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RESUMEN

En esta tesis se estudian diferentes mecanismos de regula-
cion de la fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos dependiente de cal-
modulina y Ca?t (fosfodiesterasa 1) extraida de ovario de Xenopus lae-
vis.

E1 primer agente activante estudiade ha sido la proteina
regulatoria denominada calmodulina. Se ha logrado purificar, a partir
de ovario, una proteina que se identifica como calmodulina por sus ca-
racteristicas de migracidon electroforética, de activacion de la fos-
fodiesterasa I en una forma dependiente de Cal+ y de inhibicidn de su
efecto tanto por derivados de fenotiazina como por un p&ptido de ca-
racteristicas anfifilicas como la melitina.

Dentre de Tos 1ipidos estudiados como posibles agentes ac-
tivantes, 5610"lisofosfatidi]colina y lisofosfatidiletanolamina son
capaces de provocar una activacion igual o incluso superior a la pro-
vocada por calmodulina y Ca’* sobre la fosfodiesterasa I. Esta acti-
vacion es independiente de la presencia de iones de‘Ca2+. La activa-
cién de la enzima por fosfolipidos es abolida por uno s&lo de los dos
derivados de fenotiazina empleados.

Tanto el complejo calmodulina-Ca2* como 1a lisofosfatidil-

celina activan la enzima provocando un aumento en la Vmax de la reac-

cion, sin cambiar significativamente Ta Km aparente.




Los efectos activantes de calmodulina-Cal* y fosfolipidos
no son aditivos a concentraciones saturantes de estos compuestos; 1o
que sugiere que la fosfodiesterasa I posee un sitio o dos sitios muy
cercanos para la interaccidon con ambos efectores.

Ha sido posible detectar, aislar y purificar hasta aparen-
te homogeneidad, un compuesto que suprime la activacidn de la fosfo-
diesterasa I por calmodulina. Este inhibidor es una proteina, presen-
ta un peso molecular relativo de 94.000 y estd compuesto aparentemente
por dos subunidades de peso molecular 44.000 cada una.

La broteTna inhibitoria inhibe 1a estimulacion de 1a fos~
fodiesterasa I activada por calmodulina y Ca2+, sin afectar ni la ac-
tiv{dad basal de la enzima, ni la actividad de la forma enzimdtica in-

dependiente de calmodulina y CaZte

La proteina inhibitoria inhibe la accidn tanto de la cal-
modulina de cerebro de bovino como la de la calmodulina de ovario. Es
ademas capaz de inhibir otra enzima activable por calmodulina, come la
proteTna-quinasa de la cadena liviana de la miosina.

La unidn de Ta proteina inhibitoria a una columna de afi-
nidad de calmodulina-sefarosa, la inhibicidn de m3s de una enzima ac-
tivable por calmodulina, y la importancia de la secuencia de adicidn
de los diferentes componentes proteicos en el ensayo para obtener un
maximo de inhibiciGn, permiten postular que la inhibicidn de la accidn
de calmodulina por la proteina inhibitoria se deberTa a la formacidn
de un complejo entre ambas proteinas.

La proteina inhibitoria es capaz de antagonizar tambi&n la
activacidn de la enzima por lisofosfatidilcolina. Esta inhibicidn se

asemeja a la de calmodulina, en el sentido que ambas son reversibles,

xvii




son desplazadas por un aumento de la concentracidon del agente activan-
te, y en ambas, la accidn de la proteina inhibitoria se refleja en una
disminucidn de los valores de Vmax de la reaccidn, obteni&ndose valo-
res semejantes a los de la reaccidn medida en condiciones basales.

La fosfodiesterasa I es susceptible de ser activada por
tratamiento controlado con tripsina. La protefna inhibitoria es capaz
de antagonizar hasta en un 50% este tipo de activacidn. La inhibicidn
e@s revertida por la presencia de calmodulina y calcio en el medio.
Los resultados presentados en este trabajo sugieren que la protefna
inhibitoria podria unirse a la enzima tripsinizada disminuyendo su ac-
tividad.

En resumen, la fosfodiesterasa I de ovario de Xenopus lae-
vis, es capaz de ser activada tanto por calmodulina de cerebro de bo-

vino como por la de ovaric de Xenopus laevis, como por ciertos deriva-

dos de fosfolipidos y por digestion controlada con tripsina. Una pro-
tefna inhibitoria extraida de ovario es capaz de inhibir estas tres

activaciones utilizando por 1o menos dos mecanismos de accidn diferen-

tes.
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ABSTRACT

This thesis comprises a study of the different mechanisms of
regulation of the calmodulin and Cat dependent cyclic nucleotide phos-

phodiesterase (phosphodiesterase I) obtained from Xenopus laevis ovary.

The regulatory protein calmodulin was the first activating
agent considered. A protein purified from ovarian extracts was identi-
fied as calmodulin, based on its characteristic behavior on electrophore-
sis, its capacity to activate phosphodiesterase I 1in a Calt dependent
manner, as well as its inhibition by phenothiazine derivatives and an
amphiphilic type peptide, melittin.

Among the lipids analyzed as possible activating agents, only
lysophosphatidyl choline and lysophosphatidyl ethanolamine are able to
stimulate phosphodiesterase I equal to or more than calmodutin. This
stimulation is independent of the presence of Ca%* jon. The activation
of the enzyme by phospholipids is Tlost upon incubation with only one of
two phenothiazine derivatives tested.

Both the calmodulin-Ca* complex and lysophosphatidyl choline
activate the enzyme by causing an increase in the Vmax of the reaction
without changing significantly the apparent Km.

The activating effects of calmodulin-Ca?¥ and phospholipids
are not additive at saturating concentrations of both compounds, suggest-

ing that phosphodiesterase 1 has one site, or two proximate sites, for
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the interaction with both effectors.

An inhibitor of the calmodulin activation of phosphodiester-
ase I has been isolated and purified. This inhibitor is a protein with a
molecular weight of 94,000 and apparently has two subunits, each one of
molecular weight 44,000,

The inhibitor protein inhibits the activation of the phospho-
diesterase by calmodulin and Ca2t without altering either the basal en-
zyme activity or the activity of an.enzyme form which is calmodulin and
Ca?* independent.

The inhibitor protein blocks the action of bovine brain and
ovarian calmodulin. It is also able to inhibit another calmodulin acti-
vated enzyme, light chain myosin kinase.

The fact that the inhibitor protein binds to a calmodulin-
sepharose affinity column, the inhibition of more than one calmodulin ac-
tivated enzyme, as well as the importance in the sequence of addition of
the different protein compounds in the assay in order to obtain maximum
inhibition, permit one to postulate that the inhibition of the calmodulin
activity by the 1inhibitor is due to the formation of a complex between
both proteins.

The inhibitor protein is also able to antagonize the activa-
tion'of the enzyme by lysophosphatidyl choline. This inhibition is sim-
ilar to that seen with calmodulin, in the sense that both are reversible,
both are reverted by an increase in the concentration of the activating
agent and, in both cases, the inhibitor protein provokes a decrease in
the Vmax of the reaction to the value observed under basal conditions.

Phosphodiesterase I is activated by controlled trypsinization.
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The inhibitor protein antagonizes up to 50% of this type of activation,
and the inhibition is reverted by the presence of calmodulin and calcium
in the reaction mixture. The results suggest that the inhibitor binds to
the trypsinized enzyme, lowering its activity.

In summary, phosphodiesterase I from Xenopus laevis ovary is

activated by bovine brain calmodulin, by ovarian calmodulin from Xenopus

laevis, as well as by some phospholipid derivatives and controlled tryp-

tic digestion. An ovarian protein inhibitor is capable of interfering
with these three different forms of activation of the phosphodiesterase

by at least two different reaction mechanisms.
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INTRODUCCION

A. MADURACION MEIOTICA DE OOCITOS DE ANFIBIO
1, Aspectos generales.

Durante el desarrollo Tarvario del anfibio Xenopus laevis,

los oocitos se detienen en la etapa de profase de la primera divi-
sion meidtica. A medida que el animal se transforma en adulto, los
oocitos crecen hasta alcanzar su tamafio mdximo conocide como estado
VI (Dumont 1972); y estos oocitos avanzan a la metafase de la se-
gunda divisidon meidtica por efecto de hormonas hipofisiarias. Este
i1timo proceso se denomina maduracion meidtica y consiste en un
conjunto de eventos moleculares coordinados que permiten que un
oocito se convierta en huevo apto para ser fecundado. La madura-
cidn se acompafia normalmente del rompimiento de la vesicula germi-
nal o nlicleo (ref. en Masui y Clarke, 1979).

Existe una serie de agentes capaces de inducir la maduracidn
meidtica de oocitos in vitro, siendo las mds importantes las hormo-
nas gonadotrdficas y las esteroidales.

A pesar de que alin no se conoce con exactitud el mecanismo
por el cual estas hormonas son capaces de inducir la maduracidn, se
ha descrito que los ococitos desprovistos de su capa de cé@lulas fo-
liculares son capaces de responder a progesterona, pero no a hormo-

nas gonadotrdoficas. Este resultado y los datos de otros sistemas




sobre los efectos esteroidogénicos de las gonadotrofinas ha permi-
tido postular que estas hormonas provocan en las c&lulas folicula-
res de los anfibios la secrecion de una hormona esteroidal, seme-
jante a progestérona, la gue seria responsable de desencadenar la
maduracidn del oocito (Schatz y Morril, 1979).

E1 mecanismo establecido para la accidn de las hormenas este-
roidales en otros sistemas consiste esencialmente en la penetracion
de la hormona a la cé&lula, su unidn a un receptor y posterior ac-
cion a nivel de la cromatina, regulando asi la expresion de ciertos
genes (Yamamoto y Alberts, 1976); sin embargo, existe una serie de
pruebas que apoyan la hipdtesis de que, en oocitos de anfibios, la
progesterona tendria su sitio de accidn en la membrana plasmatica
(ref. en Masui y Clarke, 1979; Baulieu y col., 1978; Godeau y col.,
1978). Esta hipbtesis es apoyada por el descubrimiento reciente de
una proteina ubicada en la membrana plasmidtica de oocitos de

Xenopus laevis que podria ser el receptor de esta hormona (Sadler y

Maller, 1982).

E1 hecho de que la hormona esteroidal, que induce Ta madura-
cidn, actie a nivel de la superficie del oocito, hace necesario
postular Ta presencia de uno o mds factores que actlen como mensa-
jeros de la sefial hacia el interior de la cé&lula.

Hasta la fecha se ha acumulado una gran cantidad de pruebas
que hacen pensar que tanto el cAMP como los iones Calt podrian cum-

plir la funcidn de segundos mensajeros de la accidn hormonal.




2. Relacion entre cAMP y maduracidon meiGtica.

E1 cAMP ha sido ampliamente aceptado como segundo mensajero
de varias hormonas que actlan a nivel de la membrana plasmdtica de
las células.

Se ha descrito en una serie de sistemas celulares, que los
factores que disminuyen los niveles de cAMP intracelulares estimu-
lan la division celular, mientras que los factores que aumentan sus
niveles causan una disminucidn de la actividad mitética (Friedman y
col., 1976}.

Existen pruebas experimentales que demuestran que el proceso
de division meidtica provocada por agentes que producen la madura-
cion de oocitos de anfibios, va acompafiado de una disminucidn en
los niveles de cAMP (Morril y col., 1977; Speaker y col., 1977;
Butcher, 1977; Bravo y col., 1978; Maller y col., 1979; Ozon y col.
1979; Schorderet-Slatkine y col., 1982).

La varijacion de los niveles de cAMP tiene un efecto directo
sobre el proceso de maduracidn de oocitos de anfibio, puesto que se
ha demostrado que se inhibe o retarda la maduracion de ococitos al
provecar un aumento de la concentracidn de cAMP ya sea en forma di-
recta (Bravo y col., 1978), o indirectamente mediante la inhibicidn
de la actividad fosfodiesterasica (Morril y col., 1977; Bravo y
col., 1978), o activacidon de la adenililciclasa (Maller y col.,
1979; Ozon y col., 1979; Schorderet-Slatkine y col., 1982).

La variacidon de los niveles de cAMP tiene un efecto directo
en la actividad de las proteina-quinasas dependientes de cAMP, en-

zimas que estan involucradas en el proceso de maduracion {Maller y




Krebs, 1977; Houchon y col., 1981},

. Relacidn entre iones Ca?* y maduracidn meiBtica.

La presencia intracelular de iones Ca?* es esencial en el
proceso de maduracidn de oocitos de anfibios (Ozon y col., 1976;
Masui y col., 1977). La concentracidn total del Ca* interno en el
oocito es 10 mM, sin embargo el CaZ* 1ibre alcanza s8lo niveles de
0,1pM (ref. en Ozon y col., 1976); por lo tanto, una movilizacion
del Ca2* compartamentalizado podria producir un cambio apreciable
de la concentracidn de Ca®* libre intracelular. Esta hipotesis de
la movilizacidn del Ca2* de un compartimiento de almacenamiento ha-
cia uno de Ca?* T1ibre como producto de la accidon de un agente que
provoca la maduracidn, est@ apoyada por una serie de pruebas
(Schorderet-Slatkine y col., 1976; Schorderet-Slatkine y col.,
1977; Dorée y col., 1978; Morril y col., 1980). En este punto,
tiene gran importancia la demostracidn de un aumento (hasta de diez
veces) ripido y transitorio de Ca?t libre en oocitos tratados con
progesterona (Dorée y «col., 1978; Smith y Wasserman, 1979;
Wasserman y col., 1980).

Todos estos antecedentes sugieren gque el agente inductor de
maduracidn, al interactuar con la membrana plasmitica, provoca una
movilizacion del Ca2* almacenado hacia el citoplasma. EI ca?t 14-
bre podria actuar directamente regulando una o mds vias metabdli-
cas, o podria unirse a una proteina especifica que a su vez sea un
modulador. E1 descubrimiento de la calmodulina (Cheung, 1970;
Kakiuchi y Yamazaki, 1970), una proteina con capacidad para reguiar

diversas enzimas cuando se encuentra unida a calcio, hace suponer




‘

que ella podria estar relacionada con la maduracidn. De hecho, la
microinyeccidn de calmodulina y Ca?* desencadena Ila maduracion de

oocitos de Xenopus laevis (Cartaud y col., 1980; Wasserman y Smith,

1981).

Entre las varias enzimas cuyas actividades son reguladas por
el complejo ca]modu]ina-Ca2+(CaM-Ca2+) se encuentra una de las for-
mas de fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos, y en algunos teji-
dos, la adenililciclasa, enzimas involucradas en 1a degradacion y
en la sintesis del cAMP respectivamente (ref. en Klee y Vanaman,
1982).

De esta manera, a través de la accidn regulatoria de la cal-
modulina, es posible relacionar la accidn de los dos posibles se-
gundos mensajeros hormonales: el cAMP y el jon Calt,

B. CARACTERISTICAS DE LA FOSFODIESTERASA DEPENDIENTE DE CALMODULINA Y
Cal*,

Se han ‘identificado tres formas moTecu]areé diferentes de

fosfodiesterasa en extractos de diversos tejidos de mamiferos; estas
formas difieren entre si en su afinidad y especificidad por el sustra-
to, asf como en otras propiedades (Wells y Hardman, 1977).

La forma de fosfodiesterasa mis abundante en Tos diversos te-
Jidos estudiados es aquella que se designa como de “alta Km", y que
cataliza la hidrdlisis tanto de cAMP como de cGMP. Esta enzima es ac-
tivada poF el complejo calmodulina-Calt (Cheung, 1970), y por otros
agentes, como se mostrard mds adelante. Estd forma enzimitica se ha

denomihado tambi&n fosfodiesterasa I.

Otra forma enzimdtica con actividad fosfodiesterasica es




aqueila que se ha denominado de "baja Km"; esta enzima hidroliza espe-
cificamente el cAMP, y no es activable por CaM-Ca2¥., Posiblemente co-
rresponde a una enzima particulada, y se le ha denominado fosfodieste-
rasa 1I.

La tercera forma enzimitica, corresponde a una actividad fos-
fodiesterdsica capaz de utilizar tanto cAMP como cGMP como sustratos,
siendo la hidrélisis de cAMP estimulada alost@ricamente por cGMP
(Wells y Hardman, 1977).

E1 estudio de los mapas peptidicos de estas diferentes formas
de fosfodiesterasa ha 1levado a la conclusidn de que se trata de enti-
dades moleculares totalmente diferentes (Takemoto y col., 1982).

Los antecedentes expuestos en la primera parte de este capi-
tulo, que demuestran la participacidn del cAMP y de iones Calt en el
proceso de maduracion meibtica, nos indujeron a estudiar conjuntamente
con Omar Orellané Y Manuel Echeverria, la forma enzimitica dependiente
de CqM-Ca2+.

1. Activacion de la fosfodiestarasa por calmodulina y Ca2t.

La fosfodiesterasa I g5 una enzima soluble ampliamente repar-
tida en diferentes tejidos de vertebrados e invertebrados. La enzi-
ma de cerebro de bovino se ha purificado a homogene{dad y se ha de-
mostrado que es un dimero de peso molecular 120.000 compuesto por
dos subunidades idénticas de peso molecular alrededor de 60.000.
Cada una de estas subunidades unirfa una molécula de calmodulina en
presencia de Ca?t (Klee y col., 1979b: Morril y col., 1979; Sharma
y col., 1980).

Esta enzima, en ausencia de calmodulina o calcio, posee una




actividad muy baja y variable; la adicidn de CaM-Calt provoca un
aumento de la actividad enzimdtica debido principalmente al incre-
mento en el valor de Vmax (entre 10 y 50 veces), el valor de la Km
aparente no varia, o disminuye 2 a 5 veces en algunos casos (Cheung,
1971; Teo y col., 1973; Klee, 1979a),

La activacidn de la fosfodiesterasa por calmodulina y calcio
implica la formacidn de un complejo enzima-CaM-Calt (Richman y
Klee, 1978), siendo la constante de afinidad de la enzima por cal-
modulina entre 10~9 y 10-10M, medida a concentraciones saturantes
de CaZ* (Klee y Eol., 1979a; Huang y col., 1981).

Por otra parte, se requerirfan 3 a 4 iones Calt por molécula
de calmodulina para obtener la activacidn de la fosfodiesterasa
(Crouch y Klee, 1980; Huang y col., 1981), siendo la constante de
activacidn de la enzima por calcio, en presencia de concentraciones
saturantes de calmodulina, de alrededor de 10~6M (Cox y col.,1981).

Aunque algunos autores habian informado que el oocito no po-
sefa una forma de fosfodiesterasa capaz de ser estimulada por
CaM-CaZ* (Mulner y col., 1980), mds tarde en nuestro laboratorio se

Togréd detectar esta forma enzimitica en oocitos de Xenopus laevis

(Echeverria y col., 1981). Posteriormente, Miot y Erneux (1982)
confirmaron este hallazgo.

La enzima de oocitos de Xenopus laevis se asemeja a la de ce-

rebro de bovino en varios aspectos. En primer lugar, la enzima de
oocito también es un dimero de peso molecular 135.000, constituido
por dos subunidades aparentemente iguales de peso molecular aproxi-

mado de 66.000 cada una (Orellana y col., 1984). Ademis, la




fosfodiesterasa de oocitos se une a CaM-Ca2t con una constante de
afinidad de alrededor de 10™9M y la activacién se traduce en un au-
mento de alrededor de 6 veces de la Vmax de la reaccidn, sin vapia-
cidn significativa del valor de la Km aparente (Echeverria y col.,
1981). En contraposicidn, experimentos de microinyeccidn de sus-
tratos en el oocito sugieren que la enzima se encontraria inactiva

in vivo (Allende y Allende, 1982).

Activacidn de la fosfodiesterasa por Iipidos y tratamiento con
tripsina.

El grado de estimulacidon de la fosfodiesterasa por CaM-Cal*
puede ser tambin alcanzado por otros agentes, tales como algunos
1ipidos y también por tratamiento con tripsina, en condiciones con-
troladas.

Ciertos dcidos grasos no saturados y fosfolipidos dcidos son
capaces de actuar como activadores de la fosfodiesterasa dependien-
te de CaZ* de cerebro de bovino (Pichard y Cheung, 1977), de cere-
bro de cerdo (Wolff y Brostrom, 1976), de aorta humana (Hidaka y
col., 1978), de cerebro de rata (Gietzen y col., 1982) Yy de cocitos

de Xenopus laevis (Orellana y col., 1984). La fosfodiesterasa de

cerebro de rata es tambi&n activada por derivados de la vitamina E
(Sakai y col., 1977). Como se indicd mis arriba, es posible obte-
ner también un incremento de la actividad de esta especie de fosfo-
diesterasé al someterla a un tratamiento controlado de tripsina.
Este aumento de actividad en las fosfodiesterasas de diversos sis-

temas va acompafiado de una disminucidn del peso molecular de la en-

zima, de una pérdida de su sensibilidad al complejo CaM-Ca2+, y de




un aumento en la velocidad mdxima de 1a reaccidn (siendo este valor
muy semejante al medido en la reaccidn de activacidon por CaM-Caz*)
(Sakai y col., 1977; Strewler y Manganiello, 1979; Oreliana y col.,
1981; Tucker y col., 1981; Orellana y col., 1984).

E1 fendmeno de activacion de la fosfodiesterasa por ciertos
Tipidos y tratamiento con tripsina se hace extensible también a
otras enzimas regulables por CaM-Ca2+, Asi, por ejemplo, tanto la
ATPasa del transporte de Ca2* como la quinasa de la cadena liviana
de la miosina, son enzimas susceptibles de ser activadas por 17pi-
dos iTanaka e Hi@aka, 1980; Niggli y col., 1981; Gietzen y col.,
1982). Por otra parte, es posible activar por tratamiento con
tripsina la quinasa de la cadena liviana de la miosina (Tanaka y
c?I., 1980)% la fosforilasa-quinasa (Walch y col., 1980), 1a
C52+/Mgz+-ATPésa (Gietzen y col, 1982), la NAD*-quinasa (Meijer y
Guerrier, 1982) y la proteina fosfatasa 2B (Manalan y Klee, 1983);
todas estas edzimas son regulables por calmodulina y calcio.

Estos résu]tados han 1levado a postular que las enzimas que
presentan estas propiedades poseen una regidn de su estructura con
caracteristicas comunes.

Tanto lé calmodulina como la mayoria de los activadores de
caracter 11p7%ico, pueden considerarse como sustancias anfifflicas
anidnicas, es ﬁecir, que poseen en su molécula una zona hidrofdbica
y otra polar de carga negativa. De aqui entonces que se ha postu-

lado que Tlas enzimas regulables por estos agentes poseen en su es-

tructura una secuencia peptidica con caracteristicas hidroffbicas,

por una parte, y otra con carga positiva. Esta secuencia peptidica
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ejercerfa una accidn inhibitoria sobre este tipo de enzimas y po-
dria ser desplazada en forma reversible por CaM-Ca2* o algunos 13-
pidos, o en forma irreversible por tratamiento controlado con trip-
sina (Klee, 1980; Gietzen y col., 1982) (Esquema I).
C. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA CALMODULINA
La calmedulina es la protefna mis importante entre las que
unen Ca?* en c&lulas no musculares. Inicialmente fue descrita como
un factor activante de la fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos de
cerebro de bovino (Cheung, 1970), siendo esta activacidn dependiente
de Ca* (Kakiuchi y Yamazaki, 1970).
E1 descubrimiento de que el requerimiento de Cal* se debe a
Ta unidn de este ion a la calmodulina (Teo y Wang, 1973), condujo a la
hipdtesis que la calmodulina podrfa actuar como receptor intracelular
del Ca2+, ion que se ha postulado como segundo mensajero hormonai. Es
asT como se ha estudiado esta proteina en una gran variedad de espe-
cies, encontrindose que la calmodulina estd presente en todos los or-
ganismos eucaridticos estudiados, siendo su secuencia aminoacidica al-
tamente conservada en todos ellos. Estos hechos sugieren que esta
proteina debe tener un papel fundamental en la funcidn celular. Para
revisiones ver: Wolff y Brostrom, 1979; Means y col., 1982; Klee,
'1980; Klee y Vanaman, 1982.

‘ En la Tabla I se presenta una serie de procesos celulares en
los éﬁa]es las enzimas involucradas son regulables por calmodulina.
1. Estructura de 1a calmoduiina.

La calmodulina es una proteina monomérica, termoestable de

peso molecular 16.800. Ha sido purificada a homogeneidad a partir
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Procesos celulares y proteinas reguladas por

Tabla 1

calmodulina.

Evento celular

Proteina regulada

Tejido

Motilidad celularn 1.

Quinasa de la cadena
liviana de la miosina.

midsculo, plaqueta,
cerebro, rifidn

2. ATPasas del axonema extractos ciliares
3. Proteinas del citoesqueleto:
a. Microtlbulos cerebro
(polimerizacion)
b. Caldesmona buche
c. Espectrina eritrocito

Metabolismo
nucledtidos
ciclicos.

Fosfodiesterasa

Adenililciclasa

cerebro, tiroides,
pulmén, aorta,
embrion,pardtidas,
oocitos anfibios

cerebro

células gliales
médula adrenal
islote pancreatico

Metabolismo
intermediario

Fosforilasa-quinasa
NAD*-quinasa

Fosfolipasa A

misculo esqueléti-
co, higado

semilla de arveja
huevo de erizo

plaquetas

Sistema de trans-
porte de Ca¢t

ATPasa de la bomba de
Calt de membrana plas-
matica

. Ca2*-ATPasa de reticulo

sarcoplasmatico

eritrocito
membrana sinaptica
membrana adipocito

misculo cardiaco

Fosforilacion
de proteinas

Proteina-quinasa

Proteina-fosfatasa 2B

terminales presi-
napticos

misculo esquelé-
tico.

12

Los datos sefialados en esta tabla han sido recopilados de la infor-
macion presentada en la revisidon de C. Klee (1982).
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-de cerebro de bovina, encontrdndose que estd compuesta por 148 ami-
nodcidos. La figura 1 muestra la secuencia aminoacidica de esta
protefna. La estructura primaria de la calmodulina presenta una
serie de caracteristicas interesantes: el alto contenido de aminoi-
cidos de cardcter acido, el dcido aspartico y el glutdmico (alrede-
dor de un 35%); el alto contenido de aminodcidos hidrofdbicos (al-
rededor de un 36%}, la ausencia de residuos de cistefna y triptdfa-
no, y la presencia de una trimetil lisina (en la posicidn 115 de la
secuencia peptidica) (Watterson y col., 1980). E1 alto contenido
de aminodcidos acidos confiere a la calmodulina un fuerte caracter
acidico con un punto isoeléctrico de alrededor de 4 (Klee y col.,
1979a).

La estructura secundaria, determinada en ausencia de jones
Ca2+, presenta un contenido de 30-35% de &X-hé&lice y un 15-20% de
estructura & -plisada. Estas caracteristicas le confieren una es-
tructura globular compacta (Klee, 1977).

Una de las caracteristicas interesantes de la calmodulina es
la de ser altamente conservada en las diferentes especies estudia-
das. Lla protefna purificada de cerebro de bovino presenta una ho-
mologia superior al 90% con calmodulinas de otros sistemas. Ademas
presenta un gran grado de homologia con la troponina C, una protei-
na que une Calt en el misculo esquelé&tico (Vanaman, 1980).

Recientemente se ha podido determinar que existe un solo gen
que codifica a la calmodulina de cerebro de pollo. Este gen posee

por lo menos tres intrones (Putkey y col., 1983).
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Fiaquna 1.

Secuencia aminoacidica de £a calmodulina de cenebro de
bovino.

Las letras simbolizan los siguientes aminoicidos:
A, Ala; D, Asp; E, glu; F, Phe; G, Gly; H, His; I,
Ile; K, Lys; L, Leu; M, Met; N, Asn; P, Pro; Q, Gln;
R, Arg; S, Ser; T, Thr;'V, Val; Y, Tyr.

Se muestran los cuatro sitios de unidn a Ca* se-
falados con nimeros romanos. Los “c¢irculos oscuros in-
dican las zonas de «¢-hélice. (Tomado de Klee, 1980).

!
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2. Localizacion subcelular y regulacidn de niveles de calmodulina.

La calmodulina se ha encontrado en los diferentes tejidos es-
tudiados, tanto en fracciones solubles como asociada a fracciones
particuladas. La forma particulada se encuentra preferencialmente
en microsomas, mitocondria§ y fracciones nucleares (Smoake y col.;
1974). En tejido nervioso se encuentra, ademds, asociada a las
membranas sindpticas (Egrie y col., 1977).

Utilizando técnicas de inmunocitoquimica analizada al micros-
copio electrdnico, se ha podido describir la presencia de calmodu-
lina en el aparato mitdtico, alrededor del centriolo y de los mi-
crotibulos (Means y Dedman, 1980).

En las células que se encuentran en interfase, la calmodulina
no estd asociada a organelos, en cambio en el perfodo de mitosis,
se produce una redistribucidon de esta proteina, encontrdndose prin-
cipé]mente en el aparato centriolar.

En espermatozoides de mamiferos también se ha descrito un
cambio en la distribucidn de la calmodulina ubicada en la cabeza
del espermio, luego de la reaccidn acrosdomica (ref. en Klee y
Vanaman, 1982).

g Se ha podido determinar un aumento de calmodulina que acompa-
fla a una serie de eventos celulares, por ejemplo en cé&lulas en pro-
ceso de diferenciacidn (Evain y col., 1979), en oocitos de Xenopus
lgg!igf en el perfodo de rompimiento de la vesicula germinal
(Cartgud y col., 1980), en células transformadas por agentes quimi-
cos o por virus (LaPorte y col., 1979).

Se ha observado que algunos sistemas celulares gue son
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inducidos a crecer a una velocidad mayor que el control, por dife-
rentes%pecanismos, ﬁuestran un aumento en la concentracidn de cal-
modu]iné citoplasmatica con una concomitante disminucidn de la cal-
modulina unida a membrana, 10 que hace pensar que el traslado de
esta proteina de un compartimiento a otro podria ser un mecanismo
de regulacidn de su actividad (ref. en Klee y Vanaman, 1982).

Unidn de Ca* a calmodulina e interaccidn con protefnas.

Se ha postulado que la calmodulina contiene en su estructura
cuatro sitios de unidn a Ca®*, cada uno de los cuales posee dos
regiones de ol-hélice separadas por la secuencia de aminodcidos res-
ponsable de la unidn de Ca®*. Estos cuatro sitios son similares
entre si, existiendo una mayor analogia entre los sitios I y 1113
por una parte, y los sitios II y IV, por otra parte (Klee, 1980)
(Ver figura 1).

Estos sitios son de alta afinidad, presentando valores de Kp
entre 105 y 10~7M (Crouch y Klee, 1980). Existen estudios que in-
dican que ]Oi dos sitios ubicados en el péptido amino terminal po-
seen mayor afinidad que los otros (Delville y col., 1980).

Diferentes estudios basados en mediciones de las perturbacio-

nes de las propiedades espectroscopicas de la calmodulina, han de-

- mostrado que la unidn de CaZ* a la proteina es de naturaleza se-

cuencial (ref. en Klee, 1980; Klee y Vanaman, 1982). Esta unidn
provoca cambios en la estructura secundaria de la calmodulina, ob-
servandose un aumento de un 8 a 10% en el contenido de «{-h&lice
(Klee, 1977).

La unidn de Ca?t a la calmodulina es un requisito
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indispensable para que ella interactle con la proteina blanco. Sin
embargo, existe una excepcidn a este fendmeno, y es el caso de la
fosforilasa-quinasa. Esta es una enzima compuesta por 4 subunida-
des, una de las cuales es calmodulina. Esta subunidad permanece
unida al resto de las subunidades de la enzima incluso en presencia
de EGTA (Cohen y col., 1978).

Se considera que la activacidn de una enzima regulable por

calmodulina transcurre en dos etapas:
CaM + nCa2* > ca,2*.CaM T—> Ca,2*.CaM”
Cap2*.CaM™+ Enz === Ca,2*.CaM™. Enz == Ca,*.CaM*.Enz”

~El Ca’t se une a la calmodulina formando un camplejo
(Cap2*.CaM*) capaz de unirse a una enzima (Enz), y de esta manera
activarla (Can2+.CaM*.Enz*) (Klee y Vanaman, 1982). CaM* y Enz*
indican los estados activados de ambas proteinas.

E1 nimero de iones Ca2t que deben unirse a la calmodulina
(n), puede ser inferior a 4, como en el caso de la estimulacidn de
la quinasa de la cadena liviana de la miosina de misculo esqueléti-
co {Crouch y col., 1981).

A pesar del gran nimero de estudios que se han realizado
sobre calmodulina, aiin no estd establecido cual es el sitio o los
sitios de la estructura de esta proteina que le permiten interac-
tuar con las proteinas regulables.

Los resultados de los estudios de modificacidon de aminodcidos
en la estructura de la calmodulina tienden a excluir la posibilidad

de que esta proteina interactile con todas las enzimas mediante un
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mismo sitio de su estructura (Thiry y col., 1980). Sin embargo,
los estudios de inhibicidn de la capacidad activadora de la calmo-
dulina por diferentes sustancias hidrofdbicas sugieren que la unidn
de Ca2* a la calmodulina genera un sitio de alta hidrofobicidad,
que actlia como interfase para las interacciones entre calmodulina y
las proteinas (Tanaka e Hidaka, 1980; LaPorte y col., 1980). Esta
idea es apoyada por los resultados de experimentos de entrecruza-
miento entre calmodulina y el neuropdptido &-endorfina y con un
péptido derivado de la A-endorfina que tiene una estructura eminen-
temente hidrofobica (Giedroc y col., 1983).

Al enfocar ahora el problema desde el punto de vista de Ta
proteina regulada, se ha podido descartar la hipGtesis que las en-
zimas activabies por calmodulina poseen todas una subunidad comiin
(Sharma y cal., 1980). Sin embargo, existen pruebas que sugieren
que estas enzimas podrian tener una parte de su estructura en co-
min, constituyendo &sta el sitio de interaccidn con calmodulina.
Ha sido posible aislar un anticuerpo monoclonal contra la fosfo-
diesterasa dependiente de calmodulina, el cual, ademds de reconocer
esta enzima, reconoce calcineurina y fosforilasa-quinasa, otras dos
enzimas activables por CaM-Ca2® (Wang y col., 1983). Esta posible
regidn comiin en las enzimas reguladas por calmodulina tendria tam-
bién una estructura hidrofdbica, siendo esta condicidn necesaria
pero no suficiente, puesto que ademds serfa importante una regidn
de cardcter idnico que rodee la regidn hidrofdbica, segiin lo sugie-
ren Tos resultados de los estudios comparativos de cromatografia de

afinidad de enzimas dependientes de calmodulina en columnas de

-
%
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calmodulina-sefarosa. y columnas de fenilsefarosa (Gopalakrishna y
Anderson, 1983).
Inhibicion de calmodulina por drogas antisicdticas.

Al estudiar la Infiluencia de drogas antisicOticas en el meta-
bolismo de los nucledtidos ciclicos, se pudo comprobar que estos
agentes son capaces de inhibir tanto la adenililciclasa como Tla
fosfodiesterasa (Weiss y Wallace, 1980). Estudios posteriores de-
mostraron que la inhibicidon de la actividad fosfodiesterdsica se
limita a aquella forma de la enzima activable por calmodulina. Las
concentraciones de la droga necesarias para provocar tal inhibicion
no tienen efecto sobre la activiadad basal de la enzima, hecho gue
sugiere que el mecanismo de inhibicidn no serfa por interaccidn de
la droga con la enzima (Weiss y col., 1974). La inhibicidn no se
debe tampoco a un efecto de quelacidn del Calt por el agente anti-
sicotico, puesto que al aumentar la concentracion del ion en el me-
dio no se obtiene reversidn de la inhibicidn (Weiss y col., 1980).

Una de las drogas mds estudiadas es la trifluoroperazina; al
utilizar este compuesto radiactivo, se pudo demostrar su unidn es-
pecifica a la caimodulina (Levin y Weiss, 1977).

La calmodulina posee sitios de unidn tanto de alta afinidad
como de baja afinidad para este tipo de drogas. La unidn a los si-
tios de alta afinidad es dependiente de la presencia de iones Ca+
y del pH del medio (Levin y Weiss, 1977). Existen entre uno y tres
sitios de alta afinidad en calmodulina para las diferentes drogas
antisicoticas (Levin y Weiss, 1979), y @stas pueden unirse a la

H
calmodulina alin en presencia de proteinas que se unen a esta
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proteina reguladora (Weiss y col., 1980).

Sobre Ta base de todos estos datos, se ha propuesto un modelo
en el cual 1a droga antisicdtica se uniria a la calmodulina en pre-
sencia de iones Ca2+, impidiendo as? su interaccion con la enzima
regulable (Weiss y col., 1980).

Recientemente se ha descrito la obtencidn de un complejo co-
valente entre la calmodulina y un derivado de fenotiazina {(droga
antisicdtica), que es capaz de unirse a dos enzimas regulables por
CaM-Ca2+, sin que la unidn provoque una activacidn de dichas enzi-
mas. Este resultado sugiere un mecanismo alternativo al propuesto
anteriormente, puesto que el compiejo calmodulina-agente antisicd-
tico se unirfa a la enzima, pero esta interaccion no conduciria a
una activacidn de la enzima (Newton y Klee, 1984).

Inhibidores proteicos de calmodulina.
a. Interacciones proteina-proteina: un mecanismo de inhibicidn.

La actividad bioldgica de las enzimas y de las proteinas en
general es regulada a través de una gran variedad de mecanismos,
dentro de los cuales se incluye la interaccidn proteina-proteina.
Dicha interaccidn puede resultar ya sea en activacidn, o en in-
hibicidn de la actividad de la proteina regulable.

Una de las enzimas mas importantes dentro del metabolismo ce-
lular, cuya actividad es inhibida por este tipo de mecanismo, es
la proteina-quinasa, dependiente de cAMP.

La proteina-quinasa dependiente de cAMP es un tetramero cons-
tituido por dos subunidades requlatorias (R) y dos subunidades

cataliticas (C) (Glass y Krebs, 1980). En ausencia de cAMP, las
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. subunidades R y C tienen una alta afinidad entre si, pero en
“presencia del nucledtido ciclico, esta afinidad disminuye en
104 veces (Flockhart y Corbin, 1982). En ausencia de cAMP, la
subunidad regqulatoria ejerce una actividad inhibitoria sobre la
subunidad catalitica. E1 cAMP es capaz de unirse a la subunidad
regulatoria, disminuyendo asi la afinidad entre las subunidades,
10 que se traduce en la disociacion de ellas, y recuperacidn de
la actividad catalitica. Este fendmeno queda descrito en la
siguiente ecuacion (Corbin y col., 1978):

RaCo + 4cAMP T Rp(cAMP)4 + 2C

Se ha descrito ademas la existencia de un, inhibidor proteico
termoestable de esta proteina-quinasa que aparentemente se une a
la enzima (Walsh y col., 1971).

La fosfodiesterasa activable por la Tuz de]l sistema de reti-
na, representa tambi&n un caso de inhibicidn por interaccidn
: p}otefna-protefna. Esta enzima, que hidroliza especificamente
el ¢GMP, esta compuesta por 3 subunidades: la subunidad o((88Kd),
la,3(84Kd) y la Kklle) (Baehr y col., 1979). Esta enzima es
capaz dé ser estimulada por accidon controlada de tripsina (Miki
y col., 1975); este hecho hizo suponer la presencia de un inhi-
bidor, el cual fue posteriormente puesto en evidencia (Dumler y
Etingof, 1976). Recientemente se ha identificado al inhibidor
;omo la subunidad § de la enzima. Este péptido es capaz de in-
teractuar con la enzima tripsinizada, uniéndose a ella y prove-
éando la inhibicidn de su actividad {Hurley y Stryer, 1982).

Se ha encontrado tambi&n un inhibidor proteico en el sistema




de ATPasa, tanto para la Cal*-ATPasa de membrana plasmatica,
donde el inhibidor estd unido a la membrana (Lotersztajn Y
Pecker, 1982), como para la H¥-ATPasa mitocondrial en que el in-
hibidor es un péptido termoestable y se une al complejo ATPasa
en una forma dependiente de la concentracidn de Cat y M92+
(Frangione y col., 198Ll; Yamada y col., 1981),

Inhibicidn de calmodulina por diferentes péptidos y proteinas.

Como ha sido expuesto previamente en esta tesis, la calmodu-
lina es una proteina acidica, y por lo tanto se encuentra carga-
da negativamente a pH fisioldgico. Se puede suponer que protef-
nas de cardcter bdsico, es decir, con carga neta positiva a pH
fisioldgico, podran interactuar con la calmodulina. De hecho,
se ha encontrade que la activacion de la fosfodiesterasa por
calmodulina es inhibida por los diferentes tipos de histonas.
Esta inhibicidn tambi&n se obtiene con polimeros sintdticos car-
gados positivamente como poliarginina y polilisina. Estas inte-
racciones son independientes de 1la presencia de jones Cal*t
(Itano y col., 1980). Se ha demostrado también que la proteina
basica de la mielina interactla con calmodulina en presencia de
Ca2+, inhibiendo 1a activacidn de la fosfodiesterasa por calmo-
dulina (Grand y Perry, 1979).

Por otra parte, la té&cnica de "gel overlay" en la cual las
proteinas separadas por electroforesis en gel son éxpuestas a
calmodulina marcada con 1251, ha permitido detectar una gran
cantidad de proteinas de diferentes pesos moleculares de varios

tejidos, que se unen a calmodulina en presencia de iones Calt

22




(Palfrey y col., 1982).

La caracterfstica de basicidad no es la {nica condicidn que
requiere una proteina para unirse a calmodulina, puesto que ex-
isten proteTnas bdsicas que no inhiben la acciGn de calmodulina.

Otro factor importante que debe considerarse en la interac-
cidn de calmodulina con otras protefnas, es la naturaleza hidro-
fobica de ellas. Se ha demostrado que neurop&ptidos como la
F-endorfina y la dinorfina son capaces de bloquear la activacidn
de la fosfodiesterasa por calmodulina, sin alterar la actividad
basal de la enzima. Se ha logrado determinar que esta inhibi-
cidn se debe a la unidn de la F-endorfina a la calmodulina en
presencia de iones CaZt (Sellinger-Barnette y Weiss, 1982).

Estudios de entrecruzamiento del neurop@ptido con calmodulina
demuestran que las interacciones electrostdticas entre ambos no
serfan importantes en la formacidn del complejo. Un pdptido de-
rivado de la F-endorfina, formado por 10 aminoacidos, de entre
los cuales sblo uno es bdsico y Tos nueve restantes tienen ca-
racter hidrofdobico, es capaz de inhibir a la calmodulina
(Giedroc y col., 1983).

Se ha sugerido que ta calmodulina interactlia con la JA-endor-
fjna en el mismo sitio que las enzimas regulables por CaM-Calt,
puesto que la unidn entre el neurop@ptido y la protefna regula-
toria es abolida por la presencia de una droga antisicftica, la
c10rpromaiina (Sellinger-Bagnette y Weiss, 1982).

La melitina es un polip@ptido tdxico presente en el veneno de

la abeja Apis mellifera. Estd formado por 26 aminodcidos, de

23




24

los cuales 6 poseen carga (+) a pH neutro, y 10 son apolares; lo
que le confiere un cardcter anfifilico al péptido (Terwilliger y
Eisenberg, .1982a). Este polipéptido es capaz de inhibir tanto
la activacidn de la cadena liviana de Ta miosina (Katoh y col.,
1982), como la de la fosfodiesterasa de cerebro de bovino (Comte
y col., 1983) por calmodulina.

La formacidn de un complejo equimolar entre la calmodulina y
la melitina (Comte y col., 1983) es otra prueba de interaccidn
hidrofdbica, puesto que este péptido adquiere una conformacidn
de «-hé&lice de cardcter anfifilico al interactuar con superfi-
cies hidrofdbicas (Terwilliger y Eisenberg, 1982b).

Existe un grupo de proteinas de cardcter neutro o levemente
acidicas que tambign son capaces de unirse a Ta calmodulina. Se
les ha denominado "citocalbinas" (Sobue y col., 1983). En el
aparato contractil y citoesqueleto de c&lulas de misculo liso y
de tejido no muscular, las citocalbinas son capaces de unirse
por una parte a filamentos de F-actina o de tubulina en ausencia
de iones Ca2*, y por otra parte a calmodulina en presencia de
estos iones.

La unidn de la calmodulina a la citocalbina’ impide la inter-
accidén de esta @ltima con la F-actina o la tubulina (Sobue y
- col., 1983). A este mecanismo se le ha denominado “flip-flop"
(Sobue y col., 1981; Sobue y col., 1983) y se presenta en el es-

quema II.
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Esquema II. Representacidn esquematica del mecanismo "flip-fiop"

de las citocalbinas. {Sobue y col., 1983).

Hasta el momento se han aislado 7 citocalbinas de diferentes
tejidos y que difieren en su peso molecular (Sobue y col., 1981;
Sobue y col., 1983).

De.todas las proteinas que se unen a la calmodulina inhibien-
do su actividad estimulante, las mds estudiadas son Tlas origi-
nalmente denominadas CaMBPyp y CaMBPggp (denominacidn utilizada
para las proteinas que unen calmodulina; el subTndice indica el
peso molecular aproximado) (Wang y col., 1980).

CaMBP70 es una protefna aislada de cerebro de bovine,
termoestable, de peso molecular aproximado 70.000, que inhibe 1la
activacidn de fosfodiesterasa por calmodulina, por formacidn de
un complejo en presencia de iones ca?*. La actividad basal de
la enzima no es afectada por la presencia del inhibidor proteico
(Sharma y col., 1978).

CaMBPgp es una proteina aislada tambi&n de cerebro de bovino,

y a diferencia de CaMBP7q, es termoldabil. Inhibe especificamente
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la activacidn de la fosfodiesterasa dependiente de CaM-Ca2+, sin
alterar su actividad basal. Tampoco tiene efecto sobre 1a forma
de fosfodiesterasa independiente de CaM-Ca2+, ni sobre la enzima
estimulada por tripsinizacion.

CaMBPgp se une a calmodulina, formando un complejo en presen-
cia de iones Calt (Wang y Desai, 1977). Este inhibidor es una
proteina globular de peso molecular alrededor de 80.000, que po-
see dos subunidades: la subunidad A, de peso molecular 60.000;
y la subunidad B, de peso molecular 15.000 (Wallace y col.,
| 1978; Klee y Krinks, 1978; Sharma y col., 1979).

Posteriormente, este inhibidor fue designado con el nombre de
calcineurina por encontrarse principalmente en cerebro.

La calcineurina A (subunidad A) posee en su estructura el si-
tio de unidn a calmodulina, en cambio, la ca]cineuriha B (subu-
nidad B) contiene los sitios de alta afinidad para Ca2*. Ambas
subunidades son capaces de interactuar entre ellas en ausencia
de Ca?t (Klee y col., 1979a).

La calcineurina inhibe la activacidn de la fosfodiesterasa
compitiendo con la enzima por la calmodulina; su efectividad
como inhibidor depende del nivel de cAMP, ya que una alta con-
centracion del nucledtido ciclico aumenta la afinidad de la cal-
modulina por la fosfodiesterasa. (Cheung y col.,1981).

Recientemente se ha encontrado una actividad proteina-fosfa-
tdsica dependiente de CaM-Ca?t asociada a la calcineurina. Se
ha sugerido que la proteina-fosfatasa 2B y calcineurina son una

sola entidad (Stewart y col., 1982). Se ha podido determinar
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que en la calcineurina A, el sitio de unidn a calmodulina es
sensible a la accidn de tripsina, en cambio el sitio catalitico
(actividad fosfatdsica) y el de interaccidn con calcineurina B
son resistentes a la protedlisis (Manalan y Klee, 1983).

Todos estos datos sugieren que CaMBPgg 0 calcineurina no es
un inhibidor fisioldgico de calmodulina, sino que por el hecho
de ser una proteina regulable por CaM-Ca2+, puede competir por
la unidn a calmodulina, inhibiendo asT la activacidn de otra en-
zima.

Otra proteina que se une a calmodulina blogueando la activa-
cidn de fosfodiesterasa es la denominada CaMBPj7. Se trata de
una proteina de peso molecular aproximadoe 125.000, compuesta por
dos subunidades de peso molecular 60.000. Esta proteina se en-
cuentra en extractos de macrdfagos de raton estimulados por tio-
glicolato, y en extractos de una 17nea celular tipo macrdfago de
ratdn; sin embargo estd ausente en una mutante de esta linea ce-
lular que es resistente a la accion de trifluoroperazina
{Speaker y col., 1983).

D. OBJEﬁgvos DE LA TESIS
Se ha demostrado que la disminucidon de Tos niveles de cAMP y
la mov%]izaciﬁn del idn Ca?t son esenciales para que ocurra la madura-
cion méiﬁtjca.' En nuestro laboratorio se ha demostrado que la pro-
gesterona es capaz de inhibir la adenililciclasa de oocito de Xenopus
jgggig_(dordaqa y col., 1982; Jordana y col., 1984), To que invalucra
a esta enzima en el mecanismo de accidn de la progesterona. Sin em-

bargo, la regulacion de la fosfodiesterasa dependiente de calmodulina
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y calcio podria representar un mecanismo alternative o complementario
en el desencadenamiento de la maduracidn meidtica. La inactividad de
esta enzima in vivo y en extractos crudos de ovario planted la posibi-
lidad de una regulacidn negativa de esta enzima con posibles implica-
ciones fisioldgicas para el mecanismo de accidn de la progesterona.

E1 objetivo fundamental de esta tesis es el estudio de Tlos
agentes implicados en la regulacidn de la fosfodieswerasa I de Xenopus

-

laevis.

En este trabajo se analizan con detalle los siguientes meca-
nismos de regulacidn de esta forma enzimdtica.
1) Activacion por cdlmodulina. Establecer en primer lugar la existen-

cia de esta proteina moduladora de ovario de Xenopus laevis. Ca-

racterizar posteriormente su efecto activante, comparandelo al
efecto de calmodulina purificada de cerebro de bovino.

2) Activacidn por 1ipidos. Estudiar la especificidad y las caracte-
risticas de dicha activacidn.

3} Inhibicidn de la enzima activada. Demostrar la existencia de una
protefna inhibitoria de la accidn de calmodulina en ovario. Carac-

terizar su mecanismo de inhibicidn frente a la enzima activada por

diversos agentes.
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MATERIALES Y METODOS

1. ANIMALES Y REACTIVOS

Las hembras adultas de Xenopus laevis se obtienen de South

African Snake Farm, Cape Province, R.S.A.. Se mantienen en viveros a
22°, en los cuales se alterna un periodo de 12 horas de Tuz con uno de
12 horas de oscurid;d.

Los compuestos siguientes se obtienen de Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, U.S.A.: Hepes, DTT, EDTA, EGTA, S-Mercaptoetanol, Tris,
ATP, cAMP, cGMP, acrilamida, bisacrilamida, TEMED, PPO, POPOP, azul de
Coomassie, azul dextrano, PMSF, inhibidor de tripsina de frijol de
soya (Tipo 1-5) L-a-1isofosfatidilcolina (de yema de huevo tipo 1),
L-o=lisofosfotidil-etanolamina (de yema de huevo tipo I), L-o - fos-
fatilidinositol, &cido oleico, estearato de sodio, linoleato de sodio,
estradiol, testosterona, hidrocortisona, melitina, Dowex 1-X4 {malla
100-200), sefarosa (Sepharose) 4B activada con bromuro de ciandgeno,
seroalbimina de bovino, y proteinas patrones de electroforesis.

‘l.as enzimas siguientes también se obtienen de Sigma: tripsina
(tipo III), quimotripsina (tipo 1-S), subtilisina (tipo VIII), 5'-
nucleotidasa de veneno de serpiente (Naja-Naja), fosfolipasa C (tipo

XII) de Clostridium perfrigens.

Los siguientes isdtopos se obtienen de New England Nuclear,

Boston, MA, U.S.A.: [2-83H cAMP (32Ci/mmol), [5-83HI cGMP (34Ci/mmol)
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y [3H1 HoO (0,46 mci/mmol). [XZ3ZPJ ATP (10-25 Ci/mmol) se obtiene de
ICN, Irvine, CA, U.S.A.

Flufenazina se obtiene de Schering Co., DEAE-celulosa (DE-52
y DE-22) de Whatman Biochemicals, Springfield Mill, Kent, England, me-
tanol de VWR Scientific Inc., San Francisco, CA, U.S.A., glicerol de
J.T.Baker Chemical Co., Phillipsburg, NJ, U.S.A. Progesterona y se-
roalbimina de bovino se obtienen de Calbiochem-Behring Corp., Kings-
grove, Australia. Sefacril (Sephacryl) S-200 superfino y proteinas
patrones de determipacidn de peso molecular por filtracidn de geles de
Sefadex (Sephadex) se obtienen de Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,
Suecia.

La quinasa de l1a cadena liviana de la miosina de misculo 1i-
so y la cadena-]iviana de la miosina de misculo liso son donaciones
del Dr.‘R. Adelstein, N.I.H., Md., U.S.A.

Calmodulina pura de cerebro de bovino, fosfodiesterasa pura
de cerebro de bovino y Affigel-10 de Bio Rad, son donaciones de la
Dra. C. Klee, N.I.H., Md., U.S.A.

CAPP esuna donacidn del Psychopharmacology Research Branch,
N.I.H., Md., U.S:Ai Todos los reactivos inorgdnicos son de grado ana-
17tico.

METODOS ‘GENERALES
a. Determinracidn de proteinas.

La concentracidn de proteinas se determina por la tdcnica

descrita por Lowry y col., (1951}, usando seroa]bﬁminé de bovino

como estandar.
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b. Filtragiﬁn en géﬂes de sefadex.

La técnicé de filtracidn en geles de sefadex (Sephadex) se
utiliza tanto en;]a purificacidn de la proteina 1nﬁibitoria como en
la determinaciﬁn:de su peso molecular.

La columna (115 x 1,5 cm) de Sefacril (Sephacryl) S-200 su-
perfino se equiﬁibra con una solucidn compuesta por: Hepes, 10 mM
pH7,5; MgClp 5 'mM; B-mercaptoetanol, 3 mM; EDTA, 0,1 mM y EGTA,
0,1 mM (amortiguédor A) y que ademds contiene NaCl, 100 mM. E1 vo-
Tumen de Ta mues%ra a filtrar es de 1 ml, el flujo de 1a columna es
de 0,2 m]/minutoiy se recogen fracciones de 2 mi. Esta columna se
calibra haciendq filtrar los siguientes patrones proteicos cuyos
pesos moTecu]ar%s se indican entre paréntesis: ribononucleasa A
(13.700), quimotripsindgenc (25.000), ovoalbimina (43.000), albiimi-
na (67.000), a1d§1asa (158.000) y catalasa (232.000).

Se determi%a el volumen de elucion (Ve) de cada uno de ellos
midiendo absorbaﬁcia a 280 nm, el volumen de exclusidn de la colum-
na (Vo) utilizando azul dextrano, y el volumen total (Vt) por medio
de agua tritiadq. Al graficar los valores de Kav de cada uno de
lo§ marcadores (ﬁiendo Kav s.%%_f_%g_. en funcion del valor loga-
ritmico de los pesos moleculares respectivos, se obtiene una recta
en ﬁa cual se inFerpo]a el valor de Kav de la proteina de peso mo-
lecular desconocido.

Electroforesis en geles desnaturantes, tincidn de protefnas por

{
técnica del nitrato de plata.

Los geles de poliacrilamida en condicicnes desnaturantes se

do al método descrito por Laemmli (1970).

.

preparan de acue
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[ —
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E1 gel de concentracidn contiene un 9% de acrilamida, y el
gel separador un 5%, ambos geles poseen dodecil sulfato de sodio al
0.1%. La electroforesis se corre durante 1 hora, con una corriente
de 1,3 mA/cm? para continuar 2,5 horas con 3,2 mA/cm?,

La tincidn de protefnas se realiza por el método del nitrato
de plata descrito por Wray y col. (1981) y modificado por
Eschenbruk {1982). E1 gel que ha sido previamente tefiido con azul
de Coomassie se lava exhaustivamente con agua bidestilada, Yy se
pone en un bafio con metanol al 50% por 1 hora.

La tincidn de protefnas se 1leva a cabo con una solucidn de
AgNO3 amoniacal "que se prepara inmediatamente antes de su uso, en
Ta forma siguiente: a una mezcla de 31,5 ml de NaOH 0,09N y 2.05 ml
de NHz0H 14,8 N, se agregan, gota a gota, 6 ml de AghO3 al 20%
{p/v) agitando vigorosamente.

La solucidn asi preparada se agrega al gel, y se agita suave-
mente por 15 minutos. Al cabo de este tiempo se lava el gel con
agua bidestilada hasta retirar totalmente el AgNO3 remanente. EI
revelado deligel se lleva a cabo adicionando sobre &ste, 500 m] de
una so]uciﬁn‘que contiene acido acd8tico al 0,005% y formaldehido al
0,019%. La tincién se detiene lavando el gel con agua bidestilada
y colocandolo en metanol al 50%. .
Preparacidn de homogeneizado de niicleos.

A partir de un ovario recientemente sacado del animal, se
aislan manualmente los oocitos en estado VI (Dumont, 1972), median-
te pinzas de relojero. La separacidn y aislamiento de Tos ococitos

se realizan en solucidn salina de Barth modificada (Kofoid y col.,
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19?9); una vez aislados, los oocitos se traspasan a una solucidn
compuesta por: Hepes, 10 mM, pH 7,4; MgClp, 7 mM; NHzC1, 70 mM;
DTT, 1 mM y EDTA, 0,1 mM.

Bajo la lupa, con una aguja delgada se pincha el polo animal
de cada uno de los oocitos. Al cabo de unos 5 minutos, se puede
apreciar qﬁe el nlicleo comienza a aparecer hacia el exterior de la
perforacidn, terminando por desprenderse totalmente del oocito.

Una vez extraidos todos los niicleos, se Tavan exhaustivamente
con el amortiguador arriba indicado, se homogeneizan con un minimo

de una solucidn que contiene: Hepes, 50 mM pH 8,0; MIClz. 5 mM;

/Lmercaptoetanol, 3 mM; EDTA, 0,1 mM; EGTA, 0,1 mM (amortiguador B)
y que ademds contiene KC1, 300 mM. Con el fin de obtener una pre-
paracion de c;1modu11na, el homogeneizado se calienta a 90° por 10
minutos y se centrifuga a 12.000 x g durante 10 minutos.
3. ENSAYOS ENZIMATICOS Y DE LA PROTEINA INHIBITORIA.
a. Ensayo de actividad de fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos.
Se utiliza el método descrito por Thompson y col., (1974) que
consiste en el acoplamiento de las reacciones siguientes:
- Hidrdlisis del 3'-5'~nucledtido ciclico (ya sea cAMP o cGMP), ca-
talizada por la fosfodiesterasa, obteni&ndose el nucledtido-5' co-
rrespondiente.
- Hidrélisis del nucledtido-5', catalizada por Ta nucleotidasa de
veneno de serpiente, para formar el nucledside correspondiente.
En esta tesis se utiliza como sustrato esencialmente el

[8-3H]cAMP en una concentracion final de 5 M (a.e: 2,8 x 109 cpm/

nmol} o de 100 M (a.e.:1,5 x 104 cpm/nmol). Con el fin de eliminar




el £3H]H20 que contamina al sustrato comercial, previo a su uso,
éste debe ser purificado adsorbi&ndolo en una columna de Dowex
1-X4. EIl [3H]H20 se eluye con agua, y el [3HICAMP con HCI 0,0SMJ
Las fracciones que contienen el nucledtido radiactivo se juntan y
se liofilizan a sequedad. E1 residuo se disuelve en etanol al 50%
y esta solucidn se guarda a -20°.

La medicidn de actividad enzimitica se realiza en 200 pl de
una mezcla de reaccidn que contiene: Hepes, 10 mM pH 7,5; MgCla,
5 mM;ﬂ-mercaptoetano], 3 mM; fosfodiesterasa y [3HICAMP en las
concentraciones indicadas en cada caso.

La medicidn de actividad basal de la enzima se realiza en
presencia de EGTA, 1 mM, en cambio la determinacidn de actividad
estimulada por CaM-Cal* se hace en presencia de calmodulina purifi-
cada a homogeneidad de cerebro de bovino en una concentracidn final
de 3,0 x 10°/M y de CaClp, 0,5 mM. ‘

La reaccidn se comienza por l1a adicidn del sustrato (salvo en
]oé casos sefialados}, siendo el tiempo de incubacidn de 20 § 30 mi-
nutos a 30°. Esta primera etapa de la reaccidn se termina colocan-
do la mezcla de reaccidn a 100° durante 90 segundos. Luego de en-
friar a 4°, se agregan 25 pl de 5'-nucleotidasa de veneno de ser-
piente (2,0 mg/ml) y se incuba por 10 minutos a 30°.

La reaccidn se detiene agregando 1 ml de metanol. Se toman
alicuotas de 0,5 m1 o 1 ml, para pasarlas a través de columnas de
intercambio idnico que contienen 0,4 ml de Dowex 1-X4 previamente
equilibrado con HC1, 0,1 N, y lavado con agua bidestilada hasta pH

4 5 5. La adenosina formada por accidn de la 5'-nucleotidasa es
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b.

eluida de la columna agregando 1,5 ml de metanol (la recuperacion
de adenosina de la columna es superior a un 97%). E1 eluido se re-
coge en un frasco para el contador de centelleo 1iquido al cual se
le agregan 12 ml de una mezcla de 17quido de centelleo con base de
tolueno (3,92.9 PP0 y 80 mg POPOP por litro de tolueno) y Tritodn
X-100 en una relacidn 2:1 (v/v) respectivamente. Los blancos de la
rééccién se realizan agregando ya sea enzima hervida o seroalbimina
de bovino en Tugar de la preparacidn enzimdtica.

Ensayo de la actividad de la quinasa de la cadena liviana de la
miosina de misculo liso.

La quinasa de la cadena liviana de la miosina cataliza la
transferencia del fosfato ¥ del ATP a la miosina. La actividad en-
zimdtica se ensaya segiln la metddica descrita por Adelstein (1981).
La mezcla de reaccidon de 100 ul contiene: Tris-HC1, 20 mM pH 7,3;
MgClp, 10 mM; CaClp, 0,2 mM; L{-32pJATP, 0,1 mM (a.e: 190 cpm/pmol),
cadena liviana de la miosina, 0,2 mg/ml y calmodulina, 1,2 x 10-5M.
Los tubos de esta mezcla de reaccidn se colocan en un bafio de incu-
bacidn a 37°, y la reaccidn se inicia agregando la enzima. A dife-
rentes tiempos, se sacan alicuotas de la mezcla de reaccidn que se
colocan eﬁ trozos de papel Whatman N°3, Tos cuales se sumergen in-
mediatamente en una solucion de TCA al 10% y pirofosfato de potasio
al 2% a 4°. Una vez finalizado el periodo de incubacidn de todas
las reacciones, la totalidad de los papeles filtros se lavan segiin
la técnica descrita por Corbin y Reimann (1974) que consiste en co-
locar los filtros en una solucidn de TCA al 10% por 15 minutos,

operacidn que se repite 3 veces consecutivas. Luego se sumergen en
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etanof puro por cinco minutos y finalmente en &ter por igual peri-
odo; los filtros se secan y su radiactividad se cuenta en h ml de
1iquido de centelleo en tolueno.

c. Ensayo de actividad de 1a proteina inhibitoria.

La actividad de la proteina inhibitoria se mide comparando Ta
cantidad de una cierta alicuota de fosfodiesterasa I estimulada por
CaM-Ca2+, lisofosfatidilcolina o tratamiento con tripsina, con la
actividad de una alicuota equivalente de fosfodiesterasa, en pre-
sencia del agente activante y de la protefna inhibitoria en las
mismas condiciones descritas en el punto 3a. (Cuando el ensayo se
realiza con una preparacion de proteina inhibitoria proveniente de
cromatografia en DEAE-celulosa, la concentracidn de CaCly se aumen-
ta a 15 mM para evitar la quelacion del jon Calt por el EGTA que se
concentra en las fracciones de la columna. Esta concentracion de
Cal* no altera la actividad basal ni la activada por calmodulina.)

La concentracion del agente activante en el ensayo debe ser
tal que la fosfodiesterasa I alcance valores de activacidon no mayo-
res al 95% del valor maximo.

Se define como unidad de proteina inhibitoria, la cantidad
necesaria para disminuir en un 50% la activacion de fosfodiesterasa
por CaM-Ca2*, en las condiciones del ensayo. .

4. PREPARACION DE FOSFODIESTERASA DE NUCLEOTIDOS CICLICOS DE OVARIC DE

XENOPUS LAEVIS
La enzima se prepara esencialmente como describen Echeverria

y col. (1981).
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a . Preparacion del extracto.

En general se usan 10 sapos Xenopus laevis que se anestesian

por inmersidn en una mezcla de hielo y agua y se sacan sus ovarios
quirﬁrgibamente. E1 ovario tipico de un animal adulto estd com-
puesto en un 90% por oocitos de estado V y VI (Dumont, 1972), el
10% restante estd constituido por oocitos de menor tamafio, tejido
conectivo y células foliculares.

Los ovarios, alrededor de 150 g, se mantienen en solucidn sa-
lina de Barth, modificada por Kofoid y col. (1979); luego se cortan
en pequefios trozos, los cuales se homogeneizan en un homogeneizador
Potter-Elvejhem, en una relacidon de un volumen de tejido por un vo=-
lumen de solucidn amortiguadora B.

E1 homogenejzado total se centrifuga a 27.000 x g por 20 mi-
nutos a 4°, obteniéndose los desechos celulares y pigmentos en el
fondo del tubo.

E1 1iquido sobrenadante queda cubierto por una fina pelicula
constituida por material 1ipidico, la que se separa por filtracion
a travas de lana de vidrio. El filtrado se recentrifuga a 27.000 x
g durante 20 minutos a 4°, obteniéndose un 17quido sobrenadante de-
nominado "extracto".

Cromatografia en DEAE-celulosa.

E1 extracto obtenido es inmediatamente adsorbido en una co-
lumna de DEAE-celulosa (DE-52) (1,5 x 30 cm) que ha sido previamen-
te equilibrada con la solucidn amortiguadora A, se lava con esta

solucidn A hasta que la absorbancia a 280 nm de las fracciones

eluidas sea menor que 0,1. Posteriormente se eluye con un gradiente
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lineal de acetato de sodio entre O y 0,8 M en solucion A. E1 volu=-
men total del gradiente es 1,5 litros.

ET flujo de la columna se mantiene en 2 ml/minuto y se colec-
tan fracciones de 7 ml.

La elucidn con el gradiente lineal salino permite Ta separa-
cion de diferentes actividades fosfodiesterdsicas presentes en

oocitos de Xenopus laevis (Echeverria y col., 1981l). A una concen-

tracidon salina de 0,2 M, se obtiene un pico de actividad fosfodies-
terdsica denominado fosfodiesterasa I. Esta forma enzimatica uti-
1iza tanto cAMP como cGMP como sustratos, y se caracteriza por ser
activada por calmodulina y Ca?t., A una concentracidn de 0,35 M de
sal, se obtiene otro pico de actividad fosfofiesterasica denominado
fosfodiesterasa II. Esta forma enzimatica s0lo reconoce al cAMP
como sustrato y es insensible a calmodulina y Cal+t,

Existe una tercera forma de fosfodiesterasa que eluye a una
concentracion salina de 0,30 M, que al catalizar la hidrdlisis de
cAMP es susceptible de ser estimulada por ¢GMP (Connelly, manuscri-

to en preparacion).

c. Cromatografia de afinidad en columna de calmodulina-sefarosa.

- Preparacion del gel CaM-sefarosa.

Se utiliza la tcnica descrita por Klee y Krinks (1978), que
consiste en ligar 1,2 mg de calmodulina purificada a homogenei-
dad de cerebro de bovino con 4 ml de sefarosa-4B (Sepharose-~4B)
activada con bromuro de cianbgeno; en las condiciones descritas

por estos autores.
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- Adsorcidn y elucion de la fosfodiesterasa I.

Alicuotas de la preparacion de fosfodiesterasa I proveniente
de la cromatografia en DEAE-celulosa se ajustan a una concentra-
cidn de Caé* de 0,5 mM final y se adsorben en una columna de
1 ml de CaM-sefarosa previamente equilibrada con una solucidn
que contiene: Tris=-HC1, 40 mM pH 7,5; NaCl, 50 mM; CaClp,
0,2 mM; MgClp, 3 mM y DTT, 0,1 mM (amortiguador C).

Posteriormente el gel se lava con 10 ml del amortiguador C,
Tuego con 5 a 10 ml de solucidn de NaCl 0,2 M en solucidn C
(amortiguador C'), finalmente se eluye con una solucidn que
contiene: Tris-HC1, 40 mh pH 7,5; NaCl, 0,2 M; MgCly, 3 mM; DTT,
0,1 mM y EGTA, 2 mM {amortiguador D); se mantiene un flujo de
0,2 m1/min y se recogen fracciones de 0,5 ml.

La fosfodiesterasa I es retenida en la columna de afinidad en
presencia de iones Ca2+, puesto que ellos permiten la interac-
c¢idon de la enzima con la calmodulina. Este hecho permite puri-
ficar la fosfodiesterasa I de todas aquellas proteinas que no
tienen afinidad por calmodulina. Las fracciones correspondien-
tes al lavado de la columna presentan actividad fosfodiesterasi-
ca,‘gin embargo, &sta no es activable por CaM-Ca2t. Al hacer
pasar el amortiguador D, que contiene EGTA, se elimina la inter-
accidn enzima-calmodulina, recuperandose asi la actividad de
fosfodiesterasa I en las fracciones correspondientes a la elu-
cion con dicha solucion amortiquadora.

La enzima asT obtenida es capaz de ser activada entre 4 y 10

veces por el complejo CaM-Ca2*, La preparacion purificada por

39




esta técnica debe conservarse en solucidn con 50% glicerol (pH
8,0) y a ~80°.

Cabe hacer notar que la cromatografia de la protefna inhibi-
toria en esta columna de afinidad, se realiza en las mismas con-
dicioﬁés arriba descritas.

d. Tratamiento de fosfodiesterasa I con tripsina.

La incubacion de fosfodiesterasa I con tripsina en las canti-
dades sefialadas en cada experimento, se realiza durante 10 minutos
a 307 La reaccidn se comienza con la adicidn de tripsina y se de-
tiene agregando inhibidor de tripsina de poroto de soya en cantida-
des 5 veces superiores a las de tripsina empleada; al tubo control
se agrega la tripsina y ademds el inhidor de tripsina de poroto de
soya al comienzo de la reaccion.

5. CALMDDULINA: PREPARACION, PURIFICACION Y DETERMINACION CUANTITATIVA
a. Preparacidon de los extractos.

En algunos experimentos que se exponen en esta tesis se uti-
liza una preparacion de calmodulina proveniente de un extracto no
purificado y obtenido a partir de pequefas cantidades de ovarjo.
Alrededor de 1 g de ovario, se homogeneiza en 3 ml de KC1 0,3M en
amortiguador B. E1 extracto obtenido se calienta a 90° por 5 minu-
tos y se centrifuga a 12.000 x g durante 10 minutos. Este extracto
puede congelarse para su posterior utilizacion.

Cuando se desea obtener calmodulina purificada de ovario, la
preparacidn se realiza a partir de unos 40 g de ovario. Estos se
obtienen y se tratan como se describid arriba, y se homogeneizan en

una solucion Tris-HC1, 20 mM, pH 7,5 y MgClp, 1 mM.




b.

Preparacion y tratamiento del polvo cetdnico:

Al homogeneizado preparado comg se indica en el punto ante-
rior, se agregan 300 mil de acetona a -20°, se agita y el precipita-
do formado se filtra al vacio, lavdndolo con 100 ml de acetona
fria, se Tliofiliza, obteniéndose aproximadamente 11 g de polvo
cetdnico.

E1 tratamiento del polvo cetdnico se realiza segiin la técnica
descrita por Klee (1977), para lo cual se resuspenden 10 g de polvo
cetdnico en 150 m1 de solucidn de Tris-HC1, 0,1 M pH 7,5, y se agi-
ta 1 hora a 4°; la suspensidn obtenida se centrifuga a 9.000 x g
durante 15 minutos con el fin de eliminar las proteinas no disuel-
tas, se separa el 1iquido sobrenadante, al que se agregan 6 g de un
intercambiador idnico DE-22 [previamente equilibrado con una solu-
cidon que contiene Tris-HC1, 0,02 M pH 7,5; MaClo 1 mM y NaCl,
0,05 M (amortiguador E)Y y luego se agita a 4° durante 15 minutos.
Esta mezcla del 1iquido sobrenadante con DE-22 se lava por decanta=-
c¢idon con el amortiguador E y se eluye con una solucidn de NaCl,
0,7 M en amortiguador E. El eluido se precipita con sulfato de
amonio al 50%, el precipitade formado se recupera por centrifuga-
¢idn, se disuelve en 20 ml de solucion E, y se dializa contra esta
misma solucidon amortiguadora.

Cromatografia de afinidad en columna de CAPP-Affigel 10.

Se utiliza la técnica descrita por Jamieson y Vanaman (1979),
modificada por Klee (comunicacidon personal).

Esta técnica se basa en la propiedad de la calmodulina de

unirse a drogas antisicoticas como las fenotiazinas (Levin y Weiss,
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1977}. Se usan 25 ml de Affigel-10 que se lavan tres veces con el
mismo volumen de metanol y luego se dejan agitando toda la noche a
4° con 50 mg de un derivado de fenotiazina denominado 2C1-10
{3-aminopropil) fenotiazina (CAPP). Posteriormente se lava dos ve-
ces con 25 ml de solucidn de borato de sodio 0,1M, pH 8,2 y se deja
el gel toda la noche en una solucidon de amino etanol 0,5M, pH 8,5.
Doce ml de una solucidn de calmodulina proveniente de una so-
lucidon de polvo cetdnico (ver parrafo b) se adsorben en una columna
(6 x 1,5 cm) de CAPP-Affigel 10, que ha sido previamente equilibra~

da con una solucidn que contiene: Hepes, 40 mM pH 7,5; NaCl, 50 mM;

DTT, 0,5 mM; MgCla, 1 mM y CaClz, 0,5 mM (amortiguador F). La co-

Tumna se lava con 85 ml de solucidn F y luego con 55 ml de solucidn

de NaCl, 0,4 M en solucidon F (amortiguador F'). La calmodulina es

eluida de la columna con una solucidn que contiene: Hepes, 40 mM pH
7,5; NaCl, 0,4 M; DTT, 0,5 mM; MgCla 1 mM y EGTA, 2 mM (amortigua-
dor G). El1 flujo se mantiene en 0,1 ml/min y se colectan fraccio-
nes de 5 ml.

: En la figura 2 se puede observar que se obtiene una actividad
tiho calmodulina en las fracciones correspondientes a la elucidon de
la columna con el amortiguador G que contiene EGTA, pue}to que en
ausencia de iones Ca’t se anulan las interacciones entre la calmo-
dulina'y el derivado de fenotiazina (Levin y Weiss, 1979).
Electroforesis en geles de poliacrilamida.

Se utilizan geles de poliacrilamida al 12,5%, segln la técni-

ca descrita por Davis (1964}.

E1 gel se somete toda la noche a una corriente constante de
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Figura,2,

Cromatoghafia de afindidad de calmodulina de ovario en
columna de CAPP-A{figel 10,

La actividad de calmodulina {X~---X), proveniente de
10 g de polvo cetdnico preparado y tratado como se in-
dica en Metodos, se expresa como porcentaje de activa-
cion de la actividad basal de fosfodiesterasa I. Lla
actividad enzimatica se determina como se describe en
Métodos, utilizando 50 ug de una preparacion de fosfo-
diesterasa I proveniente de la etapa de purificacion
en DEAE-celulosa, y que presenta una actividad basal
de 42 pmoles/min x mg proteina.
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1,1 mA/cmZ. Una vez colocadas las muestras por duplicado, el gel
se trata durante 1,5 horas con una corriente de 1,6 mA/cm.2 y luego
é horas con 2,2 mA/cmZ. Posteriormente 1a mitad del gel se tife
con solucidn de azul de Coomassie, y la otra mitad se corta en tro-
z0os de 3 mm de ancho Tos cuales se incuban en 0,1 ml de amortigua-
dor A a 4° por 18 horas.

Determi%aciﬁn cuantitativa.

La medicion de la calmodulina presente en diversas prepara-
ciones de ovgrio se realiza en dos etapas. En primer lugar se de-
termina la actividad fosfodiesterdsica con diferentes concentracio-
nes de una solucidn de calmodulina purificada a homogeneidad de ce-
rebro de bovino, obteni&ndose una curva de activacidn como la que
se muestra en la figura 3. Se define el valor de fCaM)s5p Como Ta
cantidad de calmodulina necesaria para alcanzar la mitad de la ac-
tivacidn mixima de una cierta preparacidon de fosfofiesterasa I. En
el caso sefalado en la figura 3, este valor corresponde a 60 ng de
calmodulina por ensayo, es decir una concentracidn de 1,8 x 10-8u.
Este valor debe determinarse para cada nueva preparacidn de fosfo-
diesterasa utilizada.

En segundo Tugar se determina la actividad de una aljcuota de
fosfodiesterasa con diferentes cantidades de la preparacidn de ova-
rio a la cual se quiere determinar la concentracidn de calmodulina.
La alicuota de la muestra que provoca la mitad de la activacion ma-

xima, contiene una cantidad de calmodulina equivalente al [CaM}50

determinado.
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Figuna 3.

Determinacibn cuantitativa de calmdulina por medicibn
de La activaeisn de fosfodiesterasa I.

La actividad basal de 30 ug de una preparacidon de
fosfodiesterasa I proveniente de la etapa de purifica-
cion en DEAE-celulosa es de 45 pmoles de cAMP hidroli-
zados/min x mg proteina. La actividad estimulada se
mide en presencia de CaCly 0,5 mM y cantidades cre-
cientes de calmodulina purificada a homogeneidad de
cerebro de bovino.
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RESULTADOS

I. EFECTO DE AGENTES ACTIVADORES SOBRE LA FOSFODIESTERASA I DE OVARIO DE
XENOPUS LAEVIS.

La calmodulina, una protefna que se ha encontrado en todos
los tejidos estudiados, estd también presente en ovario de Xenopus
laevis,

En la primera parte de esta tesis se muestran las pruebas de
su existencia en este sistema y la caracterizacidn de su efecto y el
de fosfolipidos sobre la actividad de la fosfodiesterasa I.

A. CALMODULINA DE OVARIO DE XENOPUS LAEVIS.

1. Identificacidn, purificacidn y determinacidn cuantitativa.

La calmodulina es capaz de activar una gran variedad de enzi-
mas, entre ellas, una de las especies de fosfodiesterasa de nu-
cledtidos ciclicos. (Cheung, 1971). Uno de los criterios utili-
zados rutinariamente para detectar la presencia de calmodulina
en una preparacion fisioldgica, es medir la capacidad de un ex-
tracéo calentado para activar la fosfodiesterasa dependiente de
Calt en presencia de estos jones, y la reversion de la activa-
cidn en presencia de EGTA (Wolff y Broston, 1974),

En la figura 4 se observa la activacidn de la fosfodiesterasa
I de ovario por cantidades crecientes de dos extractos diferen-

tes. La figura 4 A corresponde a la activacidn por un extracto

1
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ACTIVIDAD FOSFODIESTERASICA
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ovanio y pon extracto de nfcleos.
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Figuna 4. Activacibn de fosfodiesterasa 1 por extracto fotal de
ovario y por extracto de nieleos,

El ensayo se realiza como se describe en Matodos
utilizando 70 pg de preparacion de fosfodiesterasa I
proveniente de la etapa de purificacion de DEAE-celulo-
sa, en presencia de [3H]cAMP 100 yM. La actividad ba-
sal de la enzima es de 458 pmoles cAMP hidrolizados/min
X mg proteina.

Diferentes alicuotas de un extracto total de ovario
preparado a partir de 1 g de ovaric (A) y de extracto .
de nlicleos preparado a partir de 208 niicleos (B), se
agregan a la mezcla de reaccion.

La actividad enzimdtica ensayada en presencia de
e 'tos extractos y de EGTA 1 mM es equivalente a la ac-
tividad basal.

Las flechas indican el volumen de cada extracto ne-
cesario para producir un 50% de activacion de la enzima.

E1 valor mdximo de activacidn alcanzade con ambos
extractos es equivalente al que se obtiene al utilizar
concéntraciones saturantes de caimodulina.

i
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calentado total de ovario y la 4 B a la activacidon por un ex-
tracto calentado de nicleos.

Al comparar los valores obtenidos para un 50% de la estimula-
cion de la enzima, con el valor de [CaM)50 obtenido de la curva
estandar de calibracidon bajo las mismas condiciones de ensayo, y
utilizando calmodulina purificada a homogeneidad de cerebro de
bovino, se concluye que existirfan 118 Hg de calmodulina por
gramo de ovario. Tomando en cuenta que 1 g de ovario posee al-
rededor de 660 oocitos, se puede establecer que habria 179 ng de
calmodulina por oocito, es decir que la calmodulina se encuentra
en una concentracion de 18 FM en el oocito (en este cdlculo se
considera que el volumen acuoso de un oocito estado VI es de
660 n1). Estos valores se asemejan a los descritos por Cartaud

y col. (1980) para oocitos de Xenopus laevis.

Un calculo semejante para el extracto obtenido de nidcleos de
oocitos arroja una cifra de 2 ng de calmodulina por nicleo, es
decir, que &ste sGlo contendria cantidades trazas de este agente
estimulador.

La figura 5 muestra la separacidn por electroforesis de cal-
modulina de un extracto proveniente de 1 g de ovario; se puede
observar también que la calmodulina comigra con una actividad
estimulante de fosfodiesterasa I.

La calmodulina es una proteina de bajo peso molecular que mi-
gra junto con el frente en una electroforesis en geles de bajo
porcentaje de poliacrilamida. Con el fin de obtener una banda

aislada e identificable se emplean geles al 12,5% de
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Figura 5, Electhofonesdis de un extracto de ovarnio y medicibn de
activiidad estimubante de fosfodiesterasa en Las diver-
404 ﬂnaac¢one¢.

Se somete a una electroforesis en geles de poliacrilamida una
preparac1on de extracto de ovario obtenido como se describe en
Métodos. La electroforesis y la elucidn ‘de actividad estimulante
del gel se rea11za como se describe en Métodos.

Alicuotas de 50 pl de cada una de las fracciones se ensayan con
80 pg de una preparac10n de fosfodiesterasa I proven1ent%3de la
etapa de pur1f1cac1on en DEAE-celulosa, en presencia de [°HYIcAMP
100 pyM. La actividad basal de la enzima en estas condiciones es
de 389 pmoles de\cAMP hidrolizados/min x mg protefna. La flecha
sefiala la banda de proteina que comigra con calmodulina de cerebro
¥y que es capaz de activar-la fosfodiesterasa I de ovario.

: !
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poliacrilamida.

' La electroforesis de este extracto presenta una serie de ban-
das que se tifien de azul de Coomassie. Al ensayar alicuotas del
eluido de los trozos del gel, se puede obervar en la figura 5
que se obtiene una actividad estimulante de fosfodiesterasa que
comigra con una de las bandas. Dicha banda comigra con una ban-
da de calmodulina de cerebro de bovino purificada a homogenei-
dad (resultado no mostrado).

Al seguir los métodos convencionales para la preparacidn de
calmodulina, descritos en Mé&todos, se obtiene una purificacidn
notable al aprovechar la propiedad de unidn altamente especifica
de esta proteina a compuestos derivados de fenotiazina (figu-
ra 2).

La figura 6 muestra la activacidon de la fosfodiesterasa I al
agregar diferentes cantidades de la preparacidn purificada por
cromatografia en columna de afinidad de CAPP-Affigel 10. Se ob-
serva que la cantidad de calmodulina que produce un 50% de acti-
vacidn maxima corresponde a 124 ng de proteina de la preparacion.
E1 valor de [CaM]50 de la curva de calibracidn correspondiente
es de 58 ng, lo que indica que la preparacidn de calmodulina de
ovario tiene una pureza aproximada de un 50%.

Efecto de la concentracion de iones Cal* en la activacion de
fosfodiesterasa I por calmodulina.

La activacidn de fosfodiesterasa por calmodulina en otros
sistemas es dependiente de la presencia de iones de Calt,

Se determina entonces el efecto de Calt sobre la activacion
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|Cantidades crecientes del eluido de la columna de
CARP-Affigel 10 se agregan al de10 de incubacion des-
cr1to en Métodos, utilizando [
v1dad basal de la enzima es de 48,7 pmoles de CAMP
h1dro11zados/m1n X mg prote1na. La actividad enz1ma-
t1ca medida en presencia de 800 ng de preparacion de
calmodu11na y de EGTA 1 mM es indéntica a la basal.

|La flecha indica la cantidad de proteina necesaria
para provocar un 50% de la activacion de 1a enzima.

HJcAMP 5 uM. La acti-.
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de fosfodiesterasa I por calmodulina de ovario, utilizando el
sistema amortiguadov con EGTA descrito por Fabiato y Fabiato
(1979) y modificado por Mario Luxoro para el pH utilizado en el
ensayo (comynicaciﬁn personal).

En la figura 7 se observa que se obtiene la mitad de la ac-
tivacion mixima con una concentracidon de 0,5 FM de Ca2+, valor
muy 51m11ar;a los encontrados en la literatura con otros tejidos
(Dedman y col., 1977; Piascik y col., 1980).

Agentes que alteran el efecto de calmodulina.
a. Derivados de fenotiazina.

Las @rogas antisicoticas derivadas de fenotiazina se unen
a la calmodulina, fimpidiendo su accidon activante sobre la
fosfodiesterasa I.

La figura 8 muestra el efecto antagdnico de flufenazina y
de CAPP en la estimulacidn provocada por calmodulina sobre
fosfodiesterasa I. A medida que aumenta lta concentracidn de
la droga, se observa una inhibicidn progresiva sobre Ta acti-
vacidn de la fosfodiesterasa [ tanto por calmodulina de cere-
bro de bovino (figura 8 A) como por calmodulina purificada de
ovario (figura 8 B).

La concentracidn de CAPP necesaria para antagonizar en un
50% la activaciﬁn provocada por calmodulina de cerebro y de
ovario es de 2,3 x 1075M y de 1,0 x 10-5m respectivamente.
La concentracidn de flufenazina para producir el mismo efecto

es de 3,7 x 1075M y de 7,0 x 1076M respectivamente.
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Figura 7.

activecion mdxima
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-8 -7 -6 -5
log [Cua*],M

Efecto de Lones Caz+ en La actividad fosfodiestendsica
activade por calmoduling,

La actividad de 70 pg de preparacion de fosfodies-
terasa proveniente de la etapa de purificacion en
DEAE-celulosa, se mide en unqamezcla de reaccion cuyo
pH es 7,0, en presencia de [°HJcAMP 100 pM. La con-
centra%iﬁn de MgClp es de 6 mM y las concentraciones
de Ca®t se ajustan haciendo variar la relacion
[CaC1,3/LEGTAY. (Fabiato y Fabiato, 1979).

La calmodulina de ovario (25 pg/ensayo} utilizada,
corresponde a una preparacion de polvo cetdonico prepa-
rada como se describe en Métodos.
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Figuna 8.

Antagonismo de derivados de fenotiazina sobre La activi-
dad de f{osfodiesterasa 1 activada por calmodulina de ce-
, tebro de bovino y de ovario de Xenopus Laevis.

La act1v1dad de 27 ug de una preparacidn de fosfodies-
terasa I proveniente de la etapa de purificacidn dg DEAE-
celulosa se mide en presencia de CaClp 250 pM y [°HIcAMP
5 MC

IJLa actividad basal de la enzima es de 52,0 pmoles de
cAMP hidrolizados/min x mg proteina. La actividad esti-
mulada con calmodulina de cerebro de bovino, 3,0 x 107 M
(0 5 pg/ensayo) (A), y con 382 ng de calmodu11na de ova-
rio de una preparac1on de polvo cetdnico preparada como
se describe en Métodos (B), es inhibida por concentracio-
nes varjables de CAPP (#—se) o flufenazina (X—X).

La actividad obtenida con las concentraciones mas al-
tas de las drogas es equivalente a la actividad basal,
indicando que &sta no es susceptible a estos derivados de
fenotjazina.

Las concentraciones de calmodulina utilizadas en A y B
provocan una activacidn mixima de la enzima.
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b. Melitina.

La melitina es capaz de antagonizar la activacidon de alqu-
nas enzimas por calmodulina.

La figura 9 muestra el efecto de concentraciones crecien-
tes de melitina sobre la actividad de fosfodiesterasa I acti-
vada por calmodulina de cerebro y de ovario. En ambos casos
hay una inhibicidn progresiva de la activacidon hasta 1legar a
los valores basales de la actividad enzimatica. La concen-
tracidn de melitina necesaria para inhibir en un 50% Ta acti-
vacidn provocada por calmodulina de cerebro es de 86 nM y de
120 nM par; la calmodulina de ovario. Estos valores son cer-
canos a los descritos por Comte y col. (1983).

Los resultados mostrados sobre inhibicidn de calmodulina
por derivados de fenotiazina y melitina indican que la calmo-
dulina de ovario interactta con la fosfodiesterasa I de una
manera semejante a como 1o hace la calmodulina de cerebro.

B. FOSFOLIPIDOS
1. Caracteristicas generales de la activacidn.
a. Especificidad.

Como hemos dicho, una gran variedad de 1ipidos, prin-
cip;Imente acidos grasos, fosfolipidos y sus lisoderivados,
son capaces de estimular la fosfodiesterasa dependiente de
Ca2t de diferentes sistemas.

La tabla II muestra que de los 17pidos ensayados, sola-
mente lisofosfatidilcolina y lisofosfatidiletanolamina acti-

van la fosfodiesterasa I de ovario a niveles iquales o
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Figura 9.

Inhibiaibn por melitina de La fosfodiestenasa 1T activada
por calmodulina.,

27 Hg de una preparacion de fosfodiesterasa I prove-
niente de la etapa de p%{1f1cac10n en DEAE-celulosa se
incuban en presencia de [°HJcAMP 5 uM con calmodulina de
cerebro de bovino 1,8 x 107°%M (60 ng por ensayo) (e—se)
0 con 382 ng de ca]modu11na de ovario purificada por co-
lumna de afinidad de CAPP-Affigel 10 (X---X)

La cantidad de calmodulina de ovario utilizada provoca
una activacion midxima de la enzima; la concentracidn de
ca]modulina de cerebro utilizada produce un 98% de la ac~-
tivacion maxima.

La actividad basal de Ta_enzima (51,0 pmoles de cAMP
hidrolizades/min x mg proteina) no_es afectada por con-
centﬁgc1ones de melitina de 5 x 10°7M,
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Tabla II

Activacion de fosfodiesterasa I por diferentes 17pidos.

Exper. Adiciodn Actigidad fosfodiesterasica
N® [H)cAMP hidrolizado.
Compuesto Concentracion
mg/m] pmoles Activ.estimul
min x mg prot. Activ.basal
1. | Nada - 58,8 -
Calmodulina 0,001 251,0 4,3
Lisofosfatidilcolina 0,5 2717,0 4,7
Acido oleico 0,004 52,9 0,9
2. Nada - 88,3 -
Lisofosfatidilcolina 0,1 383,0 4.3
Lisofosfatidil-
etanolamina. a.2 372,0 4,2
Fosfatidilinositol 0,2 149,0 1,7
Estearato de Na 0,15 149,0 1,7
Linoleato de Na 0,15 0 Inhibicion
uM
3. | Nada - 15,3 -
Progesterona 17 19,5 1,3
Progesterona 170 12,4 0,8
A-Estradiol 10 13,6 0,9
Testosterona 10 8,6 0,6

E1 ensayo, como se describe en Métodos, se realiza con una prepara-
cion de fosfodiesterasa proveniente de una c01amna de afinidad de CaM-
sefarosa (10 pg por ensayo), en presencia de [PHJCAMP 5 pM.

Lisofosfatidiletanolamina, estearato de sodio y linoleato de sodio
se suspenden en agua, y se sonican durante 5 minutos previo a su uso.

La sonicacidn se efectda en un desintegrador ultrasdnico Braunsonic
modelo 1510, con un vastago de titanio de 9,5 mm de diametro, aplicando
una potencia de 50 Watts.

Las hormonas esteroidales se disuelven en etanol. La concentracidn
final de etanol en el ensayo es entre 0,001 y 0,1%. El1 resto de los
1ipidos se solubiliza en agua.

62




superiores a los alcanzados con calmodulina. De los acidos
grasos ensayados, sO0lo el estearato de sodio, a diferencia de
otros sistemas, produce una leve activacidon, obteniéndose
incluso una inhibicidn por linoleato de sodio. E1 fosfatidil
inositol, un buen agente activante en otros sistemas, en este
caso produce una activacidon de sdlo 1,7 veces. Las hormonas
de estructura esteroidal ensayadas no presentan tampoco un
efecto activante sobre la actividad de la enzima.

Cabe hacer notar que de las varias formas enzimdticas
que se resuelven en la columna de DEAE-celulosa, solamente la
fosfodiesterasa I es capaz de sufrir la activacidon por
1ipidos, en cambio la fosfodiesterasa II, es decir aquella
que es independiente de calcio, no es activable por lisofos-
fatidilcolina ni lisofosfatiletanolamina.

En la tabla III aparecen resultados de algunos experi-
mentos que aportan mayores detalles acerca de la activacidn
de la enzima por lisofosfatidilcolina. Esta activacidon es
independiente de Ca2+, puesto que cuando el ensayo se hace en
presencia de EGTA, se obtiene el mismo grado de activacion
que en presencia de Cat,

Pichard y Cheung (1977) describen una activacidn de la
fosfodiesterasa dependiente de Cal* por fosfolipasa C, sin
embargo, en la tabla III se puede observar que la actividad
de la fosfodiesterasa I de ovario no es alterada por la pre-
sencia de 5 unidades de fosfolipasa C en la mezcla de reac-

cion.
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Tabla III

Caracteristicas de la activacidon de fosfodiesterasa I
por lisofosfatidilcolina.

Exp. Adicidn Actividad fosfodiesterdsica
N° [3HICAMP hidrolizado
pmoles Activ.estimul.
min x mg prot. | Actividad basal
1 |ca2* 1,5 mM 30,0 -
Ca2* 1,5 mM + LFC 0,2 mg/ml 116,6 3,9
EGTA 2 mM + LFC 0,2 mg/ml 116,2 3,9
2 Nada 71,5 -
Fosfolipasa C, 5U 76,8 1,1
LFC 0,2 mg/ml 511,9 7,2
LFC 0,2 mg/ml + fosfolipasa C,5U 69,4 1

30 pg de fosfodiesterasa I proveniente de DEAE-celulosa se ensaya en
presencia de [3HICAMP 5 M.

Lisofosfatidilcolina (LFC) se agrega en las concentraciones indicadas.
En el experimento 2, la fosfolipasa C se agrega a la mezcla de incuba-
cidon al comienzo de la reaccidon. Se denomina 1 unidad de fosfolipasa
C aquella cantidad de enzima que libera 1 pmol de fosfato/min a 37°C.
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b.

La activacidn por lisofosfatidilcolina es dependiente
de la integridad de su estructura molecular, puesto que al
hidrolizar el fosfolipide con fosfolipasa C, no se produce
activacion de la fosfodiesterasa I.

Efecto de la concentracidon de lisofosfatidiicolina sobre 1la
activacidn de fosfodiesterasa I nativa y fosfodiesterasa I
tripsinizada.

En la figura 10 se muestra el efecto de concentraciones
crecientes de lisofosfatidilcolina sobre la acti;idad de fos-
fodiesterasa I nativa. Se observa un aumento progresivo de
la actividad hasta llegar a una estimulacidn mixima de 7,2
veces con 100 pg/ml del fosfolipido.

En esta figura se puede observar también que la activa-
cidn maxima obtenida por el fosfolipide es superior a la al-
canzada con calmodulina y calcio (simbolo cuadrado en la
ordenada). También es evidente que al agregar CaM-Ca* a 1a

enzima en presencia de 100 Hg de lisofosfatidilcolina no se

obtiene mayor actividad indicando que el efecto de ambos ac-.

tivadores no es aditivo a concentraciones $aturantes de ellos.
Se ha descrito que la fosfodiesterasa I de ovarioc de

Xenopus laevis es activada por un tratamiento controlado con

tripsina (Orellana y col., 1981; Oreilana y col.,1984). Si
se realiza un experimento equivalente al descrito en la figu~
ra 10, utilizando una fosfodiesterasa I activada por tripsi-
nizacidn y purificada posterjormente por cromatografia en co-

lumna de CaM-sefarosa para eliminar cualguier contaminacidn
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Figura 10.

Efecto de La concentracidn de Lisofosfatidibeolina sobre
La actividad de fosfodiestenasa 1,

9 pg de fosfodiesterasa I purificada por columna de
CaM-sefarosa se incuban en presencia de diferentes con-
centraciones de lisofosfatidilcolina {(e—e). La medi-
cion de actividad fosfodiesterdasica estimulada por
CaM-CaZt 0O) se 1leva a cabo en presencia de calmodulina
3,0 x 10°°M. Los ensayos se realizan con [°HJcAMP 5 FM'
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de fosfodiesterasa nativa, se encuentra que la lisofosfati-
dilcolina no es capaz de activar la enzima previamente acti-
vada por tripsinizacidn, indicando nuevamente que estos dos

mecanismos de activacidn no son aditivos (ver tabla IV).

2. Accion de derivados de fenotiazina sobre la activacion de fosfo-

diesterasa I por Tisofosfatidilcolina. ‘

Se ha sugerido que los 1ipidos activan la fosfodieste-
rasa dependiente de CaM-CaZ* por un mecanismo semejante al de la
calmodulina (Wolff y Brostrom, 1976; Gietzen y col.,1982), te-
niendo como antecedentes 1la estructura anfifilica de ambos
activadores, como tambi&n la variacidon de los parametros ciné-
ticos de las reacciones activadas.

En este sentido es interesante estudiar el efecto de
antagonistas de calmodulina, como los derivados de fenotiazina,
sobre la activacion causada por fosfolipidos.

La figura 11 muestra como la fosfodiesterasa activada
por lisofofatidilcolina disminuye progresivamente hacia el valor
de actividad basal a medida gque se aumenta la concentracion de

flufenazina. La concentracidn de la droga necesaria para alcan-
zar un 50% de la inhibicidn es de 1,3 x 105 M, valor muy seme-
jante al que se obtiene cuando se inhibe la enzima activada por
CaM-Ca2*, Sin embargo, otro derivado de fenotiazina, el CAPP,
que a concentraciones del orden de 10-5 M produce un 50% de in-
hibicidon de la enzima activada por calmodulina, no tiene ningin
efecto sobre la activacidn por lisofosfatidilcolina a concentra-

ciones aiin superiores a 10-4 M.
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Tabla IV

Efecto la concentracidon de lisofosfatidilcolina
sobre fosfodiesterasa I tripsinizada.

[lisofosfatidilcolina) Actividad fosfodiesterdsica
ug/ml pmoles cAMP hidrolizados/min x mg proteina
- 133,0
5 132,8
10 133.7
25 126,4
50 1283
100 141,8
200 132,7

Una preparacidon de fosfodiesterasa I proveniente de DEAE-celulosa
(5,3mg) se somete a tratamiento con tr1ps1na (2,2 pg/ml1) en las condi-
ciones descritas en Métodos.

La enzima tripsinizada se somete a una cromatografia en columna de
CaM-sefarosa. Alcuotas de la actividad fosfodiesterasica que no se
ret1ene en dicha columna (29 pg/ensayo) se ensayan en presencia de

[3HICAMP 5 uM, con las cantidades indicadas de lisofosfatidil colina.
La actividad de la enzima nativa es de 35,0 pmoles cAMP hidrolizados/
min x mg proteina.
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Accifn de derivados de fenotiazina sobre La activacién
de fosfodiesterasa 1 por Lisofosfatidileoling.

9 pg de una preparacion de fosfodiesterasa I purifi-
cada por cromatografia en columna de CaM-sefarosa se
tratan con lisofosfatidilcolina en una concentracion de
10 pg/ml por ensayo, alcanzdndose un 65% del valor de
activacion maxima.

Lg actividad fosfodiesterdsica se mide en presencia
de [HYcAMP 5 uM y cantidades crecientes de flufenazina

(e—-e) 0 de CAPP (X---X).
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II. UNA PROTEINA DE OVARIO DE XENOPUS LAEVIS CON CAPACIDAD INHIBITORIA DE

LA FOSFODIESTERASA I ACTIVADA POR DIFERENTES COMPUESTOS.

Como se ha mencionado en la introduccidn, hasta la fe-
cha se ha descrito con cierto detalle la caracterizacidon de dos inhi-
bidores proteicos de la activacion de calmodulina sobre fosfodieste-
rasa, extraidos de cerebro de bovino, y el aislamiento de una serie
de proteinas que se unen a calmodulina, impidiendo su accidn activa-
dora.

Estos antecedentes y la falta de actividad de la fosfo-

diesterasa I in vivo y en extractos crudos de ovario (Echeverria y

col., 1981; Allende y Allende, 1982) nos llevaron a buscar un inhibi-
dor de la activacidon de calmodulina en extractos de ovario de Xenopus
laevis.

1. Preparacion de la proteina inhibitoria.

La poca actividad fosfodiesterasica susceptible a cal-
modulina y Ca2* en los extractos crudos de ovario, y la aparicion
de una fosfodiesterasa activable por calmodulina, como componente
mayoritario después del fraccionamiento de dichos extractos por
cromatografia en DEAE-celulosa (Echeverria y col., 1981), nos sugi-
rieron que dicha cromatografia podria estar retirando un compuesto
inhibidor.

La figura 12 muestra el patrdon de elucidn de una colum-
na de DEAE-celulosa que se prepara y eluye en las mismas condicio-
nes descritas en MEétodos para la obtencidon de fosfodiesterasa I.
Se puede observar la elucidon de las actividades de fosfodiesterasa

[ yIl a0,2My a0,30 M de acetato de sodio respectivamente.

7l
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Figura 12,

i
Separacibn de La proteina Linhibitonia de Las activida-

des fosfodiestentsicas por cromtognafia en columa de
DEAE-celulosa.

La preparacion del extracto de ovario de Xenopus lae-
vis, la adsorcién y elucidn en columna de DEAE-celulosa
(DE-52) se 1levan a cabo como se describe en Métodos.

La actividad fosfodiesterdsica eadﬁgena, tanto basal
(o—e) como estimulada por CaM-Ca* (o—0) se miden
en alicuotas de 20 pl de cada fraccidn en presencia de
E3HICAMP 5 pM.

La actividad inhibitoria (a-—a) se evidencia ensa-
yando 50 pg de una preparacion de fosfodiesterasa I
proveniente de la etapa de purificacidn_ en DEAE-
celulosa activada por calmoduiina 2,4 x 108 M {alcan-
zdndose un 98% de la activacidn mixima) y una alicuota
de 100 pl1 de las fracciones de la columna en las condi-
ciones descritas en Mé&todos.

E1 gradiente de concentracidn salina (---) se veri-
fica midiendo la conductividad de las fracciones de la
columna.
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Al analizar algunas fracciones de esta separacidn cro-
matografica donde no existe actividad fosfodiesterdsica, en presen-
cia de fosfodiesterasa I, calmodulina y Ca2+, se observa que la ac-
tivacion disminuye. Es decir, que las fracciones que eluyen entre
las concentraciones 0,14 y 0,18 M de acetato de sodio, muestran una
actividad inhibitoria de la fosfodiesterasa I activada por CaM-Calt,

Estas fracciones constituyen la preparacidn de proteina
inhibitoria utilizada en una serie de experimentos que se sefalan a
continuacion.

Caracteristicas generales de la proteina inhibitoria.
a. Pruebas de su cardcter proteico.

La actividad inhibitoria se pierde al calentar una pre-
paracion del inhibidor a 100° por 2 minutos. Este compuesto
precipita con sulfato de amonio a concentraciones de 40 a 80% de
saturacion a 0°.

E1 caracter proteico del inhibidor se confirma midiendo
su suceptibilidad a la hidrdlisis proteolitica. Una preparacion
del inhibidor se somete a la accidon de 3 enzimas proteoliticas
diferentes: tripsina, quimotripsina y subtilisina. Una vez fi-
nalizado el tratamiento, se ensaya su capacidad para inhibir la
fosfodiesterasa 1 activada por CaM-CaZt,

En la tabla V se encuentra el resultado de este experi-
mento, que indica que la actividad inhibitoria es totalmente
eliminada por la accion de la quimotripsina, y parcialmente por

la de tripsina y subtilisina.
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Tabla V

Sensibilidad del inhibidor a enzimas hidroliticas.

&
!

)
i

Adicitn al ensayo

Actividad fosfodiesterasica

% inactivacion

}
!

calmodulina proteina pmoles cAMP hidrolizados actividad
inhibitoria min x mg proteina inhibitoria

: |

- ' 51,8 -

+ 214.6 -

+ j N* 53,5 -

. L 104,2 36

+ § Q* 208,5 97

+ g* 130,8 43

625 pg de una preparacidn de una proteina inhibitoria proveniente
de DEAE- ce]ulosalse preincuban por 60 minutos a 30°C ya sea con trip-
sina, qu1m0tr1ps1na 0 subtilisina en una concentracion de 50 pg/ml en
cada caso. Las Héacc1ones se detienen agregando una solucidn que con-
tiene PMSF e 1nh1b1dor de tripsina de poroto de soya, en una concen-
tracion final de 2 5mM y 0,6 mg/ml repectivamente.

Una alicuota de esta mezcla de incubacidn (125 {g protefna) se en-
saya para determinar su actividad inhibitoria utilizando fosfodjeste-
rasa l proven1ente de DEAE-celulosa (50 pg) y calmodulina 3,0 x 10-8M,
en presencia de [ HIcAMP 5 M.

*

»*

*

o — =
*

|
|
|

: proteina 1nhjb1tor1a nativa

: protefna inhibitaria preincubada con tripsina
: proteTna inhibitoria preincubada con quimotripsina
: proteina inhﬁbitoria preincubada con subtilisina

v S e I} domb e s "




b. Determinacidon de su peso molecular y estructura.

Usando la técnica de filtracion en geles de Sefacril
$-200, se determina el peso molecular de la proteina con activi-
dad inhibitoria.

La figura 13 muestra el resultado de una filtracion en
este tipo de columna, de una preparacidn de proteina inhibitoria
proveniente de una cromatografia en DEAE-celulosa.

Se puede observar la aparicidn de un pico de actividad
inhibitoria, cuyo volumen de elucidn (Ve) permite determinar su
valor de Kav como se describe en M&todos.

E1 grafico mostrado en la figura 14 permite deducir un
peso molecular relativo, de 94,000, para la proteina inhibitoria.

Con el fin de obtener informacidn acerca de la estruc-
tura molecular de la proteina inhibitoria, se 1leva a cabo una
electroforesis en condiciones desnaturantes de una preparacion
que se ha sometido a las siguientes etapas de purificacidon: un
extracto preparado a partir de 164 g de ovario se somete a una
cromatografia de intercambio idnico en DEAE-celulosa. La solu-
cidn resultante de juntar todas las fracciones con actividad in-
hibitoria contiene 39 mg de proteina y 650 unidades de protefna
inhibitoria.

Esta solucidon se filtra en una columna de Sefacril
§-200 recuperandose 408 unidades de proteina inhibitoria y 14,4
mg totales de proteinas. Finalmente se somete este eluido a una
cromatografia en una columna de afinidad de CaM-sefarosa (cuyas

caracteristicas de elucidon se muestran en la figura 16) de donde

76




L

200

[« ]
c
-
o
-
d o
%o
<
W e
e E
w\
p——_]
O o
O o
o
G N
o 3
- = 100
Q -
q-:
£
z =
(o1
(& TS
a4 ,
»
o
E
Q.

Fiqura 13,

‘76!1 | | l |

50 100 150

Volumen de elucion, ml

Filthacibn de La protelna {nhibitonia en gel de
Sefacnil S-200,

15 mg de una preparacion de proteina inhibitoria pro-
veniente de la etapa de purificacion en DEAE-celulosa, en
un volumen de 1 ml, se filtran por una columna de
Sefacril S$-200 superfino como se describe en Métodos.

La actividad inhibitoria se determina en una alicuota
de 100 pl de cada fraccion que se ensaya en presencia de
25 pg de fosfodiesterasa I proveniente de una cromatogra-
ffa8fﬂ1 DEAE-celulosa, estimulada por calmodulina 1,5 x
107°M,

La actividad basal de la enzima es de 58,0 pmoles de
cAMP hidrolizados/min x mg proteina, y la actividad esti-
mulada es de 196 pmoles/min x @g proteina; ambas activi-
dades medidas en presencia de [’HJcAMP 5 M.

7
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Fiaura 14.

Determinacibn del peso molecular relativo de La protelna
Anhibitondia,

Los patrones proteicos utilizados en la calibracidn
de la columna son los indicados en la figura y sus
respectivos pesos moleculares estdn sefialados en la
seccion Métodos.

PI representa la proteina inhibitoria.

La recta representa la curva de regresidon trazada
seglin el método de los minimos cuadrados.
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es posible ‘recuperar 27 unidades de proteina inhibitoria. (E1
contenido de proteina de esta solucidon es muy bajo y no se al-
canza a detectar con los m&todos convencionales).

La figura 15 muestra el resultado de una electroforesis
de 13 unidades de la proteina inhibitoria asi purificada en un
gel de polfacri]amida con SDS tefiido con el método del nitrato
de plata (c?na] 3).

La%cromatograffa de afinidad representa una excelente
etapa de pu%ificaciﬁn, puesto que elimina las proteinas contami-
nadas gue c%eiuyen con la proteina inhibitoria de la columna Se-
facril S-200 (canal 2)}. Teniendo en cuenta la sensibilidad del
método de t%nciﬁn del nitrato de piata, se puede hacer un cdlcu-
1o aproximado del contenido de proteina de esta preparacidn, y
por lo tanté de la actividad especifica de la proteina inhibito-
ria, deduci%pdose que la columna de afinidad purifica alrededor
de 500 veceé.

!
Se:obtiene asi un preparacidn aparentemente homogénea,

{
donde la ﬁéica banda detectable posee un peso molecular de
44,000, Esﬁe resultado sugiere que la proteina inhibitoria, que
presenta unjpeso molecular de 94.000, determinado por el método
de filtracién en sefadex, estarTa compuesta por dos stbunidades
de igual peéo molecular.
Especificidéd de la inhibicion.
Eniun primer intento de comprender el mecanismo de ac-

cidn de la ?rotefna inhibitoria, se estudia su efecto sobre di-
versas formés enzimaticas y sobre la fosfodiesterasa activada

!

i

!

i
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Fiawa 15, Flectrofonresis en aeles de poliacnilamida con SPS,

Alicuotas de la preparacidn purificada por co-
lumna de Sefacril S-200 (canal 2) y CaM-sefarosa
(canal 3) se someten a electroforesis en geles de
poliacrilamida al 9% con SDS. E1 gel es corrido y
tefiido con nitrato de plata como se describe en
Métodos.

En los canales 1 y 4 aparecen las proteinas de
referencia cuyos pesos moleculares se indican en-
tre paréntesis: fosforilasa b (94.000), seroalbi-
mina de bovino (68.000), ovoalbimina (43.000),
anhidrasa carbdnica (30.000) e inhibidor de trip-
sina (20.000). ‘

Los canales 2 y 3 representan la electroforesis
de una preparacidn de proteina inhibitoria obteni-
da de una filtracion en Sefacril $-200 y de una
cromatografia en columna de afinidad de CaM-
sefarosa, respectivamente.




por diferentes agentes activadores.

Los resultados mostrados en la tabla VI indican que ni
la actividad basal de la fosfodiesterasa I, ni la activiadad de
la fosfodiesterasa II (forma enzimdtica no activable por
CaM-Ca2+) son afectadas por la presencia de la proteTna inhibi-
toria. En cambio, la activacidn por calmodulina de la fosfo-

diesterasa I de ovario de Xenopus laevis y de la fosfodiesterasa

sensible a CaM-Cal* de cerebro de bovino es totalmente elimina-
da por la presencia de la proteina inhibitoria.

Los resultados mostrados en esta tabla utilizando cAMP
como sustrato, son igualmente vdlidos al ensayar la enzima con
cGMP com sustrato (resultados que no se muestran).

Los resultados presentados anteriormente en esta tesis,
demuestran que la actividad de fosfodiesterasa I es susceptible
de ser activada por lisofesfatidilcolina, por calmodulina ex-

trafda de ovario de Xenopus laevis y por tratamiento controlado

con proteasas.

El objetivo del experimento cuyos resultados se mues-
tran en la tabla VII es estudiar el efecto de la proteina inhi-
bitoria sobre la actividad de fosfodiesterasa I estimulada por
varios agentes activantes.

En los experimentos 1 y 2, la actividad basal de fosfo-
diesterasa I es activada entre 3 y 4 veces por calmodulina de
oocito y lisofosfatidilcolina respectivamente; al incubar la en-
zima simultdneamente con el agente activante y con la proteina

inhibitoria se obtiene nuevamente una reduccidn de la actividad
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Tabla VI

Actividad inhibitoria frente a diversas formas de fosfodiesterasa.

Exp.| Especie y origen CaM ProteTna | Activ.fosfodiesterasica
N® de cerebro | Inhibitorial pmoles cAMP hidrolizados
fosfodiesterasa de bovino min x mg proteina
1 |I (ovario) - - 44,5

I (ovario) - + 45,5
I (ovario) - 205,0
I (ovario) + + 46,2
2 11 (ovario) - - 95,2
Il (ovario) - + 101,3

3. | CaM-dependiente

(cerebro de bovino) - - 10,3 x 106
CaM-dependiente
(cerebro de bovino) + - 25,5 x 100
CaM-dependiente
(cerebro de bovino) + + 8,9 x 106

En el experimento 1 se ensaya 25 ug de preparacidon de fosfodiestera-
sa I proveniente de DEAE-celulosa en ausencia y presencia de calmodulina
de cerebro de bovino 1,5 x 10-8M.

En el experimento 2 se ensayan 50 ug de una preparacidon de fosfo-
diesterasa Il proveniente de DEAE-celulosa. En ambos experimentos 1la
concentracidn de [3HICAMP es de 5 M.

En el experimento 3, 10 ng de fosfodiesterasa purificada a homoge-
neidad de cerebro de bovino se activan con calmodulina 3,7 x 10'9M, en
presencia de [SHICAMP 200 uM (a.e.: 7200 cpm/mmol).

Las concentraciones de calmodulina utilizadas producen un 97% de la
activacion maxima de la enzima.

En los tres experimentos se emplea una preparacidn de proteina inhi-
bitoria proveniente de DEAE-celulosa (115 ug por ensayo).
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Tabla VII

Actividad inhibitoria frente a diversos agentes activantes.

Exp. Agente activador Proteina Actividad fosfodiesterasica
N ° Inhibitoria pmoles cAMP hidrolizados
min x mg proteina
l. [ Ninguno . - 51,8
Calmodulina (ovario} - 162,1
Calmodulina (ovario)} + 49.8
2. | Ninguno - 55,0
Lisofosfatidilcelina - 195,2
Lisofosfatidilcolina + 56,2
3. | Ninguno - 42,1
Tratamiento con
tripsina - 241,3
Tratamiento con
tripsina + 143,1

30 ug de una preparacion de fosfodiesterasa I proveniente de DEAE-
celulosa se incuban con (1) 191 ug de una preparacidon de calmodulina de
ovario purificada por cromatografia de afinidad como se describe en
Métodos (obteni&ndose un 98% de la activacidn mixima), o coni(2) 200
pg/ml de lisofosfatidilcolina (obteni@ndose un 100% de la activacion
maxima). (3) 500 pg de fosfodiesterasa I proveniente de DEAE-celulosa
se preincuban con 1 pg/ml de tripsina en las condiciones descritas en
M&todos (obteniéndose un 85% de la activacion maxima).

En los 3 experimentos se agregan 130 ug de una preparacion de pro-
teina inhibitoria proveniente de DEAE-celulosa, donde se sefala.

Los ensayos se realizan en las condiciones descritas en M2todos uti-
Tizando cAMP 5 pM.




i
i
11egando a%valores de actijvidad basal.

La preincubacion de fosfodiesterasa I con tripsina
provoca una activacion de alrededor de 6 veces de la actividad
enzimdtica- basal. La incubacidn de esta enzima asi activada,
con la protefna inhibitoria, se traduce en una pérdida de la ac-
tividad es@imulada en alrededor de un 50%., Hasta el momento no
ha siao poéible encontrar condiciones que 1leven a un mayor por-
centaje de' inhibicidn. (En la seccidn II-4 se vuelve sobre este
punto ). |

Como se ha dicho, una gran variedad de enzimas son re-
gulables por el complejo CaM-Ca%* (revisidn en Klee y Vanaman,
1982). Este hecho hace posible enfocar desde otro punto de vis-
ta la especificidad de la proteina inhibitoria, es decir, obser-
var su cap?cidad de inhibir la activacidn por CaM-Ca2* de una
enzima difefente a la fosfodiesterasa.

La quinasa de la cadena liviana de la miosina de miscu-
lo liso, enzima que cataliza la transferencia del fosfato 14
del ATP a 1a miosina, requiere de Cal* y de calmodulina para su
actividad (Dabrowska y col.,1977), siendo totalmente inactiva en
ausencia de estos efectores. Los resultados de la tabla VIII
muestran que es posible obtener una inhibicidn del 75% de 1la
quinasa de la cadena liviana de 1a miosina por accidon de la pro-
teina inhibitoria de ovario.

Es interesante hacer notar que la proteina inhibitoria
no muestra una actividad fosfatdsica intrinseca respecto a his-

tona Hpb fosforilada (resultado no mostrado), hecho que descarta
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Tabla VIII

86

La quinasa de la cadena liviana de la miosina activada por calmodulina

es inhibida por la proteina inhibitoria.

Adicidn Actividad quindsica
pmoles POg=3/min

- 0
CaM : 1,20
CaM + proteina inhibitoria 0,24

La quinasa de la cadena liviana de la miosina se ensaya como se
describe en M&todos. Donde corresponde se agrega calmodulina en una
concentracion final de 1,2 x 10-9M, y 25 Hg de una preparacidn de pro-
tena inhibitoria purificada por filtracion en columna de Sefacril
§-200. Los datos corresponden a una incubacidn de 5 minutos, tiempo en

el cual la reaccidn es lineal.

La concentracidn de calmodulina utilizada produce una activacidn

maxima de la enzima.
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la posib11fdad de una semejanza con calcineurina (Stewart y
col., 1982)"
Interacciﬁn}entre la proteina inhibitoria y la calmodulina.

UnB de los métodos para determinar si una proteina in-
teractia c&n calmodulina en una forma dependiente de Ca2+, es
estudiar suicapacidad de retencion en una columna de afinidad de

CaM-sefarosa en presencia de jones Ca2*t,

La'figura 16 muestra el resultado de una cromatografia

. de afinidad' en este tipo de columna de una preparacidn de pro-

1
L . : - . s =

tefna inhibitoria obtenida después de una filtracidon en columna
1

4

de SefacriliS-200 (ver Mdtodos). Se puede observar que la acti-
i

vidad inhibitoria de Ta estimulacidn por calmodulina queda rete-

nida en el |gel, y es eluida al eliminar el Cal+, por lavado con

sofucidn ambrtiguadora D, que contiene EGTA.
Este resultado indica que la proteina inhibitoria es
capaz de u@irse a calmodulina en una forma dependiente de 1la

presencia d? jones Calt.

3. Caracterizaciéb adicional de la inhibicion de fosfodiesterasa I ac-

tivada por calmodulina o tisofosfatidilcolina.

Las tablas VI y VII muestran que la proteina inhibito-
|

ria es capaz de inhibir la activacidn de fosfodiesterasa I tanto

t
por calmodulina como por lisofosfatidilcelina. Los experimentos

|

que se describen a continuacidn tienen como finalidad caracterizar

con mayor detalle estas inhibiciones.
1

i
§
4
!

P UV
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Figura 16,

Retencibn de La protfelfna .inhibitonia en columna de
aginidad de CaM-Sefarosa,

6,6 mg de una preparacidon de proteina inhibito-
ria que ha sido previamente purificada por croma-
tografia en DEAE-celulosa y filtracidn en columna
de Sefacril S$-200, se colocan en una columna de
afinidad de 1 ml de CaM-sefarosa en las condicio-
nes de adsorcion y elucidn que se describen en
Metodos.

100 p1 de cada fraccidn se ensayan por activi-
dad ‘inhibitoria utilizando 50 ug de una prepara-
cidn de fosfodiesterasa I proveniente de la etapa
de purificacion en DEAE-celulosa, estimulada con
calmodulina, 6,0 x10°8. La actividad basal de la
enzima es de 52,0 pmoles de cAMP hidrolizados/min
X mg proteina.

Las flechas indican el punto en que se lava la
columna con tas soluciones amortiguadoras indica-
das.
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a. Dependencia de la concentracion de la proteina inhibitoria.

El grado de activacion de fosfodiesterasa I por
CaM-Cal* y por lisofosfatidilcolina va dismimuyendo a medida que
se incrementa la concentracion de proteina inhibitoria en el
ensayo (figura 17), alcanzdndose en ambos casos los valores ba-
sales de actividad enzimatica en presencia de cantidades seme-
jantes de proteina inhibitoria.

La reaccion de 1inhibicidon de 1la activacidon por
CaM-Ca* puede realizarse en condiciones de concentraciones de
CaCly 10 veces superiores a la descrita, sin obtenerse reversion
de la inhibicidn. Este resultado indica que la proteina inhibi-
toria no actda por un mecanismo de quelacion del Ca2t del medio.
La actividad inhibitoria con respecto a la activacidon por liso-
fosfatidilcolina es independiente de la presencia de iones Ca2+,
puesto que se obtiene una inhibicidn andaloga cuando la reaccion
se hace en presencia de EGTA.

E1 hecho que la proteina inhibitoria suprima la accidn
de la fosfodiesterasa I activada por ambos efectores, sugiere la
pregunta de si otro inhibidor proteico de la accidon de calmodu-
lina seria capaz de actuar sobre la activacion por fosfolipidos.
En la figura 8 se mostrd que la melitina es capaz de inhibir la
activacion por calmodulina; sin embargo, en el sistema activado
.por lisofosfatidilcolina, no se observa variacion en la activi-
dad estimulada, en un margen de concentraciones del péptido en-

tre 5 nM y 2,5 M (resultado que no se muestra).
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pmoles cAMP hidrolizedos /min x mg proteina
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Fiauwa 17. Efecto de La protefna {nhibitonia sobre La activacibn de
fosfodiestenasa 1T pon calmodubina y Liso0fosfatidileolina,




Fiouna 17,

 Efecto de La proteina inhibitonia sobre La activacién

cde fosfodiesterasa 1 por calmodubdina y Lisofosfatidit-
colina,

16 pg de fosfodiesterasa I proveniente de la etapa
de purificacidon en DEAE-celulosa, con una actividad
basal de 44,8 pmoles de cAMP hidrolizados/min x mg
proteina se incuban con calmodulina de cerebro de bo-
vino, 1,5 x 10~BM (o---0). Esta concentracidn permite
obtener un 98% de la activacion mdxima de la enzima.

16 Hg de fosfodiesterasa I proveniente de la etapa
de purificacion en DEAE-celulosa, con una actividad
basal de 40,0 pmoles de cAMP hidrolizalos/min x mg
protefna se incuban con 70 pg/ml de lisofosfatidilco-
1ina (e——a). Esta concentrac1on perm1te ocbtener un
97% de la activacidon maxima de la enzima.

Ambas incubaciones se efgctuan como se describe en
Métodus,,. en presencia de [°HYcAMP SyM, agregando las

cantidades senaladas de una preparacion de proteina
inhibitoria purificada por filtracion en columna de

Sefacril 5-200.

g2




b. Desplazamiento de la inhibicidn por aumento de la concentracidn

del agente activante.

La inhibicion de la activacidon de fosfodiesterasa I por
lisofosfatidilcolina o por calmodulina, por efecto de la protei-
na inhibiﬁoria, es totalmente revertida al aumentar la concen-
‘tracidn del agente activante en el medio de incubacidn (figura
18 A y 18 B respectivamente).

Ep la figura 18 A se puede observar que en la reaccidn
efectuada len presencia de 1,7 unidades de proteina inhibitoria,
la concentracidn de lisofosfatidilcolina necesaria para alcanzar
la mitad de Ta activacidn maxima es alrededor del doble de 1la
concentracjon usada en Ta reaccidn control.

En la figura 18 B se muestra el resultado de un experi-
mento de ﬂctivacién de fosfodiesterasa I por calmodulina en au-
sencia y en presencia de 3 concentraciones diferentes de protef-
na inhibitoria. Se puede observar que los valores de [CaM}50

van aument?ndo proporcionalmente con el aumento de la concentra-

cion del inhibidor.

C?be hacer notar que la inhibicidn de 1a activacidn de
. fosfodiestérasa por lisofosfatidilcolina es totalmente revertida
‘por concentraciones saturantes de calmodulina, lo que sugiere
que el mismo inhibidor estaria actuando sobre ambos mecanismos

de activacion.

1
!
!
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Figura 18. TDesplazamiento de La fnhibieibn pon &umemfo de £a con-
centracidn del agente activadonr.
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Figuna 18,

Desplazamiento de La inhibicibn por aumento de La
concentracidn del agente activadoh,

16 pg de fosfodiesterasa I proveniente de la
etapa de purificacion en DEAE-celulosa se incu-
bgn como se describe en M&todos, en presencia de
[°HYcAMP 5 uM, con concentraciones variables de
lisofosfatidilcolina en ausencia (e—s)} y pre-
sencia (X—X) de 1,7 unidades (36 pg) de pro-
tefna inhibitoria purificada por filtracidn en
Sefacril $-200 (A).

15 pg de fosfodiesterasa I proveniente de 1la
etapa de purificacion en DEAE-celulosa se incu-
bgn como se describe en M&todos, en presencia de
[°HYcAMP 5 UM, con concentraciones variables de
calmodulina de cerebro de bovino, en ausencia de
proteina inhibitoria (e—e) 0 en presencia de
1,25 unidades (X---X), 2 unidades (o---0) o 3,5
unidades (0o-—o0) de ella (B). Estas unidades co-
rresponden a 75, 120 y 210 Hg respectivamente de
una preparacion de proteina inhibitoria prove-
niente de una cromatografia en DEAE-celulosa.

Las flechas indican la concentracion del
agente activante necesaria para alcanzar la mi=-
tad de la activacion maxima.
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c. Efecto de la proteina inhibitoria sobre los parametros cinéticos

de 1a fosfodiesterasa I activada por calmodulina y lisofosfati-
dilcolina.

Varios autores han descrito que para la fosfodiesterasa
dependiente de calmodulina y calcio de cerebro de bovino la ac-
tivacidon por calmodulina lleva a un aumento en la Vmax de la
reaccion sin afectar en forma significativa la Km aparente.

Esto mismo fue demostrado para la enzima de Xenopus laevis

(Echeverria y col., 198l). Resultados equivalentes se obtienen
para la dctivacidon de la erzima de mamifero por fosfolipidos
(Wolff y Brostrom, 1976; Hidaka y col., 1978; Pichard y Cheung,
1977).

Los resultados mostrados en las figuras 19 y 20 confir-
man estos datos para la fosfodiesterasa I de ovario de Xenopus
Jaevis. E1 efecto de la proteina inhibitoria en este sistema se
refleja en una disminucion de la Vmax de las reacciones activa-
das por calmodulina (figura 19} y por lisofosfatidilcolina
(figura 20) hasta alcanzar los valores de Vmax de la reaccidn
medida en condiciones basales.

La Km apararente de ninguna de estas reacciones se ve
afectada en forma significativa por la presencia de la protefna
inhibitoria.

En la tabla IX aparecen tabulados los valores de las
constantes cinéticas de la reaccidn en condiciones basales, ac-
tivadas por ambos agentes activantes e inhibidas por la proteina

inhibitoria, obtenidos de los gréficos de la figuras 19 y 20.
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Flaura 19,
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Grdfico de dobles neclprocos pana La activacibn de fosfodies
terasa 1 por calmodulina y su {nhibieibn por Pa proteina
Anhibitoria,




Figura 19.

Ghdfico de dobles recfprocos pantt La activacibn de
fosfodiesterasa 1 por calmodulina y su fnhibicibn
por La profeina inhibitoria,

La fostodiesterasa I purificada por cromatogra-
fia en columna de CaM-sefarosa (12 pg) se incuba
con [3H]cAMP cuya concentracion varia %ptre 4,85
UM y 265 uM (a.e.: 5,2 x 10° y 5,5 x 10° cpm/nmo]
respectivamente). Una vez deteana la reaccitn
acoplada con fosfodiesterasa de veneno de serpien-
te, se agrega a todos los tubos cAMP de tal manera
que quede una concentracidn final de 10-3M del nu-
cledtido cTclico en cada uno de ellos.

Se mide la actividad basal de la fosfodiestera-
sa I {e—wo), su actividad estimulada con calmodu~-
lina 1,8 x 1078M (o~—-0) y la actividad de la en-
zima en presenc1a de calmodulina de cerebro de
bovino 1,8 x 10~ M y 50 pg de una preparacion de
proteina 1nh1b1tor1a proveniente de una filtracion
en Sefacril S-200 {X—-X). La concentracidn de
calmodulina utilizada provoca un 98% de la activa-
cidn ,mdxima de la enzima. La reaccién se inicia
mediante la adicion de la enzima.

Las rectas representan las lineas de regres1on
obtenidas por el método del cdlculo de los minimos
cuadrados.
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Figura 20, Grdfleo de dobled neciprvcos para La activacién de fosfo-

diesterasa 1 porn Lisofosfatidileclina y su inhibicitn por
La proteina inhibitornia.
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Figura 20,

Grlfico de dobles recfprocos para La activacibn de
fosfodiesterasa 1 pon Lisofosfatidileolina y su Lnhi-
cié? por La protelna Lnhibitonia.

]

Lal fosfodiesterasa I purificada por cromatogrgffa en
columna de CaM-sefarosa (9,2 uig) se incuba con [°HIcAMP
cuya concentracidn varia engre 4,85 uM y 265 pM con una
a.e.’’ 2,8 x 10 y 5,1 x EO cpm/nmo1 para la actividad
est1mu1ada y de 5 7 x 107 y 1,1 x 104 cmp/nmol para la
actividad basaI.

Una vez detenida la reaccidn acoplada con fosfodies-
terasa de veneno de serpiente, se agrega a los tubos
CAMP,i de tal manera que quede una concentracidn final de
10~3M] de nucledtido ciclico en cada uno de ellos.

Sej miden las actividades en ausencia (e—e) 0 pre-
sencia (o-—o) de 8 ug/ml de lisofosfatidilcolina, y en
presencia ademds de 35 yg de una preparacidon de protefna
inhibitoria proveniente de filtracion por Sefacril $-200
(X—X). La concentracidn de lisofosfatidilcolina uti-
11zada provoca un 95% de la activacion maxima. La reac-
cidn se inicia mediante la adicidn de la enzima.

Las rectas representan las lineas de regresion obte-
nidasgpor el método del cdlculo de tos minimos cuadrados.
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Tabla IX

Efecto de la prote%na inhibitoria sobre la constantes cinéticas de la
fosfodiesterasa 1 activada por calmodulina y lisofosfatidilcolina.

Vmax
Exp.| Adicion Km (PM) nmoles cAMP hidrolizados
N° min x mg proteina
1 Nada 32,5 - 34,5 0,31 - 0,41
CaM 31,3 - 34,5 2,08 - 2,24
CaM+PI 34,5 - 37,0 0,46 - 0,50
2 Nada 26,6 - 27,8 0,54 - 0,54
LFC 37,3 - 38,5 1,80 - 1,82
LFC+PI 38,5 - 40,0 0,49 - 0,57

Los valores seflalados en esta tabla se calculan de las interccio-
nes de los graficos de dobles reciprocos de las figuras 19 y 20.

Las concentraciones de calmodulina (CaM), 1lisofosfatidilcolina
(LFC) y proteina inhibitoria (PI) son las sefialadas en las leyendas de
dichas figuras.




d. Efecto de la preincubacidn de fosfodiesterasa I con varios com-
ponentes que regulan su actividad.

La tabla X muestra que el grade de inhibicion varia de-
pendiendo de la combinacidn dé dos de las tres proteinas que es-
tan presentes durante el tiempo de preincubacidn.

Se puede observar que se obtiene un maximo de inhibi-
cidn cuando la fosfodiesterasa no estad presente en la preincuba-
cidn, asi como tambi&n cuando se agrega la calmodulina como al-
timo componente después de la preincubacidn. Sin embargo, si la
proteTna inhibitoria se agrega una vez que la fosfodiesterasa y
la calmodulina han tenido oportunidad de interactuar, l1a inhibi-
cidn es significativamente menor, alcanzando a ser sdlo de un
15%.

Cabe mencionar que una vez establecida la inhibicion,
ésta permanece constante en el transcurso de la reaccidn como se
puede observar en la figura 21,

‘gsta figura muestra la curva de progreso de la activi-

dad de la.fosfodiesterasa en presencia y en ausencia de calmodu-

-t

lina, y en;presencia y en ausencia de la proteina inhibitoria.
La rapidé;;de la reaccidon de la fosfodiesterasa I activada es
constante hasta los 30 minutos, para comenzar a declinar a tiem-
pos mayores, permaneciendo la actividad basal y la inhibida
practicamente iguales y constantes, incluso hasta los 120 minu-

tos de incubacidn.
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Tabla X

Efecto de la preincubacidn de la fosfodiesterasa I con varios componen-
tes que regulan su actividad.

Preincubacion de | Incubacidon | Actividad fosfodiesterdsica %
adiciones pmoles cMAP hidrolizados | inhibicidn
min x mg proteina

FDE sola - 59,7 -
FDE + CaM - 245,2 -
FDE + CaM ) PI 104,9 75,6
FDE + PI CaM 67,0 96,1
CaM + PI FDE 62,4 98,5

15 ug de una preparacidon de fosfodiesterasa I (FDE) proveniente
de DEAE-celulosa se activan con calmodulina de cerebro de bovino {CaM)
2,4 x 10“8M, activacion que es inhibida al agregar 150 19 de una solu-
cidn de proteina inhibitoria (PI) proveniente de DEAE-celulosa. Luego
de 5 minutos de preincubacidn a 30°C, se adiciona la proteina sefialada
en la segunda columna, e inmediatamente se inicia la reaccidn con la
adicion de [SHI-cAMP 5 uM.
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Cuwrva de proareso de La neaccibn de La fosfodiesterasa.

En la mezcla de reaccidn descrita en Métodos,
se adicionan en todos los casos 130 pg de fosfo-
diesterasa 1 proveniente de la cromatografia en
DEAE-celulosa, en un volumen final de 1,6 ml. EI
control no posee ni activador, ni inhibidor
(e—e), la enzima se activa hasta un 97% de su
valor maximo, con calmodulina de cerebro de bovi-
no, 1,8 x 10784 (X—X), y la inhibicidn se hace
en presencia de esta misma concentracidon de calmo-
dulina y 840 ug de una preparacidon de proteina in-
hibitoria proveniente de la cromatografia en DEAE-
celulosa (o—o0).

A los tiempos indicados, se toman alicuotas de
200 pl, se calientan a 100° por 2 minutos y se
procede como se describe en Métodos.
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4. Caracterizacidn de la inhibicidn de fosfodiesterasa I activada por

tratamiento con tripsina.
Como se ha dicho antes, un tratamiento controlado con

tripsina de la fosfodiesterasa 1 de ovario de Xenopus laevis provo-

ca un aumento de su actividad. En la tabla VI se mostrd que la

protefna inhibitoria es capaz de provocar un 50% de inhjb1c16n de

la fosfodiesterasa I activada por tripsinizacidn. Los experimentos

que se detallan a continuacidn pretenden entregar algunos argumen-

tos para comprender el mecanismo de esta inhibicidn.

2. Influencia del grado de tripsinizacion de fosfodiestersa I en su
capacidad para ser inhibida por la proteina inhibitoria.

A medida que aumenta la concentracion de tripsina, au-
menta gradualmente el nivel de activacidon de la fosfodiesterasa
I, pudiendo alcanzarse valores de hasta un 50% superiores a los
obtenidos por activacidn con CaM-Ca2t (Orellana, 1983).

La tabla XI muestra que si la fos%odiesterasa I se
preincuba con tripsina a una concentracidn que permite que Ta
enzima alcance un nivel de activacidon superior al provocado por
concentraciones saturantes de calmodulina (50% en este caso), la
presencia de la proteina inhibitoria en la incubacidn no tiene

~un efecto significativo sobre la actividad estimulada. Sin
embargo, si el tratamiento con tripsina provoca una activacidn
de la fosfodiesterasa I equivalente a la obtenida con CaM-Ca2+,
en este caso, la proteina inhibitoria es capaz de inhibir la ac-

tivacion en un 54%.
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Tabla XI

Influencia del grado de tripsinizacidn de fosfodiesterasa I en su capa-
cidad para ser inhibida por la proteina inhibitoria.

Exp. |Preincubacidn | Incubacidn Actividad fosfodiesterasica
N° pmoles cAMP hidrolizados
Tripsina CaM PI min x mg proteina
1 - - - 32,6
- + - 161,7
+ - - 211,8
. - + 194,5
2 - - - 42,1
- + - 178,2
+ - - 175,5
+ - + 104,2

1,5 mg de una preparacion de fosfodiesterasa I proveniente de
DEAE-celulosa se preincuba con 3,3, pg/ml (experimento 1) y 1,2 Pg/m] de
tripsina (experimento 2) en las condiciones descritas en M&todos.

50 pg de la preparacidon enzimatica, tanto nativa como tratada
con ambas concentraciones de tripsina se incuban como se describe en
M&todos con cAMP 5 uM. Donde se indica, se agrega calmodulina de cere-
bro de bovino (CaMy, 3,0 x 107/M, y 180 Hg de preparacion de proteina
inhibitoria (PI): proveniente de DEAE-celulosa.
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Reversidn por calmodulina de la inhibicidn de la fosfodiesterasa
I activada por tripsinizacion.

Como se ha demostrado previamente, la fosfodiesterasa I
activada por tripsina no es susceptible de ser activada adicio-
nalmente por calmodulina, y tampoco se une con este modulador
(Orellana y col., 1981).

Sin embargo, en la tabla XII se demuestra que calmodu-
lina es capaz de revertir totalmente la inhibicidn causada por
la proteina inhibitoria de una enzima activada por tratamiento
triptico.

Interaccidon entre fosfodiesterasa parcialmente tripsinizada y
proteina inhibitoria.

La inhibicidon de la fosfodiesterasa I tripsinizada por
la proteina inhibitoria, sugiere que se formaria un complejo en-
tre ambas proteinas, de tal modo que la enzima que ha sido acti-
vada debido a la remocidn de un péptido inhibitorio, por trata-
miento con tripsina (Klee, 1980; Lin y Cheung, 1980), al inter-
actuar con la proteina inhibitoria, vuelve a adoptar wuna
configuracidon que la hace menos activa.

En la figura 22 se muestra el resultado de un experi-
mento que apoya este modelo.

Cuando la fosfodiesterasa I es parcialmente activada
con tripsina no se retiene en una columna de afinidad de CaM-
sefarosa (Orellana y col., 1981); y al hacer una recromatografia
en esta misma columna, no es posible detectar ninguna actividad

fosfodiesterdsica remanente que eluya al eliminar los iones
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Reversidon por calmodulina de la inhibicidn de fosfodiesterasa I activada

por tripsinizacion.

Actividad fosfodiesterdsica
Incubacidn pmoles cAMP hidrolizados
min x mg proteina
Control 272.,8
+ PI 186,9
+CaM 281,5
+CaM + P] 279,9

Una preparacion de fosfodiesterasa ! proveniente de DEAE-
celulosa (1,6 mg) se preincuba con 1,5 pg/ml de tripsina en las condi-

ciones descritas en M@todos.

E1 ensayo enzimdtico se realiza en presenc1a de 50 ug de la

preparacion enzimdtica tratada con tripsina y [ HIcCAMP 5 pM.

Calmodu-

lina de cerebro de bovino (CaM) 3,0 x 1077M y 360 pg de preparacidn de
proteina inhibitoria (PI) proveniente de DEAE-celulosa, se agrega donde

se indica.

E1 control con enzima sin tripsinizar (50 pg) tiene una activi-
dad basal de 62,0 pmoles cAMP hidrolizados/min x mg proteina.
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Figuna 22,

1

Crhormato grafia de afinidad de fosfodiesterasa tnipsi~
nizada en presencia y ausencia de profelna nhibito-
nia.

Una preparacion de fosfodiesterasa I (3,2 mg)
parcialmente tripsinizada, como se describe en
Métodos, purificada por cromatografia en columna de
CaM-sefarosa, se recromatografia en esta misma co-
lumna.

50 p1 de cada fraccidn se ensayan en condiciones
basa]es {(e—se) y de estimulacidn con calmodulina

3,0 x 10-7y (X-——X) con una concentracién de
[°HJcAMP 5 uM (A).

6,5 mg de una preparacion de proteina inhibitoria
purificada por columna de Sefacril $-200, se incuban
por 5 minutos a 30° con 5,3 mg de una preparacidn de
fosfodiesterasa I act1vada por tratamiento con trip-
sina y purificada per cromatografia en columna de
CaM-sefarosa.

100 ul de cada fraccidn se ensayan en condiciones
basales (e—e) y de estimulacidn con calmodulina
3,0 x 107/M (X—=X) (B).

Las condiciones de adsorcién y elucidn son las
indicadas en Métodos.

110




111

Ca?* con EGTA (figura 22 A).

Una preparacion de fosfodiesterasa I activada por tra-
tamiento con tripsina y asy purificada, se incuba con una prepa-
racion de proteTna inhibitoria purificada por filtracidn en co-
lumna de Sefacril 5-200. Luego de incubar por 5 minutos a 30°,
esta mezcla de incubacidn se somete a una cromatografia en una
columna de CaM-sefarosa, obteniéndose el resultado mostrado en
la figura 22B. Se puede observar que gran parte de la actividad
fosfodiesterdsica no es retenida en el gel, sin embargo, es po-
sible recuperar una actividad fosfodiesterdsica activable por
CaM-Ca2¥ en las fracciones que eluyen con EGTA.

Puesto que tanto la preparacion de la enzima tripsini-
zada como la de proteina inhibitoria han sido pu;ificadas de tal
manera que no contengan una actividad fosfodiesterdsica depen-
diente de CaM-Ca2* contaminante, la obtencidn de este tipo de
actividad en la elucidn con EGTA podria indicar la formacidn de
un complejo enzima tripsinizada-proteina inhibitoria.

Cabe hacer notar que la cantidad de enzima tripsinizada
que se utiliza en el experimento (A) es un 60% de la utilizada
en el experimento (B). La ausencia de un pico de actividad fos-
fodiesterdsica estimulable por CaM-Ca?™ no puede atribuirse a
esta causa ya que, dada la sensibilidad, el método de ensayo
habria detectado hasta un 10% de la actividad obtenida en el ex-

perimento B.




DISCUSION
CALMODULINA DE OVARIO DE XENOPUS LAEVIS COMO AGENTE ACTIVANTE DE

FOSFODIESTERASA I

La calmodulina esta presente en todos los tejidos de los orga-
nismos superiores estudiados. Cheung (1980) propone que para confir-
mar el papel de la calmodulina en la regulacidon de una cierta reaccion
fisioldgica, deben cumplirse los siguientes requisitos:

el tejido o célula debe poseer calmodulina.

el hecho de retirar la calmodulina del medio, debe alterar 1la

reaccidn; por lo tanto, el sistema depletado de esta proteina, de-
biera responder a calmodulina exdgena.
- al retirar el Ca?* del medio de reaccion, la actividad estimulada
por calmodulina debe disminuir al valor de la actividad basal.
- la activacion por calmodulina debe ser inhibida por drogas antisicd-
ticas.
- anticuerpos anti-calmodulina deben revertir la activacidn por este
compuesto.
E1 objetivo principal de esta tesis es el estudio de algunos me-
canismos de regulacidn de la fosfodiesterasa I de ovario. Trabajos en
nuestro laboratorio previos a esta tesis, sugerian la presencia de

calmodulina en ovario de Xenopus laevis.

Los experimentos mostrados en la primera parte de esta tesis

confirman la presencia de calmodulina en ovario y su papel regulatorio
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sobre la fosfodiesterasa I, al cumplirse en este sistema algunos de
los requisitos propuestos por Cheung.

E1 método de ensayo utilizado en este trabajo para poner en evi-
dencia la actividad estimulante de la calmodulina, se basa en la capa-
cidad de esta proteina para activar una preparacidon de fosfodiesterasa
I de ovario en una forma dependiente de Calt,

Aprovechando el caracter termoestable de la calmodulina, este
ensayo es también aplicable a la medicidon de su actividad en extractos
crudos, puesto que el calentamiento de ellos elimina las fosfodieste-
rasas enddgenas.

Luego de haber establecido que los extractos de oocitos y de ni-
cleos de oocitos poseen efectivamente una proteina con propiedades de
calmodulina, se ha llevado a cabo una caracterizacidon mids detallada de
ella, haciendo por una parte una determinacidon cuantitativa de su con-
centracidon en los extractos, y por otra parte sometiéndola a ciertos
pasos de purificacion y determinando algunas de sus caracteristicas.

Una manera de determinar cuantitativamente la calmodulina pre-
sente en una cierta preparacidon consiste en medir la activacidn de la
actividad fosfodiesterdsica en presencia de cantidades crecientes de
esta preparacion de calmodulina y comparar el valor de [CaM}50 obteni-
do con el de una curva trazada a partir de un experimento realizado
con una solucidon de calmodulina purificada a homogeneidad. Utilizando
esta técnica, hemos determinado un contenido de calmodulina de 180 ng/
oocito y de 2 ng/nlcleo. Estos valores son muy semejantes a los comu-
nicados por Cartaud y col. (1980).

E1 proceso de purificacion utilizado en esta tesis permite
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obtener una preparacidn de calmodulina que presenta un 50% de pureza,
cuando se parte de un extracto crudo de ovario.

La etapa de purificacion mas importante la constituye la croma-
tografia de afinidad en columna de CAPP-Affigel 10. Esta técnica se
basa en la capacidad de la calmodulina para unirse en forma especifi-

ca, selectiva y reversible a los derivados de fenotiazina en presencia

de iones Calt (Levin y Weiss, 1977).

Las proteinas que adn contaminan esta preparacidn de calmodulina
de ovario, son probablemente aquellas que se unen a calmodulina for-
mando un complejo no disociable por fenotiazinas, u otras proteTnas
que se unen a estas drogas antisicdticas.

Una de las caracteristicas estudiadas de la calmodulina de ova-
rio, que cumple con los requisitos propuestos por Cheung, es su sus-
ceptibilidad para ser antagonizada por ciertas drogas antisicdticas
como los derivados de fenotiazina.

En nuestro laboratorio se ha observado que la maduracidon meid-
tica es marcadamente inhibida por CAPP 1 mM. Nuestros resultados
muestran que la activacidn de la fosfodiesterasa I tanto por calmodu-
lina de ovario como por calmodulina de cerebro, es totalmente inhibida
por concentraciones semejantes de dos drogas antisicOticas, el CAPP y
la flufenazina.

A pesar de que se ha descrito que la adenililciclasa de ovario
es también inhibida por este tipo de drogas, el efecto inhibitorio no
requiere de la presencia de iones Ca2+, y no se altera por la adicidn
de calmodulina y Ca?t (Olate y col., 1983).

Estos resultados muestran que la activacion de la fosfodiesterasa
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de ovario presenta una respuesta tipica tanto a la activacidn por cal-
modulina como a la inhibicidn por drogas antisicoticas. Es de interds
hacer notar entonces que otros agentes son también capaces de afectar
la activacion de fosfodiesterasa I por calmodulina. La melitina, un
péptido compuesto por 26 aminodcidos que le confieren un cardcter an-
fifilico a 1a molécula (Terwilliger y Eisenberg, 1982a), ha sido des-
crita como un antagonista de calmodulina de cerebro de bovino (Comte y
col., 1983). Nuestros resultados muestran que este péptido es capaz
de inhibir la accidn de la calmodulina extraida de ovario con una cur-
va de concentracidon semejante a la obtenida en la inhibicidon de la
calmodulina de cerebro.

Cabe hacer notar que las concentraciones de melitina necesarias
para inhibir la activacion de fosfodiesterasa I son alrededor de 100
veces menores que las concentraciones necesarias de las drogas antisi-
cdticas para producir el mismo efecto. Este hecho podria sugerir que
la melitina interactda con la calmodulina en el mismo sitio en que es-
ta proteina une las enzimas regulables.

Otra de las caracteristicas estudiadas en esta tesis, para la
calmodulina de ovario es la dependencia de su actividad con la concen-
tracion de Ca?t. El papel de los iones Cal* sobre el efecto estimu-
lante de calmodulina ha sido exhaustivamente informado para la activa-
cidn de la fosfodiesterasa de cerebro. Se ha demostrado que la calmo-
dulina de este sistema, al unir dos iones Caz*, sufre un cambio con-
formacional significativo (Klee, 1977).

E1 estudio de la activacidon de fosfodiesterasa I de ovario por

calmodulina de este mismo tejido en funcidn de la concentracidn de
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Ca2+, muestra que la concentracidn de Ca?* necesaria para alcanzar el
50% de activacion de la enzima es de 0,5 PM‘ Considerando que la con-
centracidn del Cal* libre intracelular es de 0,1 PM (ref. en Ozon y
col., 1976), la regulacidn por calmodulina sera efectiva, pues el sis-
tema va a responder con gran sensibilidad al aumento del Ca?* intrace-
lular.

Este conjunto de resultados nos permiten confirmar la presencia

de calmodulina en ovario de Xenopus laevis, siendo las caracteristicas

estudiadas muy semejantes a las de calmodulina de otras especies. Por
otra parte, Wasserman y Smith (1981) demostraron también la existencia
de este modulador en el mismo sistema. Los estudios de Cartaud y col.
(1980) muestran ademds que la proteina moduladora de oocito posee un
contenido de aminoacidos muy semejante al de la calmodulina de cerebro
de bovino, existiendo sdlo una diferencia en el contenido de residuos
serinas.

FOSFOLIPIDOS COMO AGENTES ACTIVANTES DE FOSFODIESTERASA I.

En la literatura es posible encontrar una serie de trabajos que
demuestran que diferentes 17pidos son capaces de estimular la fosfo-
diesterasa dependiente de CaM-Ca2* de varios tejidos, y la Cac*t-ATPasa
de eritrocito. La fosfodiesterasa sensible a CaM-Ca®* de una serie de
sistemas presenta diferentes respuestas a la accidn de 1Tp1d0§.

Los resultados obtenidos en esta tesis coinciden con los del
resto de la literatura en cuanto a la estimulacidn de la actividad
fosfodiesterdsica por lisofosfatidilcolina, activacidn que se caracte-
riza por ser independiente de iones Ca’t> a diferencia de la activa-

cidon por calmodulina (Wolff y Brostrom, 1976; Pichard y Cheung, 1977).
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La lisofosfatidiletanolamina es también capaz de activar la en-
zima en el mismo grado que 1o hace lisofosfatidilcolina, en un mismo
intervalo de concentraciones; sin embargo el fosfatidilinositol activa
sdlo en un 70% la actividad basal de la enzima. Este resultado se
asemeja mas al obtenido con fosfodiesterasa de cerebro de bovino
(Pichard y Cheung, 1977) que al de fosfodiesterasa de cerebro de cer-
do, enzima que es activada alrededor de un 400% por accidn de este
fosfolipido (Wolff y Brostrom, 1976).

La enzima de ovario presenta una activacidon de un 70% con acido
estedrico, no sufriendo mayores modificaciones con los otros acidos
grasos estudiados, a diferencia de las fosfodiesterasas de otros sis-
temas (Wolff y Brostrom, 1976; Pichard y Cheung, 1977; Hidaka y col.,
1978). Estas diferencias podrian deberse al hecho de tratarse de pre-
paraciones enzimaticas totalmente diferentes, o a una posible especi-
ficidad de especie.

Las estructuras de las hormonas esteroidales son también de ca-
racter lipidico, y se hizo interesante estudiar el efecto directo de
ellas sobre la actividad de fosfodiesterasa I; sin embargo el resulta-
do de este experimento indica que no hay un cambio significativo de 1la
actividad enzimdtica por accidn de este tipo de compuestos.

Se ha informado que la fosfodiesterasa de cerebro de bovino pue-
de ser activada al incubarla en presencia de fosfolipasa C (Pichard y
Cheung, 1977), sin embargo la enzima de ovario no es sensible a esta
enzima. Esta diferencia podria explicarse por la posible presencia
de una actividad proteolitica no identificada, presente en la prepara-

cidn de fosfolipasa C usada por el grupo de Cheung. Este hecho podria
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dar cuenta de la activacidn experimentada por la enzima de bovino.

La activacion de la fosfodiesterasa I de ovario por fosfolipidos
podria deberse a la remocidn de algin inhibidor de la actividad de es-
ta enzima, por accidon de estus compuestos, sin embargo esta explica-
cidon parece poco probable dado el alto grado de pureza de la prepara-
cion enzimdtica utilizada (enzima proveniente de la etapa de purifica-
cidn de la columna de afinidad de CaM-sefarosa; Orellana, 1983).
Probablemente la activacidn obtenida se debe a la interaccidn especi-
fica de los fosfolipidos con una zona inhibitoria de la enzima permi-
tiendo que &sta tome su conformacidn mas activa.

La activacion de fosfodiesterasa I por CaM-Cal* y por fosfolipi-
dos comparte algunas caracteristicas comunes, pero tambi&n presenta
algunas diferencias. Una de las caracteristicas mas importantes, co-
mdn a la activacion por ambos efectores, es la que se refiere al efec-
to de ellos en los parametros cinéticos de la reaccidn. Los resulta-
dos de esta tesis muestran que tanto la calmodulina como los derivados
de fosfolipidos provocan un aumento en la velocidad midxima de la reac-
cidon, sin alterar en forma significativa la Km apararente. Este re-
sultado podria estar confirmando la hipdtesis de un mecanismo de acti-
vacion semejante para ambos efectores, a pesar de su diferencia en el
requerimiento de iones Cal*,

Los resultados muestran que la activacion de la fosfodiesterasa
I por lisofosfatidilcolina puede ser mayor que la alcanzada por efecto
de calmodulina, sin embargo, los efectos activadores de ambos agentes

no son aditivos. De esta misma manera, una fosfodiesterasa I activada
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por tratamiento controlado con tripsina, no es suceptible a una acti-
vacion posterior por lisofosfatidilcolina. Estos datos sugieren que
la fosfodiesterasa posee en su estructura un sitio comiin, o dos sitos
muy cercanos para interactuar con calmodulina y fosfolipidos. Este o
estos sitios estarfan ubicados en el péptido inhibiterio postulado pa-
ra la enzima, el cual es removido por la accidn de proteasas. Estos
resultados apayan el modelo planteado en el esquema I.

La actijvacidn de la fosfodiesteras I por lisofosfatidilcolina es
inhibida por la droga antisicOtica flufenazina, en concentraciones se-
mejantes a las que inhiben la reaccidn activada por calmodulina.
Haciendo un cdlculo aproximado de la concentracidn de lisofosfatidil-
colina en el ensayo, se puede estimar que &sta es de alrededor de
2x10-5M, valor muy semejante al de la concentracidon de flufenezina
para inhibir la mitad de la activacidn mixima. Esta inhibicidn podria
explicarse entonces por una interaccion directa entre el fosfolipido y
el derivado de fenotiazina, hecho que impediria la accidn del agente
activante sobre la enzima.

Los resultados en otros sistemas enzimdticos apoyan este posible
mecanismo de inhibicidon. La proteina-quinasa C, enzima que es activa-
da por fosfolipidos en presencia de Calt, pero que no es activable por
calmodulina, es capaz de ser inhibida por drogas antisictticas (Mori y
col., 1980; Schatzman y col., 198l). Se ha demostrado que esta inhi-
bicidon es revertida al aumentar 1a concentracion del fosfolipido en el
medio de incubacidn (Schatzman y col., 198l1). Este mismo trabajo
muestra que fosfatidilserina, un fosfolipido que no afecta la activi-

dad basal de una fosfodiesterasa sensible a CaM-Ca2+, es capaz de
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revertir la inhibicidn de la enzima provocada por trifluoroperazina.
La fosfodiesterasa I activada por lisofosfatidilcolina no es in-

hibida por CAPP, otro derivado de fenotiazina que sT actia sobre la

enzima activada por calmodulina. Probablemente este compuesto no pue-

de interactuar eficientemente con el fosfolipido.

INHIBICION DE LA ACTIVACION DE FOSFODIESTERASA I POR UNA PROTEINA

INHIBITORIA PRESENTE EN OVARIO DE XENOPUS LAEVIS. POSIBLE MECANISMO

DE ACCION.

E1 hecho de que la fosfodiesterasa I demuestre estar inactiva in
vivo (Allende y Allende, 1982), que en extractos de ovario sea escasa-
mente activada por calmodulina y Cat (Echevarria y col., 1981), y la
posibilidad de obtener esta actividad estimulable por CaM-Ca2* luego
de un fraccionamiento del extracto en una columna de DEAE-celulosa,
nos sugirid la posible existencia de un inhibidor presente en los ex-
tractos de ovario, que podria estar siendo separado de la enzima por
dicho fraccionamiento.

El ensayo utilizado en esta tesis para la determinacidon de la
actividad del inhibidor,consiste en medir la disminucidn de la activi-
dad de una cierta preparacion de fosfodiesterasa activada por calmodu-
lina u otros agentes activantes. Este ensayo impide poner en eviden-
cia la presencia del inhibidor en extractos de ovario, puesto que es-
tos contienen actividad fosfodiesterasica enddogena, en cambio es posi-
ble identificar la presencia de una actividad inhibitoria en algunas
fracciones que eluyen de la columna de DEAE-celulosa. El1 patrdn de
elucidon de la columna muestra que el inhibidor aparece en las fraccio-

nes que eluyen a baja concentracidon salina. La actividad inhibitoria
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comienza a aparecer solo algunas fracciones anteriores al pico de
actividad de fosfodiesterasa I; este hecho podria estar enmascarando
una cierta cantidad de proteina inhibitoria que coe1hye con la enzima.

En esta tesis, se logra obtener una preparacidon de protefna in-
hibitoria aparentemente homogénea, utilizando técnicas cldsicas de
purificacion. La etapa de cromatografia de afinidad en columna de
CaM-sefarosa es esencial en esta purificacidn, puesto que el eluido de
esta columna con actividad inhibitoria presenta una sola banda en ge-
les de poliacrilamida en condiciones desnaturantes.

Los datos obtenidos de la filtracidn en columnas de Sefacril
S-200 y de 1a electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS, indi-
can que el inhibidor posee un peso molecular relativoe de 94.000, y
aparentemente estaria constituido por dos subunidades con un peso mo-
lecular aproximado de 44.000.

La naturaleza proteica de este inhibidor se ve confirmada por
sus caracteristicas de termosensibilidad, de ser precipitable por sul-
fato de amonio, y su susceptibilidad a la accidn de proteasas, espe-
cialmente quimotripsina.

E1 hecho que la proteina inhibitoria de ovario tenga un peso
molecular relativo de 94.000 y sea termosensible, permite descartar
que sea CaM-BP7p, una proteina inhibitoria de calmodulina presente en
cerebro, termoresistente y de peso molecular 70.000 (Sharma y col.,
1978). '

Los resultados hasta aqui discutidos constituyen ademds las pri-
meras pruebas que esta proteina inhibitoria de ovario no es una misma

especie molecular que calcineurina, el otro inhibidor proteico descrito




en cerebro, dada sus diferencias en el peso molecular, y principal-
mente sus diferencias en el contenido de subunidades; puesto que cal-
cineurina esta constituida por dos subunidades diferentes, de pesos
moleculares 60.000 y 15.000 cada una (Klee y col.,1979a; Sharma y
col., 1979).

Ademds se ha comprobado que el inhibidor de ovario no posee ac-
tividad fosfatdsica con respecto a Histona Hpb fosforilada, lo que
constituye otra diferencia con calcineurina (Stewart y col., 1982).

Los experimentos realizados con la protefna inhibitoria extraida
de ovario han tenido como objeto tratar de comprender el mecanismo de
accion de este inhibidor. La inhibicidn de la actividad de fosfodies-
terasa activada por calmodulina podria explicarse por la formacion de
un complejo entre la proteina moduladora y el inhibidor, de tal manera
que se neutraliza el poder activante de la calmodulina sobre la enzi-
ma. Una explicacidn alternativa seria una interaccidn competitiva en
la unidn de los dos efectores proteicos a la enzima, excluydndose mu-
tuamente.

Los resultados de Tos estudios de especificidad realizados con
la proteina inhibitoria de ovario, ayudan a comprender en parte su
modo de accidn.

%n primer lugar la inhibicidn es especifica sobre la actividad
estimulada de la fosfodiesterasa I, puesto que la actividad basal de
la enzima no se ve afectada por la presencia del inhibidor. Sin em-
bargo, este hecho no descarta que pueda existir una interaccidn entre

1a enzima y la proteina inhibitoria, sin que ello se traduzca en un

cambio de Ya actividad basal. La actividad de la fosfodiesterasa II
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de ovario, forma enzimatica no activable por CaM-Ca%*, no es afectada
si la incubacidn se realiza en presencia de la proteina inhibitoria.

E1 hecho de que la proteina inhibitoria, ademds de inhibir 1a
activacidn de la fosfodiesterasa I de ovario, sea capaz de inhibir la
activacidon por calmodulina de la fosfodiesterasa de cerebro de bovino
¥y la de la quinasa de la cadena liviana de la miosina, sugiere que su
mecanismo de accidn seria a través de una interaccidn directa con cal-
modutina. Esta hipbtesis se confirma con el resultado de la cromato-
grafia de afinidad de CaM-sefarosa de la protefna inhibitoria. Esta
proteTna es retenida en la columna en presencia de jones Cal*t y es
eluida de ella al disminuir estos jones, este hecho indica que el in-
hibidor es capaz de interactuar reversiblemente con calmodulina en
. presencia de Ca%*, Podria suponerse que la proteina inhibitoria se
retuviera en esta columna de afinidad por estar unida a otra proteina,
que & su vez serfa la responsable de interactuar con calmodulina, sin
embarqo se puede descartar esta posibilidad dado que la preparacidon de
inhibidor que eluye de la columna de CaM-sefarosa no presenta protei-
nas contaminantes en el gel de poliacrilamida.

Otro resultado que apoya la hipdtesis de una interaccidn directa
entre la calmodulina y el inhibidor, es el obtenido en el experimento
de secuencia de §ﬁic16n de Tos diferentes componentes proteicos en la

R

reaccidn. Para obtener un 100% de inhibicidn, pareciera ser necesaria
: N

una interaccidn entre el activador y el inhibidor, como primera etapa

de la reaccidn; si en primer Tugar se produce una interaccidn de cal-

modulina con la enzima, la inhibicidn obtenida es menor. Una posible

interpretacion de estos resultados, es que la calmodulina tuviera una
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mayor afinidad por la proteina inhibitoria que por la fosfodiesterasa,
bajo las condiciones del ensayo.

Un resultado semejante se ha obtenido con calcineurina (Wallace
y col., 1978), la cual es capaz de formar un complejo con calmodulina,
segiin se ha demostrado por técnicas de filtracidn en geles y de unidn
cruzada (Klee y col., 1979a; Wang y Desai, 1977).

Como ya se ha mencionado, algunos 17pidos como la lisofosfati-
dilcolina son capaces de activar la fosfodiesterasa I por un mecanismo
semejante alﬁde la calmodulina, supuestamente llevando a la enzima a
un estado activado por desplazamiento del péptido inhibitorio.

La proteina inhibitoria es capaz de anular ambas activaciones en
forma similar. Cantidades del inhibidor suficiente para revertir 1a
activacion por calmodulina, son tambi&n capaces de hacer retornar la
actividad enzimatica de fosfodiesterasa I activada por lisofosfatidil-
colina a sus valores basales.

E1 desplazamiento de la inhibicion de la enzima estimulada por
calmodulina o por lisofosfatidilcolina por concentraciones mayores de
los respectivos agentes activantes, es indicativo de un mecanismo de
competencia entre el inhibidor y el agente activante. Este resultado
ademas demuestra que ambas inhibiciones son reversibles.

Tanto calmodulina como Iisofosfaéidi]co]ina activan la enzima
aumentando la Vmax de la reaccidn. La accidn de la protefna inhibito-
ria. ﬁgente a ambas activaciones se refleja en una disminucidn del
va]orlde Vmax, resultando un valor semejante al obtenido en la reac-
cidon medida en condiciones basales. Este resultado podria sugerir un

]

mecanismo com{in de inhibicidn para ambos agentes activantes.
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Los datos hasta aqui obtenidos sobre inhibicidn de la fosfodies-
terasa activada por la lisofosfatidilcolina no permiten discernir si
el mecanismo de inhibicidn en esta reaccidn se debe a una interaccidn
directa entre la proteina inhibitoria y el derivado de fosfolipido im-
pidiendo que éste active la enzima, o a una interaccidn entre la pro-
teTna inhibitoria y la fosfodiesterasa I en un sitio tal de la enzima
que impida la accidon activante del fosfolipido.

E1 haber obtenido una reversion de la inhibicidn de la enzima
activada por lisofosfatidilcolina con concentraciones saturantes de
calmodulina es un resultado que puede explicarse por ambos mecanismos.
Sin embargo el hecho que melitina no sea capaz de inhibir la enzima
activada por lisofosfatidilcolina, podria estar apoyando el segundo
mecanismo mencionado, ya que posiblemente la melitina, no reconoceria
el sitio de unidn del inhibidor en la enzima.

En el caso de la activacidon de la proteina-quinasa C por fosfo-
1ipidos, &sta es inhibida por melitina, y se ha sugerido que el poli-
péptido se uniria a la enzima anulando la accion del activador (Katoh
y col., 1982).

La explicacidon mds simple que da cuenta de la inhibicidn de la
enzima activada por tripsinizacidn por la proteina inhibitoria es una
interaccidon entre ambas proteinas que resulta en un cambio conforma-
cional de la enzima activada, adoptando &sta una configuracidon con me-
nor actividad enzimatica. Esta explicacidon implica necesariamente
que la fosfodiesterasa I debe poseer un sitio de interaccidn para la
proteina inhibitoria, lo que permitirfa la formacidn de un complejo

entre ambas proteinas.
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Esta hipOtesis esta apoyada por el resultado obtenido al reali-
zar la cromatografia de una mezcla de fosfodiesterasa I tripsinizada y
proteina inhibitoria en una columna de afinidad de CaM-sefarosa.
Puesto que la enzima tripsinizada ha perdido el sitio de unidn a cal-
modulina, no es capaz de unirse a CaM-sefarosa (Orellana, 1981), salvo
que se una a la proteina inhibitoria que s7 posee este sitio, como lo
indican los resultados de esta tesis. Por lo tanto la obtencidn de
actividad fosfodiesterdsica en las fracciones que eluyen de la columna
al suprimir los iones Ca2+, es una indicacion que dicho complejo po-
dria formarse. La enzima que eluye en estas fracciones es activable
por CaM-Ca2+, lo que sugiere que en presencia de calmodulina, el com-
plejo podria disociarse, uniéndose la proteina moduladora con la pro-
tefna inhibitoria, recuperandose asi la actividad estimulada de la en-
zima tripsinizada. Esta sugerencia se ve apoyada por el hecho que la
presencia de CaM-Ca%* en el medio permite la reversion de la inhibi-
cidn de la enzima activada por tripsina, lo que podria significar que
la proteina inhibitoria interactla con la calmodulina en su sitio de
unidon, el cual estarfa disponible al modulador, aun cuando el inhibi-
dor esté interactuando con la enzima tripsinizada. Otro argumento en
favor de esta hipdtesis lo constituye el resultado de un experimento
no mostrado en esta tesis, en el cual se tratd de detectar el complejo
enzima tripsinizada- proteina inhibitoria en una columna de Sefacril
$-200. En este experimento, las fracciones de la columna que corres-
pondian al peso molecular del complejo, mostraron una cierta actividad
fosfodiesterasica que comigraba con una actividad parcial de la pro-

tefna inhibitoria.
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Se ha mostrado que la fosfodiesterasa 1 activada por tratamiento
con tripsina a un nivel superior al alcanzado por la accidon de calmo-
dulina, no es susceptible de ser inhibida por la proteTna inhibitoria.
Este resultado podria explicarse si se postula que en la enzima exis-
ten a lo menos dos sitios de corte de tripsina: al actuar la proteasa
en el primer sitio, la enzima se activa a un nivel similar a lo que
hace calmodulina, este corte no modificaria el sitio de unidén de la
proteina inhibitoria a la enzima. Al actuar la tripsina en el segundo
sitio, la actividad fosfodiesterdsica sobrepasa los valores alcanzados
anteriormente, y la secuencia peptidica eliminada contendria el sitio
de unidn del inhibidor, de tal manera que esta nueva forma enzimatica
no es susceptible de ser inhibida

E1 conjunto de datos presentados puede resumirse en el modelo
planteado en el esquema III, en el cual se muestra que la proteina in-
hibitoria puede, por una parte, inhibir la accion de calmodulina
uniéndose a ella, y por otra parte puede interactuar con la fosfodies-
terasa 1 impidiendo asi la accidn activante de los fosfolipidos, e in-
hibiendo la enzima activada por tratamiento con tripsina. También
estin sefalados los dos posibles sitios de corte de la tripsina, que-
dando el sitio de unidn postulado para el inhibidor entre los dos cor-
tes.

Los resultados mostrados en esta tesis sugieren que la proteina
inhibitoria aislada de ovario es diferente a los inhibidores de calmo-
dulina descritos en otros sistemas, principalmente por los criterios
de peso molecular, composicidn de subunidades, e inhibicidon de la en-

zima activada por tratamiento con tripsina. Esta dltima caracteristica
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Esquemr 111,

Mecanismo de activacibn de La fosfodiesterasa T por
calmodulina, fosfolipidos y thatamiento con trhipsina.
Efecto de La protelna inhibitonia scbre estas activa-
clones.

S representa al sustrato, CaM a la calmodulina,
F.L. al fosfolipido, PI a la proteina inhibitoria.
Ty ¥_Tz muestran los respectivos sitios de *ripsini-
zacion.

Las flechas indican la interaccidn de los agentes
requladores en sus respectivos sitios de unidn a la
fosfodiesterasa I.
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descarta también la posibilidad de que la proteina inhibitoria repre-
sente alguna enzima regulada por calmodulina. Por Gltimo, a diferen-
cia del sistema de retina, en el cual se ha demostrado que el trata-
miento con tripsina de la fosfodiesterasa retira una subunidad inhibi=-
toria, la cual es a su vez capaz de inhibir la enzima tripsinizada
(Hurley y Stryer, 1982), los resultados obtenidos con la proteina in-
hibitoria de ovario sugieren que &sta no corresponderia al péptido
inhibitorio que es eliminado luego del tratamiento con tripsina. La
fosfodiesterasa I nativa posee un peso molecular de 140.000; Tuego de
tratamiento con tripsina, &ste se reduce a 90.000 (Orellana y col.,
1984), es decir, se elimina uno o mas péptidos cuyo peso molecular to-
tal es de 50.000, siendo el peso molecular relativo de la proteina in-
hibitoria de 94.000.

CONCLUSIONES Y PROYECCIONES DEL TRABAJO REALIZADO.

Es interesante hacer notar que casi todos los organismos estu-
diados contienen formas enzimaticas con actividad fosfodiesterasica de
nucledtidos ciclicos que difieren ampliamente entre si en sus propie-
dades.

Como se ha dicho anteriormente en esta tesis, la regulacidon de
esta actividad enzimatica puede ser controlada por los niveles del
sustrato, o a través de una modificacion de los niveles de la enzima
por hormonas o agentes activadores. Los oocitos de anfibio son célu-

las particularmente susceptibles de ser analizadas in vivo, y este ti-

po de estudio ha mostrado claramente el importante papel que juegan
los nucledtidos ciclicos en el proceso de maduracidn meidtica. Es de

esperar, entonces, que esta célula no s6lo tenga varias actividades




fosfodiesterdsicas para cAMP, sino que una de estas enzimas posea una
actividad regulable por tres diferentes mecanismos: calmodulina, 1ipi-
dos y protedlisis.

Sobre la base de los estudios aqui presentados, no es posible
asegurar si uno o0 todos estos mecanismos de activacidon son efectivos
en el oocito intacto. Sin embargo, es posible establecer que cada uno
de‘estos mecanismos de activacion es consistente con la fisiologia de
esta célula. Existe una estrecha relacion entre los cambios de los
niveles de cAMP con el flujo de Ca+2, relacionando as? la activacidn
por calmodulina de la fosfodiesterasa I con el proceso de maduracion.

Ademas existen pruebas en otros sistemas, como por ejemplo en
oocitos de erizo de mar, de que la protedlisis puede desencadenar la
. maduracion de estas cé&lulas.

Por {iltimo, el metabolismo de los fosfolipidos, es tambi&n alte-
rado durante la maduracidon de los oocitos de otros anfibios {Carmen
Gonzalez, comunicacion personal). Sin embargo, estos cambios ailin no

han sido definidos en el sistema de Xenopus laevis.

E1 papel de los inhibidores protéicos en la regulacidn de las
vias metabdlicas es ampliamente generalizado. Seria posible suponer
una relacion directa entre la proteipa inhibitoria descrita en esta

tesis, y el estado inactivo de la fosfodiesterasa I in vivo y en ex-

tractos crudos de ovario.

' kesu]tédos %h nuestro Tlaboratorio demuestran que al hacer una
cromatografia de uﬁ extracto de ovario por una columna de CaM-sefarosa,
la fosfodiesterasa I no se une a ella, hecho que sT sucede con una

preparacion de esta enzima purificada por una columna de DEAE-celulosa.
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Serfa interesante demostrar que la unidn de la enzima a la protefna
inhibitoria serTa la responsable de este cambio de afinidad.

E1 inhibidor aislado de oocitos daria cuenta de la supresidn de
los tres tipos de activaciones descritos para la fosfodiesterasa I,
utilizande a 1o menos dos mecanismos de accion diferentes.

Al terminar esta tesis, afin quedan problemas interesantes que
resolver en este tema, principalmente:

1. Determinar con exactitud los mecanismos de accidn de la pro-
teTna inhibitoria. Para ello es necesario contar con una preparacidn
masiva y purificada a homogeneidad del inhibidor, de tal manera de te-
ner la posibilidad de introducir en su molécula una marca radiactiva,
10 que permitiria visualizar sus interacciones con otras moléculas.

2. Hacer un estudio sistemdtico de la tripsinizacidn de una pre-
paracion de fosfodiesterasa I purificada a homogeneidad, determinando
la correlacidn entre el grado de tripsinizacidn y la susceptibilidad a
la inhibicidn. Asimismo identificar y caracterizar el o los péptidos
liberados de la enzima luego del tratamiento con tripsina.

;?stos experimentos junto a los sefialados en el primer punto in-
dicarian en forma definitiva si existe un sitio de unidn en la enzima

N - ’- - . ] L] - -
para la protefana-inhibitoria, y su localizacion.

i

1

3. Determinar si la proteina inhibitoria actiia sobre €1 conjunto
de enzimas activa@]es por CaM-Calt, 1ipidos y tratamiento con tripsina.
4. Determinar el posible papel fisioldgico de la proteina inhi-

bitoria en oocito de Xenopus laevis. Para ello serfa necesario medir

las posibles variaciones de los niveles de la proteina inhibitoria en

los diferentes estados de la oogénesis, as? como también durante el
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proceso de maduracion.

La técnica de microinyeccion podria facilitar estudios sobre el

papel del inhibidor en la c&lula intacta.
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