estas  dos  formas   estan

asociadas  a  la  membrana  plasmatica  (Gross  y  cols.,  1987)  y  son  reguladas

por   proteinas   G.   Existe   tambien   uno   tercera   forma   soluble,    que   es
estimulada por  calmodulina pero  que no  es regulada  por proteina  G  (Gross

y cols.,  1987). Recientemente se  ban identificado,  por clonamiento  molecular
ocho  genes   distintos  de  adeni]ilciclasa     (Tang   y  Gilman,   1992;   Iyengar,

1993).  Algunos  de  estos  genes  ham  sido  expresados  en  Hneas  celulares  en

cultivo.  Esto  ha  permitido  analizar  las  caracteristicas  functonales  de  las

protefnas producidas  (Iyengar,  1993).  Un cuadro resumen de algunas de las

propiedades  funcionales  de las  adenililciclasas  conocidas  se  muestra en  el
esquema  4a.

1. Estrucfura de fa adenililciclasa.

La  adenililciclasa  es  una  glicoproteina  integral  de  membrana.   Las

proteinas  nativas   tienen   una   nasa   molecular   relativa   de   ilo-180   kDa

(Pfeuffer   y   cols.,    1991).   A   partir   del   analisis   de   las   secuencias   de
aminoacidos  de  las   diferentes  formas  de  adenililciclasas  clonadas,  se  ha

postulado  que estas  protefnas  presentarian  una topologia  similar  al  de un
canal i6nico,  col|  dos  grandes  dominios  cada  uno de  los  cuales  atravesarfa

seis  veces  la  membrana  plasmatica  (esquema  4b)   (Krupinski  y  cols„   1989;

Iyengar,  1993).  Estos  dos  dominios  estan separados  por  una regi6n  de  350

aminoacidos  que se  ubica  hacia  el  lado  citoplasmatico  de  la  membrana.  La

protefna en su extremo carboxilo terminal,  presenta una regi6n de 250 a 300

aminoacidos,  que  se  extiende hacia  la  cara  cttoplasmatica  de  la  membrana.

En  las  dos  regiones  citoplasmaticas  de la  protefna   existen  secuencias  de
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Entidad             efecto                tipo  de                     comentario
reg uladora                                  adenililciclasa

estimulaci6n      I -VI
inhibici6n         I  y v

estimulaci6n     II  y lv
en  presencia
de  Gso

inhib ici6n          I
ningtin               Ill,  V  y vI
efecto

fors kolina        estimulaci6n     I -VI
Ca2+/Calmod     estimulaci6n      I  y  Ill
ulina

posiblemente todos
los
.tipos  pueden  ser
inhibidos
directamente
Forskolina  se  une  a
todas  las  ciclasas
conocidas

Esquema 4a:   Descripci6n  de las  caracteristicas  de los  subtipos  de
adenililciclasas estudiadas.
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aminoacidos que  estan amp]iamente  conservadas en  las adenilflcilcasas.  Per

el  contrario,  los  aminoacidos  involucrados  en  la  asociaci6n  de  la  proteina

a  fa  membrana  son  diferentes  entre  las  adenililciclasas  conocidas  (Tang  y

Gilman,  1992;  Iyengar,  1993).

2. Regulaci6n  de la actividad  de la adenilflciclasa  de  membrana.

La expresi6n  de  los  subtipos  de adenililciclasas  I  a VI    en  sistemas

de   expresi6n   eucari6ticos,   ha   permitido   estudiar   la   regulaci6n   de   la

actividad     de    la    enzima     (esquema    4a).     Todas    las     adenililciclasas

caracterizadas  de  esta  manera  son  estimuladas  por  forskolina  y  por   Gso

preactivada  (Bakalyar  y  Reed,   1990;   Tang  y  cols.,   1991;  Tang  y   Gilman,

1991;  Feinstein y  cols.,  1991;  Gao  y  Gilman,  1991;  Katsushika  y  cols.,  1992;

Premont  y  cols.,  1992;  Yoshimura  y  Ccoper,  1992).

2.1.  Efecto  de forskolina.

La forskolina es un diterpeno extratdo de la planta  CoJeus fomskof]dr.I.,

que  se  une  especfficamente  a  la  adenimciclasa  y  estimula  su  actividad

(Seamon  y Daly,  1983).  El  uso  de  este  compuesto  ha  sido  de  gran  utilidad

para la  caracterizaci6n bioquimica  de la  enzima (Pfeuffer  y Metzger,  1982).
La  estimulaci6n   de  la   actividad   de  la   adenililciclasa  por  forskolina   es

independiente de  la activaci6n por  Gsa  (Seamon  y Daly,  1981).  Sin  embargo,

la  estimulaci6n  de  la  actividad  de  la  enzima  por  el  diterpeno  puede  ser

potenciada  por  Gso,  lo  que  sugiere  que forskolina  y  Gso  podrian  estimular
la actividad  de la adenimciclasa por la misma via de acci6n  (Bender  y Neer,

1983;  Iyengar  1993).  No  hay  indicaciones  directas  que  indiquen  la  region

o  las  regiones  de  la  adeliililciclasa  donde  la forskoHna  se  une  y  produce

su acci6n,  pero se ha postulado  que el  diterpeno podrfa afectar  la fluidez

del  microambiente  de  la  men,brana  que  rodea algunas  de  las  regiones  de

transmembrana   de   la   adenililciclasa.   Esto   podria   tal   vez   alterar   la

interacci6n  de  las  dos  regiones  citoplasmaticas  de  la  proteina  modificando

las  propiedades  catalfticas  de la  enzima  (Iyengar,  1993).
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2.2.  Efch  de  Gso.

Esta  proteina,   fue  junto  con  G±o  y   Gto  (transducina),   una   de  las

primeras  subunidades  Go  de  proteinas  G  en  ser  caracterizada  (Northup  y
cols.  1980;  Hanski  y  cols.  1981;  Sternweis  y  cols.  1981;  Manning  y  Gilman,

1983;   Northup   y   cols.   1983a;   Codina   y   cols,   1984a).   Los   estudios   de

clonamiento y secuenciaci6n ham permitido  aislar varios CDNA que  codifican

para  proteinas  Gso  procedentes  de  varias  especies  (Olate  y  Allende,  1991;
Kaziro y  cols.,  1991).  Las subunidades  Gso  de  mamfferos  presentan  entre  si

una altisima identidad a nivel de secuencia de aminoacidos  (correspondiente

al 90%).  Estos estudios  ban permitido  definir en  mamiferos la  existencia  de

dos formas  cortas  (Gso.s)  y  dos  largas  (Gso.i)  producidas  por  procesamiento

alternativo  de  un  dnico  transcrito  primario  (esquema  5).  Las  dos  formas

cortas  tienen  379  y  380  aminoacidos  y  las  dos  formas  largas  tienen  394  y

395 aminoacidos. Las formas  largas y las formas  cortas difieren entre si en

una serina (Kozasa y  cols.,  1988).  Las  migraciones electroforeticas en  geles

desnaturantes de poliacrilamida, corresponden a proteinas de peso molecular

de 45.000 para las dos forma cortas  y de 52.000 para las dos formas  largas.

Todas   las   proteinas   anteriormente   descritas   poseen   el   sitio   de   ADP

ribosilaci6n por  toxina del  c6lera. Las  evidencias que vinculan a  Gso con  la

regulaci6n  de  la  actividad  adenililciclasa  pueden  ser  resumidas  en   los

siguientes  puntos:
-    Preparaciones purificadas  de  las  formas  corta y  larga  de  Gso  son

capaces   de  estimular   a  la  adenililciclasa  de   un  sistema  de   membranas

deficiente en actividad Gs: las membranas cyc-. Estas  membranas provienen

de una linea  de  celulas  en cultivo  derivadas  de  un  linfoma  de rat6n:  las

celulas S49.  Cabe hacer  notar que las  membranas  de  celulas cyc-  ham  sido

de vital  importancia  en  la  purificaci6n  de  las  proteinas  de  la  famiHa  Gs,

pues permiten seguir su  actividad biol6gica a traves  de las distinta etapas
de  la  purificaci6n.    Ademas    ham  tenido  importancia en  los  estudios  de  la



T6AG

Clu                       Gly   Glu

G®  c<  L  (  2+3+4  )\
EXON   2

G.<s  (  2+4  )

Gee
C e n  .. GTA     AAC/

TGAG

A.p     Olu

EXON    3

30

C   ACT   GAG

Olu                       Gly      S.rGlu

Gio< L+Ser  ( 2+3+4  )

EXON     4

OTA         0TG

iE
G.t*,   S®'  I  2+4 I

C    ACT    GAG

A.p     SOT    Glu

Esquema  5:     Procesamiento alternativo  del  mENA  de  Gsa  en  mamfferos.

aparecen  en  fio8renbi::cg.S° Eels e¥3:trad:senmoes[trcaednotr:i L£S]o:X°nneegsro:  gas
especies corta y  larga de Gso  Son indicas como  Gso.s y Gso.I  respectivamente.



31

regulaci6n funcional de esta protefna (Northup y cols.,  1980; Hanski y cols.,

1981;  Sternweis  y  cols.,  1981;  Codina    y  cols.,  1984a).

-    Preparaciones purificadas  de  las  formas  corta y  larga  de  Gso  son

cxpaces de acoplarse al receptor B-adrenergico, y reconstitir la estimulaci6n

hormonal   de   la   actividad    adenililciclasa   purificada   en   vesiculas    de

fosfoHpidos  (Cerione  y  cols.,  1984).

-    El   uso   de   las   tecnicas   de   biologia   molecular,   junto   con   la

disponibilidad de  diversos  tipos  de  sistemas de  expresi6n  de  proteinas  ha

permitido estudiar la funcionalidad  de las protefnas Go cuyas secuencias  de
CDNA se conocen  (Birnbaumer y  cols.,  1990).  Las  distintas formas  de Gso  de

mamfferos, expresadas  tanto  en  bacterias  (Graziano  y  cols.,  1987;  Graziano

y cols.,  1989;  Mattera  y  cols.,  1989)  como  en  lisado  de  reticulocitos  (Olate,

y cols.,  1988),  estimulan la  actividad de  la adenililciclasa  de las  membranas
cyc-  sin  mostrar  aparentes  diferencias  cineticas  en  esta  capacidad.  Es

interesante   sefialar    que   las    proteinas   Gso    producidas   en   lisado    de

reticulocitos  activan  la adenililciclasa en  el  mismo orden  de  concentraci6n

que las obtenidas  por purificaci6n  a partir  de tejidos.  Esto es  en el orden

picomolar  de  concentraci6n.
-    Las adenililciclasas que  ham sido  clonadas y  expresadas en  lfneas

celulares,   muestran   todas    la   capacidad    de   ser    estimuladas   por    Gso

preactivada   con   analogos   no    hidrolizables   de    GTP,   o    por    fluoruro
complejado  con  A13+  (Tang  y  Gilman,  1992;  Iyengar,  1993).  Tambien  pueden

ser  activadas  por  hormonas  que  actdan  a  traves  de  receptores  que  se
acoplan  a  Gs  (Premont  y  cols.,  1992).

La  adenililciclasa  no  es  el  tlnico   Sistema  regulado  por   Gsa.  Se  ha

descrito  que  esta  protefna  estimula  la  apertura  de  un  caLnal  de  Ca2+   de

mdsculo cardiaco  y  de tflbulo  transverso  de mdsculo  esqueletico  (Yatani  y

cols.,  1988;  Mattera y  cols.,  1989),  y  promueve  ademas el  cierre de  un  tipo

de  canal  de  Na+    (Schubert  y  cols.,  1989).
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2.3.  Efecto  de  Gig  -

Mediante  la tecnica  de  marcaci6n  de  proteinas  con  NAD  radiactivo  y

la toxina  de  BorcJefezJa perfL!ssz.s,  se logr6  caracterizar  a  partir  de varios

tejidos  de  mamfferos,  un   grupo  de  proteinas  con  un  peso  molecular   de

40.000-41.000  (Bokoch  y  cols.,   1983;   Codina  y  cols.,   1983;  Bokoch  y  cols.,

1984,  Katada  y  cols.,  1984;  Neer  y cols.,  1984;  Sternweis  y  Robishaw,  1984,

Uhing  y  cols.,  1987).  La  observaci6n  de  que  la  inhibici6n  hormonal  de  la

adenililciclasa era tambien revertida por la acci6n de la toxina de BordefalJa

perfzzssis,  hizo  pensar  que estas  proteinas  podfan  estar  involucradas  en
esta  inhibici6n   (Katada  y  Ui,   1981;  Kurose  y  cols.,   1983;  Murayama  y  Ui,

1983).  De  modo  analogo  al  caso  de  Gso,  estas  proteinas  copurificaban  con

otras  dos,  que eran  estructuralmente  similares  a  Go  y  GT aisladas  de  Gs  y

de la transducina  (Sunyer y cols.,  1984;  Sternweis y Robishaw,  1984). Estas

proteinas  recibieron  entonces  el  nombre  de  G±  por  su  aparente  funci6n
inhibidora  de la actividad  adenililciclasa.

Mediante   clonamiento   molecular,    se   ham    identificado   en    varias

especies,  distintas  formas  de  G±o  (Suhivan  y  cols.,  1986;    Didsbury  y  cols.,

1987;  Didsbury  y  Snyderman,  1987;    Suki y  cols.,  1987;  Beals  y cols.,  1987;

Codina y  cols.,  1988;  Itoh y  cols.,  1988;  Olate y  cols.,  1990).  Estas  ban  sido

clasificadas   en   tres   subtipos   de   Gio:   GIG.1,   Gio.2   y   Gio.3.   Las   secuencias

obtenidas  predicen  proteinas  con  un  peso  molecular  de  40.000-41.000  que

corresponden a las proteinas  previamente purificadas  (Birnbaumer y  cols.,

1990).   Todas   estas   especies   poseen   ademas   la   cisteina   en   el   extremo

carboxilo terminal que se ADP-ribosila por la toxina de  BordefejJa perfzzssl.s

(Birnbaumer  y  cols.,  1990).  Sus  secuencias  de  aminoacidos  presentan  mas
de  un  85  `%  de  identidad   entre  si.  Los  tres  tipos  de   proteinas  G]o  son

codificadas  por  genes  distintos  (Itoh  y  cols.,  1988).

Estudios realizados  con  protefnas de  la familia  de Cia  purificadas  de

tejidos    (Katada  y cols.,1984)    o    recombinantes    (Linder   y    cols.,1990),
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indicaron que eran requeridas altas concentraciones de estas protefnas  (10

nM a  2,5  pM)  para obtener  una modesta  inhibici6n,  y ademas  no  saturable,

de  la  actividad  de  la  adenililciclasa.  Ademas,  se  habfa  observado  que  GBT

purificado inhibia la actividad adenililciclasa  de membranas  de plaquetas  y
de  c6lulas  S49,  de  manera  mas  potente  que  Gil  y  ademas  saturable.  Este

hallazgo  hizo  pensar  que  la  inhibici6n  de  la  adenililciclasa  mediada  por

hormona  se  debia,  a   que  la  protefna  GBy  liberada  por  la  disociaci6n   del

trimero  Gi,  titulaba  al  complejo  Gso-GDP,   causando  el  desplazamiento   del

equilibrio hacia  la formaci6n del trimero  Gs  inactivo  (Katada  y  cols.,  1984).

Es  posible  que  la  desactivaci6n  de  Gso  por  GBy  sea  uno  de  los  mecanismos

de inhibici6n  de  la adenililciclasa.  Sin  embargo,  la expresi6n  en  celulas  de

varios subtipos  de  GIG,  que  presentan mutaciones  que  inhiben su  actividad

GTpasica,  producen  una caida  en  los niveles  intracelulares de  CAMP  (Wong

y  cols., .1991;  Wong  y  cols.,  1992).  Estos  resultados  indican  que  G±o  puede

inhibir   directamente  la  actividad   de  la  adenililcicla.sa.   Finalmente,   esta

inhibici6n  directa ha  podido  ser  demostrada con el  uso  de  preparaciones

purificadas de las  tres formas  de Gio producidas  en bacterias,  en su  forma
miristoilada  (Taussig  y  col.,  1993a).  Esta  modificaci6n  quimica,  que  afecta

a algunas  proteinas  Go,  entre  ellas  GIG  (pero  no  a  Gso),  es  esencial  para  la

asociaci6n  de ellas  con la membrana  plasmatica  (Mumby y  cols.,  1990;  Jones

y cols.,  1990). Este hecho, sumado a la disponibilidad  de mayores cantidades
de prcteinas  G±o recombinantes,  que las  obtenidas con  las tecnicas  clasicas

de  purificaci6n  a  partir  de  tejidos,  ha  permitido  demostrar  que  las  tres

formas de Gio inhiben la actividad  de varias formas  de adenililciclasas. Esta

inhibici6n   es   saturable   y   se   observa   en   el   orden   de   concentraci6n
nanomolar  de  Gio  (Taussig  y  col.,  1993a).
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2.4.  Efch  de  GOT

El  dimero   GBT  ha  Sido   purificado   de  varios   sistemas   (Fung,   1983;

Northup,  1983b;  Sternweis  y Robishaw,  1984;  Boyer  y cols.,  1989),  a  partir

de  las   protefnas   G  conocidas  en  su  forma  trimerica.   En   membranas   de

tejidos pl.ocedentes de diversas fuentes se ham  caracterizado por lo  menos

dos formas  de  Go:  una  de  36.000  kDa  y  otra de  35.000  kDa  (Mumby  y  cols.,

1986; Amatruda y cols.,  1988). Por clonamiento molecular se ham identificado

cuatro  tipos  de  Go   en  mamiferos   (Pong  y  cols.,   1987;   Gao  y  cols„   1987;

Levine  y   cols.,   1990;  von   Weizsacker  y   cols.,   1992).   Entre  estas   cuatro

proteinas  exists  mas   de  un  80  %  de  identidad  a  nivel   de  secuencia  de
aminoacidos. Todas las secuencias de CDNA clonadas codifican para proteinas

de   340   aminoacidos   (Simon   y   cols.,   1991).   Con   respecto   a   Gy   se   ham

identificado por clonamiento molecular hasta el momento siete tipos  distintos

(Yatsunami y cols.,  1985;  Call y cols.,  1992;  Clapham y Neer.,  1993).  En todos

los casos las secuencias de CDNA codifican para proteinas  de 75 aminoacidos

con una nasa molecular  de 7.3-8.4 kDa  (Hepler y  Gilman,  1992).  No todos  los

tipos  de  Go se  asocian con  todos los  tipos de  Gy conocidos.  En este  sentido

parece  existir  un  grado  de  especificidad  (Schmidt  y  cols.,  1992;  Pronin  y
Gautam,  1992).

El   efecto   de   GOTsobre   la   actividad    de   los    distintos   tipos    de

adenililciclasas conocidas es complejo. La adenililciclasa tipo I expresada en

celulas  Sf9  de insecto. es inhibida  por  GBT purificada de cerebro de  bovino.

Esta inhibici6n  es  el resultante  de  la acci6n  directa  de Goysobre  la  enzima

y se  manifiesta  cuando  la adenililciclasa ha  sido  previamente activada  por
calmodulina  y  Ca2+,  Gso-GTP-T-S  o  forskolina  (Tang  y  cols.,  1991;  Tang  y

Gflman,    1991;    Taussig    y   cols.,    1993b).    Por   otra    parte    GBT   potencia

significativamente el  efecto estimulador  del  complejo  Gso-GTP-T-S  sobre la

actividad  de  las adenililciclasas  tipo 11  y IV  expresadas  tambien en  celulas

Sf9  de  insecto.  El efecto  estimulador  de  GBT observado  sobre  estas  formas
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de adeniliciclasa es absolutamente dependiente de la presencia,  del complejo

Gso-GTP-T-S y  no se  observa en  ausencia  de el    (Tang  y Gilman,  1991;  Gao

y  Gilman,  1991;  Taussig  y  cols.,  1993b).  GOT no  parece  afectar  la  actividad

de  las  adenililciclasas  tipos  Ill,   V  y  VI  (Tang  y   Gilman,  1992;   Iyengar,

1993).  No  todas  las  formas  de  GBT activan  a  la  adenililciclasa  con  la  misma

efectividad.  Por  ejemplo,  la   combinaci6n  de  GBi4 o  GOT  de  la  transducina

activan  la   adenililcilcasa  tipo   11  con   un   decimo   de   la  potencia   de   la

mostrada  P0r  GBif ,  Go2f  6  G82ap  (Ifii8uez-Lluhi  y  cols.,  1992).

G.  SEGUND0  0RJEITVO  GENELAL  DE  LA  TESIS  Y  SU  FUNDAMENTO.

Debido  al  interes   general  de  nuestro  laboratorio  de  estudiar  los

mecanismos de transducci6n de sefiales acoplados a protefnas G en el oocito

de  JxenopLrs  Jaevj.s,   se   plante6  como  uno   de  los   proyectos   de   nuestro

labol`atorio el de caracterizar mediante el clonamiento molecular las especies

de  proteinas  Go  presentes  en  el oocito  de  Jremopus Jaevjs.  La  flnalidad  de

realizar este tipo  de aproximaci6n  era la  de  disponer  mediante  el uso  de

sistemas de expresi6n,  de las respectivas  proteinas para  poder realizar  su
caracterizaci6n funcional.  Tambien  se  planted  dentro  de esta  misma  linea

general de trabajo el  desarrollar sistemas  que mos  permitiesen mediante el
uso  de  las   proteinas  recombinantes   el  poder   dilucidar  algunos   de   los

aspectos  pendientes  relacionados  con  el  efecto  de  la  progesterona  en  el

oocito.  Dentro  de  esta  linea  de  trabajo y usando  sondas  especificas  para

subunidades     Go  de  protefnas  G  y  una  genoteca  de  CDNA  de  oocitos  de

Xenopus Jaevl.s,  se  identificaron  cinco  tipos  distintos  de  pl.otefnas  Go:  un

tipo  de  Goo  (Olate  y  cols.,  1989),  dos  tipos  de    GIG  y  dos  correspondientes

a  dos  variedades  cortas  de  Gsa  (Olate  y  cols.,  1990).  Las  dos  especies  de

CDNA  para  Gso  contienen  secuencias  de  379  aminoacidos  que  presentan  un

96   %   de   identidad  entre   si   (Olate   y  cols.,   1990).   Estas      dos   formas

presentan  una identidad    de  un  90%  en    la  secuencia      de      aminoacidos,
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con      las      formas      cortas    de    Gso      de     humano,      bovino      y    rata.

Dentro  de  este  proyecto  de  nuestro  laboratorio  se  plante6   como

segundo objetivo general de esta  Tesz.s el caracterizar funcionalmente a las

subunidades  Gso  de  Jrenopus JaevJ.s  en  relaci6n  con  sus  contrapartidas  de

mamfferos.   Para   cumplir   con   este   objetivo   general   se   plantearon   los

siguientes  objetivos  especificos:

1.         Expresar las  dos  proteinas Gso  de.ifenopzrs jaevI.s en  bacterias

y en lisado  de reticulocitos.
2.         Caracterizar  funcionalmente  a  las   protefnas   Gso  de  Jrenopus

Jaev[.s en  su  capacidad  de activar  a la adenililciclasa  de  membranas  de un

sistema  de  mamfferos  deficiente  en  la  proteina  Gso  end6gena,   las  celulas

cyc-.  En este  punto  se  pretende comparar  la capacidad  de  reconstituci6n

de la  adenililciclasa de  las proteinas  de oocitos,  con la  de  una proteina  Gso

de huma.no. Esta protefna,  previamente  clonada de humano (Mattera y  cols.,

1986), reconstituye la actividad  de la adenililciclasa  de las membranas  cyc-

al  ser  producida  por  tecnicas  de DNA recombinante en  bacterias  (Mattera

y  Cols.,  1989)  y  en  lisado  de  reticulocitos  (Olate  y  cols.,  1988).  El  uso  del

sistema  de  las  celulas  cyc-  en  nuestro  trabajo  experimental  se  justifica

(como   se   mencion6   anteriormente   en   esta   JI]froc7zzoer.6n)   por   la   gran
importancia   que   ha   tenido   en   la   caracterizaci6n   funcional   de   Gso   de

mamiferos. Como parte de estos estudios, se propone tambien comparar como

las diferencias a nivel de aminoacidos entre las proteinas de Xenopus Jaevis

y  de humano,  afectan  su funcionalidad.
Con respecto a  los  antecedentes  bibliograficos  necesarios  para  una

cabal compresi6n de este segundo objetivo general, sefialamos  que ham sido

practicamente todos mencionados en relaci6n con el primer objetivo general
de esta  Tesrs,  quedando  s6lo  por  discutir  ]o referente a algunos  aspectos

relacionados con la estructura tridimensional de las proteinas Go en relaci6n

Con  su  funcionalidad.
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H.  RELAcloN  ESTRucTunA  FUNcloN  DE  LAs  suBUNIDADEs  GO.

1. Estnictura terciaria de Go.

Dada la homologia en la secuencia aminoacidica entre las subunidades

Go    de   las    proteinas    G,    varios    autores    ham    propuesto    un    modelo

tridimensional    para    una    estrucfura    "Ga    tipo",     que    considera    las

caracteristicas estructurales y funcionales de cada una de las subunidades
Go conocidas  (Masters y  cols.,  1986;  Holbrook y  Kin,  1989;  Berlot y  Bourne,

1992;  Conklin  y  Bourne,  1993).  El  modelo  propuesto  ha  sido  construfdo  en

base  a:
-El   alineamiento   de   secuencias   de   aminoacidos   de   las   distintas

subunidades  Go  conocidas,  en  relaci6n  con  la  secuencia  de  aminoacidos  de

la protefna ras.   Las protefnas  Go y ras poseen varias secuencias cortas  de

aminoacidos distribuidas a lo largo de la molecula  (denominadas regiones G)

que  soll   muy  conservadas   y  que   estan  involucradas   en   la  uni6n   del
nucle6tido de guanina (esquema 6)  (Holbrook y Kin,  1989). Estas secuencias

de homologia ban sido usadas  como referencia para los alineamientos  de las

secuencias de aminoacidos de las proteinas Go con ras   (esquemas 7)  (Berlot

y  Bourne,  1992;  Conklin  y  Bourne,  1993).
-El analisis de la estructura tridimensional  de ras  (Pay y cols.,  1990;

Milburn  y  cols.,   1990),  del  factor  de  elongaci6n  de  la  traducci6n  EF-Tu

(Berchtold y cols.,  1993), y de  la transducina (Noel y cols.,  1993),  muestran

que estas  tres  proteinas se  pliegan,  por  lo  memos  en  la region  que  une
GTP,  de  manera  muy  similar  (Wittinghofer,  1994).

Una representaci6n de la proteina "Go tipo"  se muestra en el 6squema

8. Al comparar los 165 aminoacidos  de la estructura primaria de ras con  los

350-394  aminoacidos  de  las  subunidades  Go  conocidas,  queda  en  evidencia

que existen cuatro regiones que estan presentes en todas las  subunidades
Go, pero que no estan presentes en ras. Estas fueron denominadas regiones

de  inserci6n  (Berlot  y  Bourne,  1992).  La  region  de  inserci6n  mss  notable
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Esquema  7:     Alineamiento  de  secuencias  de  aminoacidos  de  proteinas  Go
(ver leyenda en la pagina siguiente).

'
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Esquema 7:     Alineamiento  de  secuencias  de  aminoacidos  de  proteinas  Go.

Los  elementos  de  estructura  secundaria  indicados  bajo  las

=LCsi:n=i%% ).es±¥L?  ¥Faf±:§  :e ±±%  ::tdr±u=iurL:str5::::::i:galdedefngtgrfr6°neL e¥

iifcii!;ni!a:ij:ha:::rioii;ifi:::y::sg!i!;;?.;:e8T,;i:iaiia::iEui:a#;!t::iEi:g:8i,,:i#n:
br.:  ==g58=  8=  ==±8=  ±GrB#ceptor.

e:  regi6n  de uni6n al efector.
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es    la    llamada    i-I    (esquema    7)     que    involucra    a    un    dominio    de

aproximadamente 120 aminoacidos ubicado hacia el amino tel.minal de Go.  Las

otras  tres  secuencias  de  inserci6n  son  bastante  mas  pequefias  y  estan

distribuf das  en  el resto  de  la  molecula.  Antes  de  conocerse la  estructura

cristalograrica de la transducina,  Conklin y Bourne  (1993)  propusieron  que

la regi6n  conocida como  i-1  formaba un  dominio estructural independiente

del resto  de  la  molecula,  que contiene  el  sitio  de uni6n  de  GTP.  Los  datos

obtenidos a Partir de la estructura cristalina de la transducina confirmaron

este  modelo  (Noel  y  cols.,   1993;  Bourne,   1993;   Wittinghofer,   1994).   Estos

datos  indican   que  la  region  i-I.  se  pliega  en  un   dominio  independiente

(esquema 8),  y  a  nivel  de estructura  secundaria   es fa  formado   por  seis
a-helices  (Noel  y  cols.,  1993).  Este  dominio  se  extiende  desde  el  limite  del

bolsillo de union del nucle6tido de guanina, hacia el extremo  amino terminal

de Go.  El  resto  de  los  dominios  de inserci6n  (i-2.,  i-3  e  i-4)  se  encuentran

dentro   del   dominio   de   uni6n   de   GTP   (denominado   dominio   de   GTpasa)

conectando  regiones  de  estructura  a-helice  con  regiones  que  presentan
estructura  8  (Noel y cols.,  1993; Wittinghofer,  1994).  El dominio denominado

de la  GTpasa se pliega  de manera  muy similar  a la  proteina ras  y al factor

de  elongaci6n  EF-Tu  (Noel  y  cols.,  1993).  Este   dominio  consiste  en  seis

regiones  de   estructura  8   intercaladas  por   cinco  regiones   a-h6lice.   El

dominio  i-I  esta  conectado  al   dominio   de  la  GTpasa   por   dos   pequefios

segmentos  polipeptidicos.  Estos  dos  dominios  interaccionan  de  manera  tal

el uno  con el  otro  que  entierran  completamente  dentro  de la  protefna  al

GTP  coordinado  con  i6n  Mgz+.  Aquellas  protefnas  como  ras  que  no  poseen

el  dominio  i-I,  exponen   parcialmente  el  sitio   de  uni6n   de  GTP  hacia  la

superficie  de  la  pr'oteina  (Milburn  y  cols.,   1990;  Pay  y  cols.,  1990;  Noel  y

cols.,   1993).   La  inaccesibilidad  del   sitio  de  uni6n   del  nucle6tido  en   Go,

sugiere   que   para poder recambiar el GDP unido por GTP, la proteina debe



42

Esquema 8:     Estructura tridimensional   hipotetica  de  Go.

Esta  estructura ha  sido  adaptada  de  Masters  y  cols.  (1986),
Berlct  y  Bourne    (1992),  0late  y  Allende  (1991)  y  Noel  y  cols.   (1993).  Las
a helioes son indicadas por. cilindros, las hojas 8 por flechas y las regiones
no estructuradas  per lineas negras.  Gl a  G5 son  las regiones  involucradas
en la uni6n de  GTP  (areas achuradas).   La arg  modificada  por la toxina  del
coler.a  es  indicada  por  la  flecha  (CT).  Gu:  base  de  guanina,  R:  I.ibosa,  P:
fosfato.
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sufrir un  cambio  conformacional  que expone hacia  la  superficie  el  sitio  de

union  del  nucle6tido.

2.  Dominios  de  interacci6n  de  Go  con  GBT

Evidencias   bioquimicas   y   estructurales   indican   que   la   zona   de

interacci6n de  Go  con GBT se  encuentra en  el  extremo  amino terminal  de  Go.

Deleciones o mutaciones  de la region amino terminal  de varias  subunidades

Ga inhiben  o  atendan  la interacci6n  con  GOT (Fung y  Nash,  1983;  Journot  y

cols.,   1991;   Graf   y   cols.,   1992;   Denker   y   cols.,   1992).   Existe   evidencia

experimental  que  indica  que  la  miristoilaci6n  de  una  glicina  ubicada  en  el

extremo amino  terminal puede  ser importante  para la  interacci6n de  Go  con

GOT  (esquema   6)    (Linder   `y   cols.,   1991).    Conklin   y   Bourne   (1993),    ham

propuesto que  GOT podria  interactuar tambien  con  Go  en algdn  punto  de  la

regi6n  i-1   y  tambien  a  trav6s   de  algunos     aminoacidos  ubicados  en  la

segunda.   a-helice  del  dominio  GTpasa  de  Go.

3.  Dominfos  de interacci6n  de  Go  con  el receptor.

El extremo carboxilo  terminal de  Ga tiene  un papel fundamental en ,la

interacci6n con el receptor. A este respecto, se ha visto que mutaciones  en

el  extremo  carboxilo  terminal  de  Go  (Sullivan  y  cols.,  1987;  Hirsch  y  cols.,

1991),  la  ADP-ribosilaci6n de la  cisteina carboxilo  terminal de  Ga por  toxina

de BordefezJa  perfz]ssl.s (West  y  cols.,  1985)  y anticuerpos  dirigidos  contra

peptidos  de   la  region   carboxilo  terminal   de   Go   (Simonds   y   cols.,   1989;

Gutowski y  cols.,  1991;  Shenker  y cols.,  1991),  bloquean  la  interacci6n  del

receptor con la proteina Go. De  la misma forma la construcci6n de  prote{nas

quimericas   donde   los   flltimos   cinco   aminoacidos   del   extremo   carboxilo
terminal   de   Gqo   ham   sido   cambiados   por   los   correspondientes   de   GIG,

permiten que la  proteina quimerica  Gqo-Gio sea activada  por receptores  que
normalmente se acoplan  a G±o  (Conklin  y cols.,  1993).  Sin embargo la  regi6n

amino  terminal  de  Go  tambien  tiene  importancia  en  la  interacct6n  con  el

receptor. Un   peptido    amino     terminal   deducido a pa,rtir  de  la secuencia
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de aminoacidos  de Gto, inhibe la interacci6n de Gt con la rodopsina  activada

por    luz    (Hamm    y    cols.,     1988).    Por    otra    parte,    experimentos    de

entrecruzamiento  de  Goo  con  mastoparan,  que  interacciona  con  el  extremo

carboxilo terminal  de Goo,   indican  que este  puede unirse  covalentemente  a

una  ciste{na  del  extremo  amino  terminal  de  Goo  (Weingarten  y  cols.,  1990;

Higashij.ima y Ross,  1991). Estos  experimentos, junto a  otros realizados  con

anticuerpos  (Deretic  y  Hamm,  1987;  Mazzoni  y  cols.,   1991)  indican  que  el

extremo amino  y carboxilo  terminal  de las  proteinas Go  estan  espacialmente

muy  proximos  entre  si.  Finalmente,  una regi6n  muy  conservada entre  las

distintas  subunidades  Go,  ubicado  en  el  dominio  GTpasa  y  que  esfa  sobre

8-6  y  a-5  de  la  estructura  cristalina  de  Gto  (esquema  8),  tambien  tiene

importancia  en  la  interacci6n  de  Go  con  el  receptor  (Hamm  y  cols.,  1988;

Hamm  y  cols.,   1991).

4.4 Interacci6n  de Go con el efector.

Estudios  de  mutagenesis  de  Gso  combinado  con  la  construcci6n   de

quimeras   entre   Gso   y   GIG   (Itoh   y   Gilman,   1991;   Berlot   y   Bourne,   1992;

Conklin y  Bourne,  1993),  indican que  existirfan por  lo  memos tres  regiones

de  interacci6n de  Gso  con  la  adenililciclasa  en  el  dominio  GTpasa  de  Go.  La

primera regi6n estaria ubicada hacia el extremo  carboxilo terminal  de la  a-
helioe  2  (esquemas   7  y  8).   La  segunda  regi6n  involucraria  parte  de  la

region de  inserci6n 2  (i-2) y  la a-hefice  3. El  tercer dominio  se  extenderia

a  traves  de  la  a-helice  4  y  la  regi6n  de  inserci6n  4   (i-4).  Este  dltimo

dominio  de  interacct6n  de  Gso  con  la adeni]ilciclasa,  es  equivalente  a  una

I.egi6n  de  la  transducina  que  esfa  involucrada  en  la  interacci6n  con  la

fosfodiesterasa  de  CGMP  (Rarick  y  cols.,  1992).
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MATErml.ES  ¥  MEI'oDoS

A.  REACTIVOS  Y  ANIMARES  DE  EXPERIMENTACI0N.

Las enzimas  de  restricci6n  BamH  I,  8g1  11,    EcoR  I,  Hind  Ill,  Kpn  I,

Nco I,  Pst I,  Pvu  11,    Sma I,  Sal  I, Ssp  I,  Sty  I  y  Xba  I  fueron  obtenidas

de Promega Co. BsaB I y Tthlll I fueron obtenidas  de New England  Biolabs

Inc. Dexoxiribonucleasa Q, 1isado de reticulocitos,  mezcla de aminoacidos sin

metionina y  ETA  polimerasa  de fago  T7  fueron  obtenidas  de  Promega  Co.

DNA   de   fago   A,   DNA   ligasa   de   fago   T4,   DNA   polimerasa   de   fago   T7

(sequenase:  versiones    I  y  11),  ddATP,   ddcTP,  ddGTP,   ddTTP,  fl-agmento
nklenow"  de  la  DNA  polimerasa,  IPTG  y  polinucle6tido  quinasa  de  fago  T7

fueron  obtenidas  de  United  States  Biochemicals  Co.  Acetato  de  magnesio,

acido  borico,  acido  N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2  etanosulf6nico   (hepes),

acido      2-(N-morfolino)-etanosulf6nico       (mes),      acido      3-(N-morfolino)-

propanosulf6nico  (mops), acido  tricloroacetico  (TCA), AMP,  CAMP, ADP,  ATP,

azida  de  sodio,  azul  de  bromofenol,  benzamidina,  bromuro  de  etidio,  BSA

(set.oalbumina  de  bovino:  fracci6n  V),  citocromo  c,  Co(NH)6C13,  cloramina  T,

cloruro de aluminio, cloruro de Htio, cloruro de potasio, cloruro  de rubidio,

colagenasa (tipo  IA),  creatinina fosfoquinasa  (de  musculo  de  conejo),  SDS,

DEPC,    DTT,    EDTA,    EGTA,    espermidina,    espermina,    fluoruro   de   sodio,

formamida,  fosfocreatina,   fosfoenolpiruvato,  D-(+)-glucosa,  GDP,   GDP-a-S.

GMP.P(NH)P,   GTP,   GTP-T-S,   inhibidor   de   tripsina   (de   soya,   tipo   ITS),

ihidazol    (grado  I),     (-)-isoproterenol,    lisosima,  L-metionina,  lubrol,    8-

mercaptcetanol,   metabisulfito   de  sodio,   NP-40,   ovoalbumina,   pironina   Y,

penicilina     s6dica,      PMSF,      polietilenglicol     8000      (formalmente     6000)

poli-I-arginina  (P.M.  15.000-70.000,  sal  de HC1),  poli-I-lisina  (P.M.  11.000,  sat

de HBr),  poll-1-ornitina  (P.M.  15.000-30.000,  sat  de HBr),  POPOP  [1,4-bis-(5-

fenfl-2-oxazolil)-benceno    y    2,2'-p-fenilen-bis-(5-feniloxazol)],    PPO     (2,5

difeniloxaLzol).  ribonucleasa  pancreatica  (ENAsa  A),  sacarosa,  seroalbumina
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de    bovino,     sulfafro    de    estreptomicina,    tripsina,    tris-(hidroximetil)-

aminometano (tris), urea, y xileno-cianol fueron obtenidos  de Sigma Chemical

Co.  dATP,  dcTP,  dGTP,  dTTP,  ATP,  CTP,  GTP,  UTP,  ditioeritritol,  fosfatasa

alca]ina  de intestino  de  ternera,  3-fosfogliceraldehido  deshidrogenasa  (de

levadura),    I-a-fosfoglicerol-deshidrogenasa     (de    musculo     de    conejo'),

fdsfotriosa-isomerasa  (de  musculo  de  conejo),  hexoquinasa  (de  levadura),

lactato-deshidrogenasa (de corazon de porcino),  mioquinasa  (de musculo  de

conejo),   NAD+,   nucleasa   P]    (de   Penl.ciffj.Lzm   er.frLrm),    5'-nucleotidasa   (de

serpiente), piruvato-quinasa (de musculo de conejo),  polinucleotido-quinasa

(de      E.       COJI.      infectada      con      fago       T4),       piruvato      de       sodio,

3-fosfoglicerato-quinasa ( de levadura) y  I-a-fosfoglicerol fueron obtenidos

de  Boheringer   Manheim.  Acrilamida,   azul  de   Coomassie  R-250,   Dowex  AG

50-W-X4  (200-400  mallas,  forma cloruro),  Dowex  1-X4  (200-400  mallas,  forma

cloruro),. glicina, N,N-metilen-bis-acrilamida  y persulfato  de amonio,  fueron

obtenidas de Bio Rad. Agar, bacto extracto de levadura, bactotripona y casa

aminoacidos        fueron   .obtenidos    de    Difco.    Estandares    de   RNA    para

electroforesis   fueron   obtenidos   de   Gibco   BRL   Life   Technologies,   Inc.

Forskolina y  progesterona fueron  adquiridas en  Calbiochem  Behring  Corp.

Acetato de potasio, acetato de sodio, acido acetico, alcohol isoamflico, cloruro`

de amonio,  fenol  y  n-butanol fueron  obtenidos  de Fluka.  Ampicilina,  DMS0

y  Glicerol fueron  obtenidos  de  J.T.  Baker  Chemical  Corp.  Agua  oxigenada,

acido clorhidrico, acido f6rmico, acido ortofosf6rico, acido sulfdrico, acetona,

alumina neutra, amoniaco, benceno, bicarbonate de sodio, cloroformo, cloruro

de calcio, cloruro de magnesio, cloruro de sodio, etanol, isobutanol,  metanol,

molibdato   de   sodio,   nitrato   de   calcio,   papel   de   nitrocelulosa,   placas

cromatograficas   de  polietflen-iminocelulosa,   silicato   de  sodio,   sulfato  de

magnesio,    tolueno,  tungstato  de  sodio  y  trietilamina fueron  obtenidos  de

E.  Merck  A.G.  Darmstadt.  Agarosa  y  agarosa  Nusieve fueron  obtenidas  de

Seakem,    FMC  BID  Products.  DEAE-Sephadex  A-25  se  obtuvo  de  Pharmacia
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Fine  Chem.   Ffltros  de   miuipore   (0,45  pin)   fueron  obtenidos   de   Millipore

Corporation.  Filtros  de  fibra  de  vidrio  GF/A  y  papel  Whatman  N°  1,  2  y  3

se    obtuvieron     de     Whatman     International    Ltd.     Las     placas     para

autoradiograffa  ''X-Omat-  XAR"  de 35  X 43 cm y  ''XAR"  de 5,8  X  10  pulgadas

fueron obtenidas  de Eastman Kodak  Co.  Membrana de DEAE fue obtenida  de

Schleicher  &  Schuell,  Inc.  Mezcla  de  proteinas  estandares  para  geles  de

po]iacrilamida fue obtenida de Amersham International plc. Progesterona fue
adquirida  en  Calbiochem  Behring  Corp.

[2,8-3H]-cAMp,  [a-35S]-dATP y  [35S]-metionina fueron obtenidos de New

England  Nuclear.   32Pi,   [T-3ZP]-ATP  y   ]251   fueron  obtenidos   de   Amersham

International  plc.    y  de New  England  Nuclear.

Los  plasmidios  de  expresi6n  PAGA  I,  PAGA  11,  pT7-7,  la proteina  Gi.3o

Purificada,  GBT  purificada   de  cel.ebro   de  bovino  y  las   membranas   cyc-

fueron d.onadas al laboratorio por  el Dr.  Lutz Birnbaumer.   La transducina

pura   (Gt)   fue   donada   al  laboratorio   por   el   Dr.   Yee-kin  Ho.   Los   CDNA

codificantes   para   las    Proteinas    Gs6Aio,    Gsi282o,    Goo   y    Gi.io      habian    Sido

previamente  clonados  a  partir  de  una  genoteca  de  CDNA  de  oocitos   de
.XenopLls Jaev[.s   (Olate y  cols,  1989:  Olate y cols.,  1990)  y   Goo y Gi.io  hablan

sido previamente subclonados en el laboratorio en el plasmidio de expresi6n

pT7-7.  Las  secuencias  de  CDNA  codificantes  para  las  protefnas     Gso       de

humano  en  sus   dos  formas  corta  y  larga,  y  subclonadas  tambien  en  el

vector  de expresi6n  pT7-7 fueron  donadas  al  laboratorio  por  el Dr.  Lutz

Birnbaumer.  El  fragmento   de  CDNA  codificante  para  los  195   aminoacidos

correspondientes a la porci6n  amino terminal de  la   proteina Gi.2o  de  rat6n

fue donada al laboratorio por  el Dr. Lutz Birnbaumer. El anticuerpo  anti-Go

comfln  y  el  anti-IgG  de  conejo  fue obtenido  del  laboratorio  del  Dr.  Lutz

Birnbaumer. La  proteina H-ras fue  producida en  el laboratorio a  partir  de

Eschew.chja  coJj y  purificada  como  lo  describe  Santos  y  cols.  1988.

Las  hembras  adultas  de  *enopHs Jaevl.s fueron adquiridas  en  South
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African  Snake  Farm.,  Cape  Province,  R.S.A.

Las  cepas  bacterianas  de  Eschen.chl.a   ocur  AG-1,  TG-1  y  8121(DE3)

fueron  obtenidas  del  laboratorio  del Dr.  Lutz  Birnbaumer.

a.  pREPARAcloN y  purmcAcloN  DE NucLEOTIDOs.

1.  Sintesis  de  [T  -32p]-ATp.

Para  la  sintesis   de  [T-3ZP]-ATP   se  utiliz6  el   metodo   descrito   por

Walseth   y   Jonhson   (1979),   que   consiste   en   una   serie   de   reacciones

enzimaticas  descritas  en  el esquema 9a.

El procedimiento experimental es el siguiente: la soluci6n acida de 32Pi

en  Hcl  0,2N  (50  mci),  se  lleva  a  pH  8  con  NaoH  2N.  Luego  se  incuba  a  30
°C  por  una  hora  en  un  medio  que  contiene:  Tris-Hcl  80  mM,  pH  9,0;  DTT

10mM;  a-L-glicerol  0,24  mM;  NAD+  1mM;  Mgc12  20  mM;  ADP  0,1  mM;   piruvato

de  sodio. 2mM;  0,8  unidades  de  fosfogHcerol-deshidrogenasa;  0,7  unidades

de      fosfotriosa-isomerasa;      1,1      unidades      de      3-fosfogliceraldehido

deshidrogenasa;  0,6  unidades  de  3-fosfoglicerato  quinasa;  y  3,5  unidades

de lactato  deshidrogenasa.  El volumen  final  de la  reacci6n  es de  1  ml.  Las

enzimas  utihadas  estan  suspendidas  en  sulfate  de amonio,  por  lo  cual se

mezclan previamente en la proporci6n adecuada y se  centrifugan a 7.000  x

g  por  10  min.  El  residuo  se  resuspende en  Tris-Hcl  50  mM,  pH  9,0;  DTT  1

mM  y  se adiciona a  la  mezcla  de  reacci6n.  La  reacci6n  de  fosforilaci6n  de

ADP  se  detiene  por  calentamiento  a  100  °C  por  2  min.

2.  Sintesis  de  [a-3E]-ATp.

El  [T-32P]-ATP  sintetizado  se  utiliza  para  la  sintesis  del  [a-32P]-ATP

de  acuerdo a  las  siguientes  etapas  y reacciones  (esquema  9b):

a)  Fosforflaci6n  de  3'  AMP  en  posicion    5'.

b)Eliminaci6n  del  grupo  fosfato  del  3'5'  AMP,  en  la  posici6n    3'.

c)Eliminaci6n del [T-32P]-ATP remanente que no reaccion6 en la  etapa

anterior.
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Esquema  9a:   Sintesis  enzimatica  de  [T-3b]-ATp.
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Etapa a)           Fosforflaci6n  del  3'-AMP  en  posici6n  5'.

3'AMP  +   I  T-3k]  ATP                              >     [5'-I   3'-5'-ADP  +  ADP

Etapa  b)          Eliminaci6n  del  grupo fosfato  de la  posici6n  3'.

[5'-32p]  3.,5'-ADp               -[32p]  5'AMp    +    p£

Etapa  c)          Eliminaci6n  del  [T  -32P]  ATP  remanente  que  no  reaccion6  en

la etapa 8-

[T  -32P]  ATP+  glucosa         ----           >  .  [6-32P]  fosfoglucosa  +  AI)P

Etapa  d)          Sintesis  de  [a-3b]  ATP.,

[a2p]   5.AMp   +  ATp                     _                  >        [a-32p]   ADp   +   Al]p

[a_32p]  ADp  +  pEp                                    >-[a-32P]  ATP  +  piruvato

Esquema  9b:   Sintesis  enzimatica  de  [a-32P]-ATP.
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d)  Sintesis  de|  [a-32P]-ATP,  por  fosforilaci6n  del  5'  AMP.

El  procedimiento  experimental  es  el  siguiente:  una  vez  obtenido  el

[T-32P]-ATP  (en  algunas  ocasiones  se  realizaba  la  sintesis  del  [a-32P]-ATP

a pal.tir  de  [T-32P]-ATP adquirido comercialmente),  se agrega a la mezcla de

reacci6n 40  pl  de  espermina 0,1  M,  60 pl  de  3'-AMP  50  mM,  30  unidades  de

polinucle6tido quinasa,  y  se incuba  la  mezcla  por 6  horas  y media  a  30  °C

(etapa  a).  A  continuaci6n  se  agregan  50  Ill  de  una  soluci6n  amortiguadora
de  acetato  de  sodio  lM  pH  5.5  (pH  final  7)  y  50  unidades  de  nucleasa  P1,

y  se  incuba  por  una  hora a  33  °C  (etapa  b).  La  reacci6n  se  detiene  por
calentamiento  a  100  °C  durante  dos  minutos.  Se  agregan  luego  20  pl  de

glucosa 60  mM y  2 unidades  de hexoquinasa   y se incuban  a 35  °C por  una
hora (etapa c). Para la dltima etapa se agregan 120 unidades de  mioquinasa

y 15  unidades de  piruvato  quinasa. Ambas  enzimas suspendidas  en  sulfato
de amonio  se centrifugan  a 1.000  x g  durante diez  minutos y  el residuo  se

resuspende en  una  mezcla  que  contenia  40  pl  de Kcl  2M,  75  pl  de  PEP  0,1

M,  2  Ill  de  ATP   40   mM,  75  pl  de  Tris-Hcl  1   M,   pH  7,4   y   100  Ill   de  agua

destilada, y se incuba a 35  °C por  una hora y media  (etapa d). La  reacci6n

se detiene  por calentamiento  a 100  °C durante  dos minutos.  El  rendimiento

de  esta  sintesis  es  de  un  70%  aproximadamente.

3.  Ana]isis y  pureza  de los  nucle6tidos  radiactivos.

La  determinaci6n  de  la  pureza  de  los  nucle6tidos  sintetizados,  asi

como  la  incorporaci6n  de  la  marca  radiactiva  en  los   productos  de   las

diferentes etapas  de la sintesis  de  [T-32P]-ATP y  [a-32P]-ATP,  se reaHza por

cromatograffa   ascendente   en    placas    de    polietilen-imino    celulosa.    EI

procedimiento  experimental  es  el  siguiente:  se  hace  una  primera  corrida
hasta 6  cm.  del  origen usandb'  como  solvente formiato  de sodio  2  M,  pH  3,5

y luego una segunda  corrida hasta 20 cm.  del origen usando como  solvente
formiato  de  sodio  4  M,  pH  3,5.  Este  metodo   permite  obtener  una  buena

separaci6n de los nucle6tidos en  aproximadamente 2,5 horas. Las  distancias
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relativas de  migraci6n de  los  patrones  (Rf)  son  de aproximadamente  0,30  a

0,35  para  el  ATP,   0,5  a  0,6  para  el  ADP  y  el  3'5'-ADP,  0,70  para  el  3'AMP

y  0,75  a  0,80  para  el  5'AMP.

La posici6n de  los nucle6tidos  utilizados como  patrones se  determina

por exposici6n  de la placa cromatografica a luz  ultravioleta de onda  corta.
La  posici6n   y   la   cuantfa   de  los   nucle6tidos   radiactivos   se   determina

cortando  la  placa  cromatograrica  en  trozos  de  0,5  cm  y  cuantificando  la

radiactividad  en  un  contador  de  centelleo  lfquido.

4.  Purfficaci6n  de nucle6tidos radfactivos.

Los nucle6tidos radiactivos sintetizados por  el metodo ya descrito  se

purifican por  cromatograffa  en  una  coldmna  de  DEAE-sephadex  A-25  (16  x

1,7cm)  previamente equilibrada con NH4HC03  1M  y lavada con agua.  Una  vez

colocada la  muestra en  la  columna,  se eluye  con  un  gradiente continuo  de

bicarbofiato de  trietflamina,  pH  7,5  ehtre  0  y  lM  (volumen  total  200  ml).  A

las  fracciones   colectadas   (aproximadamente  6   ml),   se  les   determina   la

radiactividad presente, colectandose aquellas fracciones correpondientes  al

flltimo pico  de  radiactividad. Este  iiltimo  pico contiene  el  [a-3ZP]-ATP  (este

eluye a una concentraci6n  de  bicarbonato de trietilamina entre 0,60  y  0,75

M).  La  muestra  recogida  se  lleva  a  sequedad  en  evaporador  rotatorio.  El

residuo  se   resuspende  en   5   ml  de   metanol  y   se  lleva   nuevamente   a

sequedad` Este  proceso  se  repite dos  veces  y finalmente  el  [a-32P]-ATP  se

resuspende en un volumen apropiado  de agua  destilada.  El  producto final

contiene  alrededor  de  un  96%  de  la  radiactividad  incoporada en  el  ATP,  2

a  3%  en  el  ADP  y  un  1%  en  el  AMP.

Un  segundo  m6todo  de  put.ificaci6n  de  los  nucle6tidos  radiactivos

sintetizados  consiste en  una  doble cromatografia  de  la  mezcla  de  sintesis

sobre  Dowex  50X-4  y  Dowex  1-X4.    La  mezcla  de  reacci6n  se  carga  sobre

la columna  de  Dowex  50X-4  (1,5  x   0,7cm)  previamente  equilibrada  con  Hcl

2N  y  lavada  con  agua.  La  salida  de  esfa  primera  columna  se  coloca  sobre
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la  segunda   columna   de  Dowex     X-1   (1,5   x   0,7cm)   tambien   previamente

equilibrada en Hcl 2N y lavada con agua. Una vez cargada la muestra sobre

la  primera  columna  se  eluye  con  3  ml  de  H20.  Este elufdo  se  deja  pasar

sobre la segunda columna,  quedando  retenido  el  nucle6tido  de inter6s  en

el Dowex.1-X4.  Realizada esta etapa  se  desconecta  la primera  columna  y  se

lava  la  segunda   columna  con   30   ml   de  Hcl   30   mM.   Luego   se  eluye  la

muestra  con  aliouotas  de    1  ml  de  Hcl  250  mM  sobre  tubos  de  1,5  ml  que

contiene   150   lil   de   Trizma   base   2M.   Se   recogen      aproximadamente   6

fracciones, encontrandose la  mayor  parte  del  [a-32P]-ATP  en  el  segundo  y

tercer tubo.  Se juntan las fracciones  que contienen la  mayor  parte  de  la
marca radiactiva  y se  guardan  a -20°C.  El producto  final contiene  mas  del

95%  de  la  marca  incorporada  en  el  ATP.

5.  Sintesis  y  purfficaci6n  de  [T-32p]-GTp.

El.  [T-32P]-GTP   se   sintetiza   por   el   mismo   procedimiento   descrito

anteriormente para  la  sfntesis  del  [T-3ZP]-ATP  (etapa A)  pero  en  este  caso

se utiliza  GDP en vez  de ADP  como sustrato  de la  reacci6n. La  purificact6n

del  nucle6tido  se  realiza  por  el  metodo   de  las  dos   columnas  de  Dowex,

descrito  para  e|  [a-32p]-ATp.

6.  Iodinaci6n  del anticuerpo anti IgG  de conejo.

Para  la  reacci6n  de  iodinaci6n  se  utiliz6  el  metodo  descrito   por

Mcconahey y Dixon  (1980).  La reacci6n de iodinaci6n del anticuer.po anti IgG

de  conejo  se  hace  en  un  medio  de  reacci6n  que  contiene:  amortiguador

fosfato de  potasio  0,57  M  pH 7,0;  6  mg  de  anti  IgG  de  conejo:  2  mci  de  ]25|

y  cloramina  T   1   mg/ml.   La   incubaci6n  se  realiza   durante   1   minute   a
temperatura ambiente.  La  reacci6n  se  inicia  con  la adici6n.. de  la  cloramina

T.  Finalmente  la  reacci6n  es  detenida  con  la  adici6n  de  una  soluci6n  de

metasulfito de  sodio  16,7 mg/ml  para  llegar a  una  concentl`aci6n final  de  5

mg/ml. Con la finalidad  de  purificar el anticuerpo  iodinado del  ]251 1ibre no

reaccionante,    se   carga    la    mezcla    de    reacci6n  sobre una columna  de
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Sephadex G-25  (5 cm x i,52 cm)  previamente eqilibrada en una soluci6n que

contiene  Tris-Hcl  50  mM  pH  8,5;  Nacl  150   mM  y  ovoalbumina  al  0,1%.   La

columna es  eluida  en etapas  con  la  misma soluci6n  de  lavado,  colectandose

de  15  a  16  fracciones  de  400  pl.  Finalmente  se  cuentan  alicuotas  de  10  pl

de cada  tuba  en  un  contador  gamma  y  se  colectan  los  tubos  con  mayor

radioactividad.  Generalmente  el  pico  de radioactividad  correspondiente  al

anticuerpo  anti  IgG  de  conejo  se  encuentra  entre  los  tubos   6  y  9.  El

anticurpo  iodinado  es  guardado  a  -20  °C  hasta  su  uso.

C.  PREPARACION      DE    MEMBRANAS    PLASMATICAS    DE    O0CITOS  DE

Xemopzzs Z@evis CON  ACTIVIDAD  ADENILILCICLASA.

1.  Obtenci6n  de ovario  de  Jrez]opzzs Zaevis.

I.as hembras adultas son anestesiadas por hipotermia a 40C, el ovario
se extrae  quirurgicamente y  se  corta  en  pequefios  trozos.  Estos  se  lavan

con  una  soluci6n  salina  de  Earth  para  anfibios  y  se  mantienen  en  esta

soluci6n  a  4°C.  La  composici6n  de  esta  soluci6n  es:  Tris-Hcl  10mM  pH  7,6;

M8S04  0,82   mM;   Cac12   0,74  mM;   Kcl   1,0   mM;   Ca(N03)z   0,33   mM;   Nacl   88mM;

NaHC03  2,4  mM;  penicilina  0,1  mM  y  sulfate  de  estreptomicina  0,1  mM.

2.  Obtencf6n de oocitos  libres  de celulas foliculares.
Este tratamiento  disocia  al tejido  del  ovario,  dejando oocitos  libres

y   una   suspensi6n    de   celulas   foHculares.    Estas   dltimas   se   eliminan
aprovechando  el  hecho  de  que  sedimentan  mas  lento  que  los  oocitos.  Los

oocitos  disociados  se  lavan  exhaustivamente  con  soluci6n  de  Earth  para

eliminar  la  colagenasa  y  se tratan  nuevamente  con  la  misma soluci6n  para

desprender  el resto  de las  celulas  foliculares.
Los oocitos  de  mayor  tamafio, correspondientes  a los estados  V  y  VI

descritos  por  Dumont,  1972,  se  separan  de  los  mas  pequefios  filtrando  a

traves  de  una  malla  de nylon  de  700 pin  (Burzio  y  Koide,  1977),  en  la  cual

los  primeros  son  retenidos  y  los  dltimos  no.
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3.  Fraccionamiento oelulal..

Todas    las    manipulaciones    se    i`ealizan    a    4°C.    Los    oocitos    se

homogenizan en un  volumen de una  soluci6n que contiene:  Hepes 50  mM  pH

8,0;    EDTA    1    mM;     DTT    1     mM    y    sacarosa    0,88    M     (soluci6n    A).     La

homogeneizacion  se  lleva  a  cabo  en  un  homogeneizador  Dounce,   con   10

pasadas  del vastago  A  y  10  pasadas  del vastago  8.    El  homogeneizado  se
centrifuga por  15  minutos a  1.000  x  g.   El  sobrenadante se  ffltra  a traves

de  lama  de vidrio  y  el  filtrado  se  centrifuga  por  20  minutos  a  20.000  x  g.

El  sobrenadante  se  filtra  nuevamente  a  traves   de  lama  de  vidrio  y  el

filtrado   se   centrifuga   por   2   horas   a   100.000   x   g.   En   esta   dltima

centrifugaci6n  se obtienen tres  fracciones:  un  sedimento  bien adherido al

fondo   del   tubo,   una   fracci6n   de   aLspecto   algodonoso   por   encima   del

sedimento  y  un   sobrenadante  transparente.  La   fracci6n  algodonosa   se

diluye  a. 0,22  M  sacarosa  con  una  soluci6n  que  contiene:  Hepes  50  mM  pH

8,0;  EDTA  1  mM  y  DTT  1  mM  (soluci6n  8)  y  se  centrifuga  nuevamente  por

dos  horas  a  100.000  x  g.     Bajo  estas  nuevas  condiciones  se  obtiene  un

sedimento  adherido  al  fondo  del  tubo  y  un  sobrenadante.  Finalmente  el

sedimento  se  resuspende  en  la  soluci6n  C  que  contiene:  Hepes  50  mM  pH
•  8,0;  DTT   1   mM:   EDTA  1   mM   y  sacarosa   0,22   M   a  una   concentraci6n   de

proteina entre  15  y 20  mg/ml  y se  guarda en volumenes  de  300  a 400  pl a
-8o  °C  hasta  su  uso.

D.  DEIERMINACI0N  DE  IA  ACTIVIDAD  DE  ADENILILCICLASA.

La actividad adenililciclasa  se ensaya generalmente en triplfcado  por

el procedimiento  descrito por  Rodbell  (1967).   La actividad  se mide  en  una

mezcla de reacci6n con un volumen final  de 100 6 50 pl que contiene:  Hepes

50  mM  pH  8.0;  CAMP  1  mM;  DTT  1  mM;  fosfocreatina  4  mM;  6,6  unidades  de

cr.eatina  fosfoquinasa,  EDTA  0,45  mM;  Mgc12  5   mM;    glicerol  al  5%  (v/v)   y



56

[a-32P]-ATp    o,|o-0,12     mM     (300-1.200     cpm/pmol).     GTP,     GDP,     GTP-T-S,

GMP.P(NH)P,  forskolina,  isoproferenol,  Nap,  poll-I-arginina,  poll-I-ornitina,

poli-I-lisina,  espermina  y  progesterona  se  agregan  a  las  concentraciones
indicadas  en  EeszzJfadas.   Cuando  se   usa  progesterona   y  forskolina   se

preparan  en  una  soluci6n  de  etanol  y  todas  las  incubaciones  controles
contienen la misma cantidad de etanol. La actividad medida en  presencia de

Mg2+ y en ausencia de efectores que activen a la adenililciclasa directamente

o  a traves  de  Gs  es  denominada  actividad  basal.

La reacci6n  se inicia generalmente con  la adici6n de la fracci6n  que

contiene la actividad adenililciclasa. En el caso de las membranas de oocitos

de JFenopzjs JaevI.s se utilizan de   50 a 300 pg de proteina contenida en  esta

fracci6n.  En el  caso  de los  experimentos  de reconstituci6n  de la actividad

adenililciclasa   de   las   membranas   cyc-   se   utilizan   10   pg   de   proteina

contenida  en  esta   fracci6n  y   de  5   a  10  pl   de  extracto   de  lisado   de

reticulocitos o de bacterias que expresan las proteinas Go. Las incubaciones

se realizan a 32  °C.   La reacci6n se detiene con  la adici6n de 0,1  ml de una

soluci6n  que contiene ATP  20  mM  y  [3H]-CAMP  6,25  mM  (20.000  cpm/pmol)  pH

7,0  y  sDs  al  i%.

E|   [3ZP]-CAMP   formado,   se   purifica   siguiendo  el   procedimiento   de

cromatografia secuencial en columnas de Dowex 50 y alumina neutra descrito

por  Salomon  y  cols.,  (1974),.  Las  muestras,  despues  de  agregarles  1  ml  de
agua   destilada,   se   colocan  en   columnas   de  Dowex   50-X4   (4   x   0,5   cm)

previamente  lavadas  con  Hcl  2N  y  agua  destilada.    Las  columnas  se  lavan
en  dos  etapas,  primero  con   1  ml  y  luego  con  4   ml  de  agua  destilada,

descartandose los eluidos.  Posteriormente se  pasan 6 ml  de agua  destilada,

recogiendose los elufdos  directamente sobre columnas  de alflmina neutra  (3

x  0,5cm)  previamente  equilibradas  con  una  soluci6n  de  imidazol-Hcl  0,1  M

pH  7,5.    Una vez  pasados  los  6  ml  por  la aldmina,  las  columnas  se  lavan

con  1,5  ml de  la  soluci6n anterior  y luego  el CAMP  se  eluye con  4 ml  de  la



57

misma  soluci6n.    Los  eluidos  de  4  ml  se  recogen  en  frascos  de  centelleo

liquido y  la  radiactividad  de  32P  y  3H se  determina  en  12  ml  de  liquido  de

centelleo  cuya  composici6n  es  la  siguiente:  4  g  de  PPO;  80  mg  de  POPOP;

1  litro  de  tolueno;  0,5  litros  de  Trit6n  X-100  y  cantidades  variables  de

metanol   para   que   segdn   la   temperatura   ambiente   la   mezcla   resulte

homogenea.   El  [3H]-CAMP  inclufdo  como  patron  interno  permite  calcular  la

recuperaci6n de CAMP  despues  del procedimiento a traves de las  columnas.

Estas  recuperaciones  oscilan  entre  un  70  y  80%.

El  calculo  de  los  pmoles  de  CAMP  formados  se  hace  en  base  a  los

datos de actividad especifica del  [a  -3ZP]-ATP utilizado como sustrato, a  las

cpm  de   [32P]-CAMP  y  a  la  recuperaci6n  de   [3H]-CAMP  en  cada  una  de  las

muestras.    Los    resultados    de   actividad    adenililciclasa    obtenidos    en

membranas  de  oocitos  de   Xenopzzs  JaevJ.s  se  expresan  como  el  cuociente

entre  lo.s  picomoles   de  CAMP   producidos`.en  el  tiempo   de   duraci6n   del

ensayo  y  la  cantidad   de  protefna  presente  en  la  fracci6n  de  membrana

expresada  en  miligramos  de  proteina.  En  la  leyenda  de  cada  figura  se

sefiala el tiempo de duraci6n del ensayo. Las incubaciones se realizan entre

20  y  40  minutos.  En  este  intervalo  de  tiempo  la  reacci6n  es  Hneal.   Los

resultados    de    los    experimentos    de   reconstltuci6n    de    la    actividad
adenililciclasa en  membranas  cyc-  se expresan  como  cantidad  de  picomoles

de CAMP producidos en 40  minutos  por cada 10 pg  de proteina de membrana

Cyc-.

Los    resultados    de    las    determinaciones    de    la    actividad    de

adenililciclasa se  expresan en  general como  promedio de triplicados con  su

desviaci6n  estandar.  En   general  existe  bastante   variabilidad  entre   los

valores de actividad de adenililciclasa de una preparaci6n de membranas de

oocitos  a otra.  Por  este  motivo  nosotros  usamos  como  criterio  comparativo

entre una  preparaci6n de  membranas  y otra,  la relaci6n entre la actividad

de  la  adenililciclasa  estimulada  por  analogos  no  hidrolizables  de  GTP  y  la



58

actividad basal.  Este valor  oscila de  una preparaci6n  a otra,  entre cinco  y

diez vecfs.

E.  cALcuLO  DE  pARAMEIROs  clNErlcos  EN  LA ACTlvAcloN

DE  LA  ADENILILCICLASA.

La evaluaci6n  de  los  parametros  cineticos,  se  realiza  de acuerdo  al

metodo  descrito  por  Neet  y  Ainslie  (1980),  utilizando  el  metodo  grarico.  El

esquema 10  muestra  como se  obtienen  estos valores  a  part{ir de  una  curva

de  progreso   para   una   enzima   que   presenta  un   periodo   de   latencia

(fen6meno  de  histeresis).
La velocidad  en  estado estacionario  Vss    se calcula  de la  pendiente

de  la curva  en  su  parte  recta.    La  constante  de  velocidad  aparente  de

primer orden (tap), con la cual  se alcanza el estado estacionario desde una
velocida.d  inicial   (Vi)   a  una  velocidad   en  estado  estacionario   (Vss),   se

calcula  mediante  la  ecuaci6n:

tap= Vss
intercepto en el eje producto

y  el  valor  del tiempo  medio  de  activacion  (t±)  de  la  enzima  a  partir  de  la
ecuaci6n:

t  i  =    ln  2
tap

F.  CALCUL0   DE   LA  CONCENTRACI0N DE   GTP-T-S   NECESARIO  PARA

OBTENE LA  MITAD  DEL  EFECT0  MAXIMO    EN  LA  ACTIVACI0N  DE  LA

ADENILILCICLASA  POB  ESTE    AGONISTA.

El calcu|o  de la  concentraci6n de  GTP-T-S necesario  papa obtener  la

mitad del efecto maximo en la activaci6n de la adenililciclasa  (Ko,5)  se realiza

a  partir  de  los  datos  obtenidos  de los  experimentos  de  activaci6n  por  el

nucle6tido de ]a actividad de  la adenilllciclasa de oocitos de XenopLrs /aevj.s

(vcr  secct6n  fiesutfados).  Los  valores  de  actividad  de  fa enzima  obtenidos
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Pendiente`

Tlempo(t)//
/Lflnterseccl6nenelejeproducto

(porextropolocl6ndelo    vss)        I

Esquema  10:   Curva  de  progreso  de una  enzima histeretica  que  pl.esenta
una fase de retardo o periodo  de latencia.

Vss:  velocidad  en  regimen  estacionario.
'
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a  diferentes  concentraciones  de  GTP-T-S  se  ajustan a la  ecuaci6n  de  los

dobles  reciprocos   como  se  describe  en  Segal   (1975).   La  ecuaci6n   es   la

si8uiente:

1/A  =  Ko,5/A(max)[GTP-T-S]     +      1/A(max)

donde  1/A representa  el reciproco  de la  cantidad  de  producto  producido

en el  tiempo  de  ensayo  de  la adenililciclasa,  1/[GTP-T-S]  representa    el

valor  del  reciproco  de  la  concentraci6n  de  GTP-T-S  y  A(max)  representa  la

cantidad de  producto producido a concentraciones  saturantes de  GTP-T-S.

LoS  valores  de  Ko,5  y  Amx  se  obtienen  a  partir   del  ajuste  de  los   datos

experimentales a esta ecuaci6n mediante el uso del programa de computaci6n

Enzfit.

G.  DETFRMINACION  DE  LA  CONCENIRACION  DE  Mg2+  LIBRE

EN  EL  MEDIO  DE  ENSAYO  DE  IA  ADENILILCICLASA.

La  concentraci6n  de  Mg2+  libre  y  de  MgATP2-  en  el  medio  de  ensayo

de la  actividad  adenililciclasa  se  calcula  a  partir  de  la  concentraci6n  de

Mg2+ total  en  el  medio  de  incubaci6n mediante  el  programa  de  computaci6n

Complex,  basado  en  un  metodo  iterativo  disefiado  por  Storer  y  Cornis.h-

Bowden (1976).  Para ajustar  la concentraci6n  de metal  libre en  cada  punto

del  experimento,  se  utiliza EDTA  en  la  cantidad  requerida  por  el  calculo

te6rico.  Los  valores  de  las  constantes   de  equilibrio  consideradas  en  el

chlculo,  fueron  obtenidas  de  Marten y  Smith  (1974).

H.  DJrL1±ttMINACI0N  DE  IA  ACTIVIDAD  GTpisica  DE  PROTEINAS  G.

El ensayo  utilizado en  esta  Tesz.s  se  basa  en  la  cuantificaci6n    del

fosfato inorganico producido mediante la formaci6n de un complejo de acido

fosfomolibdico,  el  que  es  facflmente  extratdo   del  medio  acuoso   por  una

mezcla de  solventes  organicos.  Este metodo fue originalmente  descrito  por

Martin  y  Doty    (1949)  y    usado  tambien    con    algunas  modificacfones  por
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Conway  y  Lipmann  (1964)   para   medir  la  actividad  GTpasica   de  algunos

factores  de la  sintesis  de  proteinas.  La  actividad  se  mide  a  32°C,  en  una

mezcla de reacci6n con un volumen final de 0,1  ml y que contiene:  Tris-Hcl

15  mM,  pH  8,0;  Mgclz  5  mM;  B-mercaptoetanol  20  mM;  EDTA  1,1  mM;  BSA  50

pg/m| y   [y-32p]-GTP 1 pM.  Poli-I-lisina, poll-I-arginina,  poli-I-ornitina,  Gi.3o,

Gt y H-ras fueron agregados a las concentraciones indicadas en J3esz]Jfados.

La reacci6n es  detenida  por  la adici6n  de  200 pl  de  una  soluci6n  de  acido

silicotflngstico   que   habia   sido   previamente   preparada   como   sigue:   se

disuelven 5,7  gr.  de  silicato de  sodio no  hidratado y  79,4  gr.  de  tungstato

de sodio dihidratado en alrrededor de 500 ml de agua.  Se agregan entonces

15  ml  de acido  sulfdrico  concentrado  y  se  calienta a reflujo  por  5  horas,

luego de lo  cual el  s6lido remanente  es eliminado  por filtraci6n.  Finalmente

la  soluci6n  es  llevada a  un  volumen  final  de  1  1itro  con  agua  destilada.

Una  vez  detenida  la  reacci6n  se  procede  a  cuantificar  el  fosfato

liberado al medio,  para lo  cual se agregan  100  pl de una soluci6n de  KH2P04

como  "transportador",  seguido  por 200  pl  de  uha soluci6n  de  molibdato  de

amonio  al  5%  en  acido  sulfdrico  4  N.  El  fosfomolibdato  de  amonio  formado

es extraido  con  600  pl  de  una  mezcla  de  benceno  y  alcohol  isobutflico  1:1,

para lo  cual el tubo  contenedor  es  agitado  por  15  segundos  en  un vortex

y  posteriormente  centrifugado  por  1  minuto  a  12.000  x  g  para separar  la
fase  organica  superior   de  la  acuosa  inferior.   Finalmente  se  analiza  una

alfcuota de 300 ill ¢e la fase organica en  contador de centelleo lfquido  para

estimar  la  cantidad  de  fosfato  inorganico  radiactivo  liberado  al  medio  por

la  actividad  GTpasica  de  las  prote{nas  en  estudio.  En  todos  los  ensayos

realizados se determina tambien la  cantidad de fosfato inorganico  presente

en  el  medio  de  incubaci6n  que  no  proviene  de  la  hir6lisis  enzimatica  de

GTP. Para ello, se hace para cada uno de los puntos de un experimento,  un

blanco  sin  enzima.   Las  cpm   de  fosfato  inorganico   determinadas  de  esta

manera se  restan a fas  cpm  totales  de fosfato  inorganico obtenidas  de  log
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tubos a los cuales  si se  les ha agregado  la enzima.  A partir  de las  cpm  de

fosfafro  inorganico  netas  y  de  la  actividad  especffica  del  GTP  agregado  a

cada  ensayo  se  determina  la  cantidad   de  fosfato   inorganico  producido

atribuible a la actividad GTpasica. Los resultados  de las determinaciones  de

la actividad  GTpasica se expresan como picomoles  de fosfato inorganico  (P±)

producidos  en  el  tiempo   de  duraci6n  del  ensayo  por  iig  de  proteina  Go
utilizada. En la  leyenda de  cada figura se  sefiala el tiempo  de duraci6n  del

ensayo.  En  el  caso  de  G±.3o  y transducina,  la  actividad  GTpasica  es  lineal

dentro de los primeros 6 minutos. En el caso de H-ras la actividad GTpasica

es  todavia   lineal  en   el  tiempo   a  los   40   minutos.   Algunos  ensayos   de

actividad  GTpasica   de   Gi.3o  y  transducina,  mostrados   en   I?esz]JfacJos,   se

realizan a  un  intervalo  de tiempo  donde la  reacci6n  no  es  lineal.  En  estos

casos,  se escoge  como tiempo  de  incubaci6n  los  20  minutos.

I.   CALCULO  DE  LOS  PARAMEIROS  CINETICOS   (Kin  Y  Vmar)   DE  IA

ACTlvlDAD  GTpasica  DE  Gi.3o.

Los  calculos   de  los   parametros   cineticos   constante  de   Michaelis-

Menten  (Kin)  y  de  la  velocidad  maxima  (Vmax)  de  la  actividad  GTpasica  de

Gi.3o  para  el  sustrato  GTP,   se  realizan   mediante  el  analisis  cinetico  de

Eadie-Hofstee  como  se  describe  en  Segal  (1975).  Para  esto  se utilizan  los

resultados  obtenidos  en  el experimento  de activaci6n  por  el  nucle6tido  de

la  actividad   GTpasica   de  G±.3o   (ver   secci6n  jiesutfadas).   Los  valores   de

actividad  de la enzima obtenidos  a  diferentes  concentraci6nes  de  GTP  son

ajustados  a la siguiente ecuaci6n lineal:

V  =  -  Kmv/[GTP]    +    Vmax

donde V representa la  actividad GTpasica  de Gi.3o  (expresada en  pmoles  de
32p±  producido/pg  de  proteina/minuto)    y    V/[GTP]    representa   el    valor

del  cuociente  entre  la  actividad  GTpasica  de  Gi.3o  y  la  concentraci6n  de

GTP.  Los   valores  de    Kin  y   Vmax   son    obtenidos  a  partir  del  ajuste  de
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los datos  experimentales a  esta  ecuaci6n   mediante el  uso del  programa  de
•computaci6n  Enzfit.

J.   DEI"MINACION  DE   IA   CONCENTRACI0N   DE   Mg2+   LIBRE   EN   EL

MEDIO  DE  ENSAYO  DE  LA  ACTIVIDAD  GTpasica  DE  G±.3o.

La concentraci6n  de  Mg2+  1ibre en  el  medio  de ensayo  de  la  ctividad

GTpasa se calcula a partir de  la concentraci6n de  Mg2+ total en  el medio  de

incubaci6n,  mediante  el  programa  de  computaci6n  Complex,  basado  en  un

metodo iterativo disefiado por Storer y Cornish-Bowden (1976). Para aju.star

la  concentraci6n  del  metal libre en cada  punto  del experimento,  se  utiliza

EDTA  en  la  cantidad  requerida  por  el  calculo  te6rico.  Los  valores  de  las

t}onstantes  de  equilibrio  consideradas  en  el calculo,  fueron  obtenidas  de

Marten  y  Smith  (1974).

K.  ELECTROFORESIS  DE  PROTEINAS  EN  GELES  DE  POLIACRILAMIDA.

El   analisis   electroforetico   de   las   proteinas   Gso   sintetizadas   en

bacterias  o en  lisado  de reticulocitos  se realiza en  geles  de  poliacrilamida

al  10-12%  de  acuerdo  al  metodo  de  Laemmli  (1970).  Para  ello  las  muestras

son  tratadas  con  el  amortiguador  que  contiene:  Tris-Hcl  62,5  mM,  pH  6,8;

SDS  al  1%,  glicerol  al  10%;  B-mercapto-etanol  al  5%  y  pironina  Y  al  0,02%

como  colorante.  La electroforesis    se realiza a temperatura ambiente a  un

voltaj.e constante de 100-150 V (aproximadamente 30 rnA de coriente  inicial).

Para  el  calculo  de  los  pesos  moleculares  de  las  proteinas  se  usan  como

patrones  las   siguientes  protofnas:   fosforilasa   (P.M.=  94.000),   BSA   (P.M.=

67.000),  ovoalbumina  (P.M.=43.000),  anhidrasa  carb6nica  (P.M.=  30.000)  y  el

inhibidor  de  tripsina  (P.M.=  20.000).

Una  vez  terminada  la  electroforesis  los  geles  son  tefiidos  en  una

soluci6n  que  contiene   acido  acetico,   metanol  y  agua   destilada  en   una

proporci6n  de  1:5:5  y  azul    de  Coomasie  al  0,1%  durante  1  a  2  horas.  Los
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geles son destefiidos  en una  soluci6n de acido  acetico al 109/o,  secados y  en
algunos casos sometidos a autorradiografia dul.ante 1-7 dias, utilizando para

ello  pelicula  autorradiograrica  Kodak  X-OMAT.

L.  EI.ECTHOFORESIS    DE  ACIDOS  NUCIEICOS  EN  GELES  DE

AGAROSA.

Los fragmentos  de DNA y de  RNA sintetizados  in  VI.fro son  analizados

en  geles  de  agarosa  al  1%,  mediante  la  tecnica  descrita  por  Sambrook  y

cols.   (1989).    La  agarosa  se  disuelve  en  amortiguador  TBE  que  oontiene

Tris-base    89    mM;    acido    borico    89    mM    y    EDTA    2    mM.    pH    8,0,     por

calentamiento   a    100°C.   Luego    se   agrega    bromuro   de    etidio   a    una

concentraci6n final de 0,5 pg/ml y se deja gelifica.r a temperatura ambiente.

Previo a la corrida, las muestras  de acidos nucleicos son tratadas con   una..

soluci6n. de  carga  que  contiene:  azul  de  bromofenol  al  0,25%;  xileno  cianol

al  0,25%   y  sacarosa   al  40%.   La  electroferesis   se  realiza   a  un   voltaj.e

constante de  100 V.  Como  patr6n de  tamafio para  DNA  se usa   DNA  de  fago

A    digerido  con  la  enzima  de restricci6n  Hind  Ill  6  con  Bsa  bl.  Para  el
analisis   electroforetico en  geles de agarosa del RNA transcrito I.n vj.fro,  se

procede  de  la  misma  manera  que  la  sefialada  para  el DNA,  pero  todas  las
soluciones,  el  material  de  plastico  y  de  vidrio  utilizado  son  previamente

tratados para inactivar las  ribonucleasas presentes  del modo  que  describe

Sambrcok   y   cols.    (1989).   Tanto   el   DNA   como   el   RNA   son   visualizados,

colocando el  gel  contra una fuente  de luz  ultravioleta  de onda corta.

M.  REACCION  DE  SECUENCIACION  DE  DNA  DE  DOBLE  IHBRA.

Para la reacci6n de secuenciaci6n de DNA se utiliza el metodo descrito

por Sanger y Coulson  (1975). Este metodo permite secuenciar DNA de simple

o  doble  hebra.  EI  DNA  plasmidial  debe  ser  preparado  por  el  metodo  del

pouetilenglicol (descrito en esta secci6n)  o por el metodo de  centrifugaci6n
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en  gradiente  de  cloruro  de  cesio  (Sambrook  y  cols.,  1989).  En  la  reacci6n

de  secuenciaci6n  se  usa  el  kit  comercial  Sequenase  2.0   (United   States

Biochemicals  Co.).  Este kit  utiliza la  DNA polimerasa  del  fago T7  modificada

geneticamente   para   eliminar   su   actividad   exonucleasa   3'-5'    (Tabor   y
Richardson,  1989).  El  metodo  es  el  siguiente:  se  desnaturan  de    2  a  5  pg

de DNA  plasmidial  en  30  pl  de  un  medio  que  contiene  NaoH  0,2  N,  durante

5  minutos  a temperatura  ambiente.  EI  DNA  se  neutraliza  por  la adici6n  de

3 ul  de acetato  de amonio  2 M  y se  precipita durante  2 horas  a -20°C  o  30

minutos   a   -80°Ccon   la  adici6n   de   70   pl   de   etanol   al   100yo.   EI   DNA   se

sedimenta por  centrifugaci6n  a 10.000  x  g  por  15  minutos  a 40C  y  se  lava

con  etanol  al  70%.  El  sedimento  de DNA  se  seca  a temperatura  ambiente  y

se  resuspende  en  10  lil  de  un  medio  que  contiene  Tris-Hcl  40  mM  pH  7,5;

Mgclz     20   mM;   Nacl   25   mM   y  3   pmoles   del   oligonucle6tido   usado   como

partidor.en la reacci6n de secuencia.  Se incuba esta mezcla   por 30 minutos
a  37°C,  para  que el oligonucle6tido  hibride  con  el  DNA  a  ser  secuenciado.

La  reacci6n  de  secuenciaci6n  propiamente  tal  se  inicia  con  la  etapa  de

extensi6n de  la  hebras  de DNA.  Para  ello, se incuban  los  10 pl  de  la  etapa

anterior durante 5 minutos a temperatura ambiente, en un volumen final de

15,5   pl   y   en    un   medio   que   contiene   dGTP,    dcTP   y    dTTP   a    una

concentraci6n  final   de   0,2   iiM;   DTT   10   mM;       [a-35S]-dATP   0,3   pM   (|0oo

Ci/mmol)  y  3 unidades  de Sequenase  2.0.  La  siguiente etapa  de la  reacci6n

es  la  de  terminaci6n  de  la  reacci6n  de  extenci6n  de  las  cadenas  de  DNA

marcadas   con   [a-35S]-dATP.   Para   ello   se   toma   del   medio   de   reacci6n

alicuotas  de  3,5  pl  y  se  agrega  sobre  4  tubos  con  2,5  lil  de  una  soluci6n

que contiene Na¢1 50  mM;  dGTP  80pM;  dTTP  80  pM;  dcTP  80pM y  dATP  80uM.

Ademas  cada  uno  de  los  tubos  contiene  uno  de  los  cuatro  nucle6tidos

terminadores   de   la   reacci6n:   ddATP;    ddGTP;   ddcTP   y   ddTTP   a   una

concentraci6n de  final de 8  pM. La  incubaci6n de  ca,da uno de los tubos  se

realiza durante 5  minutos a  37°C. La reacci6n  se detiene  agregando a  cada
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tubo 4 pl de  una soluci6n  que  contiene formamida al 95%;  EDTA 20  mM;  azul

de   bromofenol   al   0,05%   y   xileno   cianol   al   0,05%.    Las    muestras   son

almacenadas  a    -20°C,  para someterlas  luego  a  electroforesis  en  geles  de

poHacrilamida.

N. EIJ=CTROFORESIS PARA REACCI0NES DE  SECUENCIACI0N EN GELES

DE  POLIACRILAMIDA.

Las   muestras   que  contienen  las  reacciones   de  secuenciaci6n   son

sometidas a  electroforesis en  geles  de poliacrflamida  de 40  X  20 X  0.04  cm.

En la electroforesis  se utiliza un  gel  separador  preparado  de la  siguiente
manera:  se filtran  60  ml  de  una  soluci6n  que  contiene  Tris-borato  89  mM;

EDTA 2  mM;  acri]amida  6%  (raz6n  acrilamida:  bis  acrilamida  19:1)  y  urea  al

48%  (p/v).  La  reacci6n  de   gelificaci6n  de  la  acrilamida  se  inicia  por   la

adici6n de  30  pl de  TEMED  al 100%  y  60 lil  de  persulfato  de amonio  al  25%.

El  gel  se  deja  polimerizar  a  temperatura  ambiente  durante   1  hora.  Las

muestras  se  aplican  en  el  gel,  previo  calentamiento  por  3  minutos  a  70-

80°C.  La  electroforesis  se  realiza  a  temperatura  ambiente  a  un  voltaje

constante  de  1600-1800  V.

Una   vez   terminada   la   electroforesis    los   geles   son   seca.dos    y

sometidos  a  autorradiograffa  durante  1-3   dias  a  temperatura  ambiente,

utilizando  pelfcula  autorradiogrffica  Kodak  X-OMAT.

0.  EXPRESION  DE  LOS  GENES  CODIFICANTTIS  PARA

IAS  PROTENAS    Go.

Durante el desarrollo  de esta  resl.s los  genes  codificantes  para  las

proteinas  Go fueron  expresados  en  bacterias  y  en  lisado  de  reticulocitos.
Para   poder   realizar   esto   fue   necesario   subclonar   previamente   estas

secuencias  de  ct)NA  en     vectores  de  expresi6n  adecuados.  Este  trabajo

involucr6  el uso  de  tecnicas  estandares  para  la  manipulaci6n  de  DNA.
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1. Subclonalnfento  de fragmentos  de CDNA en vectores  de expresi6n.

1.1.  Cepas  y  medios  de  cultivo  utilizados.

Los  vectores  de  expresi6n  son  amplificados  mediante  el  uso  de  las

cepas  de EscrieH.ct]I.a  Codr. AG-1,  TG-1 y 8121(DE3).  Para el crecimento de  las

bacterias  se  utiliza  medio  Luria-Bertani  (LB)  que  contiene  bacto-triptona

10 g/lt;  bacto extracto  de levadura 5  g/lt y Nacl 10  g/lt.  Los vectores  de

expresi6n  utilizados  en  esta  Tests  contienen  marcadores  de  resistencia  a

ampicilina  por  lo  que la  selecci6n  de  las  bacterias  transformadas  con  los

respectivos   plasmidios  se   hacen  sobre  placas   de   medio  s6lido  LB   que

contiene  ademas  agar  al  1%  y  ampicilina  50-100  pg/ml.

1.2.  Digesti6n  con enzimas  de restricci6n.

Las digestiones por enzimas de  restricci6n,  de fragmentos  de DNA  se

realizan  de acuerdo  a la  metodologfa descrita  por  Sambrook y  cols.  (1989).

Los  fragmentos  de  DNA  son  digeridos  en  las  condiciones   descritas  para

cada  enzima  de  restricci6n  en  particular.  El  analisis   de  la  reacci6n  se

realiza  mediante electroforesis  en  geles  de agarosa.

1.3.  Eriracci6n  de proteinas  de soluciones  de acidos  nucleicos.

Para extraer  las proteinas  de soluciones  con  DNA o RNA se  utiliza  la

extracci6n secuencial con fenol y fenol:cloroformo: alcohol isoamiHco  (24:24:1 )

como  se  describe en  Sambrook  y  cols.  (1989).

1.4.  Purificact6n  de fragmentos  de DNA  por  membrana  de  DEAE.

Este metodo  se utiliza  para la purificaci6n  de fragmentos  de DNA  de

un  tamafio  de  hasta  7  kb  (Sambrook  y  cols.,  1989).  La  muestra  de  DNA  se

aplfca   sobre   un   gel   preparativo   de   agarosa   al   1%   y   se   somete   a

electroforesis  a un  voltaje  constante  de  100  V.  EI  DNA  se  electroeluye  del

gel  de  agarosa  colocando  un  trozo  de  membrana  de  DEAE  (2  X  0,5  cm)  en

una incisi6n realizada frente a la banda de DNA a purificar.  Se continda la

electroforesis  por  15  minutos  al  mismo  voltaj.e.  La  membrana  de  DEAE  se

lava en agua  destifada y  posteriormente  se corta  en trocitos  pequefios  y
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se coloca sobre 0,3  ml de una  so|uci6n que contiene Tris-Hcl  20  mM  pH  8,0;

Nacl lM y  EDTA 0,1  mM.  Se  incuba la membraba  durante 60  minutos a  65°C.

Luego  de esta incubaci6n  se traspasa la soluci6n  a otro tubo  y  se  realiza

una extracci6n  c.on  un volumen  n-butanol  previamente  saturado en  agua,

con  el fin  de  eliminar  el  bromuro  de  etidio.  Lu.ego  el  DNA  se  precipita  en

presencia de  etanol al  70%  durante toda  la  noche a  -20°C. Al  dia  siguiente
se   colecta   el   DNA   por   centrifugaci6n   y   se   lava   con   etanol   al   70yo.

Finalmente   el   DNA   se   resuspende   en   un   volumen   adecuado   de   agua

(generalmente  de  10  a  20  lil).

1.5.  higact6n  de fragmentos  de CDNA   a  plasmidios.

Los  fragmentos  de  CDNA  previamente  cortados  con  las  enzimas   de

restricci6n adecuadas y purificados por el  metodo de la membrana de  DEAE

son   ligados   al   plasmidio   de   interes   (tambien   previamente   digerido   y

purificado),  como  lo  describe  Sambrook  y  cols.  (1989).     EI  DNA  plasmidial

previo  a  la  ligaci6n,   es   desfosforilado   en  su  extremo  5'.  Para  ello   se
incuban 5 pg  de   DNA plasmidial en un volumen  de 20 pl que contiene  Znc12

1mM;  Mgc12; amortiguador  Tris-Hcl pH  8,0 y  1  unidad  de  fosfatasa   alcaliha

intestinal  de ternera  (CIP),  durante  30-60  minutos  a  37°C.  La  reacci6n  es

detenida   por   la   adici6n   de   2   pl   de   EGTA   0,5   M   pH   8,0   y   posterior

incubaci6n de la mezcla de reacci6n  a 60°C durante 30  minutos.  Se  agregan

80  ul  de agua  destilada y  las  protefnas  son  extraidas  con  un volumen  de

fenol:  cloroformo:  alcohol  isoamilico  (24:24:1)  y  un  volumen  de  cloroformo:

alcohol isoamflico  (24:1).  EI DNA  se  colecta  por precipitaci6n  etan6lica  y  se

resuspende en  un  volumen  adecuado  de  agua.

En la  reacci6n  de  ligaci6n  se incuban de  50  a  100  ng  del  fragmento

de CDNA  con 10  a 20  ng  de DNA  plasmidial  durante  16 horas  a 16°C,  en  un

volumen final  de  20 ul  y  en un  medio  que contiene  Tris-Hcl  pH 7,6  50  mM;

Mgc12  5  mM;    ATP    1  mM;        DTT      1  mM;       polietilenglicol8000    al59/o  (p/v)
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y 1 unidad  de  DNA figasa de  fago T4. Luego de  esta incubaci6n las  mezclas

de   ligaci6n  son  utilizadas  para transformar  bacterias.

1.6.  Transformaci6n  de  EsczzeH.chfa  codr. con  DNA  plasmidial.
'

1.6.1.  Preparaci6n  de  bacterias  "competentes  de transformaci6nn.

Las    cepas    de    EscheH.chj.a    codr.       AG-1,    TG-1    y    BL21(DE3)    son

transformadas  con  DNA   plasmidial  por   el  metodo   de   alta  eficiencia   de

transformaci6n  de    Hanahan  y  Meselson  (1983).  Para  ello  se  inoculan  3  ml

de  medio  de cultivo  LB  con  la cepa  bacteriana a transformar  y  se  incuba

durante  toda  la  noche  con  fuerte  agitaci6n  a  37°C.   Al  dia  siguiente  se

transfieren  0,5   ml  de  este  cultivo  a  100  ml  de  medio  LB   y  se  crecen

durante aproximadamente  dos  horas  con vigoroza agitaci6n  hasta alcanzar

una  D.O.  de  0,45  -  0,55  a  550  nm..  Se  toma  entonces  una  alfcuota  de  12,5

ml y se incuba por 10 minutos  en hielo a 4°C. Las celulas son  sedimentadas

por  centrifugaci6n  a  750  x  g   por  15   minutos  a  4°C  y  el  sobrenadante

descartado.  Las  bacterias  son resuspendidas  en  1/3  del  volumen  original,

con la soluci6n  de transformaci6n  (TFB)  que contiene  K-MES  10  mM  pH  6,3;

Rbc12   100   mM;   Mnc12.4H20   45   mM;   Caclz.2H20   10   mM   y   CoC13(NH)6  3   mM,   e

incubadas durante 15 minutos  en hielo a  4°C. Las celulas son  sedimentadas

per  centrifugaci6n  a  750  x  g   por  12   minutos  a  4°C   y  el  sobrenadainte
descartado. Las bacterias son resuspendidas en 1/12,5 del volumen original,

con soluci6n de transformaci6n TFB. Luego se agrega una soluci6n de DMSO

y  DTT  a  una  concentraci6n  final  de  3,5%  (v/v),  que  contiene  DTT  IM  y

DMS0 al 90%  (v/v),  y se incuba  10  minutos en  hielo.  Se agrega  nuevamente

el  mismo  volumen  de  la  soluci6n  de     DMSO   y  DTT   y  se   incuba  por   20

minutos  mas  en  hielo.

1.6.2.  Thansformaci6n.

En  laL transformaci6n  se  agregan  10  pl  de  una  mezcla  de  ligaci6n  o

10  ng  de  DNA  plasmidial  a  200  pl  de  bacterias  competentes.  La  mezcla  se

incuba durante 1 hora a 4°C en hielo y posteriormente 90 segundos  a 42°C,
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devolviendo las  bacterias  inmediatamente  al hielo,  dejandolas  reposar  por

5  minutos.  A  cada tubo  se le  agregan  800 pl  de  medio LB,  y se  incuba  con

agitaci6n  fuerte   por   1   hora   a   37°C.   Las   bacteria   se   sedimentan   por

oentrifugaci6n   a 1000  x g por tres  minutos y se  resuspenden en 100 pl  de

medio  LB.   Finalmente   se  usan   de  50   a   100  pl   de  esta  suspensi6n   de

bacterias para sembrar placas de cultivo que contienen medio s6Ifdo LB con

agar  al  1%  y ampicilina  50  pg/ml.  Las  placas  son  incubadas  toda  la  noche

en  estufa  a  37°C.

1.7.  Analisis  de las colonias  bacrferianas transformadas.

Este  metodo  es  descrito  en  Sambrook  y  cols„   (1979).  Se  pican  las

colonias   bacterianas  transformantes  y  se  crecen  en  3  ml  de  medio  de

cultivo  LB  con  ampicilina  100  pg/ml,   durante  toda  la  noche  a  37°C   con

agitaci6n vigorosa. Entonces se traspasan 1,5  rnl de este cultivo a tubos  de

microfuga  y  el   resto  se  guarda   a  4°C.   Se   colectan  las   bacterias   por

centrifugaci6n a  12.000  x  g  por  2  minutes,  se  resuspenden  en  100  pl  de

soluci6n  de lisis  que contiene glucosa 50  mM;  tris-Hcl 25  mM  pH 8.0 y  EDTA

10 mM,  y  se  incuban  5  minutos a temperatura ambiente.  Posteriormente  se

agregan  200  pl  de  una  soluci6n  que  contiene  NaoH  0,2  N  y  SDS  19/a  y  se

incuba 5 minutos en hielo.  Se agregan 150 pl de  una soluci6n de acetate  de

potasio  5   M   y  acido  acetico  3   M   y  se  incuba  5   minutos   en   hielo.   Se
centrifuga  centrifugado   a   12.000   x   g   por   5   minutos   y   se   colecta   el

sobrenadante.   Las   proteinas   son   extraidas   con   un   volumen   de   fenol:

cloroformo:    alcohol    isoamflico    (24:24:1)    y    el    DNA    se    recupera    por

precipitaci6n  etan6lica.  Se resuspende  el DNA  plasmidial  en  50  pl  de  una
soluci6n   que   contiene   Tris-Hcl    10    mM    pH   8,0;    EDTA    1    mM    (TE)    y

ribonucleasa pancreatica    20  pg/ml.  Finalmente  se  analiza  la  presencia  del

inserto .de  DNA  en  el  vector  de expresi6n,  por  digesti6n  con  enzimas  de

restricci6n  y   posterior  electroforesis   en   geles   de   agarosa  al   1%.   Las

bacterias que contienen los plasmidios recombinantes son guardadas a -20°C
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en  medio  de  cultivo  LB  con  glicerol  al  50%  y  ampicilina  50-100  |ig/ml.  Las

bacterias  guardadas  de  esta  manera  son viables  durante  meses.

1.8.  Preparaci6n  de DNA  plasmidial  en  gran escala.

Para preparar DNA plasmidial en gran  escala,  se utiliza el metodo  del

polietilenglicol  descrito  por  Sambrook  y  cols.   (1989).  Este  metodo  permite
obtener  de  0,5   a  1   mg   de  DNA  plasmidial  puro  a   partir   de  1   litro   de

cultivo.  Se  inocula  1  lt  de medio  LB  con  ampicilina  loo pg/ml,  con  1  ml  de

un  cultivo  fresco  de  bacterias   que  portan  el  plasmidio.   Se  crecen  las

bacterias  con  agitaci6n  vigorosa  a  37°C   durante  toda  la  noche.   Al  dia

siguiente se  colectan  las  bacterias  por  centrifugaci6n  a  2500  x  g  per  20

minutos  y  se  resuspenden en  10  ml  de  una  soluci6n  que  contiene  glucosa

50  mM;  tl.is-Hcl  25  mM  pH  8.0  y  EDTA  10   mM.  La  suspensi6n  se  incuba  5

minutos  a  temperatura  ambiente.  Se  agregan  20  ml  de  una  soluci6n  que

contiene. NaoH  0,2  N  y  SDS  1%  y  se  incuba  5  minutos  en  hielo.  Luego  se

adicionan  15  ml  de  una  soluci6n  que  contiene  acetate  de  potasio  5  M   y

acido  acetico  3   M  y   se  incuba  5   minutos  en  hielo.   El  precipitado   se

centrifuga a  20.000  x  g  por  30  minutos  y  se  colecta  el  sobrenadante.  Se

agrega  al  sobrenadante  0,6  volumenes  de  alcohol  isoprop£1ico  y  se  deja

precipitar  por  15  minutos  a temperatura ambiente.  El  precipitado  formado
se sedimenta por  centrifugaci6n a 20.000  x g por  10 minutos a  temperatura

ambiente.  Se descarta el  sobrenadante y  el  precipitado  se  lava  con  etanol

al 70%  y  posteriormente  se seca al vacto.  Se resuspende el  precipitado en

3 ml  de amortiguador  TE.  Se agregan  3 ml  de  Licl 5M  y se  deja  precipitar

por  10  minutos  a  temperatura  ambiente.   Esta  etapa  tiene  como  funci6n
eHminar  el  RNA  de  alto  peso  molecular.  Se  centrifuga  a  12.000  x  g  por  10

minutos  a  4°C   y  se recupera  el  sobrenadante.  Se agrega  un volumen  de

alcohol  isopropflico  y  se  deja  precipitar  por  10   minutos  a  temperatura

ambiente.   El  precipitado formado se colecta per  centrifugaci6n a  12.000 x

g  por 10  minutos    a  temperatura ambiente  y  se  lava  con  etanol  al  70%.  El
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DNA  se  seca  y  se resuspende  en  500  pl  de  amortiguador  T.E.  conteniendo

ribonucleasa A  a una  concentraci6n de  20 pg/ml.  Se incuba  por 30  minutos

a  37°C  y  se  agregan    500  pl  de  una  soluci6n  que  contiene  Nac1  1,6  M  y

polietilenglicol   8.000   al    13%   (p/v),   con    lo   cual   el   DNA   plasmidial   es

selectivamente  precipitado.  Se  deja  precipitar  por  una hora.  Se colecta el

DNA por centrifugaci6n   a 12.000 x g  por  10  minutos a 4°C y se  resuspende

en 400 pl  de amortiguador  TE. Las proteinas  son secuencialmente  extraidas

con un volumen de fenol, un volumen de fenol:  cloroformo: alcohol isoamilico

(24:24:1)  y finalmente cloroformo:  alcohol isoamilico  (24:1).  EI  DNA plasmidial

se  reprecipita  con  100  pl  de  acetato  de  amonio  y  1  ml  de  etanol  al  100%

por dos  horas  a    -20°C. EI  DNA  se  lava  con  etanol al  70%,  y  finalmente  se

resuspende  en  amortiguador  TE.   La  concentraci6n  de  DNA  se  mide  por

densidad  6ptica  a  260  nm.

2.. Expresion  de  las  proteinas  Gso  de  oocitos  de  Xenopzzs  Zaerds en

bacterias.
2.1. Subclonamiento de los genes  que codffican para las proteinas  Gso

de oocitos  de  Xenopzzs faerie en el vector  de expresi6n  pT7-7.
La cepa bacteriana  de Escfierz.cril.a coil. BL21(DE3)  posee integrado  en

su  cromosoma  un  fago  lisogenico  derivado  de  fago  A,  el  DE3.  Este  fago

contiene en  su gen6ma  la  secuencia codificante  para  la RNA  polimerasa  del

fago  T7,  bajo  el  control  del  promotor  lac.  Las  bacterias  que  poseen  este

fago  pueden  sintetisar  la  RNA  polimerasa  del  fago  T7,   al  ser  inducidas

porlpTG   (Studier    y   Moffatt,    1986).    Si   ademas    la   bacteria    ha    sido

transformada  con el  vector  de expresi6n  pT7-7,  que  posee  delante  de  su

caja  de  clonaje  una  secuencia  promotora  para  la RNA  polimerasa  del  fago

T7.(a   10),       se   podra   generar   un   RNA   mensajero   que   contenga   las

secuencias codificantes   para  cualquier CDNA  que haya  sido subclonado en

este  vector.  Este  vector  posee  ademas  entre  la  secuencia  promotora  del

fago T7    y    su  caja  de   clonaje   una   secuencia    de uni6n   al    ribosoma
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bacteriano.  Esto  permite  la    traducci6n    eficiente   en    bacterias  del  RI`IA

mensajero  generado  por  la  inducci6n  con  IPTG.

Las   secuencias   de   CDNA   que   codifican   para   las   dos   formas   de

proteinas  Gso  de  oocitos  de  .XenopzJs  jaevj.s  (Gsal282  y  Gso6A1),  habian  sido

subclonadas en forma previa a este trabajo, en el plasmidio PGEM-3Zf-. Para

liberar  estos  fragmentos   de  CDNA,   los   plasmidios   que  contienen   dichas

secuencias son  cortados  con las  enzimas  de restricci6n  Nco  I  y Sat  I  como

se muestra en el  esquema 11.  El  protocolo  experimental es  el  siguiente:  se

incuban 50  pg  de DNA  plasmidial  conteniendo las  secuencias  de  interes  en

un  medio que  coutiene   amorti8uador  Tris-Hcl 50  mM  pH 7,5;    Mgc12  10  mM;

Nac1 100 mM;    ditioeritritol 1  mM  y 50 unidades  de  cada una de las  enzimas

de  restricci6n  en  un  volumen final  de  500  pl,  a  37  ®C  por  dos  horas.  AI

cabo de este tiempo  se analiza una alicuota de  5 lil  mediante electroforesis

en  geles  de  agarosa  al  1%  para  chequear  la  digesti6n.  Como  resulfado  de

esta  incubaci6n  se  libera  un  fragmento  de  DNA  de    1270  pares  de  bases.

Los fragmentos  de CDNA  codificantes  para  Gsol282 y  Gso6Al  son  purificados

por  el  metodo  de  la  membrana  de  DEAE  y  posteriormente  tratados  con  el
fragmento klenow  de  la  DNA polimerasa  de  Esct]erT.ct}J.a  aoJz.,  transformando

sus extremos   cohesivos en  romos. Para ello, se  incuban de 10 pg  de  ambos

CDNA,  por  30  minutos  a  temperatura ambiente  en  un  medio  que  contiene

amortiguador  Tris-Hcl  50  mM  pH  7.6;  Mgc12   10  mM;  dATP  50  pM;     dGTP   50

pM;  dcTP  50 pM;  dTTP 50  pM y  50   unidades/ml  de fragmento  klenow  de  la

DNA  polimerasa  de  Escrfuem.chl.a  Cozf.  El  medio  de  incubaci6n  es   entonces

sometido  a  extracci6n  con  fenol:  cloroformo:  alcohol  isoamilico  (24:24:1).  EI

DNA es  precipitado  con  etanol  al  100°/o,  sedimentado  por  centrifugaci6n  y

resuspendido  en  10  lil  de  H20.

Por  otro  lado,  se   digieren  50  pg  de  DNA  plasmidial  pT7-7  con   50

unidades de  la enzima  de  restricci6n  Ban  HI a  37°C  por  dos  horas,  en  un

medio      que   contiene     Tris-Hcl    10  mM    pH8.0:  Mgc12  5  mM;    Nacl100  mM
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yB-mercaptoetanol    1  mM      y    en   un    volumen    de  500  pl.  Sus  extremos

oohesivos  son   tambien  rellenados   con  el   fragmento  klenow   de  la   DNA

polfmerasa.  Para ello  se trata  el  equivalente a  10  pg  de  DNA  plasmidial  en
las  condiciones  sefialadas  con anterioridad.

Los  fragmentos   de  CDNA  codificantes   para  las  dos   formas   de  las

protefnas  Gso  de oocitos  de  Xenopus  Jaevj.s son  ligados  al  plasmidio  pT7-7

(previo tratamiento del pT7-7 con fosfatasa alcalina de intestino de ternera
como se describi6 anteriormente) con ligasa de fago T7. El vector resultante

es  usado  para  transformar  la  cepa   de  dsof]erT.chl.a  cch.  BL21(DE3)  y  las

bacterias  transformantes  son  seleccionadas  por  crecimiento  en  medio  con

ampicilina.   Los    insertos   de    CDNA   pueden    ligarse   al    pT7-7   en    dos

orientaciones posibles: una orientaci6n directa  con respecto al promotor  de

la RNA  polimerasa del fago T7  que genera  un RNA  mensajero  Con un  marco

de lectura abierto y otra orientaci6n inversa con respecto al promoter  de
la RNA  polimerasa,  que  produce  un RNA  mensajero  con  una  secuencia  a-nti

sentido que no genera proteina. Para seleccionar aquellos clones que tienen

orientados los CDNA de manera correcta se hacen minipreparaciones  de DNA

plasmidial de varias colonias y mediante un analisis por cortes con enzimas
de  restricct6n  se  selecciohan  aquellos  clones  que  pueden  producir  las

proteinas   Gsa6Al   y   1282   de   oocttos   de   Jrenopz]s   Jaev[.s.   Las   protefnas

recombinantes Gso  generadas  tienen  ambas  9 aminoacidos  adicionales  en  su

extremo amino terminal.

2.2.  Sintesis  de  las  proteinas  Gso de oocitos  de  Xenopz]s    Zaerds en

Escherichia  coli  BL21(DE3).

Las  bacterias  .FschezT.cfa].a oodr. BL21(DE3) transformadas con los  plas-

midios  que  portan  las  secuencias  de  CDNA  codificantes  para  la  proteinas

Gso6Al  y  Gsal282  de  oocitos  de  JrenopL]s  JaeVI.s,  son  crecidas  durante  toda

la  noche en  3  ml  de  medio  LB  con  ampicilina a  una  concentraci6n  de  100

iig/ml.  Al  dia    siguiente    se  inoculan  con  100  Ill  de  este  cultivo,  10  ml  de
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medio LB  con  ampicilina  100  pg/ml  e IPTG  0,4  mM,  para  inducir  la  sintesis

de la  proteina ex6gena.  Los  cultivos  se crecen  durante tres  horas  a  37°C

y se  colectan  las  bacterias  por  centrifugaci6n   a  1500  x  g  por  15  minutos
a 4®C.  Se  resuspende el  sedimento  de bacterias  en  un  quinto  del  volumen

inicial,  en  un  medio  que  contiene  Tris-Hcl  50  mM  pH  8,0;  EDTA  lmM;  DTT

1   mM   y   lisosima   0,1   mg/ml.   Se   incuba   30   minutos   a   30°C,   tomando   la

soluci6n un aspecto viscoso debido a la lisis bacteriana. Se agrega entonces

PMSF,  AIC13,  Nap,  y  M8C12 a  una concentraci6n  final en  el medio  de 0,1  mM,

10  pM,  10  mM  y  10  mM        respectivamente     (fracci6n  extracto  total).   Se

centrifuga     a 100.000 x g   durante 30  minutos a 40C  y el sobrenadante  se

colecta.   Como  control  se  prepara  fracci6n  de  extracto  total  y  fracci6n

sobrenadante   procedentes   de      bacterias   BL21(DE3)    que   no   ham   sido

transformadas  con  plasmidio  alguno.  La  expresi6n  de  las  proteinas  Go  se

analiza por  electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida  al  10%  en  condiciones

desnaturantes  e  inmunodetecci6n.

2.3.  InmunodeteccI6n  de prcteinas  Gso expresadas en  bacterias.

El protocolo utilizado a continuaci6n se encuentra descrito en  Harlow

y  Lane,  1988.  Luego  de  la  electroforesis  se  transfieren  las  proteinas  a
filtros de  nitrocelulosa durante  12  horas a una corriente constante  de  120
rnA  y  en  un   soluci6n   que  contiene  Tris-base  25   mM;   gHcina  192   mM   y

metanol al  20%.  Posteriormente,  se  bloquea el  filtro  incubandolo  con  una

soluci6n de ovoalbumina al 39/a en amortiguador TBS  (Tris-Hcl 50 mM  pH  8,5:

Nacl  150   mM  y  azida  de  sodio  al  0.5%)   durante   3   horas  a  temperatura

ambiente, con agitaci6n  suave. Se incuba el filtro con  el anticuerpo anti-Ga

comdn  en  una  diluci6n  de  1/1000,  en  TBS  con  ovoalbumina  al  3°/a,  durante

8  hor'as  con  agitaci6n  suave.  El  filtro  se  lava  con  la  misma  soluci6n   de

bloqueo    pero    sin    ovoalbumina    con    agitaci6n    durante    10    minutos.

Posteriormente  el  filtro  es   nuevamente   lavado   tres   veces   durante   10

mlnutos     con   la misma  soluci6n,     pero  conteniendo   ahora   NP40   al  0,1%.
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El filtro  de nitrocelulosa es  incubado con la soluci6n  de bloqueo  pero esta

vez   por un  periodo de tiempo de  1 hora. El filtro  es entoces incubado  con

un segundo anticuerpo anti IgG de  conejo,  marcado con ]251  (5o.o0o.0oo  cpm

totales),  en  la  soluci6n  de ovoalbumina al  3%  en  TBS.  El filtro  se  lava  del

mismo modo indicado con anterioridad y se seca a 37°C durante 30  minutos.

Finalmente  se  expone  1  a  2  dfas  con  pelicula  autorradiogrifica  Kodak  X-

OMAT.

3.  Expresi6n de las  pruteinas  Gso en lisado  de reticulocitos.

3.1. Subclonamiento  de ]as  secuencias  de ct)NA codificantes  para las

proteinas  Gso  de oocitos  de  Xenopzzs Zaerds y humano  en  PAGA.

Para expresar  las  dos  proteinas Gso  de  oocitos  de XenopLzs Jaev[.s   y

la  forma  corta  de la  protefna  Gso  de humano  en  el lisado  de  reticulocitos,

las  secuencias  de  CDNA correspondientes  son  subclonadas  en    la  caja  de

clbnaje  intiltiple del  vector  de  expresi6n  pGEM3Zf-  modificado  (PAGA).  Este

vector posee  hacia la regi6n  5'  de  su  caja de clonaje una regi6n  de uni6n

para la RNA  polimerasa  del fago  T7  y  una  secuencia  de  union  al  ribosoma

que  proviene  del virus  del  mosaico  de  la  alfalfa.  Hacia  la  regi6n  3'  de  su
caja  de   clonaje  este  vector   posee  un   fragmento  de   90  adeninas.   Las

secuencias de CDNA subclonadas en este vector pueden ser transcritas  por
la  RNA  poHmerasa  del  fago  T7,  produciendo  un  RNA  mensajero  con  una

region de uni6n al ribosoma  de eucariontes  en  su  region 5'  y  una cola  de

poliadenina en su  extremo 3'.  La regi6n  de uni6n  al ribosoma  del virus  del
mosaico  de  la  alfalfa  le  confiere  al  ENA  mensajero  la  propiedad  de  ser

eficientemente traducido  por  el sistema  de lisado  de  reticulocitos.  Ademas

la  cola  de  90  adeninas  del  ENA  mensajero  contribuye  al  aumento  de  su

estabilidad,   permitiendo  una  mayor  eficiencia  en  la  traducci6n  de  este

(Sandford  y  cols.,  1991).

El protocolo de  subclonamiento es  el siguiente:  se  digieren 50 pg  de

los      plasmidios  (PGEM-3Zf-)      que    contienen    las    secuencias    de    CDNA

i-=-----_-_-==:=+==-=--I------------------------------------------
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que codifican  para las  dos  formas  de  proteinas  Gso  de  oocitos  de  Xenopz]s
JaevI.S     (Gsol282  y  Gso6A1)   con  las  enzimas  de   restricci6n  Nco  I  y  Sal   I

(esquema  12).  Los  fragmentos  obtenidos  se  purifican  por  el  metodo  de  la
membrana  de  DEAE.  La  secuencia  de  CDNA  codificante  para  la  forma  corta

de  la  proteina  Gso  de hfgado  humano y  subclonada  en  PGEM-3,  se  obtiene

por  digestion  del  plasmidio  con  las  enzimas  de  restricci6n  Nco  I  y  Xba  I.
El  fragmento  de    CDNA  obtenido    se    purifica    por    membrana    de  DEAE.

Paralelamente,  se  digieren  50  pg  del vector  de  expl.esi6n  PAGA  con  Nco  I

y  Sal  I  6  con  Nco  I  y  Xba  I.  El  plasmidio  se  purifica  por  membrana  de
DEAE y se desfosforila bajo las mismas condiciones descritas anteriormente.

Las digestiones realizadas  con las  enzimas  de restricci6n  Ncol, Sal  I y  Xba

I  se   realizan   bajo   las      condiciones   descritas   en   la   secci6n   2.1.   Los

fragmentos de CDNA codificantes para las proteinas Gso son ligados al vector

de expresi6n  PAGA.  Las  mezclas  de  ligaci6n  resultantes  son  usadas  para

transformar   bacterias   AG-1   o   TG-1.   Las   bacterias   transformantes   se

seleccionan por  crecimiento  en  medio  con ampicilina.  La  presencia  de  cada

uno   de   los   CDNA   codificantes   para   las   proteinas   Gso,   se   analiza   por

mapeamiento   con   enzimas   de   restricci6n   a   partir   de   DNA   plasmidial

preparado de las bacterias  transformantes por  el metodo  ya descrito  de la
mini  preparaci6n.  Finalmente  de  los  clones  bacterianos  seleccionados  se

prepara DNA  plasmidial por  el  metodo del  polietflenglicol como  se  describi6

anteriormente.

3.2.  Coustrucci6n  de los  genes  qutmericos.

Para la construcci6n  de las proteinas  quimericas entre segmentos  de

las  protefnas  Gso  oocitos  de  .Xenopus  JaevI.s  y  de  humano,  fue  necesario

recurrir  a las  secuencias  de CDNA  codificantes  para  dichas    proteinas.

Ijas  enzimas  de  restricci6n  fueron  elegidas  de  manera  tal  que  los

fragmentos  producidos,  al ser  posteriormente religados  en forma cruzada,

(es decir   humano   con     JrenopzJS JaevJ.s   y  Xenopus JaevI.s     con  humano),
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generen  una  secuencia  de    CDNA  con  el  marco  de  lectura  completo,  que
codifique  para  una  proteina  qimerica  con  el  mismo  ntimero  de aminoacidos

que  las  proteinas  Gso  de  Xenopzzs  Jaeve.s y  humano  (379  aminoacidos).  Las

quimeras  construfdas  se  muestran  en  el  esquema  13.
3.2.1.  Construcci6n  de los  genes  quimericos  Chl,  Ch2,  Ch3  y  Ch4.

La construcci6n  de estos  genes  quimericos se  detalla en  el esquema

14.    Las  secuencias  de  los  CDNA  de  Gso6Al  y  Gsol282  de  Xenopus  JaevI.s  y

Gso  humano,  se  digieren  con  la enzima  de  restricci6n  8g1  11.  Esta  enzima

posee  un  unico  sitio  de  oorte  dentro  de  cada  una  de  las  secuencias  de
CDNA. El  protocolo  experimental  es el  siguiente:  se  digieren  10  pg  de  cada

uno de  los  CDNA  con  la  enzima  de  restricci6n 8g1  11  en  50  pl  de  un  medio

que   contiene   Tris-Hcl   10   mM    pH   8,0;    Mgc12   5    mM;   Nacl   100   mM;    8-

mercaptoetanol  1  mM  y  10  unidades  de  enzima,  durante  dos  horas  a  37°C.

De  esta. digesti6n  enzimatica  se  originan  seis  fragmentos,   dos   de  ellos

provenientes del gen 1282, dos  del 6Al y dos provenientes del gen humano.
Todos  los  fragmentos  generados  son  purificados  por    membrana  de  DEAE

y son  resuspendidos  en 20  pl  de H20. Paralelamente,  se  digieren 50  pg  del
vector  de  expresi6n   PAGA  con  Nco  I  y   Sal  I   6  con  Nco  I  y   Xba  I,   se

purifican  por  membrana  de  DEAE  y  se  desfosforilan  en  su  extremo  3'.    EI
DNA plasmidial  se  resuspende  en 20  pl  de  H20.  Los fragmentos  se  ligan  de

la manera  mostrada en  el  esquema  14,  para  generar  los  genes  quimericos.

En  la reacci6n  de ligaci6n  se  incuban  de  50  a  100  ng  de  cada  uno  de  los

fragmentos  de CDNA  con  10  a  20  ng  de DNA  plasmidial  durante  16  horas  a

16°C,  en  un  volumen  final  de  20  pl  y  en  las  condiciones  descritas  en  la

secci6n   1.5.   EI  DNA  resultante  de  la  ligaci6n  se  usa  para  transformar

bacterias  AG-1  o  TG-1.  Las  transformantes  se  seleccionan  por  crecimiento

en medio con ampicilina. La presencia  de cada uno de los CDNA  codificantes

para las  proteinas  quimericas,  se analiza  per  mapeamiento  con enzimas  de
restricci6n  del DNA   plasmidial  preparado  de las  bacterias  transformantes
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por el metodo ya descrito  de la mini preparaci6n.   Finalmente de los  clones
bacterianos  seleccionados  se  prepara  DNA  plasmidial   por  el  metodo  del

polietiten  glicol  como  se  describi6  anteriormente.   Las  secuencias   de  los

genes  quimericos    se  verifican  por  secuenciaci6n  del  DNA  obtenido.
3.2.2.  Construcct6n  de los  genes  quimerioos  Ch5,  Ch6,  Ch7  y  Ch8.

La construcci6n  de estos  genes  quimericos se  detalla en  el  esquema

15.    Las  secuencias  de  los  CDNA  de  Gso6Al  y  Gsol282  de  JrenopzJs  Jaevj.s  y

Gso  humano,  se  digieren  con  la  enzima  de  restricci6n  Asp  I.  Esta  enzima

posee un dnico Sitio  de corte dentro  de las secuencias de  CDNA de las  tres

proteinas. El  procedimiento experimental  es  el siguiente:  se digieren  10  pg
de cada uno  de los CDNA  con la enzima  de restricci6n  Asp I en  50 pl de  un

medio  que  contiene  Tris-HC1  10   mM  pH  8,0;  Mgc12     5  mM;  Nacl  100  mM;   8-

mercaptoetanol 1  mM y  10  unidades  de  enzima,  durante dos  horas a  37  °C.

De esta digesti6n se originan seis fragmentos, dos de ellos provenientes del

gen  1282  de  Jrenopzzs JaeVI.s,  dos  del 6Al  tambien  de  JYenopzzs JaeVI.s y  dos

provenientes del gen humano. Todos los fragmentos generados se  purifican

por  membrana  de DEAE  y  se  resuspenden  en  20  pl  de  H20.  Paralelamente,

se   digieren   50  pg   del  vector   de  expresi6n   PAGA  con   las  enzimas   de

restricci6n Nco I y Sat I 6 con Nco I y Xba I. Ambos  plasmidios  linearizados

se purifican por  membrana de  DEAE, se  desfosfori]an y  se resuspenden en

20 pl de H20.  Los fragmentos se  ligan de la manera  mostrada en el esquema

15, para generar los  genes quimericos. Finalmente se  procede de la  manera

descrita  en  la  secci6n  3.2.1.   Las  secuencias  de  los  genes  quimericos   se

verifican  por  secuenctaci6n  del  DNA obtenido.

3.2.3.  Constnicci6n  de los  genes  quinericos  Ch9   y  Chl0.

La construcci6n  de estos  genes  quimericos se  detalla en el esquema

16.   El   protocolo   experimental   es   el   siguiente:   se   digieren   30   |ig   del

plasmidio PAGA que contiene la secuencia de CDNA Gso6Al  de JrenopzJs  JaevI.s

o del Gsohumano, con  la enzima de restricci6n Asp I. Esta enzima  posee una
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unica secuencia  de corte dentro  de la regi6n  de CDNA codificante para las

proteinas  de .Xenopzls Jaev[.s y  de humano y  no corta al  plasmidio PAGA.  La

reacci6n se  realiza  en 200  |]1  de  un medio  que  contiene Tris-Hcl  10  mM  pH

8,0;  Mgclz  5  mM;  NacI  100  mM;  B-mercaptoetanol  1  mM  y  30  unidades  de  Asp

I,  durante dos  horas a 37°C.  En cada caso  se origina  un fragmento de  DNA

lineal   de  4.600   pb.   Luego,   el  vector   PAGA   con  la   secuencia   Gso6Al   de

JFenopzzs Jaev[.s es digerido  con la  enzima  de restricci6n  Pst I.  Esta  enzima

posee  una  flnica  secuencia  de  corte  dentro  del  CDNA  codificantes  para  la

proteina  de  Xer]opzjs Jaevj.s.  Ademas  posee  otro  sitio  de  corte  en  el  PAGA,
hacia el  extremo  3'  contiguo a  la  region del  poli  A.  La digestion  se  realiza

en  20  pl  de  una  soluci6n  que  contiene    Tris-Hcl  50  mM,   pH  7,5:  M8C12   10

mM; Nacl 100  mM;  ditiotreitol  1  mM y  30 unidades  de Pst I  durante 2  horas

a 37°C.  Como resultado final de las dos reacciones se obtienen 3 fragmentos

de  DNA,. el   mayor  de  3300   pb,  que  contiene  al  plasmidio  y  parte  de  la

secuencia de  CDNA codificante para  la regi6n  amino terminal  de la  protefna

de Jreflopus Jaevj.s,  un     fragmento  de  607 pb    y  otro mas  pequefio  de  593

pb.  Todos  los  fragmentos  generados  se  purifican  por  membrana  de  DEAE,

y se  resuspenden en  20  pl  de  H20. El  fragmento  de  3.300  pb  que  contiene
al  plasmidio  PAGA  y  parte  de  la  secuencia  de  CDNA  codificante  para  la

region  amino  terminal  de  la  protelna  Gso  de  oocitos  de  XenopzJs JaevI.s  se

desfosforfla como se describi6 anteriormente. Paralelamente, el vector PAGA

con la  secuencia  Gso de  humano  se digere  con  la enzima  de  restricci6n  Pst

I.     Esta  enzima  posee  dos  sitios   de  corte  dentro  de  la  regi6n  de  CDNA

codificante  para la  proteina  de humano.  Ademas  posee  otro  sitio  de  corte

en  el  PAGA,  hacia  el  extremo  3'  contiguo  a  la  regi6n  del  poll A.  En  este

caso es  necesario realizar  una  digesti6n  parcial  con  la enzima Pst.I,  para

poder  obtener   el   fragmento   de   707   pb   (Asp   I-Pst   I)   como   producto

mayoritario de  la digesti6n  enzimatica (esquema  16). Para esto  se agrega a

la  mezcla  de  reacci6n    de la etapa anterior,  20  pl  de   una   soluci6n    que
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contiene Tris-Hcl  10  mM  pH 8,0;  Mgc12  5  mM;  Nacl  100  mM;  B-mercaptcetanol

1  mM y  8 unidades  de Pst  I.  La reacci6n  se realiza por 30  minutos a 37  °C.

La  digesti6n  se analiza  sometiendo una  alfcuota  de la reacci6n  a  geles  de

agarosa al 1%.  Como resultado  de esta incubaci6n,    se obtiene el fragmento

mayor  de  3300  pb,  que  oontiene al  plasmidio  y  parte  de  la  secuencia  de

CDNA  codificante  para   la  regi6n.  amino  terminal   de  la   proteina   Gso   de

humano,  el fragmento  de  707  pb  (Aspl-Pst  I)  en  forma  mayoritaria,  el  de

593 p.  b.  (Pst I-Asp  I)  y otros  dos fragmentos  que  se descartan.  Los  tres

fragmentos  de  interes  se  purifican  por  membrana  de  DEAE.    El  plasmidio

PAGA  que  porta  un  segmento  de la  secuencia  de  CDNA  codificante  para  la
regi6n  amino  terminal   de   la   proteina   Gso   de  humano,   es   defosforilado.

Posteriormente se realiza la ligaci6n de   los fragmentos como se muestra en

el esquema  16,  para  generar  los  genes  quimericos.  Finalmente  se  procede

de  la  manera  descrita  en  la  secci6n  3.2.1.

3.2.4.  Construcct6n  de los  genes  quimericos  Chll    y  Chl2.

La construcci6n  de estos  genes  quimericos se  detalla en el esquema

17.    Se  digiel.en  10  pg  del  plasmidio  PAGA  que  contiene  las  secuencia  de

CDNA codificante  para  las  proteina  Gso6Al  de  Jrenopus Jaevj.s con  la  enzima

de restricci6n Pst I. Esta enzima posee una unica secuencia de corte dentro

del  CDNA  codificantes  para  la  proteina  de  Jrenopus  Jaevj.s.  Ademas  posee

otro sitio de  corte en  el PAGA,  hacia el  extremo 3'  contiguo a  la region  del

poli A.  La reacci6n  se realiza  en  un  volumen de  200  pl  y en  un  medio  que

contiene    Tris-Hcl  50  mM,  pH  7,5;  Mgc12  10  mM;  Nacl  100  mM;  ditiotreitol  1

mM  y  20  unidades  de  Pst  I,  durante  2  horas  a  37°C.  De esta  digesti6n  se

obtiene  un  fragmento  de  1.200  pb  y  otro  mayor  de  3300  pb,  que  contiene

al  plasmidio  y  parte  de  la  secuencia  de  CDNA  codlficante  para  la  region

amino  terminal   de  la  proteina  de  JYenopzJs  Jaev[.s.  Todos   los  fragmentos

generados   se  purifican  por   el  metodo  de  la   membrana  de  DEAE  y   se
resuspenden  en  20  pl  de    H20.  El fragmento  de  3.300  pb  que    contiene  al
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plasmidio PAGA  y parte  de la  secuencia de  CDNA codificante  para la  regi6n

amino   terminal   de   la   proteina   Gsa   de   oocitos   de   Jrenopus   Jaevis,   se

desfosforila  como  se  describi6  con  anterioridad.  El  fragmento  de  1.ZOO  pb

se corta con la enzima de restricci6n Pvu 11. Para ello, el fragmento de DNA

se incuba en  50 pl  de un  medio  que conten{a  Tris-Hcl  10  mM,  pH 7,5;  Mgc12

10   mM;   Nacl   50   mM;   ditiotreitol   1   mM   y   50   unidades   de   la   enzima   de

restricci6n,  a  37  6C  por  dos  horas,  obteniendose  dos  fragmentos:  uno  de

373  pb  y  otro  de  827  pb.  Los  fragmentos  se  purifican  por  membrana  de

DEAE y se  resuspenden en 20  pl de  H20.  Paralelamente,  el  vector PAGA  con

la  secuencia  Gso  de  humano  se  digiere  con  la  enzima  de  restricci6n  Pst  I.

Esta  enzima   posee   dos   sitios   de   corte   dentro   de  la   regi6n   de   CDNA

codificante para la  proteina  de humano.   Ademas  posee otro  sitio  de  corte

en  el  PAGA,   hacia  el  extremo  3'   contiguo  a  la  regi6n   del  poli  A.   Para

obtener .el  fragmento  de  1.300  pb  (Pst  I-Pst  I)   que  mos  interesa  en  este

caso,    es  necesario  realizar  una  digesti6n  parcial  con  la enzima Pst I.  La

reacci6n  se  realiza en  un  volumen  de  200  pl  y  en  un  medio  que  contiene

Tris-Hcl 50  mM,  pH  7,5;  Mgclz  10  mM;  Nacl  100  mM;    ditiotreitol  1  mM  y  10

unidades  de  Pst  I,  durante  50   minutos  a  37°C.   Como  resultado  de  esta

incubaci6n,    se  obtiene  el  fragmento  mayor  de  3300  pb,  que  contiene  al

plasmidio y parte  de la secuencia  de CDNA codificante  para la regi6n  amino
terminal  de la  Proteina  Gso  de humano,  y  el fragmento  de  interes  de  1.300

pb en forma mayoritaria, Junto a otros fragmentos que fueron  descartados.
Los  dos  fragmentos  de interes  son  purificados  por    membrana  de  DEAE  y

se  resuspenden  en  20  pl  de H20.  El fragmento  de  3.300  pb    que  contiene

al  plasmidio  PAGA  y  parte  de  la  secuencia  de  CDNA  codificante  para  la

regi6n  amino  terminal  de  la  proteina  Gso  de humano,  es  desfosforilado.  El

fragmento  de  1.300  pb  se  corta  con  la  enzima  de  restricci6n  Pvu  11.  Para

ello, el fragmento de  DNA  se incuba  por  2 horas  en 50  pl  de un  medio  que

contiene  Tris-Hcl  10  mM,  pH  7,5;  Mgc12  10  mM;   Nacl    50  mM;  ditiotreitol   1



92

mM y  50  unidades  de    la  enzima de  restricci6n,  a 37°C.  Como  resultado  de

la  digesti6n  enzimatica  se obtienen  dos  fragmentos:  uno  de  373  pb  y  otro

de  927   pb.   Los  fragmentos   se  purifican   por   membrana   de  DEAE  y   se

I.esuspenden  en  20  pl  de  H20.  Posteriormente  se  realiza  la ligaci6n  de  los

fragmentos  para  generar  los  genes  quimericos.  Finalmente  se  procede  de

la  manera  descrita  en  la  secci6n  3.2.1.

3.2.5.  Construoci6n  de los  genes  quimericos  Chl3   y Chl4.

La construcci6n  de estos  genes  quimericos se  detal]a en el esquema

18.   Se   digieren   durante   2   horas    10   pg   de   las   secuencias   de   CDNA

codificantes para  las  proteinas Gsode  JrenopzJs Jaev[.s y para  la  proteina  de

humano  con  la  enzima  de  restricci6n     Asp  I  en  50  pl  de  un  medio   que

contiene Tris-Hcl  10  mM  pH 8,0;  Mgc12  5  mM;  Nacl  100  mM;  B-mercaptoetanol

1  mM   y   10   unidades   de  enzima,  a  37°C.   De  la   digesti6n  enzimatica  se

originan.  cuatro  fragmentos,   dos   de  ellos   provenientes   del  gen  6Al   de

Xenopz]s JaeVI.s y dos provenientes  del gen humano. En este caso se utilizan

los  fragmentos  que  contienen  las  secuencias  codificantes  para  la  porci6n

carboxilo terminal  de  ambas  proteinas.  Estos  fragmentos  se  purifican  por

membrana  de  DEAE    y  se  resuspenden  en  20  pl  de  H20.  El  fragmento  de

CDNA  codificante  para  los  195  aminoacidos  correspondientes  a  la  porci6n

amino  terminal   de  la      protefna   Gi.2o   de   rat6n   habfa  sido   previamente

subclonado en el plasmidio  PAGA. Para liberar  este fragmento del  plasmidio

se usaron las  enzimas  de restricci6n Nco  I y  Asp  I.  Para ello,  se  digieren

10 pug  de  DNA plasmidial en  las condiciones  descritas  con anterioridad  para

estas dos  enzimas.    El fragmento  obtenido se  purifica  por  el  metodo  de  la

membrana de DEAE,  de la manera descrita con anterioridad y se resuspende

en   20  pl   de  H20.   De   modo   paralelo,   se   digieren   50   iig   del  vector   de

expresi6n  PAGA  con  Nco  I  y  Sal  I  y  con  Nco  I  y  Xba  I.  Ambos  plasmidios

finearizados   se   purifican   por   membrana   de   DEAE,   y   se   desfosforilan.

Finalmente ambos  plasmidios son  resuspendidos en  Z0 pl  de H20.  Se  realiza
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la  ligaci6n  de  los fragmentos  de  DNA   obtenidos  para  producir  los  genes

quimericos como  se muestra  en el  esquema 18.  Finalmente se  procede de  la
manera  descrita  en  la  secci6n  3.2.1.

3.3.  Sintesis  de  mRNA   "in  vz.fro".

Para la  manipulaci6n del  mRNA todas  las soluciones  son tratadas  con

DEPC  y   el  material   de  vidrio   es  calentado   a  250°C   para  inactivar   la

ribonucleasa (Sambrook y cols.,  1989). La transcripci6n  ''in vitro"  se realiza

como   lo   describen   Olate   y   cols.    (1988)   y   Sand ford   y   cols.   (1991).   EI

procedimiento  experimental  es  el  siguiente:  previo  a  la  transcripci6n,  el
vector de expresi6n PAGA  que porta la secuencia  de CDNA a ser  transcrita,

se lineariza  por  digesti6n  con  la enzima  de restricci6n  Hind  Ill.  Para  ello

se digeren  50  pg  de  DNA  plasmidial  en  un  medio  que  contiene  Tris-HC1  10

mM  pH  8,0;  Mgc12  5  mM;  Nacl  100  mM;  B-mercaptoetanol  1  mM  y  50  unidades

de   la   enzima   de   restricci6n,   durante   dos   horas   a   37°C.   Se   realizan

extracciones   sucesivas   con   un   volumen   de   fenol,   fenol:cloroformo   y

cloroformo. Se  purifica el  DNA  por precipitaci6n  etan6lica y  se  resuspende

en 50  ul  de H20. La  concentracian  de DNA  se ajusta  por  densidad  6ptica a

260 nm.  La sfntesis  del RNA  mensajero  se realiza  en un  volumen de  200  pl,

en un  medio que  contiene  Tris-Hcl 40  mM  pH 7.5;  Mgclz  6  mM;  Espermidina

2mM;  Nacl  10  mM;  ATP,  CTP,  GTP  y  UTP  1  mM;  DTT  30  mM;   1  unidad/pl  de

inhibidor  de  ribonucleasa   (ENasin);  10  pg   de  DNA  templado   previamente

Hnearizado con Hind Ill y 100 unidades  de RNA polimerasa de fago T7.  Esta

mezc|a  de  reacci6n  se  incuba  durante  2  horas  a  37Q  C.  A  continuaci6n  se

adicionan 10  unidades   dexoxiribonucleasa  Q  y se  incuba  por 30  minutos  a

37°C. Esta  etapa tiene  por finalidad  eliminar  el templado  de DNA.  Luego  se

realiz,an extracciones  con  fenol: cloroformo:  alcohol  isoamflico  (24:24:1)  y  el

ENA se  colecta  por  precipitaci6n  etan6lica.  EI RNA  se  resuspende  en  50  pl

de  H20  y  se  cuantifica  por  densidad  6ptica  a  260  nm.  La  integl`idad  del

mRNA sintetizado  se analiza por  electroforesis en  geles de  agarosa al  1 %`.
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3.4.  Traducci6n  "in  VI.fro".

La  reacci6n   de  traducci6n   ''j.n   vl.fro"  se  realiza  como  lo   describe

Sand ford  y  cols.  (1991).  El  procedimiento  experimental es  el  siguiente:  se

incuban 0,2 pg/pl de mRNA en un medio que contiene Kcl 20  mM,  una mezcla

de aminoacidos  sin metionina  20  |iM, lisado  de reticulocitos  al  60 %  (v/v)  y
35[S]-metfonina    20  pM  (15.000-40.000  cpm/pmol).    La  incubaci6n  se  realiza

durante  60  minutos  a  30°C.  Para los  experimentos  de  reconstituci6n  de  la

actividad adenililciclasa de las membranas cyc-, la sfntesis se realiza en  un

volumen  de  200  pl  y  en  ausencia  de  metionina  radiactiva.  En  estos  casos

para  poder  monitoriar  la  cantidad  de  proteina  sintetizada,   se  hace  una
sintesis  en  paralelo  con  metionina  radiactiva  de  la  forma  siguiente:   se

prepara una mezcla de reacci6n que lleva todos los  componentes necesarios

para la reacci6n  de sintesis a las concentraciones sefialadas  anteriormente,
memos  la  metionina.  Se  saca  una  alicuota  de  9  lil  de  este  medio  y  se  le

agrega 1 pl  metionina radiactiva con la suficiente  cantidad de metionina  no

radiactiva para llegar a una concentraci6n  de 20 pM. Paralelamente, al tubo

donde  se  realiza  la  s{ntesis  no  radiactiva,  se  le  agrega  la  metionina  no

radiactiva, a una  concentraci6n final  de 20 pM.  Ambos tubos  se incuban  en

paralelo  y  en  las  condiciones  indicadas  con  anterior.idad.  Luego  de  esta
incubaci6n,    los    extractos    no   radiactivos    conteniendo    las    protefnas

sintetizadas se congelan a -80  °C hasta su uso, y  los extractos  radiactivos

se uti]izan  en  la  cuantificaci6n  de las  protefnas  sintetizadas.  En  algunos

experimentos se  utiliza  proteina radiactiva con  mayor  actividad  especffica.

Para esto la sintesis se realiza en las mismas condiciones que las  sefialadas

anteriormente, pero en presencia de 35S-metionina 0,6 pM (2 X  106 cpm/pmol).
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3.5.   Cuantificacf6n   de   la   proteilia   sintetizada   por   el   Hsado   de

retioulocitos.

Para esto se mide la cantidad de metionina radiactiva incorporada en

proteinas por  precipitaci6n  con  TCA.  Para  ello  se  toman  2  pl  del  medio  de
sfntesis  y  se  le  agregan  248  Ill  de  una  soluci6n  que  contiene  NaoH  IM  y

H202 al  2%  (v/v).  La  Soluci6n se  agita con  vortex  y se  deja reposar  por  10

minutos  a  temperatura  ambiente.   Se  agrega   1   ml   de  una  soluci6n   que

contiene    TCA  al  25%  y  casa  aminoacidos  al  2%.  La  mezcla  resultante  se

incuba  durante  30  minutos  a  4°C.  El  precipitado  se  filtra  sobre  filtros

millipore  de  0,45  pM  6  alternativamente  con  ffltros  fibra   de  vidrio.   Los

filtros  se  lavan  con  TCA  al  5%,   se  secan  y  finalmente  se  determina  la

radioactividad   del   35S      incorporada   en   protefnas,   en   un   contador   de

centelleo  liquido.

Alternativamente,  se  aplica  la  mezcla  de  reacci6n  conteniendo  las

proteinas sintetizadas  en un  gel de  poliacrilamida desnaturante,  al loo/o.  Se
realiza la electroforesis  como  se  describe en  Haferj.alas y M5£odos.  Luego

se  corta  del  gel la  zona  que  contiene la  proteina.  El  segmento  de  gel  es

colocado  sobre frascos  de  centelleo  liquido  conteniendo  2  ml  de  Hz02  al  30

%  (v/v),  e  incubado  durante  5-6  horas  a  65  °C,  para  disolverlo.  Luego  se

determina   la   radioactividad   del   35S   incorporada   en   protefnas,   en   un

oonfador  de  centelleo  lfquido.

Para calcular  la  cantidad  de  protefna  sintetizada,  en  cada  caso  se

hace   un  blanco,   que   contiene   todos   los   reactivos   necesarios   para   la

traducci6n,  memos  el mENA.  Las cpm  de 35S  obtenidas con  este control,  son

restadas  a  la  radioactividad  del  35S    incorporada  en  proteinas.  El  calculo

de  la cantidad  de  moles  de  proteina  sintetizada  en  cada  caso  se hace  en

base a  la  radioactividad  del  35S    incorporada  en  la  prote{na,  la  actividad

especffica de la metionina usada en la reacci6n  de sintesis  y el  ndmero  de

metioninas  de  la  proteina.  Cuando  se    utiliza  metionina radiactiva  de  alta
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actividad especffica  (2  X  106 cpm/pmol),  s6lo  se  considera en  el  calculo  de

la  proteina   sintetizada   la  concentraci6n   de   metionina  aportada   por   la

metionina  radioactiva.  La  concentraci6n  de  proteina  sintetizada  por  este

metodo  oscila  entre  los  10  y  100  nM.

P.    ENSAYO    DE    PROTECCION    POR    GTP-T-S,     A    LA    DIGESTION

PROTEOLIHCA  DE  PROTENAS  Gso CATALEADA  POR  ThlpsINA.

En este ensayo se utiliza la tecnica descrita en Denker y cols.  (19.92).

Las   protefnas  Gsa   se  sintetizan  y   se  cuantifican  como   se  describe   en

Naterl.alas  y  lfEfodos.   La  metodologfa   experimental   es  la   siguiente:   se

preincuban las protefnas marcadas con 35[S]-metionina (60-300 cpm/pmol)  en

10 |]1,  por  30  minutos  a 30°C  en  presencia    o ausencia  de  GTP-y-S  150  pM

y en un  medio  que contiene Hepes  pH 8,0  50  mM;  Mgc12  6mM  y EDTA  1.5  mM.

La  digesti6n  con  la  proteasa se  inicia  por  la adici6n a  cada tubo  de  una

soluci6n de tripsina en amortiguador TE  a la concentraci6n  indicada en los

resultados.  La  incubaci6n se  realiza  por 30  minutos a  30°C.  La  reacci6n  se

detiene con  la  adici6n  de 1,5  pl  de  una  soluci6n de  benzamidina  0,1  mM.  A

cada tubo de reacci6n se le agrega un volumen de amortiguador de Laemmli

y las muestras se aplican en geles  de polfacrilamida al 12,5% en  condiciones
desnaturantes.  El  gel se  tifie con  azul  de  ccomassie,  luego  de lo  cual  se

seca y se  somete a autorradiograffa  por  1-4  dias.

Q.  ANAHSIS  DE  LA  INTFRACCION  DE  IIAS  PROTEINAS  Gsa  Y  GOT   POR

cENTRIFUGAcloN  EN  enADIEI\ITE  DE  sACAROsA.

Las  protefnas    Gso  utilizadas  en  el  ensayo  de  asociaci6n  con  GOT se

sintetizan y se cuantifican como  se  describe en "aferl.alas y M5fodos,  s6lo

que en  este  caso  se  usa  35[S]-metionina de  mayor  actividad  especffica  (0,6

pM,     2  X  106  cpm/pmol).

El  ensayo  de  asociact6n  de  Go  con  GBy se  realiza  como  esta  descrito
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en Denker y cols.  (1992). El protocolo experimental es el siguiente: se toman

7,5 lil  del  lisado de  reticulocitos  que contiene  la  proteina Gso  radioactiva  y

se incuban  con  5  pmoles  (228  ng)  de GBT purificada  de  cerebro  de  bovino,

por 24  horas  a  4°C.  Los  7,5  pl restantes  se  incuban  sin GOT  en  las  mismas

condiciones.  Ambas   incubaciones  se  realizan  en   40  lil   de  un  medio   que

contiene:  Tris-Hcl  pH  8,0  50  mM;  EDTA  10  mM;  DTT  1  mM  y  GDP-B-S  1  mM.

Luego de la incubaci6n se agregan 60 pl de una soluci6n que contiene Tris-

Hcl    20  mM    pH  8,0;     EDTA  1  mM;  10  mM  B-mercaptoetanol;    lubrol  0,1yo  y

GDP-a-S  1  ilM  (soluci6n  A),  y  citocromo  C  1,6  mg/ml  y  BSA  0,5  mg/ml.    Se

aplica esta mezcla sobre un gradiente lineal de sacarosa del 5 al 20  %  (p/p)

en  soluci6n  A.  Las  muestras  son  centrifugadas  a  41.000  rpm  durante  17

horas en  un  rotor Sorvall  SW50L.  Terminada la  centrifugaci6n,  se  colectan

fracciolles de 150  pl. La  radioactividad incorporada en  proteinas se  analiza

Por precipitaci6n  con TCA al  10% de  una alicuota  de 50 pl  de cada fracci6n

y  posterior   filtraci6n   en  filtros   de  fibra   de   vidrio.   Para  analizar   la
distribuci6n  de  la  prote{na  estandar  BSA  en  el  gradiente,   se  precipitan

alicuotas  de  50  pl   de  cada  fracci6n  con     0,5   ml  de  acetona  a  4°C.   EI

precipitado se resuspende en 30 pl de amortiguador de Laemmli y se somete
a electroforesis  en  geles  desnaturantes  de  poliacrilamida  al  12,5  %.  El  gel

es  tefiido  con  azul   de  Coomassie  y  la   banda   de  BSA  es   analizada  por

densitometria.  La  distribuci6n  del  citocromo  C  en  el  gradiente  se  analiza

por   densidad  6ptica  a  430  nm.   La  concentraci6n  de  sacarosa  en   cada
fracci6n  del  gradiente  se  calcula  a  partir  de  la  lectura  del    fndice  de
refracci6n  de alfcuotas  de  10  pl  de cada fracci6n  del  gradiente.
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R.    DETI±RMINACION  DE  PROTEINAS.

La concentraci6n de proteinas presentes en las membranas de oocitos

se determina por  el metodo  descrito por  Lowry y cols.,  (1951),  usando  BSA

como  patr6n.

S.  TRATAMIENTO  DE  LOS  DATOS.

Cada experimento  de esta  resl-s fue repetido  entre  1  y 5  veces,  en

identicas condiciones. En cada caso se muestran los  resultados de uno  s6lo

de los  experimentos, representativo del  conjunto, y  los valores  con que  se
construyeron los  graficos  corresponden  al  promedio  entre  los  duplicados

o  triplicados   de   un   mismo   experimento.   En  ningdn   caso  la   desviaci6n

standard entre los  va|ores es  superior al  109ro del promedio.   En  el caso  de

las  tablas, los  valores  corresponden  al  promedio i  desviaci6n  estandar  de

los duplfcados  o triplicados  de  un mismo  experimento,  I`epresentativo  de  2

o  mss  experimentos  iguales.
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RESULTADOS

A.  EFECTO  DE  POLICATIONES.

1.    Estudios    del    efecto    de    policationes    sobre    la    actividad

adehililciclasa  de oocitos  de  Jrenopz7s faevis.

Resultados  preliminares   del  laboratorio  indicaron   que  polilisina  y

algunos compuestos  policati6nioos tales  como poliornitina  y espermina eran

capaces de afectar la actividad de varias enzimas presentes en la membrana

de  los  oocitos,  incluyendo  la  adenimciclasa  (Gatica  y  cols.,  1987).  En  un

intento por determinar la naturaleza de dicho efecto sobre la adenililciclasa

de   oocitos   de   ,Xenopz]s  Jaevis   se   realizaron   los   experimentos   que   a

continuaci6n  se  detallan:

1.1.  Efecto  de  polilisina sobre  la actividad  adenililciclasa medida  en

la. presencia  de diferentes activadores.

El i6n fluoruro   y los  analogos no  hidrolizables  de GTP  tales como  el

GTP-T-S y el  GppNHp activan  la adenililciclasa especificamente a traves  de

la   profefna  Gs   (Birnbaumer  y   cols.,   1990).   Por   otro  lado,   el   diterpeno

forskolina   activa   a   la   adenililciclasa   directamente   y   en   ausencia   de

nucle6tidos  de  guanina  (Seamon  y  Daly,   1983).  En  la  figura  1  se .muestra

el  efecto  de  concentraciones  crecientes  de  polililisina  sobre  la  actividad

adenilil  ciclasa  medida  en  presencia     de  GTP-T-S  y  progesterona   (A),

fluoruro (8) y  forskolina (C). En  A y 8 de  la figura 1,  se mide la  actividad

de  la  adenililciclasa   en  la  presencia   de  GTP-y-S   y   fluoruro   de   sodio

respectivamente.  Se observa  que  concentraciones  de  poHlisina entre  10  y

100 pM son estimuladoras de la actividad,  mientras  que concentraciones mas

altas de polflisina son  inhibidoras  de la  actividad  de la enzima. En la  parte

A  de  la figura  se observa  tambien  que  en  presencia  de  progesterona,  el

efecto estimulador  de  la  polilisina es  inhibido.  En  la  parte  a  de  la  figura

1 la actividad de la adenililciclasa es medida en presencia de forskolina. En
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Figura  1.      Efecto de  polilisina sobre fa activaci6n  de la adenjlilciclasa de
oocitos  per GIP-T-S, fluoruro y forskolina.

gna££m;alg:8ycLf:}£g;%,d:i;er;:ec:dc#:Cfiig=§:Pm]Sr-eAd¥£dp%r,o:t8eTEaMe:(r7:die:in:e=:£m:o:
1ncubact6n.  Las  incubaciones  se  realizan  por  30  minutos  a  32°C.  En  A  se
agreg6 al  medio  de  incubaci6n  GTP-T-S  14  pM  (a,.)  y  progesterona  5  iiM
(a).  En  a  la actividad se  mide en  presencia  de fluoruro 10  mM  y  en  C  se
agrega al  medfo foskolina  150  iiM.  (I)  indica el valor  de la actividad  basal
para  coda  uno  de  log  tres  experimentos.  Cada  punto  es  determinado  por
triplicado.
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este  caso el  efecto  de polflisina  es  claramente  distinto  al  anterior  debido

a que  s6lo se  observa un  efecto inhibidor  sobre los  10 pM  del peptido.  Del

analisis  de  este  experimento  se  desprende  que  el  efecto  estimulador   de

polilisina  sobre  la  adenililciclasa  se  observa  unicamente  cuando  la  enzima
es  estimulada a traves  de  Gs.

1.2. Efecto de polilisina sobre la concentraci6n de GTP-T-S  ncoesarfa

para obtener la  mitad  del efecto  maximo.
Los   resultados   de   la   figura   lA   fueron   obtenidos   usando   las

condiciones  6ptimas  para la estimulaci6n  de la adenililciclasa  por  GTP-T-S

(14   iiM   del   nucle6tido   y   a   5   mM   de   Mgc12).   Sin   embargo   si   el   mismo

experimento  de  la  figura  lA  es  realizado  a  concentraciones  limitantes  de

GTP-y-S,  por  ejemplo  0,11 pM,  el  efecto  estimulador  de  polilisina  es  mayor

que el previamente observado. Este resultado se muestra en la figura 2. En
este  experimento  el  efecto  estimulador   de  50  iiM   de  polilisina  sobre  la

actividad adenililciclasa es de tres veces.  Ademas, al igual que en la figura

lA,  tambien  se  observa  el  efecto  inhibidor  de  la  progesterona,  sobre  la

capacidad  de  la  poHlisina  de  estimular  la  actividad  adenililciclasa.   Estos

experimentos  indican que  progesterona  parece interferir  con  la activaci6n

de  Gs.

El analisis  de  los  experimentos  de  la  figura  1  y  2  mos  sugiri6  que

polilisina pod fa  afectar  la afinidad  de Gs  por  GTP-T-S.  Esta  interpretaci6n
fue confirmada  por  el expel.imento  mostrado  en la figura  3. En  esta  figura

se   muestra   el   efecto   de   polilisina   120   pM   sobre   la   actividad   de   la

adenililciclasa    de    oocitos    de    .Xenopzjs    JaevI.s,    medida    a    diferentes

concentraciones  de  GTP-T-S.  Se  observa  un  significativo   desplazamiento

hacia la izquierda causado  per  la  polilisina en  la curva  de activaci6n  por

el   analogo   no   hidrolizable   de   GTP.   Un   posterior   analisis   de   dobles

reciprocos  de  la formaci6n  de  CAMP  versus  la  concentraci6n  de  GTP-y-S,

muestra que mientras la cantidad de producto producido a  concentraciones
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Figura 2.      Efecto  de  polilisina  sobre fa activaci6n  de la adenflilciclasa  a
concentraciones  sublimitantes  de GTP-T-S.

Mafen.alesyLfe:%£gs±,d:£dper::e:dc::¥:C±[C::ffi:]S_eA#d8,f°:£e(%g4dceps=7L;t:oE)?
2,0  mg/ml  de  proteina  en  el  medio  de  incubaci6n,  GTP-T-S  0,108  uM  y  en
ausencia  (.)  o  presencia  (0)  de  progesterona  5  pM.  Las  incubaciones  se
realizan  por  30  minutos  a  32°C.  (I)  indica  el  valor  de  la  actividad  basal.
Cada  punto fue  determinado  por  triplicado.
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Figura 3.      Efecto de polilisina sobre la activaci6n de la adenililciclasa por
GTpry-S.

Nafch.a/esyL£€::£±Js£,daedndper::eandc::¥ec£;::a?p]S_eA¥ideo,:°E°Me(S8¥7d:Scmr;:°m:L7
2,0  mg  /ml  de  proteina  en  el  medio  de  incubaci6n  y  en  ausencia  (a)  o
presencia  (.)   de  polilisina  120  pM.  Las  incubaciones  se  realizan  por   35
minutos  a  32°C.  En  el  recuadro  de  la figura se  muestra  la  representaci6n
grffica de los  ddtos  obtenidos segdn el  ahalisis  de ¢obles recfprocos.  Cada
punto  es  determinado  por  triplicado.
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TABLA  1

Determinaci6n  de la K%  E:EESG=:-]T2-os peMn. Presencia o ausencia  de

Ko,5   (qu)           Anar  i:D;:::e#/D8

ControlPolilisina 1,14                         4040,15403

Los valores  de Keoh5 se obtienen a  partir de  los  datos de la figura  3,

!e:fiE:asy:-g:n:e:c:er:i:e:a:3::treafi:dia::a`fi::lca:nmfr!3i:i:lsefs:atfuoreainat':ismc:oenycGe#:;:is61.:
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saturantes    de    GTP-y-S    (Anax)    no    varia    en    forma    significativa,    la

concentraci6n de GTP-T-S necesaria para obtener la mitad del efecto maximo

(Ko,5),  es  reducida de  1,14  pM  a  0,15  uM  (recuadro  de  la  figura  3    y  tabla

1).

1.3. Efecto  de espermina sobre la actividad adenililciclasa  de oocitos

de  Xenopus laewis.

De manera  analoga a  la  mostrada con  anterioridad para  polilisina,  se

estudi6  el  efecto  de  ooncentraciones  crecientes   de  espermina  sobre   la

actividad de  la adenflilciclasa de oocitos  de Xenopus Jaevis.  En la figura 4

se muestra el efecto  de la poliamina  sobre la actividad  de la enzima  inedida

en presencia de varios  activadores. En la parte A de la figul.a 4, en la  que

la   actividad    de    la    adenililciclasa    es    medida    en    la    presencia    de

concentraciones   limitantes    de    GTP-y-S    (0,108    pM),    se    observa    que

concentraciones  de  espermina  entre  0,1  y  5  mM  son  estimuladoras  de  la

actividad,   mientras   que  concentraciones   mas   altas   de  la  poliamina   son

inhibidoras.  En  la  parte 8  la  actividad  de la  adenililciclasa  es  medida  en

presencia  de  fluoruro,  y  tambien  se  observa  un  efecto  estimulador   de
espermina pero esta vez  a concentraciones por sobre  1  mM  de la  poliamina.

En  la  parte  C  la actividad  de  la adenililciclasa es  medida en  presencia  de

forskolina.   En   este   caso   el   efecto   de   espermina   es   semejante   al   de

p.olilisina,  debido  a  que  no  se  observa  ningtin  efecto  estimulador  de  la

poliamina,  mientras  que  se hace evidente  una  inhibici6n  a concentraciones
de espermina  por  sobre  lmM.  Estos experimentos  indican  que  al  igual  que

en  el   caso   de   la   polilisina,   la  espermina   estimula   a   la   adeni]flciclasa

actuando especificamente a traves  de  Gs.
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Figura 4.  .   Efecto de espermina sobre la activaci6n de la adenflilciclasa de
oocitos  por  GTP-T-S,  fluoruro y forskolina.

„aferT.alesyLfe::d±Js£,a::dper::e:€eian¥ec±f::Sfp]S_eA¥id%,:3m:Mes(¥95de:::i;:meo|
en  A,  600  cpm/pmol  en  8  y  748  cpm/pmol  en  C)  y  2,0  mg  /ml  de  protefha
en  el medio  de  incubaci6n  en  A,  1,3  en  8  y  1,2  en  C.  Las  incubaciones  se
realizan a  32°C  por  30  minutos  en A  y  8,  y  por  25  minutos  en  C.  En  A  se
agrega al media de incubaci6n  GTPBy-S 0jl08 pM.  En  8 la actividad se  mide
en  presencia  de fluoruro  10  mM  y  en  C  se agrega  al  medio  foskolina  150
pM.  (I)  indica  el  valor  de  la  actividad  basal  papa  cada  uno  de  los  tres
experimentos.  Cada  punto  es  determinado  por  triplicado.
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1.4. Efecto de espermina sobre la concentraci6n de GTP-T-S necesaria

para obtener la  mitad  del efecto  maximo.
De manera analoga a los  estudios realizados con  polilisina,  se  analiz6

el efecto  de  espermina  sobre  la afinidad  de  GTP-T-S  por  Gs.  En  la figura

5   se   muestra  el   efecto   de  espermina   1   mM   sobre   la  actividad   de   la

adenililciclasa    de    oocitos    de    .XenopzJs    JaeVI.s,    medida    a    diferentes

concentraciones   de   GTP-y-S.   Se   observa   que   espermina   produce   un

significativo desplazamiento hacia la izquierda de la curva de activaci6n por

el   analogo   no   hidrolizable   de   GTP.    Un   posterior   analisis   de   dobles

recfprocos de la formaci6n de CAMP en funci6n de la concentraci6n de GTP-

y-S,    muestra    que    mientras    la   cantidad    de    producto    producido    a
concentraciones   saturantes   de   GTP-y-S   (Anax)   no   es   afectada,   la   Ko,5

(concentraci6n  de  GTP-T-S  necesaria  para  obtener  la  mitad   del   efecto
maximo),. es reducida  de 0,83  pM a 0,16  pM  (recuadro  de la figura  5 y  tabla

2).

1.5. Efecto  de otros policationes  sobre la actividad adenililciclasa  de

oocitos  de  Jrenopzzs Jaevts.

Pareci6 necesario  investigar si  otros homopoHmeros  constitu{dos  por

aminoacidos basicos tenian efectos similares a los de la polilisina.  Se estudi6

por este  motivo,  el efecto de  poliornitina y poliarginina  sobre la actividad
de  la  adenililciclasa  de  oocitos  de  JYer]opzjs jaevj.s.

1.5.1.  Efecto  de  poHornitina.

En  la  tabla   3  se   puede  observar  que   altas   concentraciones   de

poliornitina  (22  y  44  iiM)   son  inhibidoras  de  la  actividad   adenililciclasa
tanto    basal,    como    estimulada    per    GppNHp.    Sin    embargo,    a    bajas

ooncentraciones  (4,4  |iM),  la  poliornitina estimula  notoriamente la actividad

de la  adenililciclasa  medida en  presencia  de  GppNHp. No  se observ6 efecto

de  poliliornitina  a  bajas  concentraciones  sobre  la  actividad   basal  de  la

enzima.
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Figura 5.      Efecto  de  espermina  sobre  la  activaci6n  de  la  adenilflciclasa
•por  GTP-y-S.

waferfalesyLaMaE¥o±¥:::dedneLsr:::::lil:C±CdL:Sas[eamE&:]C_°AmT°pesot,aL3desmc#ito(8?£
cpm/pmol),  2,0 mg/ml de proteina en el medio de incubaci6n y con  (.)  o sin
•(a)  espermina lmM.  Las incubaciones se realizan por  30  minutos a 32°C. En
el recuadro  de la figtlra se  muestra la representaci6n  grarica de los  datos
obtenidos    segdn    el   analisis    da    dobles    reciprocos.    Cada    punto    es
determinado  por  triplicado.
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TABLA  2

Determinaci6n  de la K%  Peg:e=mTpin-aT-S[ emnM.Presencia 0 ausencia  de

Ko,5   (pr)           Amar I:n;:::e!#/m8

Controlesperinina 0,83                         3230,16328

fignugif::ycao:mo;;s;e%[a:r`:;:rre;s:a:r:a::od:a#:af:c?i::eg;ifaff:¥e::t:;:!ET:gr:¥:c3o:n;c:eiI;:;:_i:i
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1.5.2.  Efecto  de  poliarginina.

Se   estudi6   el   efecto   de   poliarginina   sobre   la   actividad   de   la

adenililciclasa   de oocitos de .Xenopzzs Jaevj.s. A  diferencia de lo  encontrado

con   los    policationes    mostrados    con   anterioridad,    se   encontr6    que

poliarginina  causa   s6lo  inhibici6n   de  la   actividad   de   la   adenililciclasa
cuando es activada a traves de Gs,  con GTP-y-S. En fa figura 6 se  muestra

que  poliarginina  produce el efecto  inhibidor  a  concentraciones  superiores
a  3  pM  del  peptido.

1.6.  Efecto  de  poliHsina  sobre los  requerimientos  por  i6n  Mg2+  de la

adenililciclasa  de oocitos  de  .rez]opz7s Zaev:ESL

Como  se  discuti6  en  la  Jjltr.odz]ccl.6n,  el  complejo  hormona  receptor

(Brandt y  Boss,  1986) y  algunos  compuestos que  imitan  en  su acci6n  a los
reoeptores,   como  el   mastoparan   (Higashijima  y   cols.,   1990),   afectan  los

requerimientos de Mgz+ necesarios para la activaci6n de las proteinas G. Los

experimentos  realizados  en  la  figura  7  indican  que  polilisina  afecta  los

requerimientos por  i6n  Mg2+  de  la reacci6n  catalizada  por  la  adenililciclasa

del oocito.  Los experimentos  fueron realizados  a concentraciones  limitantes

de  GTP-y-S  (0,108  pM).  En  el  experimento  control,  sin  polilisina,  hay  un

pequefio  pero   significativo   incremento  de   la   actividad   a  un   valor   de
concentraci6n  de  Mg2+  libre  de  aproximadamente  5  nM.  En  la  presencia  de

polilisina, el incremento de la actividad a bajas concentraciones  de i6n  Mgz+
libre  es  mayor.  A  una  concentraciones  de  Mg2+  libre  de  5  mM,  se  observa

un  segundo  incremento  en  la  actividad  de  la  adenililciclasa.  A  esta  de

concentraci6n  Mg2+,  la  actividad  de  la adenililciclasa  es  estimulada  de  una

manera  similar  en  presencia  o  ausencia  de  polilisina.  La  figura  tambien

presenta   los   resultados   obtenidos   agregando   al   medio   de   ensayo   la

progesterona.   Es   notorio   que   la   hormona   es   inhibidora   a   todas   las

concentractones de Mg2+ ensayadas y no afecta significativamente la afinidad

aparente  por  el  metal.  Sin  embargo    a  altas    concentraciones    de  Mg2+,  1a
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Ffgura 6.      Efecto de poliarginina sobre la activaci6n de la adenililciclasa
de oocitos  por  GTP-T-S.

Naferj.alesyLMaE:o¥oVs£,d::S:e]sae::iean¥Ci:iqEf]:£T¥±do:L§°:%is¥6dceps=7it:o:):
GTP-T-S  13,5  pM  y  Z,0  mg/ml  de  proteina  en  el  medio  de  inctlbaci6n.  Las
incubaciones son  realizadas  por  25  minutos  a  32°C.  (I)  indica  el  valor  de
la  actividad  basal.  Cada  punto  es  determinado  por  triplicado.
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Figura 7.      Efecto de Polilisina sobre la activaci6n de la adenililciclasa por
ion  M82+.

en  "aferj.alesLaya#e±7o££:g,  ::  Lpareasdeennc¥CE:La[Saa _SFp ]m_£AdTep C8TL%  :SMta ( 8d8e5SC:;t£
/pmol);   2,0   mg   /ml   de   proteina   y   GTP-y-S   0,108   pM   en   el   medio   de
incubaci6n y con  (.,a)  b sin  (A,A)  polilisina 60 pM.  En las  curvas (O,A)  se

:gHfgd::°§::te3rg°n£±nautuo:aac°3n2Ceonct.rafi6nco::e:t:g:±6Lnasd:ncu#+£°]¥g:es::
calcula  como   se   describe  en   Maferl.alas   y   Mefodos.   Cada   punto   es   el
resultado.  de   un   ensayo.   Este   experimento   fue   repetido   tres   veces,
obteniendose  siempre  el  mismo  resultado.
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presencia  de  la  hormona  disminuye  la estimulaci6n  de  la  actividad  de  la
adenililciclasa causada  por  polilisina.  Es  probable  que  el  efecto  observado

refleje  la  acci6n  del  Mgz+  libre  en  la  activaci6n  de  Gs  de  la  membrana  del

oocito.  Sin  embargo,  es  necesario  ser  cuidadoso  con  la  inter.pretaci6n  de

estos  resultados,  pues  debe tambien  cosiderarse  los  requerimientos  de  la

adenililciclasa por Mg2+ libre  y el complejado con  el sustrato ATP en  forma

de  MgATP2-  (Somkuti  y  cols.,  1982).  Sin  embargo,  del  analisis  de  la  figura

7, se  desprende que en  el intervalo   comprendido  entre 5  y  10  nM  de  Mgz+

libre,  es  todavia  observable el  efecto  inhibidor  de  la  pro8esterona.  Esto

apoya  nuestlia  presunci6n  de  que  el  efecto  de  polilisina  y  Mg2+  sobre  la

adenililciclasa  refleja  mayoritariamente  la  acci6n  de  estos  sobre  Gs.   Con

respecto  a  la  variaci6n  de  la  concentraci6n  del  complejo   MgATP2-  en   el

experimento,  esta  oscil6  entre  0,15  nM  (a  40  pM  de  Mg2+ libre)  y  60  pM   (a

30  mM  de  Mg2+  1ibre).  A  valores  de  concentraciones  de  prgATP2-  inferiores

a  10   nM   (3  nM   de   Mg2+  libre),   no   se  observa   actividad   apreciable   de

adenililciclasa  en  ninguna  de  las  condiciones  ensayadas.

1.7.  Efecto  de  polilisina  sobre  la c±nctica  de reacct6n  de  formaci6n

del  CAMP.

Como   se    ha   observado    para   otras    adenililciclasas    (Iyengar    y

Birnbaumer,  1981;  Iyengar,  1981)  y  como  fue  demostrado  con  anterioridad

para la  de oocitos de  Jrenopzjs JaevI.s (Jordana y  cols.,  1984),  la cinetica  de
la  reacci6n  catalizada  por  la  adenililciclasa  de  oocitos  en  presencia  de

analogos  no  hidrolizables  de  GTP  y  Mg2+  presenta  un  periodo  inicial   de

retardo  (histeresis).

La figtira  8 muestra el efecto  de la  polilisina sobre la producci6n  de

CAMP en el tiempo.  Se puede observar que  una   concentraci6n de  polilisina

de  60  pM,  en  presencia  de  GTP-y-S   0,108  pM  y   i6n  Mg2+5   mM,   aumenta

signlficativamente la  velocidad  en  estado estacionario  de  la  reacci6n  con

respecto al  contr.ol  sin el  policati6n.  En la tabla  4  se muestran  los  valores
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Figura 8.      Efecto  de  poli]isina  sobre  la  cinetica   de  formaci6n  de  CAMP
catalizada por la adenililciclasa  de oocitos  de  Xenopz7s faevis.

descritasenL#aaf:FZEaecs£6;#gfocdAo¥Feennp:Le::enmcpa°dsee[::&:]e_nATL;So:L°3n:±£±:;;:
cpm/pmol);  GTP-y-S  0,108  pM;  2,0  mg/ml  de  protefna  y  con  (.)  o  sin  (a)
polilisina 60  pM.  La  reacci6n  se inicia  con la adici6n  de la  enzima y  a  cada
tiempo indicado se retira 0,1  ml de  la mezcla  de incubaci6n.  La reacci6n  se
detiene tal  como  se  describe en  Afafen.ares y M€£odos.  Las  incubaciones  se
reaHzan  a  32°C.
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TABLA  4

Efecto  de polilisina sobre los  parametros cineticos  de la reacci6n
catalizada  por  la adenililciclasa  de bocitos  de  .Xenopzzs .faevis activada por

GTP-y-S.

polilisina        ti   de  activaci6n         I  a(E]:rinte        Vss(pno]es CAIT/60iiM(Din)mgproteina/Din)

3,0                                0,23                     0,78

+      .                            4,3                                  0,16                       2,22

Los  datos  usados  para  calcuhr  el  I  aparente  (constante  de
velocidad  aparente   para  alcanzar   el  estado   estacionario)   y   el     t±   de
activaci6n de  acuerdo a  la ecuaci6n  de Neet  y Ainslie  (1980),  son  extraidos
de la figura 8. Los valores de velocidad en el estado estacionario (Vss)  son
calculados  a  partir   de  las  pendientes   de  las  curvas   de  progreso  de  la
misma  figura.
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de  estas  velocidades.  Como  se  ha  descrito  en  el  tratamiento  te6rico  del

fen6meno  de histeresis  de reacciones  catalizadas  por  enzimas,  Ia  longitud

del perfodo de retardo puede ser estimada determinando el tf de activaci6n

de  la  reacci6n  (Neet  y  AInslie,  1980).  A  partir  del  valor  del  ti  se  puede

calcular la constante de velocidad  aparente de la  reacci6n I.  En la tabla  4

se  muestran  los  valores   de  la  constante  de  velocidad   de  primer  orden

aparente  (Tap)  y  el  tiempo  medio  de  activaci6n  de  la  enzima  (ti)  .obtenido

de  los  datos   de  la  figura  8,  cuyo  calculo  se  ha  descrito  en  la  secci6n

NafeH.alas  y  MEfodos.   En  ella  se  puede  ver   que  polilisina  produce  un

aumento del  retardo en  la cinetica  de formaci6n  del CAMP  catalizada por  la

adenililciclasa  con respecto al experimento  control  sin  el  policati6n.

2. Estudios  del efecto  de  poHcationes   utihirando  subunidades  Go  de

prcteinas G.
Lo.s compue.stos policati6nicos estudiados  parecen producir un  efecto

generalizado sobre varias enzimas  de  membrana. Esto  podria deberse a  un
efecto  directo   del  policati6n   sobre   estas  enzimas   o   bien  a   un   efecto

indirecto sobre las  propiedades de  la  membrana plasmatica  (Gatica  y  cols.,

1987). Para  poder  resolver  entre estas  posibilidades  se realiz6 un  estudio

complementario a  los  de  membrana intacta,  utilizando  al.gunas  subunidades

Go  purificadas  de  proteinas  G.

Para ello se estudi6 el efecto de  polilisina y  otros policationes  sobre

la actividad  GTpasica  de la  subunidad  Ga de  la  protefna  Gi.3,  la  subunidad

Go  de   la   transducina   y   sobre   un   tipo   de   proteina   ras   recombinante

disponible  en  el  laboratorio.  Es  necesario  destacar  el  interes  de  haber

hecho  estos experimentos  con  Gsa  purificada  de  oocitos  de  Jrenopus Jaevj.s.

Pero la  falta  de  un  adecuado  protocolo  de  expresi6n  y  purificaci6n  para

esta  proteina al  momento  de  realizar  dichos  experimentos,  mos  imposibilit6

del  disponer  de  ella.



119

2.1.  Efecto  de compuestos  polfcati6nicos  sobre la actividad  GTpdsica

de fa  subunidad  Go  de la  proteina  Gi.3-

La subunidad  Go  humana  de  la  protefna  Gi.3  (Gi.3o)  fue  producida  en

celulas  Sf9   de  insectos  por  infecci6n  con  baculo  virus  recombinante  y

posteriormente  purificada a  homogeneidad  en  el  laboratorio  del  Dr.  Lutz
Birnbaumer  (Graf  y  cols.,  1992).

En  una primera etapa intentamos  medir  el efecto  de  polilisina  sobre

la cinetica de uni6n  de  [35S]-GTP-y-S a la proteina G±.3o.  Para ello se analiz6

la  radioactividad  unida  a  la  proteina  sobre  filtros  de  nitrocelulosa.   Sin

embargo  y   debido  a  los   altos  valores   obtenidos  con   los  controles   no

enzimaticos, en  presencia  de  poliHsina  (causados  probablemente  por  uni6n

inespecifica  del  [35S]-GTP-T-S  al  policati6n),  se  decidi6  estudiar  el  efecto

de  los  compuestos  policati6nicos  sobre  la  actividad  GTpasica  de  Gi.3o.

2.2. FTecto de polflisina sobre la cinetica de reacci6n de formaci6n de

fosfato.
La figura 9  muestra el efecto de  polilisina 50 pM  sobre la cinetica  de

formaci6n   de  fosfato  catalizada  por   260  pg   de  Gi.30.   Polilisina   estimula

significativamente la actividad  GTpasica de G±.3o con  respecto al control  sin

el  policati6n.  La  reacci6n  en  presencia  o  ausencia  de  polilisina  es  lineal
hasta  aproximadamente  los  6  minutos.

2.3. Efecto de pol£Iisina sobre la curva de conoentraciones crecientes

de  Gi-3o.

La figura  10  muestra el  efecto  estimulador  de 50  |iM  polilisina  sobre

la actividad GTpasica de diferentes concentraciones de Gi.3o.  La reacci6n  de

formaci6n  de fosfato  es  lineal en  todo el  intervalo  de  concentraciones  de

Gi.3o  estudiada.
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Tiempo,  min.

RIgura  9.      Efecto de po]ilisina  sobre fa cinetica  de formaci6n  de32[P]-po43-
catali2ada    per    Gi.3o.

sei;:i#]:%Tgaa£[ear?%E]:;5a%do#G€Tg:£m8/:fmea:)epr::g3:2:oc:f8£€e[::g±-dtF[2eEeEgm=±d¥:Ddf£&caml:.::=[€

:i:;[iffgs,eel,a:[i:e|n:e::gamii8:):%tdo:ps::i:S:nif:5uob::M:;:I;¥esseyrgag|::g:Se:S|:
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0,I         0,2        0,5        0,4        0,5

[Gi_3o{],ug  de   prote{na

Figura  10.    Efecto  de  po]ilisina  sobre  la actividad  GTpasica  de  Gi.3o-

gidMe;SgTaESI[amafgs;cfrdi[:;.3;5]p_aissi#£pefo(;4C[egnoe±£rgagc;%e:S::)rpe5c:£i€E::a::::¥ugt€[;
a 32°C. Las incubaciones se realizan en la presencia (.) o ausencia  (a)  de
polilisina  50  pM.  Cada  punto  es  determinado  por  duplicado.
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2.4.  Efecto  de  conoentraciones   crecientes  de  polililisina  sobre  la

actividad  GTpasica  de  Gi.th.

La figura  llA  muestra  que  polilisina  estimula  la  actividad  GTpasica

de  Gi.3o  en  un  intervalo  que  se  extiende  entre  1  pM  y  50  pM  del  peptido.

Polilisina 50  pM  produce una estimulaci6n maxima  de  cuatro veces  sobre  la

actividad GTpasica  de Gi.30.  Este efecto,  al  igual que  el observado  sobre  la

adenililciclasa  de    membrana,  es  de  naturaleza  bifasica.

2.5.   Efecto   de   poliornitina,    poliarginina   y   espermina   sobre   la

actividad  GTpasica  de  Gi.3a.

Se estudi6 el efecto de otros policationes sobre la actividad   GTpasica

de  Gi.3o.  En  la  figura   118  se  muestra  el  efecto  de  poliornitina  sobre  la

actividad  GTpasica  de Gi.3o.  Este  policati6n produce  un  efecto similar  al  de

la polilisina sobre la actividad hidroliticaL del GTP. Poliornitina estimula esta

actividad  en  el  espectro  de  concentraciones  comprendida  entre  0,1  y  500

pM,  con  un  maximo  de  estimulaci6n  a  los  5   pM.  A  esta  concentraci6n   el

policati6n produce una estimulaci6n   de cinco veces con respecto al control.
En  la  figura  llC  se  muestra  el efecto  de  poliarginina  sobre  la  actividad

GTpasica   de   Gi.30.   Esta   produce   un   efecto   similar   al   de      polilisina   y

poliornitina  sobre  esta  actividad.     Sin  embargo  el  efecto  estimulador  de

poliarginina sobre la actividad  GTpasica de Gi.3o  es  menor  que el  producido

por   polilisina   y   poliornitina.   Ademas   poliarginina   inhibe   totalmente   la
actividad  GTpasica  de  Gi.3oa  una  concentraci6n de  25  pM.  Sin  embargo  y  a

diferencia  .de  lo   encontrado  en  membranas,   en   relaci6n  a  la   actividad

adenilflciclasa,   no   se   observ6   efecto   de   espermina   sobre   la   actividad

GTpasica de  Gi.3o  en todo  el  espectro de  concentraciones  estudiado  (figura

12).
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Figura  11.    Efecto  de  poHcationes  sobre la actividad  GTpasica  de   Gi_3o.

descritoen„Laafear:i¥:d;dM:fopdaoss±,Caendper:;:5n5ci:gded:oELiifg±::(E±):ep:I:gr°nfetiF::

i;g:CeYi±:5:##iig¥|9:E:ip:;gmmeos[!°e[ns:e3[£Fe]C=usbg:p:i6:nnt%QMnBt±(;6n5i#cf|°7Sgi:oS[eEns°:S|
C).  Las incubaciones  se realizan  durante 20  minutos  a 3Z°C.  Cada punto  es
deter'minado  pow  duplicado.
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Figura  12.    Efecto  de espermina sobre la actividad  GTpisica  de   Gi.3o.

g:s]:i:ob::£6¥Laaffarn¥j§:de#g8c:a:d:oS££,:?n:£¥;;2e:=5[ctEBMdede;sS±[a:r°_ng;:i_m±£:in:M::EE°T:o39%
cpm/pmol).  Las  incubaciones  se .realizan  durante  20  minutos  a  32°C.  Cada
punto  es  determinado  por  duplicado.
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2.6.  Efecto  de polilisina sobre la Kin en la reacci6n  de hidr6Hsis  de

GTP  catalizrada  Por  Gi.3o-

La  figura  13  muestra  el  efecto  de  la  polilisina  sobre  la  actividad

GTpasica  de  Gi.3o  medida  a  concentraciones  crecientes  de  GTP.   Polilisina

produce un desplazamiento hacia la izquierda de la curva de activaci6n por
el   nucle6tido   de   la   actividad   GTpasica   de   Gi.30.   El   analisis   de   estos

resultados mediante el grafico de Eadie-Hofstee mostrado en el recuadro de

la  figura  15,  indica  que  polilisina  produce  una  disminuci6n  de  la  Kin  para

GTP  de  3,8  iiM  a  1,3  pM    (tabla  5).  Sin  embargo,  1a  polilisisina  no  parece

afectar  la  Vmax  de  la  reacci6n  (tabla  5).  En  este  sentido,   el  efecto  de

polilisina sobre la activaci6n  por  sustrato  de  la  reacci6n  de hidr6lisis  de
GTP  catalizada  por    Gi.3o,  es  similar  al  observado  sobre  la activaci6n  por

GTP-y-S  de  la  actividad  adenililciclasa  de  cocitos  de  Xenopzjs JaevI.s.

2.7.  Efecto  de  polilisina  sobre  los  requerimientos  de  i6n  Mgz+  en  la

reacct6n  de hidr6lisis  de  GIP  catalizada  por  Gi.30.

La figura  14  muestra  el  efecto de  polilisina  sobre los  requerimentos

de   i6n   Mg2+   en   la   reacci6n   de   hidr6lisis   de   GTP   catalizada   por   Gi.3o.

Polilisina estimula esta reacci6n  en el  intervalo de  concentraciones  de  Mg2+

comprendidas entre  10-6   y 10-2  M.  A bajas conoentraciones  de Mg2+  (menores

que   lpM)    practicamente   no    se   observ6   efecto    del   policati6n.    Altas
concentraciones  de  Mgz+  revierten notoriamente  el  efecto estimulador  de  la

polilisina. No se observ6 efecto del policati6n sobre la afinidad aparente por
el  metal.
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Figura  13.    Efecto  de  polilisina  sobre  la  activaci6n  por  sustrato  de  la
actividad  GTpasica  de    Gi.3q.

Eye:ffi;£]t_OGTepn

Lfafe¥.Z;±edsadyGEE€8i#s,d:°'2d2:e¥8ntdeesGi-goof:enmt±rdaec£::::esdi

(0.041   a   8.2   pM;    154.709   cpm/pmol   a   774   cpm/Pmol)    y   en

Lpnrceus:::i:n:=::8rc:&H5Z#cyonE?gtoL'±£nm¥o?uproalfpLt:±n6aEan;+:Sc:d:2;:.ntoL:S
determinado  por   duplicado.  En  el  recuadro  de  la  figura  se  muestra  la
representaci6n  grafica  de los  datos  obtenidos  segdn el  analisis  de Eadie-
Hofstee.
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TABIA  5

Efecto  de  polilisina sobre los  parametros  cineticos  de ]a actividad
GTpasica  de  Gi.3o.

Polilisina   50   pM                 Kin   (pr)                                              Vmax      (Pnoles  pi/P8  deproteina/minuto)

4'28                                                    10,1,+1,5610,4

Los  valores  de  Kin  y  Vmax  se  obtienen  a  partir  del  ajuste  de
los  datos  de  la  figura  15  al  analisis  de  Eadie-Hofstee.
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2.8.   Efecto   de   polilisina   sobre   la   actividad   GTpasica   de   otras

proteinas  que unen  GTP.
Se estudi6 tambien el efecto  de polilisina sobre la actividad  GTpasica

de  otras  protefnas  que  unen  e  hidrolizan  GTP.

2.8.1.  Efecto    de    poliHsina   sobre   fa   actividad    GTpisica    de    la

transducina  (Gt).

La  figura  15   muestra  el  efecto   de  concentraciones  crecientes   de

polilisina     sobre     la     actividad     GTpasica     de     la     transducina      (Gt).

Concentraciones  de  polilisina  de  10  |IM  estimulan  en  un  50%  la  actividad

GTpasica de  Gt.  Sin embargo  la actividad  especffica de  la GTpasa  de Gt  fue

un  orden  de  magnitud  menor  que  la  observada  con  Gi.30.

2.8.2. Efecto  de  pol±Iisina sobre  los  requerimientos  de i6n  Mg2+  en  la

reaccl6n de hidr6Iisis  de GIP cata]izada pop transducina.
La  figura   16   muestra  el   efecto   de  polilisina   sobre   la   actividad

GTpasica de la transducina medida a concentraciones crecientes de i6n Mgz+.

Polilisina estimula la actividad  GTpasica  de la transducina en  un  intervalo

de  concentraciones  de  Mg2+  libre  de  10  pM  a  1  mM.  Altas  concentraciones

de Mg2+  revierten  el  efecto  estimulador  de  polilisina.  No  se  observ6  efecto

del policati6n  sobre los  requerimientos  de  la reacci6n  de hidr6Iisis  de  GTP

Por  ion  Mg2+.

2.8.3.  Efecto  de  polilisina sobre la actividad  GTpdsica  de H-ras.

La  figura   17   muestra  el   efecto   de  polilisina   sobre   la   actividad

GTpasica  del  producto  del  protooncogen  H-ras  producido  y  purificado  a

partir  de  EscrfueH.chj.a aojl..  Polilisina 5  pM produce  una estimulaci6n  maxima

de un  25%  de  la  actividad  GTpasica  de  esta  proteina.  Concentraciones  de

polilisina    100  pM  y  mayores  son  inhibidoras  de  la  actividad  GTpasica  de
la  proteina H-ras.

La figura 18 muestra  el efecto de  polilisina 5 pM  sobre la cinetica  de

producci6n  de fosfato  a  partir  de  GTP,  catalizada  por  H-ras.  La  reacci6n
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[po""sina  ]  '  M

Figura  15.    Efecto   de   pomisina   sobre   la   actividad   GTpasica   de    la
transducilia.

:epmM!d?[C303EOLcs:efj:::c£±)g:y::Mpg#££:¥j;:es6i?[pM8ff:a?atfr;a:i:p;g;i:E€:::I;:-¥tp:i-:GE!
durante  20  minutos  a  32®C.  Cada  punto  es  un  promedio  de    duplicados.
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Figura  16.    Efecto de polilisina sobre fa activact6n por Mg2+ de ha actividad
GTpdsica de la transducina.

fa±g##s:e:n:±n¥:a:C|o:dn:e:Se8£:i§e!reH[gy:_326p€i_mG%T8psed[edpe:srca(r:i§;::£:"/aspfe::¥+8iag
incubacfones  se  realizan  durante  20  minutos  a  32°C,  con  (a)  y  sin  (.)
polilisina  10  pM.    Cada  punto  es  determinado  por  duplicados.
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Figura  17.    Efecto  de  polilisina sobre la actividad  GTpasica  de H-ras.

descritoenE££::±ive±ga;£T£%adso±s?e:ep:'e6sepn8ci:edgTya:32§f_8#eLCSEO(g:o#

;::fopme:I)ie¥e8rcm]in:goM p%rEg:£H:ioTM  durante  40  minutos  a. 32oc.   cada
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Figura  18.    Efedeo de poliHsina sobre la cinetica  de formacisn  de32[P]-po43-
catalizada   por H-ras.

La  actividad  GTpasica  de  1,9  pg  de  H-ras  se  mide  como  esfa
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es  lineal en  todo el intervalo  de tiempo ensayado.  A los  cuarenta  minutos

la  estimulaci6n  por  polilisina  de  la  actividad  GTpasica  de  H-ras  es  de  un

30%.

8.  ESTtJDI0S  DE  FUNCI0NALIDAI)    DE  PROTEINAS    Gso  DE     OOCITOS

TJR    Xenopus  krevis.

La  disponibilidad  en  nuestro  laboratorio   de  clones   de  CDNA   que

codifican para dos formas Ilom6logas  de subunidades  Gso de  .Xenopzzs Jaevj.s,

mos presentaron una excelente oportunidad para definir en profundidad las

relaciones de estructura y funci6n de estas proteinas. Un criterio  uti]izado

para  estudiar   la  funcionalidad   de   una   proteina   es  el   de  analizar   su
capacidad para reconstituir  sistemas  "ri  VI.fro''.  Se decidi6  por tanto,  como

parte de esta  rests el estudiar el acoplamiento funcional de estas proteinas
Gso  recombinantes  sintetizadas  en  bacterias  o  en  un  sistema  de  lisado  de

reticulocitos con  la adenililciclasa de  un  sistema de  mamifero  deficiente en

la  proteina  Gso  end6gena.  Este  sistema  ha  demostrado  ser   muy  fltil  en

estudios  de la  funcionalidad  de  Protefnas  Gsa    clonadas  a  partir  de  otros

sistemas  (Graziano  y  cols.,  1987;  Olate  y  cols.,  1988).

1.  Expresi6n  de Gso  de oocitos  de  XenopHs Jaevis en  bacterias.

En esta  etapa  del  trabajo,  se  expresaron  las  dos  protefnas  Gso  en

Esctien.ct]j.a COZZ.,  con la finalidad  de analizar la capacidad  de estas proteinas

de  acoplarse funcionalmente  a  la  actividad  adenililciclasa.  Como  fuente  de

esta dltima enzima se utilizaron membranas procedentes de una variante  de

una lfnea de celulas en cultivo de rat6n (1as celulas S49),  denominada  cyc-,

que  tienen  la  propiedad  de  ser  deficientes  en  la  proteina  Gso  (Northup  y
cols.,  1980).

Para  producir   la   prote{na   en   bacterias   se   utiliza   una   cepa   de

Escherfchia  cohi,  fa BL2L{DE3)  como  sse  descr5.b5!6  en  Materiales  v  Metodos

(Studier  y  Moffatt,  1986).
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1.1.  Anarsis  de  la  expresi6n  de  las  proteinas  Gso  de  oocitos  en    E.

codr..

Para verificar que la bacterias estaban produciendo las  protefnas Gso

recombinantes, se realiza un analisis   de las proteinas expresadas, en geles

desnaturantes de  poliacrilamida al lb  %.  En  los carriles  8  y 9  de  la figura

19 se muestran respectivamente  la expresi6n de los  genes  Gsol282 y  Gso6A1.

En ambos  casos  se  observa  que  en  los  extractos  totales  provenientes  de

bacterias  inducidas con  IPTG  apareoe  una  nueva  proteina,  cuya  migraci6n

electroforetica corresponde a la esperada para las  proteinas  Gso  (43.000 kDa

de nasa molecular relativa). Esta banda  de protefna no aparece en el  carril

14,  en  el  cual  se  muestra  el analisis  de extractos  totales  provenientes  de

bacterias que  no  expresan las  proteinas  Gso recombinantes.  En  los  carriles

10  y  11  de la  figura  19  se  muestran fracciones  provenientes  de  extracto

total de .bacterias  que expresan  respectivamente la forma corta y  la forma

larga de la proteinas Gso previamente  clonadas  de una genoteca de CDNA  de

proveniente  de  h{gado  humano  (Mattera  y  cols.,  1986).  Las  secuencias  de

CDNA  codificantes  para estas  dos  proteinas  humanas  habian  sido  tambien

subclonadas  en  el vector  de  expresi6n  pT7-7.  En  el  carril  10  se  visualiza

por  tinci6n  con  Commassie  una  proteina  de  peso  molecular  43.000  y  en  el
carril 11 una protefna de 52.000  de peso molecular.  Los tamafios observados

para las dos proteinas Gso de  humano son coincidentes con los indicados  en

la litel`atura.  Los  carriles  12  y  13  muestran  la  inducci6n  de  la  sfntesis  en

bacterias  de  las proteinas  Goo y  Gi.[o de  oocitos  de  JreHopzJs jaevI.s,  tambien

clonadas  en  el  laboratorio  (Olate  y  cols.,   1989;  Olate  y  cols.,  1990).  Estas

protefnas  tienen   una   nasa   molecular   relativa  de   39.000   y   40.000   kDa
respectivamente.  En  la  figura  19  se  muestra  tambien  el  analisis   de  las

fracciones provenientes  del  sobrenadante  de  la centrifugaci6n a  100.000  x

g  de  extractos    totales  de    bacterias  que  expresan  las  mismas  proteinas
recombinantes (carriles  1-7). En ningtlno de los casos  mostrados se observa
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Figura  19.    Anfilisis   por   geles   de   pohiacrilamida   desnaturantes   de   ha
expresi6n  de protef nas  Go en  EsazzeH.chfa  coJf

descr±beenLaMsatpe=]?#=sna%GHetso°dnos±.ndLuu%gdoasseenreEas\Eaen#ETec\°e]#r%Fg=essE
aplicando  20  pl  del extracto total  y  de la  fracci6n  sobrenadante en  geles
de poliacrilamida  al 10%  en condiciones  desnaturantes.  Los canales  1 a  7  y
8  al  14,  corresponden  respectivamente  a  la  fracci6n  sobrenadante  y  al

¥:£:gj!::i:I;iii:h2E;iFG:i:c:::iie¥:::;;,:Gi;iA:1;::¥j:ii::6:a!;tx:::::S!i:rir:i:¥j:2;¥:ai:I:
Escj]eFT.chz.a  cojl. 8121(DE3)  no  transformada  con  el  plasmidio  de  expresi6n
pT7-7  (carriles  7  y  14).
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la aparici6n de cantidades significativas de proteinas recombinantes en esta

fracci6n.  Per  lo  tanto,  se  deduce  que  la fracci6n  mayoritaria  de  protefna

Ga  expresada  queda  en  el  sedimento  de  la  centrifugaci6n  a  100.000  x   g

formando  probablemente  cuerpos  de  inclusion.

Con  la finalidad  de aumentar  la  sensibilidad  de  la  detecci6n  de  las

protefnas Gso  recombinantes expresadas en  bacterias se  procedi6 a  realizar
un analisis mediante la tecnica de inmunoblot, utilizando un anticuerpo  que

reconoce una  secuencia peptidica  comdn a  todas las  subunidades  Go  de  las

proteinas  G  conocidas.  La  figura  20   muestra  que  la  proteina   Gsa6Al   de

oocitos de  JrenopzJs jaew.s es detectada  por el anticuerpo en  las  fracciones

procedentes  del  extracto to.tal  de  bacterias  inducidas  con  IPTG  (carril  7).
Sin  embargo,  esta  no  es  detectada  en  el  sobrenadante  de  100.000  x  g  por

el  anticuerpo  (carril  1).  Se  expresaron  tambien  simultaneamente  Gi.]o  y  Goo

de  Xenopzjs  Jaevj.s    y  los  dos  tipos  de  proteinas  Gso  (variedades  corta  y

larga)  de  humano.  Todas  estas  protefnas son  detectadas  por  el  anticuerpo

en   la  fracci6n  sobrenadante   de  la  centrifugaci6n   de   100.000   x   g.   Sin

embargo,  las  formas   corta  y   larga  de  la   proteina  Gso de  humano  estan

presentes   en   concentraciones   mucho   menores   que   Gi.[o  y   Goo,   en   esta
fracci6n  soluble.

1.2. Reconstituci6n  de la actividad adenililciclasa  de membranas  cyc-

Con  Gso  de  oocitos  de  Jre7]opzzs ]faevis.

Los  intentos  de reconstituci6n  de  la actividad  adenililciclasa  de  las

membranas  cyc-  con  las  profefnas  Gso6Al  y  Gsal282  de  cocitos  de  .XenopLzs

Jaev[.s fueron todos negativos como lo resume la Tabla 6. Las  dos formas  de

proteinas Gso  recombinantes  de oocitos  provenientes  de extractos  totales  y
de   sobrenadante   de   bacterias,   no   reconstituyeron   la   actividad   de   la

adenililciclasa de membranas  cyc-.  Por  otro lado,  las  dos  formas  de  Gso   de

higado humano  presentes en  la fracci6n  sobrenadante de la  centrifugaci6n

de  100.000  x  g,  son  capaces  de  reconstituir  la  actividad  adenilflciclasa  de
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___I

30K-

Figura 20.    Inmunodetecci6n   de   ]as       subunidades   Go   expresadas   en
Escherichia coif pout western.

descrlbeenLaMsatpe=T?Ee=etsna%GHetso°dnas±.ndLuu%gdoasseenreEasL=zhaer]#nh¥e##rco°£mor°ess±es
aplicando  20  Ill  del extracto total  y  de la  fracci6n  sobrenadante en  geles
de  poliacrilamida  al  10%  en  condiciones  desnaturantes.  Los  proteinas  son
transferidas a un filtro .de  nitrocelulosa.  Este  se incuba  con el anticuerpo

::tr±:aGdoycopn°i#]r±(°5roToeonot.%og°:p:Lt:i8i:sn)d:o::t£;:e5:s°cr:g:e]ngGNad£:rzs£::i;
44£fodos. El filtro  se  seca y  se  somete a autoradiograffa  por  li2  horas.  Los
carriles  1  a  6   corresponden a   la fracci6n  sobrenadante y  los  carriles  7

¥n;aj:H:Ssn:tj:t:;|i:£::¥c:a::;:i;:oig:i;dc:t!ejc:::E::is:o:bi:F\i::s:(I:;:r;I:::13:se:::iij?:5::i:a!¥`i
de EscfleH.cfaj.a coJr 8121(DE3)  no transformada con el plasHlidio de expresi6n
pT7-7  (carriles  6, y  12).
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Tabla    6

Reconstituci6n  de la actividad  adenililciclasa  de  membranas  cyc-  por las
proteinas  Gso    producidas  en  EscineH.chj.a  act..

tipo  de  subunidad      fracci6n                           Actividad  adenililciclasa
Go ::Pr::=dearfa          bacteriana                            (p;::::i:: i: :#!#§y::)

Experimento  1
control
Gso-s

Gso-I

Gso6AIX.I.

Experiquento  2

control
Gso6AIX.I..

Gso6AIX.I.

control
Gso6AIX.I.

Gso6AIX.I.

Experimento  3
control
Gso6AIX.I.

1282X.   I.

sobl.enadante
sobrenadante
sobrenadante
sobrenadante

extracto total
extracto total
(-IPTG)

extracto total
(+IPTG)

sobrenadante
sobrenadante
(-IPTG)

sobrenadante
(+IPTG)

extracto total
extracto total
extracto total

Ver  leyenda  en  la  pagina  siguiente.
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Tabh 6:        Reconstituci6n  de  la  actividad  adehililciclasa  de   membranas
cyc-por  las  proteinas  Gso    producidas  en  Escinerz.chfa  COZZ-.

describeenL„aasfe?:&teesfn;S„Geufosd°o:.jEfuLCofsda:xpe:r±:::¥oesrz.%fre`.arecc°5Jisct:tmu°cfg:
de  la  actividad  adenililciclasa   de  las  membranas  cyc-   se  usan  10  pl   del
extracto  total  de   bacteria  y   10  pl  de   la  fracci6n   sobrenadante  de   la

=nE:gcurgg:£6ennd4efafLe°r°z.£g%g;LMaefaocdt:¥,£deandpdree::n:faend±:flc::La_a?p]S_eAEjd8,6C°mm£
(411 cpm/pmol en  los experimentos  1 y  2 y  194  cpm/pmol en el  experimento
3);   GTP-T   -S   100  pM   y  10   pg  de   membranas  cyc-.   Las  incubaciones   se
realizan  por  40  minutos  a  32°C.  Cada  punto  se  determina  por  triplicado.
Como   control   se   ensaya   en   los   tres   experimentos    extracto   total   o
sobrenadante proveniente  de una  cepa bacteriana  no transformada y en  el
caso  del   experimento  2,   extracto   total  y   sobrenadante  proveniente   de

E:Ctheuriaa:::nGSs::]Tmf%::'apLearr°g:°d:n%:oC±ddeahc£°gnaE:ThGjk:hod):.f°rmacortadeGso
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las membranas  cyc-.  Estos  resultados  pueden  indicar  que las  bacterias  no

estan  produciendo  las  protefnas   Gso  de  oocitos  en  una  forma  soluble  y

activa.  Sin  embargo,  una  explicaci6n  alternativa  es  que  las  proteinas  Gso

clonadas  de  oocitos  de  XenopzJs  Jaevis  correpondan    a  una  variedad  de

protefna Ga  que  no  se acoplan funcionalmente a  la adenililciclasa  presente
en  membranas  de  celulas  cyc-.

Para definir  mejor  entre estas  alternativas  se  decidi6 centrar  este
trabajo experimental en la expresi6n de  las proteinas Gso de .Xenopus Jaevj.s

en  un  sistema  de  lisado  de  reticulocitos.

2.  Expresi6n   de  Gso   de   cocitos   de   Xenopz7s  faevis  en   Hsado   de

reticulocitos.
El lisado  de  reticulocitos  es  un  sistema  de expresi6n   ''j]]  vjfro"  de

proteinas cuyo uso ha sido ampliamente descrito  en la  literatura (Perara  y
cols.,  1986;  Olate  y  cols.,   1988;  class  y  cols.,   1989;  Journot  y  cols.,   1991;

Sand ford y  cols.,  1991;  Treacy  y cols.,  1992). Este  sistema tiene la ventaja

de que al ser  un  sistema  derivado  de eucariontes,  es  capaz  de introducir

en  las  proteinas  sintetizadas  algunas   modificaciones  post  traduccionales

necesarias   para   su   normal   funcionamiento   en   las   celulas   (Maltese   y

Robishaw,  1990;  Sand ford  y  cols.,  1991). Ademas  no presenta  la  desventaj.a

que  tienen   otros   sistemas,   como   el  bacteriano,   que   tienden   a   formar

granulos  de  inclusi6n.  EI  Ifsado  de  reticulocitos  ha  sido  usado  a  modo  de

ejemplo  en  la  expresi6n  funcional  de  factores  de  transcripci6n  (Glass  y

cols.,  1989;  Treacy  y  cols.,  1992).    En  el  caso  de  las  proteinas  G,  ha  sido

usado   como   sistema   de   expresi6n   para   estudiar   la   funcionalidad   de

proteinas  Gso  (OIate  y  cols.,  1988;  Journot  y  cols.,  1991),  de  Goo  (Denker  y

cols.,  1992)  y  de  GT (Maltese  y  Robishaw,  1990;  Sand ford  y  cols.,  1991).
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2.1.  Subclonamiento  de  los  CDNA  codificantes  para  las  proteinas  Gsa

de cocitos  de  .Xenopz]s faerds en  Hsado  de  reticulocitos.

Para  expresar  las  secuencias  de  CDNA  que  codifican  para  las   dos

protefnas    del   tipo    Gso   de   oocitos    de   ,Xenopzjs    Jaevj.s   en   lisado    de
reticulocitos, se  subclonaron estas  secuencias dentro  de la  caja de clonaje

multiple   del   vector   de   expresi6n   pGEM3Zf-   modificado   (PAGA),   como   se

describe en Maferl.alas y M5fodos. Paralelamente y con la finalidad  de  tener

un control  positivo,  hemos  subclonado  en PAGA  un  CDNA que  codifica  para

la especie  corta de Gso  de higado  humano,  con  el fin  de expresarla  tambien

en lisado de reticulocitos. La protefna Gso humana producida de esta manera

reconstituye  la  actividad  adenililciclasa  de  las  membranas   cyc-  (Olate  y

cols.,   1988).

Con  la   finalidad   de  sfntetizar   las   proteinas   Gso  en   el  lisado   de

reticulo¢ito   es    necesario    previamente    sintetizar    un    RNA    mensajero

codificante  para estas  protefnas.

2.2.  Analisis  de  la  transcripci6n   "in  vz-fro"  de  los  RNA  mensajeros

codificantes para las proteinas  Gso de oocitos de  JrenopzJs faev:a; y  de

humano.

La transcripci6n  de  los  RNA  mensajeros  codificantes  para  las     dos

proteinas Gso de oocitos  de .Xenopus Jaevjs y para la protefna Gso de humano

se reariza como esfa descrito en  la secci6n  Afafen.alas y ifefocJos. El  analisis

de la  sfntesls  de  los  RNA  mensajeros  se  realiza  mediante  electroforesis  en

geles de  agarosa  al  1%.  En la figura  21  se  muestra un  gel  de agarosa  con
los productos de la transcripcl6n  ''j.A  v[.fro" de los tres genes  mencionados.

En  los carrfles  2,  3  y  4  aparece una  banda  mayoritaria  de  ETA  que  migra

en la  misma  posici6n  con respecto  a  un  DNA  de   fago  A  digerido  con  Hind

Ill.    Este  resultado  confirma  la  integridad  del  mENA  y  la  eficiencia  de  la

transcripci6n que es similar en  los tres  casos. Posteriormente  cada uno  de

estos  transcritos  es  usado en  un ensayo  de traducci6n  jn  vj.fro.
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Figura 21.    Ana]isis   de   la   sfntesis   de   mENA   que   codifican   pal-a   las
proteinas  Gso  de  oocitos  de  .Xenopzzs faevis y  de humano,  por
geles  de agarosa.

La   sintesis   de   los   mRNA   se   realiza   como   se   describe   en
HafeFT.ares y MffocJos.  Para el analisis  de los  mRNA,  se aplican  alicuotas  de
5  Ill  en  un  gel  de  agarosa  al  1%.  La  electroforesis  se  realiza  a  un  voltaj.e
constante de  100 V.  EI RNA  se visualiza  por tinci6n  con bromuro  de etidio.
El  carril  1   contiene  1  |ig   de  DNA  de   Agtl0  digerido   con  Hind  Ill   como
estandar de  tamafio.  Los  carriles  4  y 3  contienen  respectivamente  los  RI\IA
mensajeros codificantes  para
Xenopzzs Jaev[.s y  el  carril 2
Gsode  hf gado  humano.

eLiasENPAr°::£nnsa£.er:SO::dLif¥caGE|Le2Bp2ar:eL:0;ito°tse£::
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2.3. Anilisis de la traducci6n de los RNA mensajeros codificantes para

las  proteinas  Gso  de oocitos  y  de  Xenopz7s faevis.

La  sintesis  de  las  proteinas  Gso  de  oocitos  y  de  humano  se  hace  en

lisado  de  reticulocitos,  en  presencia  del  RNA  mensajero  correspondiente.

Debido a los  bajos  niveles de  proteina  sintetizados  por este  sistema  no es

posible detectar la protefna producida en geles de poliacrflamida por tinci6n
con  azul  de  Coomassie.  Por  lo  tanto,  es  necesario  realizar  la  sintesis  en

presencia de 35[S]-metionina, con  la finalidad  de poder  detectar la  proteina
marcada  por  autoradiograffa  y  tambien  para  poder  medir  los  niveles  de

proteina sintetizada. Los  productos  de traducci6n  se analizan  en  geles  de

poliacrilamida sometiendose luego estos a  autorradiografia.   En la figura  22
se  muestra   la   autorradiograffa   de   un   gel   de   poliacrilamida   donde   se

analizan  las   proteinas   Gso   sintetizadas   en   lisado   de   reticulocitos.   Los

carriles.2,   3   y   4   muestran   una   banda   de   peso   molecular   43.000,   que

correponden  a  las   protefnas   Gso   de   humano,   y   de  oocitos.   El  carril   1

muestra   un   experimento   control   que   contiene   extracto   de   lisado   de

reticulocitos   incubado   sin   RNA.    El   peso   molecular   de   las    proteinas

sintetizadas es la esperada para las  del tipo Gso.  Cabe sefialar que en  todos

los casos  mas  del  90% de  la  radioactividad  se encuentra  incorporada en  la

banda  de  43.000  de  peso  molecular.

Los  resultados  de  la  figura  22  fueron  obtenidos   con  traducciones

realizadas en 60  minutos de incubaci6n. La reacci6n de sintesis  de prote{na

en estas  condiciones se  encuentra en equilibrio,  como lo muestra la figura

23.  En  esta figura  se observa la cinetica  de la reacci6n  de traducci6n  de

dos ENA  mensajeros.  Uno de  ellos  es el  codificante  para  la proteina  Gso  de

humano y  el otro  para la  proteina  Gso6Al  de  oocito de  Jrenopus Jaevj.s.  Los

resultados   de   este  experimento  se   obtuvieron  tomando   alicuotas  a   los

tiempos  indicados  de  las  mezclas  de traducci6n  de  dos  RNA  mensajeros  y

sometiendolas luego a  precipitaci6n por TCA al  5%.  Pal.alelamente se  analiza
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Figura 22.    Analisis   por  electroforesis  y  autorradiograffa  en   geles   de
poliacrilamida,  de  la  expresi6n   en  lisado de  reticulocitos  de
las  proteinas  Gsd  de oocitos  de  .renopzzs kevis y  de humane.

£e£Cfiyfas[§F_=Ifa:t£::gli£:I:S2#Me]£f:d5o:S:50:::Ba:S;sp:mhaoc[;a:£r:e:2aHft:e€:¥£i:¥o§::%::on!ii
La reacci6n  se  detiene con  1 volumen  de  buffer de  Laemmli  y se  aplican  4
pl  de   esta   mezcla   en   un   gel   de  poliacrilamida   al   10%   en   condiciones
desnaturantes.  El  gel  se  tifie  con  azul  de  coomassie,  se  seca  y  se  somete
a autorradiogratia por 12 horas. Los  carrfles 4 y 3 contienen los  productos

!a:€iifg:aid:o:i6:nciii±ot:°m:Ei¥¥:[g;?g:i?=:;g;:r=iiagEd;egg:Ptiio::[tii::d::s:i::p;°o:t|{C;t§a6]!s:
mismas  condiciones  anteriormente  indicadas  para  la  sintesis  de  proteina,
pero  sin  mRNA    agregado  al  medio.



146

3060
TiemF)o  (min  )

Ffgura23..±::£cayddeeshinu:=isodeenlaripdro°t£:¥etiFdi:eft:scitosdexen°PHS

reaiizaeniasL=:£dnitc::isesd:eLsacsriE:rs°:infrsa£:Hale:sL;S%[8o£:s,r::±Cuu:°:£otL°usm::
final  de  50  pl  y  en  presencia   de   10  |1g   de  mRNA  codificante   para  las

Ergo::£onahsu:s£:£L(8e),cOHCs£::5ddeexreemtfcpuHL:ci::sV`.Sat(?§%yypFT%iam::i°otfi£::£B0pd£
(21.744   cpm/pmol)   a   30°C.   La  reacci6n   se  inicia   con   la   adici6n   de   la
metionina  y   a  cada   tiempo   indicado  se   retiran  5   pl   de  la   mezcla   de
incubaci6n  y  se  agregan  sobre  5  pl  de  amortiguador   de  Laemmli  para
detener  la  reacci6n.   A  continuaci6n  4  pl  de  esta  mezcla  se  someten  a
precipitaci6n   por   TCA   al    5%   para   cuantificar    el   nivel   de    proteina
sintetizada,  como  se  describe. en  Afaferl.ares y M6£ocJos.
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por   geles   de   poliacrilamida   y   autorradiografia   la   sintesis   de   ambas

protefnas  en  el  tiempo,  como  lo  muestra  el  recuadro  de  la  misma  figura.

2.4. Reconstituci6n  de la actividad adenflflciclasa  de membranas  cyc-

con ]as  proteinas  Gso sintetizadas en lisado  de reticulocitos.

En una etapa posterior  de este trabajo experimental se reconstituy6
la actividad  adenililciclasa de  membranas  de  celulas cyc-,    con extracto  de

lisado  de  reticulocitos  que  contienen  las  protefnas   Gso   de  oocitos   y   de

humano. En los ensayos  de reconstituci6n  se usan cantidades  equivalentes

de proteinas  Gso de  oocitos y de humano.  La  cantidad  de protefna Gso  usada

en  cada caso  es  cuantificada en  forma  previa al ensayo  como  se  describe

en  Ma[teriales  y  M€todos.

Como  lo  indica  la  tabla  7,   mientras  que  Gso   de  hfgado  humano  es

capaz de reconstituir la actividad adenilflciclasa de membranas procedentes

de celulas cyc-, las  dos protefnas Gso  de cocitos de .Xenopus Jaevj.s son  casi

inactivas. Este hecho  indica que las  proteinas Gso  de oocitos expresadas  en

lisado  de reticulocitos  no  se acoplan funcionalmente a  la adenililciclasa  de

un  sistema  de  mamfferos.

Debido  a  los  resultados  obtenidos,  hemos  considerado  oportuno  el

construir genes  quimericos  intercambiando fragmentos  entre las  proteinas

Gsa de  oocitos  y  la  de hf8ado  humano,  Cm  la finalidad  de  ubicar  la region

responsable  de  la  falta  de  interacci6n funcional  con  la  adenililciclasa  de

mamfferos en  las proteinas  de oocito.   Esto  se  fundamenta por  el hecho  de

que  las  secuencias   de  aminoacidos   de  las   dos   proteinas   Gso  de  cocitos

presentan  una  homologia  de  un  90%  con  la  de  la  proteina  Gso  de  higado
humano  (Olate  y  cols.,  1990).
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Tabla  7

Reconstituci6n  de la actividad  aderiflilciclasa  de  membranas  cyc-por   las
protefnas  Gso  producidas en Hsado  de reticu]ocitos.

Fracci6n GTP-y-S Actividad  Adenililciclasa
(loo  l|M) (pnoles  can/10  pg  de

proteina  de  menbrana  cyc-. )

lisado  control + 0'   64±  0,7

Gso6A1  .X.I. + 1,   13±   2,1

Gsal282  X.I. + 1,   19±   0,1

Gsohumano + 11   ,38±   0,5

Cyc- + 0,  45±  0,1

La actividad  de la adenililciclasa se mide como es
4faferl.alas y Mffodos, en  presencia   de   GTP-y-S  100  pM,  [a-ffp

descrito en
I-ATP  0,112

mM   (1634   cpm/pmol)   y   10   pg   de   membranas   cyc-.   Las   incubaciones   se
realizan por 40  minutos  a 32°C.  Cada punto  se determina por triplicado.  En
los  experimentos  de  reconstituci6n  se  usan  170  fmoles  de  cada  una  de las
protefnas
extractos :sea

expresadas en lisado de reticulocitos.  Como control se ensayan
traducci6n  sin  RNA  mensajero  (lisado  control)  y  tambien  se

mide la actividad  de las  membranas  cyc-  sin  extracto  de traducci6n en  el
medio  de  ensayo.
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3. Localizacion en la  protefna Gso  de oocitos  de Lxenopzzs Zaevis,  de  la

regi6n responsable  de la falta  de acoplamiento con la adenflilcidasa

de  mamfferos.

Para  construir   protefnas   quimericas   es  necesario   recurrir  a  las

secuencias de CDNA que codifican  para las proteinas en cuesti6n. El  detalle

experimental  de  las  construcciones  se  detalla  en  Afafen.ares y AfefocJos.

3.1.  Proteinas  quimericas  construfdas.

Las protefnas  quimericas construfdas  se muestran  en el  esquema  19.

Estas  son:

Ch  1:  Constituida  por  el  70%  de  la  regi6n  amino  terminal  de  la  proteina

Gsa6Al  de  oocito  y el  30yo de  la  regi6n carboxilo  terminal  de la  proteina  Gso

de  higado  humano.

Ch  2:  Constituida  por  el  70%  de  la  regi6n  amino  terminal  de  la  protefna

Gsol282  de oocito y  el 309/o  de  la regi6n carboxilo terminal  de la proteina  Gso

de  hfgado  humano.

Ch 3:  Constituida por  el 70%  de  la regi6n  amino terminal  de la  proteina  Gso

de  higado  humano  y  el  30%  carboxilo  terminal  de  la  proteina  Gso6A1.

Ch 4:  Constituida por  el 70%  de  la regi6n  amino terminal  de la  proteina  Gso

de  higado  humano  y  el  30%  carboxilo  terminal  de  la  proteina  Gsol282.

Ch 5:  Constituida por  el 50%  del  extremo amino  terminal  de  Gso6Al  y  el  50%

del  extremo  carboxilo  terminal  de  Gso  de  higado  humano.

Ch 6:  Constitufda por  el 50%  del extremo amino  terminal  de Gsol282 y el  50%

del  extremo  carboxilo  terminal  de  Gso  de  higado  humano.

Ch 7:  Constitufda  por  el  50%  del extremo  amino  terminal  de  la  proteina  Gso

de  higado  humano  y  el  509/a  del  extremo  carboxilo  terminal  de  la  protefna

Gsa6Al  de  cocitos.

Ch 8:  Constitufda  por  el  50%  del  extremo amino  terminal  de  la  prote{na  Gso

de higado humano  y  el  50%  del  extremo  carboxilo  terminal  de la  proteina

Gsol282  de  cocitos.
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Ch 9 y Ch  10: En estas  dos construcciones se  intercambi6 un fragmento  de

170 aminoacidos correspondiente a  parte de la regi6n  amino terminal de  las

Proteinas  Gso6Al  de  oocito  y  de  humano.

Ch 11 y Ch 12: En estas construcciones se intercambi6 un fragmento de 126

aminoacidos tambien en la regi6n amino terminal de las secuencias  de oocito

y  de  humano.

Los genes  quimericos  fueron  subclonados en  PAGA,  transcritos  para

producir mRNA  (figuras 24  y  25)  y  posteriormente  traducidos en  lisado  de

reticulocitos.  Las  figuras  26  y  27    muestran  los  productos  de  traducci6n

de   los   genes   quimericos   en   lisados   de   reticulocitos   sintetizados   en

presencia   de   35[S]-metionina   y   analizados   en   geles   desnaturantes   de

poliacrilamida  al  10%.

3.2.   Capacidad   de   las    proteinas   quimericas   de   reconstituir   fa
respuesta de la adenililciclasa a  GTP-T-S, Nap ,  GTP e isoproterenol.

Los resultados  de  la figura  28  muestran  la capacidad  de  dos  juegos

de   quimeras   recfprocas   de   reconstituir   la   respuesta   de   la   actividad
adenililciclasa de membranas cyc- a GTP-T-S e isoproterenol. El uso de este

dltimo  agonista  B-adrenergico  se  justifica  debido  a  la  existencia  en  la

membrana  plasmatica  de  las  celulas  cyc-,   de  receptores  B-adrenergicos.

Estos  receptores  son  capaces  de  acoplarse  funcionalmente  a  Gso  agregado

exogenamente   a    las    membranas    y    reconstituir    la    actividad    de    la

adenililciclasa  (Birnbaumer y  cols.,  1990).  Nos  pareci6  por tanto  importante

estudiar   la   capacidad   de   las   quimeras   de   acoplarse   a   este   tipo   de

receptores    mediante    el    anarsis    de    su    capacidad    de    reconstituir

adenililcicla§a.

Hay  una  clara  diferencia  en  la  capacidad   de  estas  quimeras   papa

afectar la actividad  de la adenililciclasa. Es  claro que la  diferencia en  esta

capacidad  reside  en  la fracci6n  amino  terminal  de  la  protefna  humana,  ya

que  las    quimeras  que  poseen  el  70%     (Ch3  y  Ch4)  y  el  50%  (Ch7  y  Ch8)
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Esquema  19:   Protefnas  quimericas  construidas.

Las  proteinas  Gso  de  JrenopzJs Jaev[.s   y  de  humano` aparecen
representadas en blanco y nee-ro respectivamente. Las dos proteinas
XenopHs Jaevl.s se indican como  6Al y  1282.  La  regi6n amino  terminal
protefna  Gi.2o  de  rat6n  es  sefialada  en    gris  (quimeras  Chl3  y  Chl4).
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FIgura 24.    Analisis  de  la  sintesis  de  los  mRNA  que  codifican  para  las
protefnas quimericas Chl, Ch2,  Ch3, Ch4, Ch5,  Ch6,  Ch7 y  Ch8,
por  geles  de agarosa.

La  sfntesis   de  los   mRNA  se  realiza   como  esta   descrito   en
„afeFT.alas y M5£odos. Para este analisis se aplican alfcuotas de 5 Ill de cada
medio  de   transcripci6n  en   un   gel   de   agarosa   al  lyo   y  se   someten   a
electroforesis  en  las  condiciones  descritas  en  4faterj.ares y 44;6fodos.
A)  Los car.riles  1 y  2 contienen respectivamente los mRNA codificantes  para

;:Sm7P#e£%cS%ffa;::±npya:::i:a:2£BE2::den:::¥£s::£sedfffefno°Phu::md£,:a:OCT:.:3¥se:pra¥:ersE:a4:
proteinas  quimericas  Chl,  Ch2,  Ch3  y  Ch4.  En  el  carril  6  y  como  control
adicional  se   incluye   el   producto   de   transcripci6n   codificante   para   la

:::i:£ansad:S°redsetrFcfcgi%:°uFiEzfg:secnu¥:£Nn%trf::c±%:rtdaed°Lag°€u£]::rams±S¥::
aparecen   en   los   carriles   4,   5,    7   y   8   y   cuyos   fragmentos    fueron
posteriormente  religados  y  subclonados  en  PAGA.  Los  tamafios  expresados
en kilobases  (Kb)  corresponden  a  la  migraci6n  en  el  mismo  gel  de  DNA  de
fago    A,  digerido  con  Hind  Ill  .
8)    Los  carriles  1,  2,  3,  y  4  contienen  respectivamente  los  productos  de
transcripci6n de  las  quimeras Ch5,  Ch6,  Ch7 y  Ch8.  El carril  6  contiene  el

=¥oAc:ndt¥iF::e±::I:y:ae¥r3treo{g:ct8Sodgetrha£#gcdr°±phcT6mnanc°o.dE;¥caeit=pr:a5L¥

::2i:£ansad:Sorefsetri:ig8£°ut¥Efaana°s:gy;a%gfstfruuecc;6°£tad8°ia:°au|:Serams±Sg:3
aparecan`en  los  cfiiiies  1, 2  ,3  y  4 y  cuyos  fragmentos  fueron  posterior-
mente  religados  y  subclonados  en  PAGA.  El  carril  7  contiene  1  pg  de  DNA
de  fago  A  digerido  con  Hind  Ill  como  estandar  de  tamafio  del  DNA.
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Figura  25.    Analisis  de  la  sintesis  de  los  mRNA  que  codifican  para  las
proteinas  quimericas  Ch9,  Chl0,  Chll  y  Chl2,  por  geles  de
agarosa  (vcr leyenda en la  pagina siguiente).
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Figura 25.    Ahalisis  de  la  sfntesis  de  los  mRNA  que  codifican  para  las
proteinas  quimerica§  Ch9,   Chl0,  Chll  y  Chl2,  por  geles  de
agarosa.

La  sintesis   de  los   mRNA  se  realiza   como  esfa  descrito   en
Mafen.alas  y  Mefodos.  Para  este  analisis  se  aplican  alicuotas  de  5  pl  de
cadal  medio  de  transcripci6n  en  un  gel  de  agarosa  al  1%  y  se  someten  a
electroforesis  en  las  condiciones  descritas  en  Nafen.alas y MefocJos.
A)   Los   canales   4   y   5   contienen   respectivamente   los   RNA   mensajeros

i:d¥££:andtoeshpu::ni:SLPors°teinrars±LeGSo6fLyde2°°cCol:::endeenx:::g:£fJvaaemv::t¥]:sso
productos  de transcripci6n  para  las  quimeras  Chl0  y  Ch9.  En  el  carrfl  3
y como control adicfonal se incluye el producto de transcripci6n codificante

:::?m]aaspJ:t:£ensatr:80ci1:hufgi:i:dha:in::°i:u%°nBtNrAucfg£%ncoJeFfa°sP£:±iaesrams±Sg::
aparecen  en  los  carriles  1  y  2  cuyos  fragmentos  fueron  posteriormente
religados y  subclonados en PAGA.  El carril  6 contiene  1 ug  de estandar  de
tamafio  pal.a  RNA.
8)    El  canal  4  contiene  el  RNA  mensajero  codificante  para  la  protefna
de  hfgado   humano.   Los   carriles   1   y   2   contienen   respectivamente
productos de transcripci6n  para las  quimeras  Chl2  y  Chll.  En el carrll  3
y como control adicional se incluye el pro¢ucto de transcripci6n codificante

::::mLaasp::t:£ensatrE80cid6:hufgifidz:dha:in::°i:u£°nBtNrAucfg±%nc°Jetafa°sP::±iaesrams±S¥::
aparecen  en  los  carriles  1  y  2  cnyos  fragmentQs  fueron   PQsteriormente
religados    y    subclonados    en    PAGA.    Los    tamafios    indicados    en    Kb
corresponden a la migraci6n en el mlsmo gel de DNA de fago A  digerido con
la  enzlma  de  restriccl6n  Bsabl.
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Figura 26.    Analisis  per electroforesis y  autorradiograffa de la  expresi6n
de las  proteinas quimericas  Chl, Ch2,  Ch3, Ch4,  Ch5, Ch6,  Ch7
y Ch8 en lisado de reticulocitos.

La sintesis  de cada  una de las pl.oteinas  quim6ricas se realiza

::LmafucA°nyq§:I;°]:emset€::i:ita2%:#T3a5f.goal:5my/pMm5:i)?°fi::c:£:::::i:ed:e:#g
durante 60 Ininutos a 30°C. La  reacci6n se detiene con 1 volumen  de buffer
de  Laemmli.  4  pl  de  esta  mezcla  se aplican  en  un  gel  de  poliacrilamida  al
10%  en  condiciones  desnaturantes.  El  gel  se tifie  con  azul  de  coomassie,
luego de  lo  cual  se  seca y  se somete a autorradiografia  por  12  horas.  Los
carrfles 1 y 2 contienen las productos de la traducci6n de mRNA codificante

=a::flL%::::::::Sefsop6rAOLduyct:soE3BL2a::adx::c°±%:SdJ:LeL].fr5e=::ctc±::E±efte;a:i

Es:a:mgecorreEc:FocLfato:rottrea£E:adoGsoende]ahs±g:fsom:=m:nnod]g±Lon::I:n±:rfcoornmt::i:
indicadas para  la sintesis de  proteina,    pero sin  mRI\IA   agregado al  medio.
Los carriles  4, 5,  6] 7,  8, 9,  10 y  11  contienen los  productos  de traducci6n
de los mRNA que  codifican para las  quimeras Chl,  Ch2,  Ch3,  Ch4,  Ch5,  Ch6,
Ch7  y  Ch8  respectivamente.  En  el  carrfl  12  y  como  control  adicional  se
incluye el producto  de traducci6n de un mRNA codificante papa la  protefna

:8°st::cc¥:ia::i::I:F°encui¥°cocnDSNfu::i6Cn°rd:dL°asp::±iaesra¥±Sqmuaesa::::in::g:
los carriles  8,  9,  10  y  11  y  cuyos  fragmentos  de  CDNA  son  posteriormente
religados  y  subclonados  en  PAGA.
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Figura 27.    Analisis  per  electrofol.esis  y  autorradiograffa  en   geles   de
poliacrilamida, de la expresi6n de las protefnas quimericas Ch9,
Chl0,  Chll  y Chl2 en lisado  de reticulocitos.

La sintesis  de cada una de las proteinas  quimericas se realiza

::LmafucA°nyq§f;t°]:emset€::;::ta2%:#T2ao%%[.oat:Smy,pMm5::,:°f;::c:::::6nf±:ed:e:£:
durante 60 minutos a 30°C. La reacci6n  se detiene con 1 volumen de  buffer
de  Laemmli.  8  pl  de  esta  mezcla  de  reacci6n  se  aplican  en  un  gel  de
poliacrilamida al  10% en  condiciones  desnaturantes. El  gel  se tifie  con azul
de Coomassie,  luego  de lo cual  se  seca y  se somete a autorradiografia  por
12 horas.  Los carrfles  2, 3,  5 y  6 contienen  los productos  de la traducci6n
de  mRI\IA  que  codifica  para  las   proteinas  quimericas  Chl0,   Ch9,  Chl2   y
Chll. Los carriles 8 y 9 contienen los productos de traducci6n  codificantes

;r:oief`::e!sr,:i::h::sgma:asg6c?:::a:E::;floL=serri;.e:viE:onn:tei:in:edail:a::f:orfm:::ce:t:c:nil:d::ts:;
de  protefna,    pero  sin  mRNA  agregado  al  medio.  En  los  carriles  4  y  7  se
muestran como  controles  adicionales  los  productos  de traducci6n  de  mRNA

S::¥i:nmtLFsmpa¥ae::i£::t:£enare€StDri::i6hnfguatdfz:a:sane°riLcau¥:n:DtrNUAcce£%nc°dreta]::
quimeras  Ch9  y  Chl0  (carril  4)  y  Chll  y  Chl2  (carril  7).  Los  fragmentos
de  CDNA  obtenidos  son  posteriormente  religados  y  subclonados  en  PAGA.
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Figura 28.    Anansis de  la capacidad  de lan  proteinas quimericas  Chl,  Ch2,
Ch3,  Ch4,  Ch5,  Ch6,  Ch7  y  Ch8  de  reconstituir  la  actividad
adenililctdasa de  membranas  cyc-  (vcr leyenda  en  la  pagina
siguiente).
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Figura 28.    Andlfsis de la capacidad  de las  proteinas quimericas  Chl,  Ch2,
Ch3,  Ch4,  Ch5,  Ch6,  Ch7  y  Ch8  de  reconstituir  la  actividad
adenililciclasa  de  membranas  cyc-.

Las proteinas quimericas utilizadas en este ensayo se sintetizan
y   se   cuantifican   como   se   describe   en   4fafeH.alas  y   M5fodos.   En   el
experimento   de  reconstituci6n  se  usan   160  fmoles   de  cada  una  de  las

::0:::nc::bgsgns±#:efte¥[?aldgs.yLfe;ocdtdL:Vs£,d::pdreesL:n:faeng:LC[±acJarpa]_aipm3?fLocomm£
(1520  cpm/pmol)  y  10  pg  de  membranas  cyc-.  Las  proteinas  Gso  de  humano
y    de    Jxenopus    JaevI.s    se    representan    en    color    negro    y    blanco
respectivamente.  Las  variantes  de  .Xenopzjs  JaevJ.s se  indican  en  la  figura
como  6Al   y  1282.   Las  incubaciones   se  realizan   por  40   minutos  a   32°C.
Donde  se  indica  se  adiciona  al  medio  de  incubaci6n  GTP-T-S   100  |iM  ;(BEE),
GTP  10 iiM  e  isoproterenol  100  pM  (-)  o  agua  bidestilada  (actividad  basal
E).   Se   ensaya  ademas   lisado   de  reticulocitos   tratado  en   las   mismas

gnmde±gi:n(e+SEs!na8:ca_:arfuzr%[]a[as.th#=:SA£5Ps:0:gig:€ifp]e:°c3`:nomsFdAesacgrri3ga:£
Naferiales y Aft5fodos.  Cada  punto  es  determinado  por  triplicado.
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amino   terminal   .de   la   proteina   de   humano   reconstituyen   la   actividad

adenililciclasa  de  celulas  cyc-   practicamente   en  el  mismo   nivel   que   la

proteina de higado humano. Por el contrario las quimeras  que poseen el 70%

(quimeras .Chl  y  Ch2)  y el  50%  (Ch5  y  Ch6)  de la  region  amino terminal  de

las proteinas  Gso6Al y Gsol282 son casi tan inactivas como las  proteinas  que

provienen  en  su  totalidad  de  oocitos  de  .Xenopus Jaevj.s
Estos resultados  mos  sugieren  que  la regi6n  responsable  de  la falta

de acoplamiento  funcional  de  las  dos  proteinas  Gso  de  oocitos  de  Xenopus

JaeVI.s con  la  adenililciclasa  se  encuentra  en  la  regi6n  amino  terminal  de

estas  proteinas.  Es  precisamente  en  esta  regi6n  donde  se  concentran  la

mayor   cantidad   de   diferencias   a   nivel   de   aminoacidos   entre   las   dos

proteinas  Gso  de  JrenopzJs Jaevz.s y  la  proteina  de  humano.  Por  este  motivo

decidimos  construir   protefnas   quimericas  en  las   cuales   se  intercambian

regione§  del segmento amino terminal de las  proteinas  Gso de .Xenopus Jaevl.s

y de  humano. Debido  a que  las  dos proteinas  de Xenopz]s Jaevjs presentan
actividades  equivalentes,   se  decidi6  trabajar   s6lo  con  una  de  las   dos

formas: la  proteina Gso6A1.  En el  experimento de  la figura  29  se  muestra  la

capacidad   de   las   proteinas   quimericas   construidas   de   reconstituir   la
respuesta  de   la   adenililciclasa   a  GTP-y-S,   Nap   e   isoproterenol.   Estos

resultados  indican   que  la  proteina     de  hfgado  humano  a  la  cual  se  le

insertaron  170  aminoacidos  de  la  porci6n    amino  terminal  de  la  protefna

Gso6Al  de  oocitos   pierde  la  capacidad   de  acoplarse  funcionalmente  a  la

adenililciclasa de membranas  cyc-,  mientras  que la  proteina de  oocitos a  la

cual se le insertaron  los  170  aminoacidos de  la regi6n  amino  terminal de  la

protefna  de  hfgado  humano  si  lo  hace.  El  mismo  efecto  se  observa  cuando
se  intercambia  el  fragmento  mas  pequefio  de  126  aminoacidos.  Este  altimo

fragmento contiene  19  de  las 29  diferencias  a  nivel de  aminoacidos  (de  un

total  de  379)  que  existen  entre  las  proteina  Gsa6Al  de  cocitos  de  Jrenopzjs

JaevI.s   y  de  hu.mano.    Estos    resultados      fueron  obtenidos  en  pl.esencia
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Figura 29.    Anarsis de la capacidad de las proteinas quimericas Ch9, Chl0,
Chll  y  Chlz  de  reconstituir  la  actividad  adenililciclasa  de
membranas  cyc-  (ver  leyenda. en la  pagina siguiente).
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Figura  29. Anasis de la capacidad de las protefnas quimericas Ch9, Chl0,
Chll  y  Chl2  de  reconstituir  fa  actividad  adenililciclasa  de
membranas  cyc-.

Las proteinas quimericas utili2adas en este ensayo se sintetizap
v   se   ouarit=i=Z=±--66mo _ s€ _.desor±be   en ^_Ma^teT{±_es._y  _¥3e_toqf!_S:   ]E_n  `^e±
expel`imento   de   reconstituci6n  se  usan   63  fmoles   de  cada   una  de   las

g:0:::nc::b:S8ns£#:efte±r=i:i.yLfe;ocdt±oVs±,d::pdreesEn:]9aeni]gc[£acJaFpa]_gipm#5oC°mm£
(745  cpm/pmol)  y  10  pg  de  membranas  cyc-.  Las  incubaciones  se  realizan
por  40  minutos  a  32°C.  Las  proteinas  Gsa  de  humano  y  de  JrenopzJs  Jaevl.s
se representan en color  negro  y blanco  respectivamente. Las  variantes  de
Xenopus jaevjs se indican  en la figura como  6Al y  1282.   Donde   se  indica

a#di%£°f#:[±::Si°ofde:e!nnoc[uE88±6FMGtEr,Sf|:8r=¥otE''mfaTTE)PMog3£
bidestilada  (actividad  basal Fy.. Se ensaya ademas  lisado  de  reticulocitos

;reartd:£nenm]ffAm:Sgmr=Sgagond:Ffo£:g±o±nffgs:%%p_gfu[£,.s{E]tef::3fpe]_3£#pe{nsa:
cuantifica   como  se   describe   en   lfaferT.alas  y   ifefodos.   Cada   punto   se
determina    por  triplicado.
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de   varios    efectores  que   activan   especificamente   a   las    proteinas  Go.

3.3. Reconstituci6n  de la actividad adenflilciclasa  de membranas  cyc-

por  las  protefnas  quimericas  Gi.2o-  Gso.

Como  se  discuti6  en  la  JJ]froduca.6n,  Gi.2o  participa  en  la  inhibici6n

hormonal   de   la   adenililciclasa,   auque   sobre   este   tema   todavfa   existe

controversia.  Algunos  autores  ham  comunicado  la  inhibici6n  directa  de  la

adenililciclasa por esta  proteina (Taussig  y cols.,  1993a),  otros indican  que

ella  no  parece  modificar  sustancialmente  la  actividad  de  la  adenililciclasa

(Osawa y  cols.,  1990).  Sin  embargo, experimentos  con  proteinas  quimericas

que  contienen   segmentos   de   Gi.2o  y   Gso  expresadas   en   celulas   cyc-   en

cultivo, indican  que estas presentan una  capacidad bastante  mayor  que la

proteina Gso de reconstituir la actividad adenililciclasa (Osawa y cols.,  1990).

Debido a estos antecedentes  de la  literatura y  a  que nuestros  resulfados

indican  .que  existe  en  la  regi6n  amino  terminal  de  Gso  otra  regi6n  que  es

importante   en   la   regulaci6n   de   I.a   actividad   de   la   adenililciclasa   de

membranas   cyc-,   mos   pareci6   interesante   estudiar   como   afectarfa   el

remplazar la  regi6n  amino  terminal de  Gso  de  XenopzJs Jaevis y  de  humano,

por  regiones  de  la  proteina   Gi.2o.  Es   asi  como  se  construyeron  las   dos

proteinas   quimericas   mostradas   en   el    esquema   19   y   que   llevan    la
denominaci6n  Chl3  y  Chl4.  La  quimera  Chl3  es fa  constituida  por  el  50%

amino terminal de  la proteina  G±.2o de  rat6n y  por el  50% carboxilo  terminal

de  la  proteina  Gso6Al  de  .Xer]opzJs JaevI.s.  Finalmente  la  quimera  Chl4  esta

constitu{da por el  50% amino  terminal de  la proteina Gi.2o  de rat6n  y por  el

50% carboxilo terminal  de la proteina  Gso de humano.  El detalle  experimental

de la  construcci6n de estas  quimeras a  nivel de  las secuencias  de CDNA  se

encuentra   en   la   secci6n   HafeH.ares   y   A45fodos.   Estos  . genes   fueron

subsecuentemente  transcritos   (figura  30)   y  traducidos   (figura  31)   para

producir  las  proteinas  correspondientes.
En  la  siguiente   etapa   se    procedi6 a estudiar  la  capacidad  de las
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Figura 30.    Analisis  de  la  sfntesis  de  los  mRNA  que  codifican  para  las
profeinas  quimericas Chl3 y Chl4 en  geles  de agarosa.

La  sintesis   de  los   mRNA  se  realiza   como  esta  descrito   en
A4:aferl.alas y M££odps. Para este analisis se aplican alicuotas  de 5 Ill de cada
medio  de   transcripci6n  en   un   gel  de   agarosa   al  1%   y  se   someten   a
electroforesis  en  las  condiciones  descritas  en  4faferl.ares  y  44Efodos.   Los
carriles  3  y  4  contienen  respectivamente  los  mRNA  codificantes  para  las

=r::afensasL§so2d:ohnftg±:::nh¥::F:ctyfv:sfl6eAnLted:o:°Cp±::Sdud=o:eHd°ep¥:aj::cV:.f;cEg:
para las quimeras Chl3  y Chl4. Los  tamafios ipdicados en Kb  corresponden
a la migraci6n  en el  mismo gel  de DNA de fago A  digerido con  la enzima  de
restricci6n  Bsabl.



Figura 31.    Ana]isis   per   electFoforesis   en   geles   de   poliacrflamida   y
autorradiograffa,  de la  expresi6n de  las proteflias  quimericas
Chl3 y Chl4.

La sintesis  de cada una de las proteinas  quimericas se realiza

::]=ENCA°nyqifL;°]:emset€::i:ita2%:#yia5£.#:Smy/pMm5::)q°f;::c:£:::::i:ed:e2irE:
durante 60 minutos a 30°C. La reacci6n se detiene con 1 volumen de  buffer
de  Laemmli.   7  pl  de  esta  mezcla  de  reacci6n  se  aplican  en  un  gel  de
poliacrilamida al  10%  en condiciones  desnaturantes. El  gel  se tifie  con  azul
de Coomassie,  luego  de lo cual  se  seca y se somete a autorradiografia  por
48  horas.  Los  carriles  4  y  5  contienen los  productos  de la traducci6n  de

LoesxmeFo£HSuj:e:.g.iff:sn£TEesLa=yp:ot:£nnt::n:#L::5:%adduoct::mdaen:r¥duG8g:i:
de los mRNA que codifican para las quimeras Chl4 y Chl3   respectivamente.
El carril 1 contiene lisado de reticulocitos tratado en las mismas condiciones
anteriormente   indicadas   para   la   sintesis   de   proteina,   pero   sin   mRNA
agregado  al  medio..
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quimeras Chl3  y  Chl4  de  reconstituir  la respuesta  a  GTP,  GTP-y-S,  Nap  e
isoproterenol  de  la actividad  adenililciclasa  de  las  membranas  cyc-.  En  la

figura  32  se  muestra  el  resultado  de  este  experimento.   Se  compara  la

capacidad   de   las   dos    quimeras   de   reconstituir   la   actividad   de   la

adenililciclasa  con  las  proteinas    Gsa  de  humano  y  de  cocitos  de  Xenopus

jaeVI.s.  Las   dos  protefnas   que  tienen  la  secuencia  amino  terminal  de  la

pl.oteina Gi.2o de rata presentan una capacidad mucho mayor que la proteina

Gso de  humano  de  estimular la  adenililciclasa  de oocitos  de  Jrenopus Jaevl.s.

Esta caracterfstica se manifiesta tanto en la actividad medida en condiciones

basales,  como  en  aquella  medida  en  presencia  de  diferentes  efectores.  Es

tambien notorio que  la quimera Gi.2o-Gso humano  (Chl4)  presenta una  mayor

capacidad  que la quimera  Gi.2o-Gso de Xenopus Jaevl.s (Chl3)  de  reconstituir

la  actividad   de  la   adenililciclasa  de  las   membranas   cyc-   en  todas   las

condiciohes  ensayadas.

Estos  resultados  estan  de acuerdo  con lo  previamente  informado en

la     literatura   con     respecto   al comportamiento  de  proteinas  quimericas

Gi.2o-Gsa   (Osawa  y cols.,  1990).    A raft de  estos resultados  se ha  postulado

que existiria  en  la  regi6n  amino  terminal     de  la  protelna  Gso  un  dominio
regulador  del  intercambio  de  GDP  por  GTP.  Al  cambiarle  a  la  proteina  Gso

los  aminoacidos  de  esta  regi6n  por  los  de  G£.2o,  se  alteraria  este  dominio,

con lo  cual  se  produciria  una  prote{na  que recambiaria  el  GDP  por  el  GTP

a  mayor  velocidad  que  Gso.  Esto  producirfa  una  proteina  con  una  afinidad

per  GTP  mayor  que  la  de  Gso.  Nosotros  sospechamos  que  los  altos  niveles

de   activaci6n  de   la   adenililciclasa obtenidos con  las  quimeras Gi.2o-Gsa  en

ausencia  de  cualquier  efector  agregado   al  medio   de  ensayo   (actividad

basal),  se deberian al GTP end6geno  del lisado de reticulocitos. Los  niveles

de  reconstituci6n   de   la  actividad   adenililciclasa   realizados   con   Gso   de

humano en  presencia de  isoproterenol y  en ausencia  de  GTP, son  similares

a  los    obtenidos    con  la    adici6n  de    GTP  e  Isoproterenol  (resultados  no
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Figura 32.    Anarsis  de la  capacidad  de  las  proteims  quimericas  Clil3  y
Chl4 de reconstituir la actividad adenilflciclasa  de  membranas
cyc-  (ver leyenda en la   pagina siguiente).
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Figura  32. Aliasis  de  la  capacidad  de  las  prote'mas  quimel.icas  Chl3  y
Chl4 de recoustituir  la actividad  adenflilciclase  de membranas
Cyc-.

Las proteinas quimericas utilizadas en este ensayo se sintetizan
y   se   cuantifican   como   se   describe   en   "ateH.alas  jr   Mefodos.   En   el
experimento  de   reconstituci6n  se  usan   63  fmoles   de  cada   una  de   las

;:;:%£;:a=::::ofjt]jjn;:a;nEg:ae:g;::.:god,;;:,:[§¥:1;oTn;:gsEa¥d:eg:r::d±];1:#a:Sta:a;:I::;gE:i:cgt§[§
a  32°C.    Donde      se  indica  se  adiciona  al  medio      de  incubaci6n  GTP-y-S
100  pM   (EZEEa),  GTP   10  pM   (-),   GTP  10   pM  e  isoproterenol  100   pM  I(E5ssE),
fluoruro  10  mM  .(Ill-)  o  agua  bidestilada  (actividad   basal t=). Se  e.nsa.ya
ademas    lisado    de    reticulocitos    tratado    en    las    mismas    condiciones

::::rg!£:gean[temer:nf8±#g:d:¥£in|a).S£E[te[Sa£:32pd]:cAP#3tes£:a;u£:E££cas±%ommoRNs%
describe en  "aferfales y M5fodos.  Cada  punto se  determina  por  triplicado.
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mostrados).  De  estos  experimentos  es  posible  concluir  que  los  niveles  de

GTP  aportados  por  el  lisado  al  ensayo  de  actividad  de  la  adenililciclasa

podrfan llegar al nivel del micromolar. Este orden de concentraci6n de GTP,
sumado al hecho de que Gso  de humano tendria una menor afinidad  por`  GTP

que  las  quimeras  Gi.2o-Gso,  darfan  cuenta  de  los  resultados  obtenidos.  De
estos  dltimos  resultados  mostrados  y  de  los  obtenidos  con  las  prote{nas

quimericas construfdas entre Gso de humano y de JrenopzJs JaevI.s, es factible

postular la existencia en la regi6n amino terminal de la proteina Gso,  de una
regi6n   que   seria   fundamental   para   la   activaci6n   funcional   de   estas

proteinas.  Esta regi6n  controlarfa  probablemente entre otras funciones  el
intercambio  de  nucle6tidos  de  guanina.    Los  resultados  obtenidos  con  las

dos proteinas  Gso clonadas  de  XenopzJs Jaevis pueden  indicar que al  memos

en   este   caso   esta   regi6n   seria   hiperatenuadora   del   intercambio   de

nucle6tidos  de  guanina.

4. Estudio del efecto de protecci6n  por GIP-T-S a la digesti6n  per

tripsina  de  Gso  de oocitos  de  ,Xenopzzs .faevis.

Cuando  las  proteinas  Go unen  GTP  o  sus  analogos  no  hidrolizables.

sufren un  cambio conformacional como oonsecuencia  de su  activaci6n.  Este

cambio oonformacional puede ser monitoreado por fluorescencia (Higashijima

y cols.,  1987a) o  por digesti6n con algunas  enzimas proteoliticas tales  como
la tripsina  (Hudson  y  ools„  1981).  Este  cambio  conformacional    trae  como

consecuencia  la   protecci6n   de  algunos   sitios   suceptibles  al   corte   por
tripsina  dentro  de  la  proteina.  Por  tanto,  al  tratar  Gso  con  tripsina  en

ausencia  de  GTP  en  el  medio.  Ia  proteina  de  43.000  de  peso  molecular  se

digiere      produciendose  varios   fragmentos   pequefios.   Sin   embargo   al

preincubar  la  proteina  con  analogos  no  hidrolizables  de  GTP  tales  como

GTP-T-S  o  GppNHp  y  posteriormente  tratarla con  tripsina,  se  observa  la

aparici6n  de  una  banda  de 41.000  de  peso  molecular,  con  la  liberaci6n  de

un  pequefio fragmento  del extremo amino terminal  de la  proteina.
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Estos  resultados  ham  sido  interpretados  en  el  sentido  de  que  la

region central de  la protefna  Go contendrfa el  sitio de  uni6n del  nucle6tido

de  guanina.  La  union  del  GTP  y  el  posterior  cambio  conformacional  de  Go

la protegerian  de la  digesti6n por  la proteasa.  El criterio  de digesti6n  con

tripsina ha sido usado  para medir en forma  cualitativa la capacidad de  una

subunidad   Go   de   unir    GTP   y   sufrir   el   cambio   conformacional   como

consecuencia  de  su  activaci6n  (Binbaumer  y  cols.,  1990).  En  nuestro  caso

usamos  este  criterio  para  anaHzar  si  la  regi6n  de  126  aminoacidos  de  la

regi6n  amino  terminal  de  la  protefna  Gso  de  oocito  interfiere  con  la  union

del GTP y el posterior cambio conformacional, afectando la capacidad  de ella

de  acoplarse   funcionalmente   a   la  adenililciclasa.   Existe   ademas   alguna

evidencia  experimental  de  que  la regi6n  amino  terminal  de  Go  jugaria  un

papel  imporfante  en  regular  el  recambio  de  GTP  por  GDP   (Osawa  y  cols.,

1990).      .

4.1.  Efecto  de  protecci6n     por  GTP-T-S  a  la  dige§ti6n  de  Gso  de

Jrenopz7s faevis,  por concentraciones crecientes  de tripsina.
Para  realizar  este  estudio  se  preincuban  las  protefnas  Gso6Al     de

oocitos  de  XenopzJs Jaevl.s y  de  humano  con  200  pM  de  GTP-y-S,  luego  de

lo  cual  se   incuban   por   30   minutos   con   concentraciones   crecientes   de

tripsina.  El  resultado  de  este  experimento  se  muestra  en  la  figura  33.

Concentraciones sobre  10  |ig/ml  de tripsina    producen  una  digestion  total

de  la  prote{na  Gso6Al  de  uxenopus JaevI.s,  habiendo  o  no  sido  previamente

preincubada  con   GTP-T-S.   Por   el  contrario  la   protefna   Gso   de   humano

muestra una mayor resistencia a la digesti6n por la proteasa, observandose

la aparici6n de la  banda de 41.000 sobre los  10 pg/ml de tripsina,  habiendo

o no sido previamente incubada con GTP-T-S.  Sin embargo a 30   y 50 pg/ml

de  tripsina  se  observa  una  significativa  protecci6n  por  GTP-T-S   de  la

digestion  por  la  proteasa  de  una  forma  de  41.000  de  peso  molecular.    La

protefna  Gsol282  de  oocitos  de  XenopzJs JaevI.s  muestra  un  comportamiento
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Figura 33.    Analisis   por   electroforesis   en   geles    de    poliacrilamida   y
autorradiografia,  del  efecto  de  protecci6n  del  GTP-T-S  a  la
digesti6n  por   tripsina   de   las
.rej]opHs  faeVI.s   y   de   humano
si8uiente).

i::treiT:;enGdi  deem Tacitf:gi::
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Figura 33.    Analisis   por   electroforesis   en   geles    de    poHacrilamida   y
autorradiograffa,  del  efecto  de  protecci6n  del  GTP-T-S  a  la
digesti6n  por   tripsina   de   las  proteinas   Gsa   de   oocitos   de
.XenopLrs Jaevis y  de humano.

Las   protefnas   utilizadas   en   este   ensayo   se   sintetizan   y
cuantifican  como  se  describe  en  A4aferl.aJes y  M€fodos.  Se  preincuban  17

i:°m]::od(eB}a;4E7°ct:inn/afsmoGDoed:prxees%°n%¥as(j=)e%'.Sale:nc(±3a55decpG¥4f_my°_[![gopd£
(+),  por  30  minutos  a  30°C.  La  digesti6n  se  inicia  por  la  .adici6n  a  cada
tubo  de  5  pl  de una  soluci6n  de  tripsina  para  llegar  a  la  concentraci6n
final indicada en la  figura. La incubaci6n  se realiza por  30  minutos a  30°C.
La reacci6n se detiene como se  indica en A4afen.aJes y Afefodos. A cada  tubo
de  reacci6n  se  le  agrega  un  volumen  de  amortiguador  de  Laemmli  y  las
muestras  se  aplican  en  un  gel  de  poliacrilamida  al  12,5%  en  condiciones
desnaturantes.  El  gel  se  tifie  con  azul  de  Ccomassie,  se  seca  y  se  somete
a autorradiografia  por  48  horas.
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similar a la  protefna Gso6Al en  su suceptibilidad a  la digesti6n por  tripsina

en  presencia  o  ausencia  de  GTP-y-S  (resultados  no  mostrados).

Estos resultados  podrian  indicar que  las  proteinas Gso  de  oocitos  de

XenopL7s Jaevj.s o  bien  no  recambian  GDP  por  GTP  con  una  cinetica  similar

a   Gso   de   humano,    o   bien   no   son    suceptibles    de   sufrir   el    cambio

conformacional  como  consecuencia  de  su  activaci6n  por  GTP-T-S.    En  un

intento   por   averiguar   si  esta   propiedad      de   las   proteinas   Gso6Al   de

.Xenopus Jaevj.s de  ser  suceptible a la  digestion  por  tripsina  en  presencia

de GTP-T-S,  se encuentra en  la  regi6n  amino  terminal,  se  decidi6  realizar

los  experimentos   de  suceptibilidad  a  la   digesti6n   por  tripsina  con   las

quimeras  Ch9,  Chl0,  Chll   y  Chl2.  En  estas   proteinas  quimericas  se  ha
intercambiado  un  fragmento  amino  terminal  de  170  (quimeras  Ch9  y  Chl0)

y  126  aminoacidos  (Chll  y  Chl2)  entre  la  proteinas  Gso  de  JrenopzJs JaevJ.s

y  de  hu.mano.

4.2.  ffecto  de protecct6n   per GTP-T-S a la  digesti6n por   tripsina

de las  quimeras  Ch9,  Chl0,  Chll  y  Chl2  .

Las proteinas  quimericas  indicadas y  las  protefnas G§o  de  oocitos  de

XenopzJs  Jaevl.s  y   de  humano  son   preincubadas   con   GTP-T-S   o   con  el

amortiguador respectivo como control. Posteriormente se tratan con tripsina

a una concentraci6n  de 50 pg/ml  en el medio  de incubaci6n. Los  resultados

de  este  experimento  se  muestran  en  la  figura  34.     Estos  indican   que

aquellas  quimeras que portan la regi6n amino terminal de la protefna Gsa  de

oocitos   de   .Xenopzzs  Jaev[.s  no   presentan   protecci6n  a  la   digesti6n   por

tripsina cuando son  princubados con  GTP-y-S. Por el  contrario,  cuando  se

le coloca a la proteina Gso de oocito  la regi6n amino terminal   de la  protefna

de humano,  se  produce  la protecci6n  por  el  GTP-T-S  a la  digesti6n  por  la

proteasa. Esto  sucede indistintamente si el fragmento intercambiado   entre
las   protefnas   Gso   de   oocitos   y   de  humano   es   el   de   170   o  el   de   126

aminoacidos.
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Figura 34.    Anilisis   por   electroforesis   en   geles   de   poliacrflamida   y
autorradiograffa,  del  efecfro  de  protecci6n  del  GTP-T-S  a  ]a
digesti6n  por tripsina  de las  proteinas  quimericas  Ch9,  Chl0,
Chll  y  Chl2.

Las   proteinas   utilizadas   en   este   ensayo   se   sintetizan   y
cuantifican  como  se  describe  en  A4laferj.alas y  M6fodos.  Se  preincuban  30

:;:I;fsmoLd,e y pT::e£E:oteGf#a:uE:E:e£:£5s cpcE6fmtoLL3,6 d:p #F£:L¥: j6£¥5s  i :2:
cpm/fmol),  Chll  (295  cpm/fmol)  y  Chl2  (168  cpm/fmol),  en  presencia  (-)  a
ausencia de GTP-T-S  150 pM  (+).  La digestion  con la proteasa  se inicia  por
la adici6n  a  cada  tubo  de  5  pl  de  una  soluci6n  de tripsina  150  pg/ml.  La
incubaci6n  se  realiza  por  30  minutos  a  30°C.  La reacci6n  se  detiene  como
se describe  en 4faferj.ares y M5£ocros. A  cada tubo  de reacci6n  se le  agrega
un  volumen  de  amortiguador  de  Laemmli  y  las  muestras  se aplican  en  un
gel de  poliacrilamida  al  12,5%  en condiciones  desnaturantes.  El  gel  se ti fie
con azul de Coomassie, se seca y se somete a autorradiograffa por 48 horas.



4.3.  Efecto  de  protecci6n   por  GTP-T-S  a la  digestion   por tripsina

de  las  quimel.as  Gi.zo-Gso.

Las    protefnas    quimericas    Gi.2o-Gso  de  .Fenopus  Jaevj.s    (Ch  13)     y

Gi.2o-Gso   de   humano   (Ch   14),   son   preincubadas   con   GTP-y-S   o   con   el

amortiguador respectivo como control. Posteriormente se tratan con tripsina

a una concentraci6n  de 50 pg/ml  en el medio  de incubaci6n.  Los  resultados

de este  experimento  se muestran  en  la figura  35.  Estos indican  que  ambas

proteinas  son  protegidas  por  GTP-y-S  a  la  digestion  por  tripsina.
Analizando en su  conjunto los  resultados obtenidos con  el patr6n  de

digesti6n  de  la  tripsina  sobre  las   proteinas  Gso   de   .XenopzJs  Jaev[.s,   de

humano y  de  algunas  de   las  proteinas  quimericas  construidas,  es  posible

concluir  de  que existiria  en  la  regi6n  amino  terminal  de  las  proteinas  Go

una regi6n  que  puede  controlar  el intercambio  de  nucle6tidos  de  guanina

y/o   el  .cambio   conformacional   que   es   fundamental   para   la   activaci6n
funcional  de  las  proteinas  Go.

5. Estudio  de  la interacci6n de  Gsa  de oocitos de  .Xlenopzzs faevis con

GBT de  Cerebro  de  bovino.

Con  la  finalidad   de  estudiar  si  la  regi6n  de   126  aminoacidos   que

involucra  los  19  aminoacidos  diferentes  entre  Gsode  .XenopzJs  Jaevj.s  y  de

humano juega  algdn  papel en  regular  la  interacci6n  con  GBy  se  analiz6  la

capacidad  de  las   prote{nas  Gso  producidas  en  lisado   de  reticulocitos   de

interactuar  fisicamente  con  GBT purificada  de  cerebro  de  bovino.  Para  ello

se sintetizan las protefnas Gso de JrenopzJs Jaevj.s, de humano y las proteinas

quimericas      Chll  y    Chl2,  en   lisado  de    reticulocitos    en  presencia  de
35[S]-metionina.     Las     proteinas     marcadas    fueron     sometidas     a     una

sedimentaci6n  en   gradiente   de  sacarosa   del  5%  al  20%  en   presencia  y

ausencia  de  GOT purificada  de  cerebro  de  bovino.  Un  desplazamiento  en  la

migraci6n de  las  protefnas Gso  marcadas  con respecto  a  su migraci6n  en  el

gradiente   sin    GBT   es    indicaci6n    de    la   formaci6n  del  trf nero  GOBy  Los
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Figura 35.    Analisis   per   electroforesis   en   geles   de   poliacrilamida   y
autorradfograffa,  del  efecto  de  protecci6n  del  GTP-T-S  a  la
digesti6n  per  tripsina  de  las  profeinas  quin6ricas  Chl3  y
Chl4-

s:gs,ef=coila,,:,sfa:sap:r:e:iEf::abs::c%i3p_(i?!`e:s:omdi?Mmifi_,,,¥Ctr::Eoa(mfgutc:p:in:,:3:o:.It,:1::
digestion  con la  proteasa  se inicia con  la  adici6n a cada tubo  de 5 pl  de
una soluci6n de tripsina 150 pg/ml. La incubaci6n se realiza por 30  minutos
a 30  0C. La  reacci6n se  detiene como  se describe en  4faferj.ares y M££odos.
A  cada  tubo  de  reacci6n  se  le  agrega  un  volumen  de  amortiguador  de
Laemmli  y  las  muestl.as  se apHcan  en  un  gel  de  poliacrilamida al  12,5%  en•condiciones desnaturantes.  El  gel  se tifie  con  azul  de  Coomassie,  luego  de
lo cual se seca y  se somete a autoradiograffa  por  48 horas.
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resultados de  este experimento  son  mostrados en  las figura  36 y  37.  Estos

indican que  mientras  la  protefna  Gso  de humano  es  capaz  de  asociarse  con

GBy la  proteina  de  .Xe7]opzjs Jaevl.s no  lo  hace  (figura  36).  Por  otro  lado  la

protefna quimerica que  posee los  126 aminoacidos  del amino  terminal de  Gsa

de  humano  (Chll)  es  capaz  de  asociarse,  aunque  en  forma  Parcial  Con  GBT

de cerebro de bovino  (figura 37). La otra  proteina quimerica que posee  los

126  aminoacidos  del  amino  terminal  de  Gsode  .Xenopzjs  JaevI.s  (Chl2),  no  es

capaz  de  asociarse  con  GBy de  cerebro  de  bovino.  Este  resultado  es  una

indicaci6n    de    que    la    region    amino    terminal    de    las    protefnas    Go,

especificamente la region  que  se ha intercambiado  entre las  proteinas  de

humano  y  de  XenopzJs  Jaevj.s,  podria jugar  un  papel  en  el  reconocimiento

de  GBy

Gran  parte  de  los  resultados  mostrados  con  anterioridad  en  esta

secci6n ham sido  publicados  (Antonelli y  cols.,  1991;  Antonelli  y cols.,  1992;

Antonelli  y  cols.,  1994).
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Figura 36.    Aliarsis    por  sedimentaci6p  en  gradiente  de  sacarosa,  de  la

Fu:r=Cod6:nd%8Tfage P::::fr=deGEovdf:orenopHS  Jaevjs  y    de

(12.68ocpm/fsmeoi±ndceu3::te::aim(ale;BieyL%2Pfrm°otLeefsnadeG#sod:e#:nm°apnuos(::%.g
cpm/fmol de  proteina)  (C  y  D)  por  2.4  horas a  4°C  en  presencia  (8  y  D)  o

faussemnuc::t££sysg)cednetr5if:g:iesend:nGBgr:ed±:art:bLr£:e:Fdbe°Vs±:%r:g:t::i°:mfn±8
%  (p/p)  durante 17  horas  como se  describe en  Afaferl.alas y M5fodos.  En  la
figura se muestra la radioactividad incorporada en  proteinas expresada en
cpm  TCA  precipitable  de  una  alfcuota  de  50  pl  de  cada fracci6n  versus  el
ntimero  de  fracciones.  En  la  centrifugaci6n  se  utilizan  como  patrones  de
nasa  molecular  relativa  BSA  (67.000  kDa)  y  Citocromo  C  (12.000  kDa).
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Figura 37.    Analisis    por  sedimentaci6n  en  gradiente  de  sacarosa,  de  la
interacci6n de las quimeras Chll y  Chl2 con GBT de cerebro  de
bovine.

Se  incuban  8  fmoles  de  la  quimera  Chll   (23.250  cpm/fmol  de
proteina)   (A   y   8)   y  8   fmoles   de  la  quimera   Chl2   (28.500   cpm/fmol   de
proteina)  (C  y  D)  por  24  horas  a  4°C  en  presencia  (8  y  D)  o  ausencia  (A.

Sect:dnetr5if:ga°:esendeu:8ygdreadc±:met:r?±ndeeaLb°dv:n:i:::tsear±°dreTe5nt:L]a2Somo/oue(Sj7:;
durante  17  horas  como  se  describe  en  Afafer[.alas y Msfodos.  En  la  figura
se  muestra la  radioactividad  incorporada en  protelnas,  expresada en  cpm
TCA  precipitable  de  una  alicuota  de  50  lil  de  cada  fracci6n  versus  el
ntimero  de  fracciones.  En  la  centrifugaci6n  se utilizan  como  patrones  de
nasa  molecular  relativa  BSA  (67.000  kDa)  y  Citocromo  C  (12.000  kDa).
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DISCUSI0N

A.  EFECTO  DE  POLICATIONES.

1.    Especificidad  del efecto estinulador a  nivel de  proteinas  G  (Gs).

Los  resultados   obtenidos  en  esta   Tests  indican   que  polflisina   y

espermina  producen  una estimulaci6n  de  la actividad  de  la  adenililciclasa

de  oocitos   de   .Xenopz]s  Jaevl.s,  cuando  esta  es   medida  en   presencia   de

ligandos   que   la   activan   a   traves   de    Gs.    Sin   embargo,    cuando   la

adenililciclasa   es   estimulada   directamente   por   forskolina,   polilisina   y

espermina   s6lo    producen    una   inhibici6n   de   esta   actividad    a   altas

concentraciones  de  ambos  compuestos.  Poliornitina  tambien  produce  una

estimulaci6n de la  actividad  de  la adeni]ilciclasa,  cuando esta  es  medida  en

presencia del analogo no hidrolizable de GTP, GppNHp. Aunque en este caso
no  se  riidi6  el  efecto   de  poliornitina  sobre  la  actividad   adenililciclasa

estimulada directamente por forskolina, concentraciones  por sobre los 5  pM

del  peptido  son  inhibidoras  de la  actividad  basal  (actividad  de  la  enzima

medida  en  ausencia     de  agentes  estimuladores     de  la  actividad  de   la

enzima).  NInguno  de  estos  compuestos  produce  algdn  efecto  significativo

sobre   la   actividad    basal    de   la   adenililciclasa,    en   el   intervalo    de

concentraci6n  en   el  que   estimulan  a   la  adenililciclasa   cuando  esta   es

activada a  traves  de  Gs.  Estos  resultados  indican  que  la  estimulaci6n  de

polilisina,   espermina,   y  muy  probablem.ente   la   de   poliornitina  sobre   la
actividad  de  la  adenililciclasa  se  debe  a  una  acci6n  especffica  de  estos

compuestos  a  nivel   de  la  protefna  Gs.   La  inhibici6n   que   producen   los

peptidos cati6nicos y espermina sobre la actividad de la adenililciclasa debe
contrarrestrar  al  efecto  estimulador  de  estos  compuestos  observado   al

activar la adenililciclasa a traves de Gs. Es per tanto probable que el efecto

estimulador  de  po]ilisina,  poliornitina  y  espermina  sea  adn  mayor  que  el

neto   observado.    Poliarginina   por    el   contrario    no    produce  ninguna
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estimulaci6n  de  la adenililciclasa  a  traves  de  Gs.  Este  compuesto  produce

s6lo un fuerte efecto inhibidor de la enzima por sobre los 5 pM  del peptido.

Esta observaci6n indica que el efecto de polilisina,  poliornitina y espermina

sobre  Gs,  no  es  un  efecto  general  de todos  los  compuestos  de  naturaleza

policati6nica.  De  hecho  la  poliamina  espermidina es  capaz  de  estimular  la
actividad  de  la  adenililciclasa  cuando  es  medida  en  presencia  de  GppNHp,

sin embargo  la  potencia  de su  efecto  es  mucho menor  que  la  obtenida  con

espermina  (resultados  no  mostrados).

2. Efecto de compuestos poHcati6hicos sobre la actividad  GTpasica de

proteinas  G  purfficadas.
Los  resultados  presentados  demuestran   que  varios  compuestos   de

naturaleza policati6nica  pueden estimular  la actividad GTpasica  de algunas

proteinas  G.  Los    resultados  mas  claros  fueron  obtenidos  con  la  proteina
Gi.3o,  la .cual  habia  sido  expresada  y  purificada  a  partir  del  sistema  del

Baculo   virus    (Graf   y   cols.,    1992).    Polilisina   y   poliornitina   estimulan

significativamente   la   actividad    GTpasica   de   Gi.30.   Poliarginina   tambien

produce  una  estimulaci6n,   pero  menor  a  la  observada  con   polilisina   y

poliol.nitina. Por  el contrario, espermina  que estimula  la actividad  de Gs  en
membranas  de  oocitos  de  JrenopLzs JaevJ.s,  no  produce  ningdn  efecto  sobre

la  actividad  GTpasica     de  G].3o,   en  todo  el  intervalo   de   concentraci6n

ensayada.   Las  concentraciones   de  polilisina  necesarias   para  obtener  el

efecto maximo sobre  la actividad  GTpasica de Gi.3o,  son de  aproximadamente

un orden  de  magnitud  menor  que las  observadas  sobre  Gs    en  membranas

de  oocitos  de  .Xenopz]s Jaevl.s.

La   estimulaci6n   por   polilisina   de   la   actividad   GTpasica   de   la

transducina  (Gt),  es  clara,   pero  mucho  menor  que  la  encontrada  con  la

subunidad   Gi.3o.   Con  respecto  a  este  punto  es   necesario  notar   que  la

actividad  GTpasica  basal  de  la transducina  es  de  un  orden  de  magnitud

menor que la de Gi.3o. Los  trabajos previos sobre esta protefna indican  que
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Ia  transducina  posee  una  actividad   GTpasica  muy   baja  en  ausencia  de

rodopsina.  Esto  es  consecuencia  de  su  baja  capacidad,  en  comparaci6n  a

otras proteinas  Go,  de recambiar   GDP  por GTP  en ausencia  del receptor  al

cual se acopla  (Fung,  1983;  Philips y Cerione,  1988;  Fawzi y cols.,  1991).  La

actividad  GTpasica  de  Gto  aislada  es  adn  mas  baja  que  la  de  la  proteini

trimerica (Fung,  1983). Nosotros no pudimos detectar una actividad GTpasica

significativa de esta proteina bajo nuestras condiciones de ensayo. Por este

motivo    utilizamos    la    proteina   trimerica.    Polilisina    tampoco    estimula

significativamente   la   hidr6lisis   de   GTP    de   la   proteina   H-ras.   Estos

resultados   indican   que   la   capacidad   de   la   polilisina   de   estimular   la

actividad GTpasica no es uniforme para todas las protefnas que poseen esta

funci6n.

3.  Efecto  de  polilisina sobre el recambio  de nucle6tidos  de  guanina

de las  protefnas  G.

La    estimulaci6n    de    pomisina    y    espermina     de    la    actividad

adenililciclasa    es  mas    evidente    a    concentraciones    sublimitantes     de

GTP-T-S. Esto se debe a que ambos compuestos  producen   una  disminuci6n

de   la concentraci6n de GTP-T-S necesaria para obtener la mitad  del efecto

maximo  (Ko,5).  Sin embargo,    la magnitud  de esta  disminuci6n es  mayor  con

polilisina  que  con espermina.  Este resultado,  podria  ser  el reflejo  de  un
aumento de la  afinidad  de  Gs por  el GTP-T-S,  como  consecuencia del  efecto

de  ambos  compuestos  policati6nicos.  Ni  polilisina,  ni  espermina  producen

efectos  significativos  sobre   la  actividad   de   la  adenililciclasa  medida   a

concentraciones  saturantes  de  GTP-T-S.

La estimulaci6n por  polilisina sobre  la actividad GTpasica  de Gi.3o,  es

debido  a  un  efecto  sobre  la  Kn  para  GTP  de la  reacci6n  de  hidr6lisis  del

nucle6tido.  Polilisina  disminuye este  valor  en  aproximadamente tres  veces

con respecto al    experimento  control.  Este  efecto  es  similar  al  producido

por polilisina en membranas de oocitos  de Xenopus JaevI.s,  sobre la  afinidad
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por GTP-T-S en la activaci6n de la adenililciclasa mediada por Gs  (comparar
figura  3  corn  15).  El  valor  de  Kin  para  GTP  determinado  por  nosotros  para

la proteina  Gi_3o  difiere  en  un  orden de  magnitud  a  los  valores  publicados

en la literatura (300 nM)  para preparaciones purificadas de varias proteinas

G (Gilman,  1987).  La diferencia  entre  nuestros  valores y  los  obtenidos  con

preparaciones   purificadas,   puede  deberse  al  hecho  de  que  la  proteina
utilizada por  nosotros  fue  producida en  el sistema  de  baculo virus,  que a

pesar de ser  un sistema eucari6nte, no introduzca todas las  modificaciones

post traduccionales que la protefna requiere para obtener una funcionalidad
semejante a las  de las  proteinas  nativas.

El  efecto   de   poliHsina  detallado   anteriormente  es   similar  al   que

produce el  complejo hormona  receptor sobre  las proteinas  G. Este  modifica
las afinidades aparentes de las proteinas G por GDP y GTP. De esta manera,

la   subunidad    Go       intercambia   el   GDP   unido    por    GTP   (Gilman,    1987;

Birnbaumer  y  cols.,  1990).  Los  estudios  realizados  con  varios  peptidos  de

naturaleza   policati6nica   derivados   fundamentalmente   de   secuencias   de

receptores   que  interaccionan   con  las   proteinas  Go   o  de  otras   fuentes

indican  que  estos  inducen  una  estimulaci6n  de  la  union  de  35[S]-GTP-T-S

y una estimulaci6n de la actividad  GTpasica sobre las  proteinas G  (Okamoto

y  cols.,  1990;   Okamoto  y  cols.,  1991;  Mousli  y  cols.,  1990a;   Mousli  y  cols.,

1990b;  Cheung  y  cols.,  1991;  Nishimoto  y  cols.,  1993).  Esta  estimulaci6n  de

la  uni6n  del  nucle6tido   puede  ser  consecuencia   de  un  aumento  en   la
velocidad   de   disociaci6n   de   GDP,   de   un   aumento   en   la   velocidad   de

asociaci6n   de   GTP   o   de   ambos   a   la   vez.   Uno   de   estos   peptidos,   el

mastoparan,  un  tetradecapeptido  rico en aminoacidos  basicos  que imita  al

receptor  en  su  acci6n  sobre  las  proteinas  G,  produce  un  aumento  en  la

velocidad  de  disociaci6n   de  GDP  y  una  estimulaci6n  en   la  velocidad   de

hidr6lisis  de  GTP.  Estos autores  tambien  demostraron  que  mastoparan  no

parece   tener    ningtin    efecto    directo    sobre   la constante  catalftica  de
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hidr61isis   de  GTP   (kcat),   por  lo   que  el  efecto   de   mastoparan  se   debe

probablemente  a  un  efecto  directo  del  peptido  sobre  el  recambio  de  GDP

por  GTP.  Precisamente una  de las  caracteristicas  observadas  en  la acci6n
de receptores sobre proteinas G, es que el efecto que ellos producen  sobre

la actividad  GTpasica  de  dichas  proteinas,  no  se  debe a un  efecto  directo

sobre   la   actividad   enzimatica   propiamente   tal,    si   no    que   es    una

consecuencia  del  recambio  de  GDP  por  GTP  (Gilman,   1987)     El  efecto  que

polilisina  produce  sobre  la afinidad  de  Gs  por  GTP-T-S  en  membranas  de

oocitos de Jrenopzzs Jaev[.s, puede ser explicado por una acci6n del poll.cati6n

similar a la que producen mastoparan  y otros compuestos basicos sobre  las

proteinas G. Nosotros postulamos que polilisina produce una estimulaci6n del
recambio  de  GDP  por  GTP-T-S.  Esto  daria  cuenta  de  la  estimulaci6n  que

produce  pomisina  sobre  la  actividad adenililciclasa  cuando  es  medida  en

presencia de GTP-y-S  y explicarfa tambien  el efecto del  policati6n sobre  la
afinidad  aparente  por  el  analogo  no  hidrolizable  de  GTP.

Aunque nosotros no  estudiamos el  efecto de poliHsina  sobre la  union

de GTP  por  Gi.3o  o  transducina,  es probable  que  la  estimulaci6n  producida

por este compuesto sobre la actividad  GTpasica de estas dos proteinas,  sea
tambien  consecuencia  de un  efecto  sobre  el  recambio  de  GDP  por  GTP.  El

efecto  de  polilisina  sobre  la Kin  para  GTP  en  la  reacci6n  de  hidrolilsis  del

nucle6tido catalizada  por Gi.3o,  puede tambien  ser el reflejo de  un  aumento

en   la   afinidad    de   la   proteina   Go   sobre   el   sustrato.   Un   resultado

experimental  que  apoya  esta   hip6tesis,  es   que  el  efecto  activador   de

polilisina sobre  Gs  en  membranas  de oocitos  de  Xenopus Jaevj.s se  observa

en  presencia  de  GTP-T-S,  un  analogo  no  hidrolizable  de  GTP.  Por  lo  que

en este  caso, el efecto de  polilisina no  puede deberse a un  efecto sobre la

actividad  GTpasica  de  Gs.

Los  resultados   obtenidos   con   fluoruro  en   relaci6n   al   efecto   de

polilisina  sobre   la  actividad    adenimciclasa   en    membranas    de    oocitos
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de .Xenopus Jaev[.s son interesantes. Fluoruro y tambien el complejo fluoruro

aluminio activan a  las proteinas  G por  un mecanismo  similar. Ambos  forman

un complejo con el fosfato 8  del GDP  que imita al GTP.  La  formaci6n de este
\

complejo   requiere   que   la   proteina   Go   tenga   previamente      GDP   unido

(Antonny  y  cols.,  1993).  La  estimulaci6n  que  produce  polilisina  sobre  la

actividad  adenililciclasa  en  presencia  de  fluoruro  puede  indicar  que  este

compuesto promueve  una  conformaci6n  de  Go activa  que  de  alguna  manera

facilita la estimulaci6n por el GDP complejado con fluoruro y Mg2+ en  el sitio

de  uni6n  del  nucle6tido.   Esto  coincide  con  los  resultados   previos   que

indican que el complejo hormona receptor induce la formaci6n de un  estado

en el que Go presenta una alta afinidad por GTP  (Birnbaumer y cols.,  1990).

4.  Efecto  de  polilfsina  sobre  la  activaci6n  de  las  proteinas  G  por

Mg2+.

Polilisina tambien modifica los requerimientos de Mg2+ relacionados con

la activaci6n de  las protefnas G.  Los estudios del  efecto de polilisina  sobre

la  dependencia  de  la  concentraci6n  de  Mg2+  libre  en  la  activaci6n  de  la

adenililciclasa  por  GTP-T-S,  son  complejos.  La  curva  de  actividad  de  la

adenililciclasa  en  funci6n   de   la  concentraci6n   de   Mg2+   en  ausencia   de

polilisina,  muestra  una  pequefia estimulaci6n  de  esta actividad  cuando  la
concentraci6n del metal libre alcanza los 5-10 nM.  Concentraciones milimolar

de   Mg2+   producen   una   estimulaci6n   muy   significativa   de   la   actividad

adeni]ilciclasa.   Polilisina   estimula   la   actividad    de   la   adenililciclasa   a

concentraciones  nanomolar  de  Mgz+  y  mantiene  esta  estimulaci6n  por  todo

el intervalo  de Mg2+  ensayado. Es  muy probable  que los  resultados  de  este

experimento  reflejen  el   efecto   de  Mg2+   sobre  la  activaci6n   de   Gs.   Los

resultados  que  apoyan  esta  conclusion  se  basan  en  los  experimentos  de

otros grupos  que ham  estudiado  la dependencia  de  Mgz+ sobre  la  actividad

GTpasica de Go  (Higashijima y cols.,  1990)  o sobre la uni6n  de 35[S]-GTP-y-S

a  Gi.2    (Okamoto    y    cols.,  1990).    En  todos    estos  casos  las  curvas  de  la
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dependencia de Mg2+  son muy similares  a las obtenidas  por nosotros.   Ellas

muestran dos  inflexiones, una  a bajas  concentraciones  de  Mg2+  (10-100  nM)

y  la  otra a  concentraciones  del  metal  sobre  el  milimolar.  E.s  probable  que
estas  dos  inflexiones  sean el  reflejo  de dos  sitios  para  Mg2+ en  Go  (Gilman,

1987;  Higashij.ima  y  cols.,  1990).  Aunque  polilisina  no  parece  modificar  los

requerimientos    de   Mg2+   por   el    sitio   de   alta   afinidad,    produce    una

significativa estimulaci6n en  la activaci6n de  la adenililciclasa por  GTP-T-S

en  el  espectro  nanomolar-milimolar  de  Mg2+.  El  policati6n  tampoco  parece

producir cambios sustanciales sobre los requerimientos  de   Mg2+ por el  sitio
de  baja  afinidad.

El  efecto  que  tiene  polilisina  a  bajas  concentraciones  de  Mg2+ sobre

la  activaci6n  de  la  adenililciclasa  de  oocitos  por  GTP-T-S,   es  similar  al

efecto  causado   por   el  policati6n  sobre  la  actividad   GTpasica  de   Gi.3o  y

transducina a bajas concentraciones  de Mg2+   (comparar  figuras 9 y 16).  El

estudio  de  la  dependencia   de  Mg2+   sobre  la  actividad  GTpasica   de   Gi.3o

indica  que   concentraciones  en   el   orden   del   micromolar   del   metal   son

suficientes  para obtener  el efecto  estimulador  de  polilisina.  En el caso  de

la transducina,  el efecto  estimulador  de la  polilisina  se observa apartir  de

los  10  pM   de  Mg2+.  En  ambos  casos,  concentraciones   de  Mg2+   sobre  el  mM

son  inhibidoras  de  la actividad  GTpasica  de  ambas  proteinas.
Los resultados obtenidos con polilisina  son parecidos a los  obtenidos

por  Higashijima  y  cols.  (1990)  con  mastoparan.  Este  peptido  extraido  del
veneno  de  la  avispa  es  capaz  de activar  Go y  Goo  purificado.  La  curva  de

activaci6n    por    Mg2+    de    Go,    muestra    dos    inflexiones:    una    a    bajas

concentraciones   de   Mg2+   y   otra   inflexi6n   sobre   el   milimolar   de   Mgz+.

Mastoparan  produce  una  estimulaci6n  muy  significativa  de  la  actividad

GTpasica de Go  tambien en  el orden  100  nM-1 |iM  de  Mg2+.  Esta  estimulaci6n.

se  mantiene  hasta  altas  concentraciones  de  Mg2+  (mM).  La  forma  de  estas

curvas   recuerdan    a  las   obtenidas    por  nosotros  en  los  estudios  de  la
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dependencia de  Mg2+ sobre  la  activaci6n de  la  adenililciclasa en  relaci6n  al

efecto de  polilisina.  Mastoparan,  al igual  que polilisina  no parece  modificar

sustancialmente los  requerimientos de  Mg2+ por  los sitios  de alta  y de  baja

afinidad.

Con  Goo   purificado,   la  curva   de  la   dependencia  de   Mg2+   sobre  la

actividad  GTpasica  muestra  una  inflexi6n  en  el orden  10  nM-  1pM  de  Mg2+.

En este caso y a  diferencia de lo  que ocurre con  la proteina trimerica,  no

se  observa  la  segunda  inflexi6n  en  el  intervalo  mM  de  Mgz+.  Mastoparan

estimula  la  activaci6n  per  Mgz+  de  la  actividad  GTpasica  en  el   intervalo

nanomolar-micromolar de Mgz+.  Concentraciones  mas altas  de mastoparan son

inhibidoras   de   esta   actividad.   Otros   estudios   indican   que   mastoparan

estimula  la  velocidad  de  disociaci6n  de  GDP  de  Go  del  orden  de  10  veces.

Sin embargo, esta estimulaci6n es independiente de la concentraci6n de Mg2+

entre  lnM   y  1   mM.  La  velocidad  de   disociaci6n  de   GDP  de  la   proteina

trimerica en ausencia  de  mastoparan  solo  se incrementa a  concentraciones

de   Mgz+   por   arriba   del   milimolar.   El   efecto   de   mastoparan   sobre   la

dependencia  de  Mg2+  de  la  velocidad  de  disociaci6n  de  GDP  de  Goo  aislada

es   similar   al   de   la   proteina   trimerica.   Estos   resultados   indican   que

mastoparan  (o el  receptor)  promueve la  disociaci6n  de GDP  de una  manera

independiente  de  Mg2+.

Un peptido cati6nico derivado de una region intracelular del receptor

de   manosa-6   fosfato   produce   un   efecto   parecido   a   los   anteriormente

mencionados sobre la  dependencia  de Mg2+  en la union  de 35[S]-GTP-y-S  per

Gi.2.   (Okamoto   y   cols.,   1990).   En   ausencia   del   peptido   la   curva   de   la

dependencia de Mg2+  muestra dos inflexiones,  una a concentraciones  de Mg2+

que  oscilan  entre  10  y   100   nM  y  una  segunda  inflexi6n   por  sobre  el
milimolar  de  Mg2+.  El  peptido  en  cuesti6n  produce  una  estimulaci6n  de  la

uni6n de  GTP-T-S en  el  orden de  los  10-100  nM  del metal.  Al igual  que  en

los estudios  realizados  con  polilisina  y  mastoparan,  el  peptido  no  modifica
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los requerimientos  de  Mg2+  en el sitio  de  alta afinidad.  Si  consideramos  en

su conjunto los  resultados anteriormente  mencionados podriamos  especular

que la estimulaci6n producida por polilisina a bajas concentraciones de Mg2+
sobre la actividad GTpasica  de Gi.3o  y transducina  o sobre  la activaci6n  de

la adenimciclasa  por  Gs,  puede  see  consecuencia  de un  efecto  directo  del

policati6n  sobre  la velocidad  de  recambio  de  nucle6tidos.  En  este  sentido
es   significativo   que   mastoparan   tenga   un   efecto   similar   al   de   altas

concentraciones de Mg2+ sobre la estimulaci6n de la velocidad  de disociaci6n

de  GDP   de   Go.   Es   muy   posible  que   mastoparan   sustituya   al   Mg2+   como

cofactor  en  esta  reacci6n.  Aunque  nosotros  no  ensayamos  el  efecto  de

polilisina  sobre  la  uni6n  de  GTP  ,  Brandt  y  Ross  (1986),  demostraron  que

el receptor B-adrenergico estimula la velocidad de asociaci6n de GTP de una

manera  independiente  de   la   disociaci6n   de  GTP.   En   este  sentido   sera

importante estudiar si polilisina, mastoparan u otros peptidos policati6nicos,

son capaces  de reemplazar a Mgz+  en la reacci6n  de asociaci6n de GTP.  Esto

contribuira  a  dan  mayores  luces  sobre  el  complejo  efecto  que  tiene  el

receptor  en  la  activaci6n   de  las  proteinas  G.   El  efecto  inhibidor   que

produce polilisina  sobre la actividad  GTpasica de  G±.3o y  transducina a alto
Mg2+  es  dificil  de  explicar.

5. Efecto de poli]isina sobre los parametros cineticos de activaci6n de

la adenililciclasa por  Gs.

Se  ha  descrito  en  la  literatura  que  el  complejo  hormona  receptor

modifica  los   parametros  cineticos   relacionados  con   la   activaci6n   de   la

adenililciclasa  (Iyengar   y  Birnbaumer,   1982).   Por   un   lado   disminuye  la

longitud   del  peri6do   de   retardo  y  ademas   produce  un  aumento   de   la

actividad de  la  enzima medida  en  el estado estacionario.  Nosotros  quisimos

probar   si   poli]isina   produce   estos   efectos   sobre   la   actividad   de   la
adenililciclasa,    cuando    la enzima  es  estimulada  con  GTP-T-S  a  trav6s  de

Gs. Los resultados obtenidos por nosotros indican que polilisina produce un
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aumento  significativo  de  la  actividad   de  la  enzima  medid.a  en  el  estado

estacionario. Sin embargo, al contrario de lo esperado, el policaLti6n produce

una  disminuci6n  del  periodo  de retardo  en la  cinetica  de activaci6n  de  la

enzima.  Este  dltimo   resultado  no  significa   necesariamente  que   nuestra

hip6tesis no sea valida. Dada la complejidad  del sistema utilizado, es posible

que  los  resuitados  obtenidos  reflejen  algdn efecto  de la  polilisina  que  no
se relaciona con  la activaci6n de  la adenilflciclasa  por Gs. Nosotros  creemos

que  el  efecto  de  la  polilisina  sobre  el  perfodo  de  latencia  puede  estar
relacionado  con  la  inhibici6n   que  este  compuesto   produce  a  esa  misma

concentraci6n  sobre la actividad  de la adenililciclasa.

6.   Efecto   de   polilisina    en   relaci6n   con    la   inhibict6n    de    la

adenililciclasa por  progesterona.

Es   importante   destacar   que   no   se   ha   descrito   hasta   ahora   la

existencia de alguna hormona activadora  de la adenililciclasa en  oocitos  de

Jrenopus Jaevts.  Por este  motivo es  de mucho  interes la caracterizaci6n  del

efecto de poli]isina. Progesterona revierte la estimulaci6n d.e polilisina sobre

la adenililciclasa  cuando  esta es  activada  a  traves  de  Gs.    Este efecto  de

la  progesterona  se  observa a altas  concentraciones  de  Mg2+.  La  inhibici6n

de progesterona  sobre la adenililciclasa  se observa en todo  el intervalo  de
Mg2+ ensayado, en  la presencia y  ausencia de polilisina.  Se ha descrito  que

progesterona  reduce  la  afinidad  aparente  de  Gs  por  GppNHp  y  aumenta  el

periodo  de  latencia  en  la  cinetica  de  activaci6n  de  la  adenililciclasa  por
GppNHp    (Jordana    y    cols.,    1984).    Nuestros    resultados    indican    que

progesterona  no  afecta los  requerimientos  de  Mgz+  en  los  sitios  de  alta  y

baja  afinidad.  Es  dificil  analizar  estos  resulfados  pero  son  una  nueva

evidencta que apunta a la relaci6n del efecto inhibidor de progesterona con

la  activaci6n  de  Gs.
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7.  Aspectos  estructura]es  del  efecto  de  compuestos  poHcati6hicos

sobre las  proteinas G.

Los resultados obtenidos  por nuestro grupo y  por otros indican  que

las   proteinas   G   son   activadas   por   moleculas   que   concentran   cargas

positivas dentro de su  estructura. El hecho de  que no todo los  compuestos

policati6nicos   produzcan   una   estimulaci6n   sobre   la   actividad    de   la
adenililciclasa,  puede  indicar  que  la  acci6n  de  estos  compuestos  sobre  Gs

no es solo un  nero efecto de  carga. Esta afirmaci6n  tambien es valida  para

los  estudios  realizados  con  protelnas  purificadas.  Polilisina,  poliornitina y

en menor extensi6n poliarginina estimulan la actividad  GTpasica de Gi.3o. Del

mismo modo  polilisina,  poliornitina,  espermina  pero  no  poliarginina  pueden

estimular  la  actividad  adenililciclasa  por  Gs en  membranas  de  cocitos   de

Xenopus JaevI.s. Es interesante  que espermina,  que  estimula la actividad  de

Gs de una  manera analoga  a polilisina  en membranas  de  oocitos de  Xenopus

Jaevl.s,  no  produce  efecto  sobre  Gi.3o.  Per  otro  lado,  poliarginina  que  no

produce efecto activador  sobre Gs en  membranas de oocitos,  si es capaz  de
estimular   la   actividad   GTpasica   de   Gi.3o.   En   la   literatura   tambien   se

encuentran   casos   semejantes.   Se   ha   descrito   que   un   peptido   basico

derivado del receptor  82-adrenergico produce un  fuerte estimulaci6n de  la
union  de 35[S]-GTP-y-S   a  Gs   purificada.  Este   mismo  peptido  estimula  la

union del nucle6tido a  Gi.1 purificada,  pero  en una extensi6n  menor a la  de

Gs (Okamoto y cols.,  1991). Estas observaciones tambien apuntan a reafirmar

que la acci6n  de estos  compuestos  sobre las  protelnas  G no  involucra  s6lo
al factor  carga.

Con   respecto    a   los    efectos    de    compuestos    policati6nicos    en

membranas,  se ha  descrito  que  compuestos  como  la  polilisina,  protamina,

histonas y espermina, pueden producir severas alteraciones en la membrana

plasmatica de  las  celulas  que  se traducen  en  cambios  en  su  permeabilidad

(Quinton  y  Phflpctt,  1973)    y  en    la    movilidad    lateral    de  las  proteinas
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(Schindler y cols.,  1980). Es muy probable que polilisina y otros compuestos

policati6nicos se  unan  a  la  membrana  plasmatica,  causando  alteraciones  en
la  microestructdra  de esta.  Esta union  puede  deberse  a interacciones  de

naturaleza  electrostatica  entre  las   cargas  positivas   de  los   compuestos

policati6nicos   y   los   sitios   ani6nico§   de   la   membrana   (Weiss,   1970).   Es

tambien  probable  que la  inhibici6n  de  la actividad  adenililciclasa,  que  se

observa   con   todos    los    compuestos   policati6nicos    ensayados    a    altas

concentraciones,  sea  consecuencia  de  el  efecto  generalizado  que  produce

polilisina  sobre la  membrana.  En  este  sentido  estariamos  en  presencia  de
un  efecto  de  tipo  "inespecifico".  Sin  embargo  es  necesario  tener  cuidado

al hablar de especificidad o inespecificidad  en lo referente al efecto de  los

compuestos policati6nicos.  Si  bien  es  cierto, estos  compuestos  modifican  la

actividad de varias enzimas, entre ellas algunas de membrana, su efecto  no

es  similar  en todos  los  casos  observados.  Estudios  realizados  en  nuestro

laboratorio    indican     que     poli-I-lisina,     poll-d-lisina,     copolimeros     de

lisina:serina y lisina:alanina y poll-I-ornitina, produ.cen un gran incremento

en  la  fosforilaci6n   de  algunas   proteinas  en  la   membrana   del  oocito   de

Xenopus jaevj.s. Sin embargo, poll-i-arginina no produce efecto. Poll-I-lisina,

poll-1-ornitina,  espermina  y  espermidina  tambien  estimulan  la fosfori]aci6n
in vitro  de los  fosfatidilinositoles  de  membranas  de oocitos.  Poli-I-arginina

fracasa  en   producir  el  efecto  estimulador.  Todos  estos   compuestos   son

inhibidores de la actividad quinasa a altas concentraciones  (Gatica y   cols.,

1987;   Carrasco y   cols.,1988).   Concentraciones    de   poli-I-lisina entre  0,2

y  1  iiM  estimulan  la  actividad  tirosina  quinasa  del  receptor  de  insulina.
Esta estimulaci6n sobre la actividad  quinasa de este receptor es  especifica,

pues polilisina  no ejerce ningdn efecto sobre la actividad  tirosina  quinasa
del   receptor   de   IGF-1   (Morrison   y   cols.,    1989).      Wolf   y   Ccok    (1975),

estudiaron el efecto de varios compuestos  policati6nicos sobre  la actividad

de la  adenililciclasa  en  membranas  de tiroide  de  bovino.  Ellos  encontraron
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que  poli-I-lisina  estimula  a   bajas  concentraciones  e   inhibe  a  altas,   la
actividad  de  la adenilflcilasa  cuando esta  es  estimulada  por  ligandos  que

actdan  a  traves  de  Gs,  como  la  hormona  tirotrofina  (TSH)  y  el   GppNHp.

Ademas    la    longitud    del    poHmero   es    determinante    en    cuanto   a   la

concentraci6n    de    poliHsina    requerida    para    obtener    el    maximo    de

estimulaci6n,  pues  a  mayor  longitud,  se  reqiere  menor  concentraci6n  para

alcanzar  el  maximo  de  estimulaci6n  sobre  la  actividad  de la  enzima.  Estos

resultados  indican  que  se  requieren  por  lo  memos  cuatro  lisinas  en  la

cadena  para ver  algdn  efecto estimulador  significativo  sobre la  actividad

de la adenililciclasa.  Poli-I-ornitina,  espermina y  espermidina  producen un

efecto  muy  similar  al  de  polilisina  sobre  la actividad  de  la  adenililciclasa.

Es   inter.esante   el   hecho   de   que   algunas   proteinas   basicas   como   la

ribonucleasa A y el citocromo C, causan un efecto analogo al de la polilisina

sobre  la.  actividad  de  esta  enzima.  Otra  prote{na  tambien  basica,  lisozima

produce  un  efecto  inhibidor  a  altas  concentraciones,   pero  no  el  efecto
estimulador de la actividad adenililciclasa.  Wolff y Cook  (1975),  propusieron

que  los  efectos   detallados   anteriormente  se  debfan  en  una   proporci6n
importante, a un efecto  de carga,  pues  un aumento en la fuerza i6nica  del

medio pod fa  revertir  el  efecto  causado por  estos  compuestos.  Sin  embargo

los resultados encontrados por nosotros con el peptido poliarginina indican

que la carga no es  el tinico componente involucrado en estas  interacciones.
El  hecho  de  que  lisina  libre  no  produzca  efecto  y  que  se  requiera  un

minimo de cuatro lisinas en la cadena para ver algdn efecto tambien apunta

a esta idea.

Debido  al  efecto  generalizado  ya  discutido  que  presenta  polilisina

sobre  las  membranas  biol6gicas  y  sobre  la  actividad   de  varias  enzimas

presentes  en  ella  y  debido  tambien al hecho  de estar  trabajando  con  un
sistema  complejo  con  varios  componentes   presentes  en  la  membrana,   es

necesario  ser  cuidadoso  con  la interpretaci6n  de  los  resulfados.  Pero  sin
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embargo,  es  posible  postular  que  la  estimulaci6n  producida  por  polilisina

y   otros    compuestos   de   naturaleza   cati6nica   en   la   actividad   de   la
adenililciclasa,  puede  ser  el  resultado  de  una  interacci6n  directa  entre

estos  compuestos  y  Gs  de  membrana.  Los  resultados  obtenidos  con  Gi.3o  y

transducina  purificadas  apoyan la idea  de este tipo  de   interacci6n.
En relaci6n  con el  problema  de la  interacci6n de  compuestos  basicos

con las  proteinas  G,  se ha  propuesto  que  mastoparan y algunos  peptidos

derivados de secuencias citoplasmaticas de receptores acoplados a proteinas

G,  forman  estructuras  de    a-helices    anfipaticas  (Strader  y  cols.,  1989).

Esta caracteristica junto a la  de  su  composici6n  basica,  seria fundamental

para  producir  su  efecto  (Strader  y  cols.,  1989;  Higashij.ima  y  cols.,  1990).

Sin embargo, algunos resultados recientes se contraponen con esta idea.  El

ana]isis estructural de varios peptidos basicos derivados del tercer dominio

citoplasmatico  de  los  receptores  dopaminergicos    subtipos    1  y    2  y    del

B1-adrenergico,   indican   que   uno   de   estos   peptidos   que   es   capaz   de

estimular la uni6n de 35[S]-GTP-T-S sobre una mezcla de Go y Gi purificadas

no tiene estructura  de  a-helice. A la inversa,  otro peptido  que  si  muestra

este  tipo   de   estructura,   no  tiene   ningdn   efecto   sobre   la   mezcla   de

protefnas  G  (Voss  y  cols.,  1993).  Nosotros  no  hemos  realizado  estudios  de

tipo estructural  para  determinar  la conformaci6n  que adopt¥n  polilisina  y

otros  policationes  en  soluci6n  en  nuestras  condiciones  experimentales.  El

dilucidar  la   estructura  que   adoptan   polimeros  como   la  polilisina   y   la

poHornitina,  puede  contribuir  significativamente  en  el  futuro  a  nuestra
comprensi6n sobre el problema de la relaci6n carga estructura que adoptan

los dominios de los receptores que interactdan fisicamente con las proteinas

G.
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8.  ESTUDIOS  DE  FUNCIONALIDAD  DE  PROTEINAS  Gs  DE  OOCITOS  DE

Xcmopus  l@evis.

1.   Ana]isis funcional de ]as  protefnas  Gsa  de oochos    producidas en

baderias.
Uno   de    los    objetivos    fundamentales    de    nuestro    trabajo    d?

investigaci6n   fue   el   expresar   las   dos   proteinas   Gso   clonadas   de   una

genoteca de cocitos  de .Xemopzzs Jaevj.s  (Olate y cols.,  1990),  con la finalidad

de posteriormente estudiar la funcionalidad de estas proteinas.  Uno de  los

criterios  de funcionalidad  de  este  tipo  de  proteinas  es  su  capacidad  de

reconstituir  la adenililciclasa  de un  sistema  de  mamiferos  deficiente en  la

actividad  Gs  end6gena,  las  membranas  de  las  celulas  cyc-.  Los  resultados

obtenidos indican que los extractos  procedentes de bacterias que expresan

las   dos   proteinas   de    Xenopus   JaevI.s   no   reconstituyen   la   actividad

adenililciclasa  de  membranas  cyc-.  Sin  embargo,  estos  resultados  no  son

concluyentes debido a que aunque las  protefnas Gso de .Xenopus JaevI.s   son

producidas  por  las  bacterias,  estas  no  parecen  encontrarse en  una  forma
soluble. Esta conclusi6n es apoyada por la falta de detecci6n de la  proteina

de Gso de .Xenopus Jaev[.s en la fracci6n sobrenadante de una centrifugac±i6n

a 100.000g  del extracto total de  bacterias, por  un  anticuerpo que reconoce

una regi6n comdn a todas  las proteinas Go.  Comparativamente, los  extractos

de esta fracci6n  sobrenadante,  que expresan  tanto  la forma corta como  la

larga  de  la  proteina  Gsa  de  higado  humano  (aunque  levemente  detectados

por el anticuerpo),  son  capaces  de  reconstituir  la actividad  adenililciclasa
del   sistema   cyc-   de   mamfferos.   Es   muy   posible   que   esta   falta    de

reconstituci6n por  las  proteinas Gso  de  .Xenopus JaevI.s,    se  deba a  que  las

bac*erias  forman  agregados  insolubles  de  estas  proteinas  que  las  hacen

inactivas.   A este respecto existen muchos  casos  descritos en  la literatura

a cerca   de proteinas ex6genas producidas en bacterias,  que por  no poseer

las modificaciones  post  trascripcionales propias  de  su sistema original  son
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parcial o totalmente inactivas.  En  otros  casos  la  bacteria tiende a  formar
conglomerados  insolubles   de   la  proteina   extrafia  en   forma  de   cuerpos

conocidos como granulos  de inclusi6n  (Marston,  1986). La formaci6n de estos

precipitados depende  de factores  tales como  la composici6n  de  aminoacidos
de la  proteina,  las  condiciones de inducci6n  usadas  para su  sintesis  y  las

condiciones  de  ruptura  empleadas  sobre  la  bacteria  para  recuperar  el

polipeptido  producido   (Gonzalez  y  cols„   1993).   Para  obtener  una  forma

activa de  la proteina,  es necesario  recurrir en  estos casos  a metodos  tales

como   el   tratamiento   con   detergentes   con   el   fin   de   solubilizar   estos

agregados.   Posteriormente   es   necesario   por   algun   metodo,   quitar   el

detergente  con   el  fin  de  obtener  alguna  forma  activa   de  la   proteina

(Marston,  1986).

Los resultados obtenidos  por  nosotros  indican  que  cualitativamente,

las  proteinas  Gso  de  .XenopzJs  Jaevj.s  y  las  dos  formas  de  la  proteina  de

humano  tienen  menor  tendencia  que  otras  proteinas  Go,  como  Goo  y  G±.]o  a

la  solubilidad   (comparar  carriles  4  y  5  con  1,2  y  3  en  la  figura  22).  Es

probable que  la menor  solubilidad de  Gsosea  una propiedad  inherente a  su
composici6n aminoacidica,  que  la  haga  una  protefna  con  mayor  tendencia

que otras a agregarse.
Los resultados anteriormente menctonados, no mos permiten descartar.

que las  proteinas Gso  de XenopzJs JaevI.s no  sean capaces  de. reconstituir  la
actividad adenililciclasa.  Es  por  este  motivo  que  decidimos  reemplazar  el

sistema  de  bacteria  por  el  de lisado  de reticulocitos.

2. Andlisis  funcional  de ]as  proteinas  Gso  de  oocitos  producidas  en

lisado de reticulocitos.

El sistema de lisado de reticulocitos ha sido utilizado con  exito en la

expresi6n  de  varias  proteinas  entre  enas  varias  Go  (Olate  y  cols.,  1988;

Journot  y  cols.,  1991).  El  laboratorio  del  Dr.  Lutz  Birnbaumer  optimiz6  la

producci6n  de  protefnas en  lisado  de reticulocitos  mediante  la fabricaci6n
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de   un   vector    de   expresi6n    (PAGA).   Mediante   este   sistema   se   puede

sintetizar un mRNA con una zona  de uni6n al ribosoma de eucariontes.  Esto

permite aumentar  significativamente la  cantidad  de  proteina  sintetizada  y
la fidelidad  del  sistema  (disminuyendo  casi  totalmente  la  iniciaci6n  de  la

traducci6n  en  metioninas  internas   de  la  secuencia  de  la  protefna),   con

respecto   a   los   sistemas   tradicionales   que   no   poseen   esta   secuencia

especifica  (Sandford  y  cols.,  1991).

Los  resultados  obtenidos  nos  indican  que  el  sistema  de  reticulocito

expresa  eficientemente las  dos  protefnas  Gso  de  oocitos  de  .Xenopz]s Jaev[.s.

Sin   embargo,    estas    proteinas    no    son    capaces    de    reconstituir    la

adenililciclasa  de  un  sistema  de  mamiferos,  a  diferencia  de  la  protefna  Gso

humana producida tambien  en este  sistema,  que  si lo hace.  La actividad  de

Gso fue  medida  en  presencia  de    varios  efectores  que  son  activadores  de

esta proteina:  GTP-y-S, fluoruro y GTP + isoproterenol.  GTP-T-S y fluoruro

activan  especificamente  a  la  adenililciclasa  a  traves  de  Gs.  Isoproterenol

activa a Gs  a traves del receptor B-adrenergico  que se encuentra  presente
en   las   membranas   del  sistema  cyc-   (Birnbaumer   y   cols.,   1990).      Este

resultado  negativo  obtenido  con  las  proteinas  Gso  de  .XenopzJs  Jaevl.s,  es

sorpl.endente si consideramos  que ellas  presentan una identidad  de un  90%

a  nivel  de  aminoacidos  con  Gso  de  humano,  de  rata  y  de  bovino  (esquema

20A)  (Olate y  cols.,  1990),  todas  las  cuales  reconstituyen  I:  adenililciclasa

de cyc-  (Birnbaumer  y cols„  1990).  Las dnicas exepciones  conocidas son  la

protefna  Gso  clonada  de  Drosopj}ffa  meJanogasfer  (Quan  y  cols.,  1989;  Quan

y Forte,  1990) y  la protefna  Goifo clonada  de epitelio  olfativo de  rata y  que
se  acopla  a   adenililciclasa  en  este   tejido   (Jones   y   Reed,   1989).   Estas

protefnas  reconstituyen  muy  pobremente   la  actividad  adenililciclasa   de
celulas  cyc-  en  presencia  de  GTP-T-S,  AIF4-  o  isoproterenol,  cuando  son

expresadas mediante  transfecci6n en  cultivos  de  estas celulas  (5-100/o de  la

actividad obtenida con Gso de rata)  (Jones y cols.,  1990;  Quan y cols.,  1991).
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Estas  proteinas  presentan  respectivamente  un  73%  y  un  85%  de  identidad

a  nive|  de  aminoacidos  con  Gsa  de  humano.

La   explicaci6n    mss   obvia   de    nuestros   resulfados    es   que   las

modificaciones  a  nivel   de  secuencia  primaria   que  presentan  estas   dos

protefnas, con respecto a la secuencia de aminoacidos  de Gso de humano son
la   raz6n   de   su   inactividad.   Aunque   las   tres   proteinas    poseen   379

aminoacidos  en  total,  la  proteina  Gso  6Al  de  JrenopzJs  Jaevl.s  presenta  29

cambios  a  nivel  de  aminoacidos  con  respecto  a  la  proteina 'Gso  de  humano.

La otra  proteina  de  Xenopzzs Jaevj.s,  Gso  1282  presenta  30  cambios  a  nivel

de aminoacidos  con respecto  a la  proteina  de humano.  Una cosa  notable  es

que  la   mayor   parte   de   las   diferencias   de   aminoacidos   entre   las   dos

protefnas de .Xenopus Jaevj.s y la  de humano, se  concentran hacia la regi6n
amino terminal  de  estas  protefnas  (esquema  208).  Nosotros  concluimos  que

las proteinas Gso  de .Xenopus jaev[.s podian  ser consideradas como  mutantes

naturales   que   mos   posibilitaria   el   estudiar   regiones   de   Gso   que   son

importantes en la regulaci6n funcional  de la  proteina.  Por este  motivo  que

decidimos construir quimeras entre fragmentos de las proteinas de Xenopus

jaev[.s y la  de humano,  con la finalidad  de  ubicar  la zona responsable  en

las  proteinas   de  oocitos   de  su  falta   de  acoplamiento  funcional  con   la

adenililciclasa de las membranas cyc- y al mismo tiempo identificar regiones

en   la   protefna   Gso   de   humano    que   cumplen   una   funci6n   en    dicho

acoplamiento.

3.  Resultados  obtenidos  con las  proteinas  quimericas.
Los  I.esultados  obtenidos  con  ]as  proteinas  quimericas,  indican  que

la zona responsable de la falta de  acoplamiento entre la protefna Gsa 6Al  de

oocitos  y  la  adenililciclasa,  se  encuentra  dentro  de  una  regi6n   de  126

aminoacidos  ubicada  hacia  el amino  terminal  de  esta  protefna  (aminoacidos

31 al  157,  esquema    20A).  En esta regi6n  se  concentran  la  mayor  cantidad

de diferencias  a nivel  de aminoacidos  entre la  proteina Gso6Al  de oocitos  y
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fga  Azillaro    HGCLGNSKrEDQENBEKAQREANKKIEKQLQKDKQmuTHRLLLLGAGE          50

Gsoi2821.I.  „„...„ .... „.„„.„...„ ........ „„„.„„„.       en
6so6Ail,I.    ..„„.„ ..... `..N...k„.„ ..... „ .... „„.„„.„       Fin

fg4  4zzillaro    SexsTIVKQMRIIHVNGENGDERATKVQDIHNNLKEAIRTIVAAIISNrm        100

fgfl:/lz»4T.j ......... „ ..... „,.AE..KI„„ .,.. I ,.,..... T,.C„S.        100

fsa6H/T.J ,........... „..„..AE..KI...„...I ........ T„G..S,        100

fro  4zzillaro    PVELANPENQmVI)YILSVIrmDFDFPPEFYEHAKALIIJEDEGVIIACTER        150

fso/4dzT.j ,... „..„...I„„NIT.HK .... S .... D.T.T..H.I)..„.„.       150

ffflfflj:?./.     „..V .... „.I„..NIP.YK..E.S ...... T.T..Q.„..„„.       150

fga  4zzillaro    SNEVQLIDCAQYFIDKIDvmQADWPSDQDI,LRCRELTSGIFErmQVD        200

f£4j/E4#.J .,..... „ .... „.„.IV„N,.T.T„ .,..,... „.„„„.„      200

fg44H/J./,     „ ........ „„,.„IV..N..T .....,.. „ ....... „ .....       200

ffo 4zzDaro   KVunv«QRDERRIAVIQChDVAIIFWASSSYAVIREDNQTNR      250

Gsoi282x.I.  „..„„„..„ ,................ „ .... „.„„„m„.      T#n
fE44HJJ.J,     .„ .,.... „ ...... „„ .,...... „ ........... „..H„,       250

fgo Azzmav   LQEAINIKSINununTISVILELNKQDIIAEHVIAusKIEDYFPFT       300

fga/ZHJ7.j.   „..„ ..... „ ......... „...„ .... D.„ ...,. „..„..       300

fgfl6»/T,/ .,... „„ .,..,.....,... „ ...,. „„ ..,. N...„.„..„.       300

fga  Azzgivaro    ARYTITERATPEPGEI)ITVIRAKYFIREEFIRISThsGDGRHYCYPFTC       350

fro/+fl4#./ ......, D ..... EN .... „ ............................ „        349

Jg44M/J./ ,.,. „.I) ...., VG.„„„.„ ..,. „ ....,. „„..„„.„.      349

fro dzzDuro   AVI)TENrmvFNDunllQRImRQYEL      379

Gsal282X.1.  „...„ ..... „ .... „.„„„„      3n9
Gso6AIX.1.

Esquema20A:hc°L:Panaroag6:edfe:#uesn#esvisde(vaemr±i:i:£nd::g:£S°p::ina
subsiguiente).
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Esquema  20:   Comparaci6n  de  secuencias  de aminoacidos  de  Gso  de  humano
y  de  Xenopus laevis.

En   A)   se   muestra   el   alineamiento   de   las   secuencias   de

¥::nogHcjdj::vfs:ELansB?rs°ete::::trGasou:edj:grmaamna°qcu°enrepGf86sAeLnta¥a:Ssoti2uBc2tu::

E:i:irdfassd:::8aj,e:Ea:s|::Grs;a|Sdvev(eEiim::lf;e:Ee:l!JfnArI::!:::x:ee%n:cpii:nst.edrE:a:::a::;:i:::
aE::gnfifl|fl!!c5:s:sT`pB:?:g:::.:eEggi::i::iig.,r`|ifs:igc|i.g:ns|ip;iEg::an:t:o¥:!a;:d:e:rm::i:::

usados para  construir  las  quimeras  Ch9,  Chl0,  Chll  y  Chl2.  En  el  detalle
del  esquema  se  muestran  los  aminoacidos   que  se  encuentr.an  cambiados
entre la  proteina  de humano  y las  dos  formas  de  Jrenopus Jaevl.s.
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Ia de  higado  humano  (20  de  los  30 aminoacidos  diferentes).  Los  resultados

obtenidos   con   las   quimeras   constru{das   entre   la   proteina   Gsol282   de

XenopHs  Jaevj.s  y  la  proteina   de   humano  tambien  indican   que  la   zona

responsable de la falta  de acoplamiento con  la adenililciclasa  se encuentra

en la regi6n  amino terminal  de  esta  proteina.  Debido  a  la  gran    homologfa

observada a nivel de aminoacidos entre las dos proteinas de .Xer]opus jaev[.s

(96%), y a que la mayor parte  de las diferencias entre Gsol282 y de humano
tambien se concentran en el extremo  amino terminal  (20  de 30  aminoacidos),

es muy posible que el efecto observado con las  dos protefnas de oocitos  se

deba   a   aminoacidos   que   son   comunes   a   ambas   secuencias   y   que   se

encuentran sustituidos por otros aminoacidos en la protefna Gso de  humano.

Estos aminoacidos se concentran  en una regi6n  de 110 aminoacidos  ubicada

hacia  el  extremo  amino  terminal  de  Gso.

4.. Posible  funct6n  de la regi6n  de  110 aminoacidos  de  Gso.

Los  resultados  obtenidos  con las  quimeras  indican  que existe en  la

regi6n  amino   terminal   de   Gsa   una   regi6n   que   esfa   involucrada   en   la

regulaci6n de la funcionalidad de esta proteina. Esta regi6n esta dentro  de

la secuencia de 110 aminoacidos donde  se encuentran la mayor parte de  las

diferencias  a  nivel  de  aminoacidos  entre  las  proteinas  Gsade  oocitos   de

Xenopz]s Jaevj.s   y  de  humano.  Esta  regi6n  puede  participar  en:

a)  La  directa  interacci6n  de  Gso  con  la  adenililciclasa.

b)  La  regulaci6n  de  una funci6n  que  se  relaciona  con  el  mecanismo

de  activaci6n  de  Gso.

Como se mencion6  en la  secci6n JnfrocJz]cc[.6n,  los estudios  realizados

por    varios   grupos  indican  que  existen  por  lo  memos  tres  regiones   de
interacci6n   de  Gso  con   la  adeni]ilciclasa,   ubicados   todos   en  el   dominio

denominado  de   la   GTpasa   (Itoh   y   Gilman,   1991;   Berlot  y   Bourne,   1992;

Conklin  y Bourne,  1993).  Estos  estudios  fueron  rea]izados  con  la  protefna

Gsa  de  rata  que  es  100%    homolo8a  a  Gso  de  humano.  Los  aminoacidos  que
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estos grupos determinaron  como importantes  para la interacci6n  de Gso  con

la adenilflciclasa, estan  todos presentes  en las  dos proteinas  G§o de  oocitos

de   .Xenopz]s  Jaev[.s.   La   regi6n   de   110   aminoacidos   que   nosotros   hemos

intercambiado  entre  las   profeinas   de  humano  y   de   Xenopzjs  JaeVI.s,   se

encuentran fuera de los dominios de interacci6n anteriormente mencionados.

Esta regi6n cae dentro  del domi.nio que se encuentra presente en todas  las

proteinas  Go,  pero  que  no  esta  en  ras  (dominio  de  inserci6n  i-1,  Berlot  y
Bourne,   1992).  Estudios  previos  de  funcionalidad   (Markby  y  cols.,   1993;

Conk]in   y  Bourne,   1993)   y   tambien   estructurales   (Noel   y   cols.,   1993),

indican que este dominio se encuentra estructuralmente separado del resto

de Go.  Esta parte  de  la molecula  esta involucrada en  la uni6n  de GTP  y  en

los sitios de  interacci6n con  el efector  (por ejemplo  adenililciclasa)  (Noel y

cols., 1993; Berlct y Bourne,  1992). Aunque en base a nuestros experimentos

no se  puede afirmar  o descartar  que la regi6n de  110  aminoacidos sea  una

region  de interacci6n fisica  con la  adenililciclasa,  nosotros  favorecemos  la

idea de  que esta regi6n tiene importancia en la regulaci6n  de otra funci6n

distinta a la  del reconocimiento  del efector.  Los  resultados  obtenidos  con

las quimeras  Gi.2a/Gso apoyan esta  proposici6n. Estas  proteinas,  que  poseen

la mitad amino terminal proveniente de Gi.2o de rat6n, estimulan la actividad

de  la  adenimciclasa  mucho  mss   eficientemente  que  la  Gso  de  humano.   El

hecho   de   que   la   quimera   Gi.2o/Gso   de   Jrenopus   Jaevj.s   reconstituye   la

actividad   adenililciclasa   apoya   tambien   la   noci6n   de   que   la   falta   de

activaci6n   de   las   protefnas   Gsa   de   cocitos   de   jrenopzJs   JaevI.s      de   la

adenililciclasa de membranas  cyc-,  se  debe a una  secuencia de  aminoacidos

ubicada en el amino terminal de  Gso. Nuestros resultados son similares a los

obtenidos  por  Osawa  y  cols.  (1990),  quienes  en  base  a  la  construcci6n  de

quimeras   entre   las   proteinas   Gi.2o      y   Gso     ambas   derivadas   de   rata,

postularon que en  la  region  amino  terminal de  Go existirfa  una  region  que
regularia    el  intercambio    de    GDP  por    GTP.  Aunque  su  evidencia  no  es
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directa,  esta hip6tesis  puede  dar  cuenta  de los  resultados  obtenidos  por

nosotros con las  protefnas quimericas.  Sin embargo,  no se puede  descartar

que esta regi6n regule alguna otra funci6n relacionada con la activaci6n de
las protefnas Go. En este sentido, 1os resulfados de la digestion con tripsina

de las proteinas quimericas en las que se ha intercambiado el fragmento  de

170 y  126 aminoacidos  entre las  proteinas  de humano  y de  .XenopzJs  Jaevj.s,

indican  que  las  proteinas  Gso  de  oocitos    no  se  activan  debido  a  que  no

sufren el cambio conformacional como consecuencia de la uni6n de GTP. Con

respecto  a  este  cambio  conformacional  que  sufren  las  proteinas   Go,   los

resultados experimentales de varios grupos, indican que la region que  es fa

involucrada en el,  se  encuentra entre  los  aminoacidos  213  y  243  (esquema

21)  de  Gso  de  humano.  Dentro  de  esta  regi6n  esta  la  arginina  213  que  se

proteje de la digesti6n por tripsina (Fung y Nash,  1983)  y el triptofano 219
cuya  fluorescencia  es  alterada  como  consecuencia   de  la  uni6n   de  GTP

(Higashij.ira,  1987a;  Philips  y  Cerione,  1988).  Por  otra  parte,    Noel  y  cols.

(1993)  en  base  al  estudio  de   difracci6n  de  rayos   X   de  la  transducina
cristalizada con  GTP-y-S  unido,  ham  propuesto  que  como  consecuencia  de

la   uni6n   del   GTP,   toda   esta   regi6n   sufrir{a   una  transici6n   de   una

estructura  flexible  a  una  a-hence  ordenada.  Contigua  a  esta  regi6n    se
encuentra  en  Gso  de  humano  una  glicina  (glicina  211),  que  al  mutarse  por

una  alanina,   produce  una  proteina  que  es  incapaz  de  sufrir  el  cambio

conformacional  que  conduce  a  la  subsecuente  activaci6n   (Miller  y  cols.,

1988;  Lee  y   cols.,   1992a).   Esta   glicina  interacciona  directamente  con  el

fosfato T  del  GTP  (Noel  y  cols.,  1993).  La  regi6n anteriormente  descrita  se

encuentra  perfectamente  conservada a  nivel  de  secuencia  de  aminoacidos

en Gso  de humano,  bovino, rata  y tambien  en las  dos  prQteinas de  Xemopzjs

JaevI.s  (esquema  21).   Sin  embargo,   esto  no   necesariamente  descarta   la

posibilidad   de   que  la  regi6n   de   110   aminoacidos,   tambien   pueda   estar
involucrada en la regulaci6n  del cambio conformacional  de las protefnas  Ga.
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Los resultados obtenidos por  Markby y cols.  (1993), indican que  una

regi6n  que  va  desde  los   aminoacidos  71   a   201   (esquema   21)   de   Gso   de

humano (que corresponde a la secuencia de inserci6n i-1)  y que comprende

a  la  regi6n   de   110  aminoacidos   donde  se  encuentran  concentrados  los

camblos  de  aminoacidos   entre  las  proteinas   Gso  de  XenopzJs  Jaevj.s  y   de

humano,  puede atribuirle  la  capacidad  al  resto  de  la  proteina  Gso  (dominio

GTpasa)   de  aooplarse  funcionalmente  a  la  adenflilciclasa,   cuando  ambos

fragmentos son  expresados simultaneamente  por transfecci6n  en celulas  en

cultivo (Markby y  cols.,  1993). Estos  sorprendentes resultados indican  que

este fragmento tiene ademas la capacidad de estimular significativamente la

union de  GTP-y-S  y la  actividad  hidrolftica de  GTP  del dominio  GTpasa  de

Gso.  Los experimentos    de  Markby  y  cols.  (1993),  indican  que  este  dominio

no tendria la capacidad de interactuar por si solo con la adenililciclasa,  per

lo   que  .no   contendria  secuencias   de   reconocimiento   del   efector.   Estos

resultados,  junto  con  los  nuestros  son  una  nueva  evidencia  de  que  la

regi6n   de   110  aminoacidos   podria  estar  involucrada  en  alguna  funci6n

relacionada con  la activaci6n funcional  de  Go.  Un  posible  candidate  podrfa

ser  la  funci6n  de regulaci6n  del  recambio  de  GDP  por  GTP  y/o  el  cambio

conformacional  que  resulta  de  la  union  de  Go con  GTP.

Los   resultados   obtenidos   con   fluoruro   merecen   un    comentario

adicional.  Como  se  mencion6  en  la  Jz]frocJzjcer.on,  fluoruro  en  presencia  de

Mg2+ se  une  al GDP  que  esfa  unido a  las  prote{nas  Go y  forma  un  complejo

que   imita   la   conformaci6n   del   GTP-Mgz+   en   el   sitio    de   uni6n   de   Go

(Higashijima  y  cols.,   1991;  Antonny  y   cols.,   1993).   Si  este  mecanismo   es

correcto  y  la  causa  de  la  no  funcionaHdad  de  las  protelnas  Gso  de  oocitos

de  .Xenopus Jaevl.s,  en  el  ensayo  de reconstituci6n  de la adenililciclasa  se

debe exclusivamente a que estas  proteinas tienen  un  recambio de  GDP  por

GTP  muy  lento,  nosotros  podrfamos  esperar  que  en  presencia  de  fluoruro

y          Mg2+       las        proteinas      Gso     de    oocitos    de    JrenopusJaev[.s   se
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Esquema  21:   Alirieamiento  de  secuencias   de  aminoacidos  de  proteinas  Go
(ver  leyenda en la  pagina siguiente).
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Esquema  21:   Alineamiento  de secuencias  de aminoacidos  de  proteinas  Go.

r¥e::aio:s:6:#i±v(a€Lff:§£:Sge|:;:8::a:6i£):;P#=e%::ii3=;!a::¥i§;;(d°:¥£¥a:¥:'u::e:t§]ifaa§{
inserci6n en relaci6n a la proteina ras. Los aminoacidos realzados en  negro
en   la   secuencia    de   humano,    indican   la   regi6n    de   110    aminoacidos
intercambiada entre  Gsa  de  humano  y    Gso 6Al  de  Jrenopus Jaevjs.
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acoplaran  funcionalmente  a  la  adenililciclasa,  ya  que  en  este  caso  dicho

recambio no  seria necesario.  Sin embargo  en este  caso  tampoco se  observa

reconstituci6n.   Fluoruro   no  induce  una   conformaci6n  activa   de  Gso   de

.Xenopz]s JaeVI.s. Estos resultados apoyan la idea de que estas proteinas bajo

las    condiciones    del     ensayo,     no    pueden     experimentar    el     cambio

conformacional.-Sin   embargo   no   se   puede   descartar   que   el   resultado

obtenido  con fluoruro fuese la  consecuencia  de algdn evento  desconocido

en el mecanismo de activaci6n  de las  protelnas  Go,  que  no tuviese  que ver

necesariamente  con  el  cambio  conformacional  inducido  por  GTP-Mg2+.

Con   respecto   a    los   grupos    de   aminoacidos   de    Go   que    estan

involucrados en la interacci6n con el complejo  GTP-Mgz+, todos los  estudios

estructurales indican  que estos  se encuentran en el  dominio  de la  GTpasa,

fuera  de   la  regi6n   de  ilo   aminoacidos   que   nosotros  hemos   estudiado

(esquema  22)  (Noel  y  cols.,  1993;  Conklin  y  Bourne,  1993).  Estas  regiones,

denominadas  G1,  G2,  G3,  G4  y  G5  (Conklin  y  Bourne,  1993)  se  encuentran

perfectamente conservadas  en todas  las  proteinas  Go conocidas  y  tambien
se  encuentran  en  las  dos  protefnas  Gso  de  oocitos  de  Xenopus JaevI.s.

Los resultados  presentados  en  esta  Tests aportan  el  hecho  que  la

regi6n  de  110  aminoacidos  ubicada  hacia  el  extremo  amino  terminal  de  Gso

estarfa involucrada en la regulaci6n  de una o  mas etapas  relacionadas  con

la activaci6n  de  las  proteinas  Go.

En el  esquema  21 se  muestra una  comparaci6n  de secuencias  a  nivel

de aminoacidos entre las protefnas Gsa de humano,  JrenopzJs Jaevl.s,  dros6fila

y  el  segmento  de  Gi.2o  de rat6n  usado  por  nosotros  en  la  construcci6n  de
las  quimeras      Gi.2o/Gsa.  El  segmento  de  Gi.2o  muestra  un  35%  de  identidad

a nivel  de aminoacidos  con la  proteina Gso  de humano  y  de JrenopzJs JaevI.s.

Las proteinas  de humano  y de  .Xenopz]sJaevl.s tienen un  73 %  de identidad

a  nivel  de  aminoacidos  con  Gso  de  dros6fila.  El  interes  de  nosotro  en  esta

tiltima proteina   se    debe a    que como se   discuti6   con anterioridad,  esta
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Esquema  22:   Estructura tridimensional hipotetica  de  Go.

Esta  estructura  ha  sido  adaptada  de  Masters.y  cols.  (1986),
Berlot  y  Bourne    (1992),  Olate  y  Allende  (1991)  y  Noel  y  cols.  (1993).   Las
a helices son indica.das por cilindros, las hojas 8 por flechas y las regiones
no estructuradas por  lineas negras.  Gl a  G5 son  las regiones  involucradas
en la union  de GTP  (areas achuradas).    La arg  modificada por la toxina  del
colera  es  indicada  por  la  flecha  (CT).  Gu:  base  de  guanina,  R:  ribosa,  P:
fosfato.
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proteina  se  parece  a  las  de  Xenopz]s  JaevI.s  en  que  reconstituye  mal  la
actividad  de  la  adenililciclasa  de  cyc-   (Quan  y  cols.,   1991).  No  es   facil

deducir directamente  del anarsis  de la comparaci6n  de estas  secuencias  el

o los aminoacidos que  pudieran dar cuenta de  los resultados obtenidos  por

nosotros en esta  TesI.s. Por  ejemplo,  si  se intenta  comparar  las  secuencias

de aminoacidos  de las  proteinas de  humano,  dros6fila  y .Xenopus Jaevl.s,  en

la  regi6n  de  110  aminoacidos   que  hemos  intercainbiado,   se  observa   que

algunos aminoacidos  que  estan en  la  proteina  de  humano  y  que  no  estan

en  niguna  de  los  proteinas  de  .Xenopus Jaevj.s,  si  estan  en  dros6ffla.  Lo

mismo  sucede  si  se  intenta  comparar  Gi.2o  con  cualquiera  de  las  proteinas

Gsa.

5.  |nteracei6n  con  GBT

Los resultados obtenidos por nosotros  indican que la proteina  Gso6Al

de  Jrencipus  Jaevjs  no  es  capaz  de  asociarse  adecuadadmente  con  GBT  de

cerebro  de  bovino.  Esta  preparaci6n es  en  realidad  una  mezcla  de  por  lo

memos  dos  Subtipos  de Go  (GBi  y  Goz)  y  de  cuatro subtipos  de  subunidades

GT (Boyer  y  cols.,  1992).  Sin  embargo,  cuando  a  esta  proteina  se  le  coloca

el   fragmento   de   126   aminoacidos   que   contiene   a   la   regi6n   de   110

aminoacidos   de   la   proteina   de  humano,   esta   recupera   parcialmente   la

propiedad de interaccionar con GBy aunque no alcaza el nivel de interacci6n
de   Gso   de  humano.   La   proteina   de   humano  a   la  cual   se  le   coloca   el

fragmento  de  126  aminoacidos  de  la  proteina  de  Xenopus  JaeVI.s pierde  la

capacidad  de  asociarse  a GOT  Estos resultados  indican  que la  secuencia  de

110 aminoacidos  de la  proteina  Gsa   de  Jrenopus Jaevl.s no  le permite  a  esta

proteina  interaccionar  con  GBy
Los   resultados   comentados   anteriormente   son   importantes,   pues

indican  que  la  region  de  110  aminoacidos  ubicada  hacia el  amino  terminal

de Ga podria tambien estar  lnvolucrada en el reconocimiento de Coy  Aunque

la  mayor    parte  de  la  evidencia experimental  indica  que  el  extremo  amino
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terminal de Go cumple un rol  fundamental en la interacci6n con GBT (Conklin

y Bourne,  1993), algunos experimentos  realizados en base a la  construcci6n

de quimeras Gi.2o/Gso/Gi.2o indican que en  la regi6n de inserci6n i-1  tambien

podria  participar  en  el  reconocimiento  de  GOT (Johnson  y  cols.,  1991).

Un aspecto importante  de los  resultados  obtenidos  por  nosotros,  es

el  que  dice  relaci6n  con  la especificidad  de  reconocimiento  entre  Go y  GBy

Aunque hasta este momento ha sido dificil  demostrar la existencia de algdn

tipo  de especificidad  en este reconocimiento,  los  resultados  obtenidos  por

nosotros apuntan a la existencia  de regiones  en Go  que  podrian  participar

en la regulaci6n  de la  especificidad  de interacci6n  con  distintos  subtipos
de  Gay Aunque  algunos  autores  ham  sospechado  de la  existencia  de  esta

especificidad (Birnbaumer,  1992; Kleuss,  1992), solo una relativa selectividad

de  interacci6n  ha  sido  detectada  entre  transducina  y  algrin  subtipo  de

complejo GBT(Fawzi  y cols.,  1991).  Hasta el  momento  no se  ha  caracterizado

nin8dn tipo de subunidad GBT en  oocitos de .Xenopzzs Jaevjs,  pero es  posible

predecir  en  base  a  nuestros  resultados   que  en  oocitos  podrian  existir
algunos  subtipos  de   GBy  distintos  a   los   previamente  caracterizados   en

mamfferos.

6.  Gsa  de  oocitos  de  Xezzopzzs  Zaevis  espeoulaciones  a  cerca  de  su

funcionaHdad.

Los  resultados    obtenidos    de  los  experimentos  de  protecci6n  por

GTP-rs a la degradaci6n por  tripsina nos permiten afirmar que  podriamos

estar  en  la  presencia  de  dos  proteinas  Go  con  caracterlsticas  cineticas

distintas  a las  previamente caracterizadas  en  mamfferos,  debido a  que  no

parecen  activarse a  concentraciones  de  GTP  y  Mg2+  en  las  cuales  la  gran
mayoria de las proteinas Go caracterizadas lo hacen (entre ellas varios tipos

de Gso,  Goo  y  Cia  de  mamfferos.  Gilman,  1987;  Birnbaumer  y  cols.,  1990).  Sin

embargo,  esta tecnica  no  nos  permite  definir  si  es  el  interca.mbio  de  GDP

por GTP o el cambio conformacional, las etapas que se encuentran alteradas
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en  las  proteinas  Gso  de  .Xenopzzs Jaev[.s.  Para  diferenciar  entre  estas  dos

posibilidades sera  necesario determinar  en el futuro  la velocidad a la  cual
estas proteinas  intercambian el  GDP unido  por el  GTP y  si experimentan  el

cambio conformacional como consecuencia  de la union  de GTP. Para  realizar

estos experimentos, se requieren proteinas purificadas y en mayor cantidad

que  las  producidas  por  el  lisado   de  reticulocitos.  El  hecho  de  que  una

proteina Go  presente propiedades  cineticas de activaci6n distintas  a las  de
la  mayorfa  de las  estudiadas  no es  extrafio.  La  caracterizaci6n  de  nuevos

subtipos   de   proteinas   Go   por   tecnicas   de   clonamiento   molecular   ham

permitido   establecer   que   no   todas   las   subunidades   Go   se   comportan
cineticamente de manera  similar.  Una  proteina denominada  Gzo o  Gxo ha  sido

simultaneamente clonada por  dos grupos a  partir  de  una genoteca de  CDNA

de  retina  humana  (Pong   y  cols.,   1988)  y   de  una   genoteca  de  CDNA   de

cerebro.de rata  (Matsuoka  y  cols.,1988).    Estudios  con  preparaciones  de

la  proteina expresada  en  EschezT.chj.a  och. y  purificada  indican  que  posee

una  velocidad  de  intercambio  de  GTP  por   GDP  extremadamente  lenta  en

comparaci6n cm  la  mayor parte  de las  protelnas  Go purificadas.  Ademas  la

velocidad  de  hidr6lisis  de  GTP de  esta proteina  es 200  veces  menor  que la

de  otras   protefnas   Go  (Casey  y   cols.,   1990).     Resulfados   recientes   ham

vinculado  a  Gzo con  la  posible  inhibici6n  de  la  actividad  adenilil  ciclasa

(Wong  y  cols.,  1992).  Transducina  (Fung,  1983;  Fawzi,  1991)  y  Gqo  (Pang  y

Sternweis,  1990) tambien presentan  cineticas  de recambio  lento de GDP  por

GTP comparada  con  otras  proteinas  Ga. Sin  embargo  la asociaci6n  de  estas

prote{nas  con   su   receptor  (Berstein   y  cols.,   1992;   Fawzi  y  cols.,   1991).

activa dicho  recambio.  Aunque  en  el  caso  de  Gzo no  se  sabe  a  que  tipo  de

receptores  podria  acoplarse,  se  ha  postulado  que  esta  proteina  podria

necesitar  de  un  factor  adicional  para  su  activaci6n  en  analog fa  con  la

proteina  ras  (Casey  y  cols.,   1990).  Es fa  tiltima  proteina  requiere  de  un
factor  citos6lico    para  su  activaci6n,  que  cataliza  el  recambio  de  GDP  per
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GTP   (Bourne  y   cols.,   1991).   Esta   hip6tesis  ha  sido   confirmada  con   la

caracterizaci6n de un factor citos6lico  que estimula el recambio de GDP  por

GTP  en  Goo  y  Gio,  pero  no  en  Gso (Strittmatter  y  cols.,   1991).  Este  factor,

denominado  GAP,   se   comporta   de   manera  analoga   al   complejo   hormona

receptor  en  su   mecanismo   de   activaci6n  de  Goo,   pero  a   diferencia   del

receptor no requiere  que la  proteina G este en  su forma trimerica para  su

acci6n. Es posible postular la existencia de una proteina tipo GAP especffica

para  las  proteinas  Gso  que  fueron  clonadas  de  una  genoteca  de  CDNA  de

oocitos    de    Jrenopzls   Jaevjs.    Esta    proteina   tipo    GAP    podr{a   activar

especificamente  a  Gsa   de  oocitos   en  su   sistema  nativo.   Un  hallazgo   que

apoya esta hip6tesis es  que la microinyecci6n de GAP en oocitos de .Xenopus

jaevI.s, estimula  la actividad de  la fosfolipasa  C  (Sttritmatter  y cols.,  1993).

Existe evidencia  contundente  que indica que  por  lo memos  en este  sistema

la actividad  de  la  fosfolipasa  C  es regulada  por  Goo  (Blitzer  y  cols.,  1993).

Los resultados obtenidos en esta Tests plantean varias interrogantes.

Una  de  e]]as  se  refiere a  la  naturaleza  de las  dos  proteinas  de  Jrenopz]s

Jaevj.s.  Debido a  su  alta  homologia  de  secuencia  (alrrededor  de  un  90%  de

identidad   a   nivel   de   aminoacidos)   con  las   formas   de   Gso   previamente

clonadas  de  varios  sistemas  de  mamiferos  (rata,  humano  y  bovino)  fueron

clasificadas como protelnas  Ga que regulan la actividad  de la  adenililciclasa

y   por   tanto    denominadas   Gso   (Olate   y    cols.,   1990).   Trabajos    previos

realizados  en  este laboratorio  permitieron  caracterizar  en  la  membrana  de

oocitos  de  .renopzzs  Jaevj.s,  una actividad  biol6gica  que  podia  activar  a  la.

adenililciclasa en  presencia  de analogos  no  hidrolizables  de  GTP,  fluoruro

y  toxina  del  colera.  Por  sus  caracteristicas  funcionales  similares  a  la  de
otros  sistemas  descritos  parecfa  ser  Gso  (Jordana,  1982;  Olate,  1985).  Nada

)

indicaba en  aquel  momento  que esta  proteina  pudiese  tener  caracteristica

pecuHares.

Una posible explicaci6n para nuestros resultados es que debido a una
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especificidad   de   especies,   la   adenililciclasa   de   .Xenopz]s   Jaev[.s   fuera

diferente de  la o  las formas  de esta enzima presentes  en  las  celulas  cyc-,

derivadas  de  una  Hnea  de  linfoma  de  rat6n.  Esto  expficarfa  la  falta  de

acoplamiento  funcional   de   las   proteinas   Gso   de   .Xenopus   jaevl.s  con   la

adenililciclasa  del  lag  celulas  cyc-.  Trabajos  recientes   indican  que   las

celulas cyc- expresarian mRNA para los subtipos  de adenililciclasas VI y VII

(Krupinski   y   cols.,   1992;   Iyengar,    1993).   Sin   embargo   todavfa   queda

pendiente  el  establecer   que  subtipos   de  adenililcilasas  se  expresan  en
ooct:tos  de  Xenopus  laevis.

Aunque nuestros resultados no mos permiten descartar la  posibilidad

de  que  estas  dos  proteinas  puedan  regular  la  actividad  adeniliciclasa  de

Xenopus Jaev[.s,  no  se  puede  descartar la  posibilidad  de  que las  proteinas

tipo   Gso   clonadas   en   nuestro   laboratorio,   correspondan   en   rea]idad   a

proteina.s semejantes s6lo en estructura primaria a las verdaderas Gso, pero

que  no  regulen  la  actividad  de  la  adenililciclasa  sino  que  cumplan  otra
funci6n.   Recientemente,    Murphy   y    MCDermott    (1992)    ban   descrito   la

existencia  de  una actividad  sensible a  toxina  del  c6lera  en  membranas  de

cocitos  de  .Xenopz]s  Jaevis.  Esta actividad  regula  la apertura  de un  canal

de Ca2+. Es  posible que  esta actividad corresponda  a la de  una protefna  de

la  familia  de  Gso.  Cabe  sefialar  que  las  dos  proteinas  de  .renopus  Jaevj.s

poseen  en  su  estructura  primaria  la  arginina  que  se  modifica  por  esta
toxina  (esquema    20)  (Olate  y  cols.,  1990).

Aunque en el  presente  momento,  no tenemos  indicaciones  sobre  que

sistema efector pueden estar regulando estas proteinas tipo Gso,  si sabemos

que sus  genes  se  expresan  a  nivel  de  mENA  en  oocitos  de  Xenopzzs JaeVI.s
estadio  VI   (Ofiate  y  cols.,   1992)   y  en   diversos  estadios   del   desarrono

temprano  en  embriones  de  XenopzJs  Jaev[.s  (Otte  y  cols.,   1992).  La  sobre

expresi6n del gen Gso6Al mediante la microinyecci6n del su mENA codificante

en el huevo fertilizado  de jrenopzls faevj.s, modlfica el  patr6n de  desarrollo
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del embri6n  en  la etapa  de  inducci6n del  ectodermo  de  la gastrula  para  la

formaci6n del tejido  neural (Otte y  cols.,  1992). Esto  indica que la  proteina

Gso6Al  cumple  una importante funci6n  en  el  desarrollo  de  la  rana.
Otro  punto  que  es  necesario  discutir  es  el  que  se  refiere  a  las

modificaciones post traduccionales que experimentan las proteinas Go. Hasta

hace  algdn  tiempo  no  se  conocfan  que  tipo  de  modificaciones  covalentes

sufrian las  proteinas  de  la familia  de  Gso,  aunque  si  se  sabia que  Goo  y  Gio

eran miristoilados en una glicina del extremo amino terminal (Mumby y cols.,

1990; Jones y cols., 1990). Esta modificaci6n es importante para la asociaci6n

de estas  dos  protefnas  con la  membrana  (Jones  y cols.,  1990)  plasmatica  y

tambien con GOT (Linder y cols.,  1991).  Sin embargo,  el hecho  de  que Gso  de

bovino    sintetizado    en     Esctierl.ct]j.a     COZZ.    reconstituye    la     actividad

adenililciclasa  de  cerebro  de  bovino,   pero  con  menor  afinidad   que  uha

proteina.  Gs purificada  de  higado  de  conejo  (Graziano  y  cols.,1989),  indica

que las profeinas Gso requieren de algdn tipo de modificaci6n que de cuenta
de la diferencia observada entre las protefnas nativas y  las recombinantes.

Recientemente,   se   ha  demostrado   que  efectivamente   Gso  experimenta   la

adi6i6n de  acido palmitico  en  un residuo  de cisteina  ubicado en  el  extremo

amino  terminal   de   Gso  (Linder   y  cols.,   1993;   Wedegaertner  y   col.,   1993;

Degtyarev   y   pols.,    1993).   Esta   modificaci6n   tiene   importancia   en    la

asociaci6n   de   Gso   a   la   membrana,   pero   no   parece   ser   un   requisito

fundamental  para  la  interacci6n  de la  protefna  con  la adenililciclasa,  pues

mutantes a las cuales se les ha sustituido esta cisteina, tienen la capacidad

(auque    menor)     de    asociarse    funcionalmente    con    la    adenililciclasa

(Wedegaertner y  cols.,  1993).  Esta  cisteina que  se  palmitofla  esta  presente
en la  secuencia de  las  dos protefnas  Gso de  Xenopus Jaevj.s (esquema  19)  y

la  regi6n  aminoacidica  que  la  rodea es  identica  en  Gso  de  humano,  bovino,

rata y  en  las  dos  proteinas  de  .Xenopus Jaevj.s.  Hasta el  momento  no  se  ha

pubHcado en la literatura ninguna informaci6n que indique que en la region
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de 110 aminoacidos  exista algdn aminoacido  que se modifique  quimicamente.

Sin embargo,  no se puede  descartar la posibilidad  de  que en el sistema  del

oocito  exista  algdn  tipo  de  modificaci6n  post traduccional  que  afecrfe  uno

o  mas  aminoacidos   de  Gsa   que  siendo  o   no   de  la  regi6n.  estudiada   por

nosotros, sea esencial  para la activaci6n funcional de  Gso  por  la regi6n  de

110  aminoacidos.  De  ser  cierta  esta  idea,  este  sistema  seria  especifico  del

oocito  de  .Xenopus  Jaevis y  no  estarfa  presente  en  lisado  de  reticulocitos

de  conejo.

C.  PROYECCIONES  DEL  TRABAJO  REALIZAD0  EN  ESTA  TESIS.

1.  ffecto  de policationes.

Los estudios  realizados  en  este  rests en  lo  referente  al  efecto  de

polilisina,   mos   indican   que   este   compuesto   imita   al   complejo   hormona

receptor. en su  mecanismo de acci6n.  Estos resulfados  son de interes,  pues

abren  la  posibilidad  de  usar  a  polilisina  como  un  analogo   del  complejo

hormona receptor  en  los  estudios  de la regulaci6n  de la activaci6n  de  las

Proteinas G  por  hormonas.  Uno  de los factores  que  limitan  los  estudios  I.A
v[.fro. con receptores purificados es el de la   cantidad de protefna obtenida.

Generalmente es  poca,  en  relaci6n a  la cantidad  que  se requiere  para  los

estudios   de   reconstituci6n   funcional   con   protefnas   G   purificadas   en

vesiculas  de  fosfo]ipidos.  Este  punto  es  la  causa  del  interes  que  varios

investigadores  ham  tenido en  el uso  de  peptidos  como el  mastoparan  para

estudiar    el    mecanismo    de    activaci6n    hormonal    de    las    protefnas    G

(Higashijima  y  cols.,  1990).  El  hecho  de  que  en  oocitos  de  Xenopz]s  Jaevj.s

no  se  haya  encontrado   hasta   ahora  alguna  hormona   que   active  a  la

adenililciclasa a traves de Gs,  realza el  interes en  el uso  de polilisina  como

compuesto modelo para futuros trabajos  sobre la activaci6n  hormonal de la

adenililciclasa en  el oocito.

Otro aspecto importante de  sefialar es el interes  de realizar a futuro
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estudios  estructurales   sobre   la   conformaci6n  que   adopta   poliHsina   en

soluci6n.  Uno  de  los  aspectos   que  queda  por  dilucidarse  es  el  que  se

refiere  a  la  conformaci6n  que  tienen  que  adoptar  las  I.egiones   de  los

receptores que interacthan fisicanente con las proteinas G. Polilisina puede

ser titil en este  proposito. Estudios  de este tipo podrian  resolver a futuro

problemas  tan  importantes   como  el  de  la  especificidad   que   poseen  los
receptores  las  proteinas  G.

Poli]isina podrfa tambien ser muy titil en el estudio del mecanismo  de

activaci6n de las  proteinas G en los  aspectos relacionados  con  el recambio

de  GDP  por  GTP  y  el  efecto  de  Mg2+.  En  este  sentido  se  propone  realizar

estudios  mas  finos  relacionados  con el efecto  de  polilisina en  la velocidad

de disociaci6n  de GDP,  y en la  uni6n de  GTP.   Todavia con  respecto a  este

punto  no existe  un consenso en  la literatura  acerca  de  si  el receptor  es
capaLz o .no  de  regular  estas  dos etapas  en forma  independiente  la  una  de

la otl.a. Otro aspecto que tampooo ha sido resuelto es el relacionado con  los

efectos  que  el  Mg2+  tiene  sobre  las  proteinas  G,  sobre todo  en  relaci6n  al

efecto  que  altas  concentraciones   del  metal  tiene  sobre  las  proteinas  G.

Tampoco esfa clara  la relaci6n  que existe entre  la activaci6n  hormonal  de

las  proteinas  G  y  e|  Mg2+.

2.  Estudios  de funcionalidad  de  proteinas  Gs  de oocitos  de  .XenopHs

laerfe.
Los  resultados  obtenidos  por  nosotros  en  esta  Tests  plantean  una

serie  de  inc6gnitas  con  respecto  a  las  proteinas  clonadas  por  nuestro

labor.atorio de  cocitos y  que hemos  denominado Gsa.  Pensamos que  a futuro

los aspectos  inmediatos  que  deben I.esolverse  pueden  subdividirse en  dos

puntos  principales.
1)  Estudiar que  aminoacidos  de las  proteinas  de Xenopz]s Jaevis son

log  responsables  de  la falta  de reconstituci6n  de la  adenililctclasa  de  las

membranas  cyc-.  Los  resultados  obtenidos  por  nosotros  facilifan  la  tarea
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pues  delimitan  la  busqueda  a  un  ndmero  de  mas  o  memos  20  aminoacidos.

El uso  de  mutagenesis  sitio  dirigida mos  permitira  resolver  este  problema.

Dentro de este punto, hay que mencionar tambien los estudios que hay que

realizar   en   relaci6n   a   determinar   la   o   las   etapas   del   mecanismo   de

activaci6n   de   Gso   de   JYer]opzJs   Jaev[.s  que  se   encuentran  alteradas   con

respecto a  la proteina de  humano. El  uso de  sistemas de  expresi6n como  el

de baculo virus pueden  solucionar  el problema  de una expresi6n  adecuada

de  Gso  de  oocitos.  Posteriormente  sera  necesario  realizar  con  la  prote{na

purificada los  estudios  pertinentes  en  relaci6n  a  la  cinetica  de  uni6n  de
GTP,  disociaci6n  de  GDP,  efecto  de  Mgz+  ,etc.

2)  El segundo  aspecto  que  mos  interesa  abordar  a  futuro  (y  quizas

el mas  importante  desde  nuestro punto  de vista)  es el  de la funcionalidad

de las proteinas  Gso6Al y  Gsol282 en el  oocito de Xenopus  Jaevj.s.  Dentro  de

los aspe.ctos  que  quedan por  resolver,  esta el  de estudiar si las  proteinas

de  cocitos   se  acoplan  funcionalmente   a  la  adenililciclasa   del  oocito   de

Xenopus Jaevj.s.  Sin embargo, estos  estudios requieren el disefio de sitemas

de  reconstituci6n  homologa  con  fracciones   de   membranas  de  oocitos   de

.Xenopus Jaevl.s.  Una  de  las  limitaciones  que  hasta  ahora  hemos  tenido  en

la rea]izaci6n  de este  tipo de estudios, es  que la  actividad  Gs  end6gena  de

la  membrana  enmascara  los  efectos   que  podrian   producir  la  adici6n   de

proteinas  Gso  ex6genas.  Existen  algunas  aproximaciones  que  nos   podrian

ayudar a resolver  el  problema.  como el usar  mutantes  de las  proteinas  de

cocito  con  su  actividad  GTpasica inhibida  con  el fin  de  obtener  profeinas

permanentemente activas.  La ventaja  de  usar  este tipo  de  aproximaciones
es que la actividad end6gena  Gs en membranas  de oocitos se  activa s6lo  en

presencia de an.alogos  no hidrolizables de  GTP. El uso  de las proteinas  con

su   actividad   GTpasica   inhibida    permitiria   realizar    lo;    estudios    de

recocnstituci6n con GTP.  En esta condici6n  la actividad  Gso end6gena no  se

activa.
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finalmente es  necesario  destacar,  que  si la adenililciclasa  de oocitos

no  es   el   sistema  regulado   por  las   proteinas   Gso  clonadas   en   nuestro

laboratorio,  habl.a  que   disefiar  a  futuro   estrategias   que  nos   permitan

encontrar el o los  sistemas efectores regulados per  estas proteinas. De ser

esto  cierto,  la  proteina  Gso  que  existe  en  la  membrana  del  oocito  y  que

regula la actividad  de  la adenililciclasa  de  oocitos  de  .Xenopzzs JaevI.s,    no

ha  sido  adn  clonada.
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CONCLUSIONES

I)e  acuerdo   con  los   objetivos   de  esta   Fesl.s  y   los   antecedentes

analizados  en  la  Jntrodz]ccj6m,   las  conclusiones  mss  importantes  de  este

trabajo  son:

A.        Efecto  de  policationes:

1.        Polilisina,  poliornitina  y  espermina  producen  una  estimulaci6n  de  la

actividad adenililciclasa en membranas  de  oocitos de  .Xenopus Jaevl.s.

2.

3.

Esta  estimulaci6n  es  especifica  a  nivel  de  la  proteina  Gs.

Polilisina,  poliornitina  y  en  menor  extensi6n  poliarginina,  estimulan

significativamente  la   actividad   GTpasica   de   la   proteina   Goi.3.   La

estimulaci6n    de    la   polilisina    se    manifiesta   tambien    sobre    la

transducina y  en  menor  grado  sobre ras.

Los  resultados  obtenidos  tanto  con  Gs  en  membranas  de  oocitos  de

.Xenopzjs    JaeVI.s,    como    con    las    protefnas    purificadas    Gi.3o    y

transducina,  indican  que la  estimulaci6n  se  debe  fundamentalmente

a  un  efecto  de  la  afinidad  de  la  proteina  G   por  GTP  o   GTP-T-S..

Polilisina tambien  afecta  los  requerimientos  de  Mg2+  en  la activaci6n

tanto para  Gs  en  membrana  de  oocitos de  Xenopus Jaevl.s,  como  para

Gi.3o  y  transducina.  Estos  resultados  son  similares  a  los  obtenidos

por otros  grupos  con  peptidos  que contienen  aminoacidos  basicos  y

que   imitan   al   complejo   hormona   receptor   en   su   mecanismo   de
activaci6n  de las  proteinas  G.

4.        Polilisina revierte la inhibici6n  de la adenililciclasa por  progesterona

en membranas de cocitos de Xenopus Jaevl.s. Estos resulfados son una

evidencia   mas    que   indica    que   progesterona   puede   afectar    la

activaci6n  de  la adenililciclasa  por  Gs.
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8.

i.

2.

3.

Estudios  del  acoplamiento  funcional  de  Gsa  de  oocitos  de  Jrenopus

Jaevis a la adenflilciclasa

Las  protelnas  Gso  clonadas  a  partir  de  una  genoteca  de  oocitos  de

.Xenopzzs Jaevl.s y expresadas  en Hsado de  reticulocitos no se  acoplan

funcionalmente  a  la  adenililciclasa  de  un  sistema  de  mamiferos,   a

diferencia  de  la  proteina  Gso  humana  sintetizada  en  igual forma.

Los  experimentos  realizados   con  las   protefnas   quimericas   indican

que la causa  de esta falta  de acoplamiento  reside  en  diferencias  de
secuencia de aminoacidos  de  una  region  de  110  aminoacidos  ubicada

hacia el extremo  amino terminal  de Gso.  Esta regi6n  forma un  dominio

proteico  separado  del resto  de la  proteina,  y  del  sitio  de  uni6n  de
GTP  (Markby  y  cols.,  1993;  Noel  y  cols.,  1993).

Esta   regi6n   de   110   aminoacidos   es   tambien   responsable   de   la

sensibilidad   diferencial que tienen las  proteinas Gso de humano y  de

Xenopus Jaevl.s a la digesti6n   por tripsina en presencia de  GTP-y-S.

4.         La  regi6n  de  110  aminoacidos  parece  ser  tambien  importante  en  el

5.

reconocimiento  de    Got

En  su   conjunto,   estos   resultados   indican   que   el   dominio   amino

terminal  de  Gso  seria  importante  en  la  regulaci6n  de  la  actividad  de

esta  proteina.   Este  dominio  es fa  probablemente  involucrado  en  el

intercambio   de   GDP   por   GTP   o   en   el   cambio   conformacional   que

resulta  de  la  union  de este  nucle6tido.
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