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RESUMEN

E1 trabajo presentado en esta tesis estd dirigido fundamen-
taimente a jnvestigar el mecanismo por medio del cual 1a hormona
esteroidal progesterona inhibe la actividad adenililciclasa presente

en las membranas de oocitos de Xenopus laevis. Esta inhibicidn tiene

un graninterés fisioldgico, pues trabajos previos hanmostrado su relacign
con el proceso de induccion de la maduracidn meiftica causada por la
progesterona.

La primera parte de esta tesis complementa estudios previos
sobre el requerimiento de nucledtidos de guanosina en la inhibicign
hormonal.

Se estudid el efecto de Mg2*t en la activacidn de 1a enzima por
GMP.P(NH)P, estableciéndose que este catidn afecta la histeresis de 1a
reaccidn enzimdtica. Sin embargo, se vio que la progesterona no
afecta los requerimientos de Mg2+ para la activacidén de la enzima y
que la inhibicidn causada por la progesterona, a su vez, no es modifi-
cada por la concentracidn de Mg2* utilizada.

Se analizd también la posible regulacion de la adenililciclasa
por calmodulina y calcio, como ha sido descrito en varios otros siste-
mas adenililciclasa. Los resultados obtenidos demuestran que la acti-
vidad de la adenililciclasa no depende de la presencia de Cal* Tibre y

que la adicidn de calmodulina exdgena no afecta significativamente 1la
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actividad enzimidtica. En el curso de estos experimentos se observd
una inhibicidn de la adenililciclasa por 2-cloro-10-(3-aminopropil)
fenotiazina (CAPP), droga que une calmodulina en presencia de calcio y
la inactiva. Un estudio detallado de esta inhibicidn demostrd que
ella es independiente de calcio y que afecta de diferente manera a la
adenililciclasa, dependiendo del tipo de activador usado en el ensayo.

Estos resultados han sido interpretados como un efecto del deri-
vado de fenotiazina sobre las propiedades de la membrana, como se ha
descrito para otros sistemas adenililciclasa. As7, la protefna regu-
ladora Ns, la cual participa en la activacion de 1la enzima por
GMP.P(NH)P, por F~ y toxina del célera, serfa mds sensible a estos
cambios que la subunidad catalitica C, la cual es activada por M2+ y
forskolina. Por lo tanto, en el efecto causado por CAPP, parece
descartada la participacidn de calmodulina y ca2* comor ha sido pro-
puesto por otros autores.

La sequnda parte de esta tesis, que representa gran parte del
trabajo realizado, se centrd en el estudio de la posible participacidn
de las proteTnas reguladoras Ns y Ni en la inhibicidn de la adeni-
lilciclasa por la progesterona: Las pruebas obtenidas indican que a
diferencia de todas las otras hormonas inhibidoras, (Angiotensina II,
opidceos, acetilcolina, somatostatina, etc.) 1la inhibicion de 1la
enzima por progesterona no se hace por intermedio de l1a proteina Ni.
Los estudios mds relevantes en este sentido son los obtenidos con 1a
ADP-ribosilacién de las membranas de oocitos por la toxina de Bor-

detella pertussis. Estos estudios demuestran que las membranas de
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pocitos tienen una proteina de peso molecular de 41.000 d que comigra
con la subunidad ©{i purificada de eritrocito humano y que se ADP-
ribosila por la accidon de la toxina de B. pertussis. Sin embargo, la
ADP-ribosilacion de esta proteina homGloga a Ni no afecta la inhibi-
cidn causada por la progesterona. También, a diferencia de otras ade-
nililciclasas que contienen Ni, no se observd inhibicidn de la enzima
activada por forskolina, con bajas concentraciones de GMP.P(NH)P.

Por el contrario, el trabajo realizado en esta tesis aportd
varias pruebas que indican una relacidp entre la inhibicidn causada
por la progesterona y la activacion de la adenililciclasa por la pro-
teTna reguladora Ns y nucledtidos de guanosina. Con respecto a esto
{iltimo, se pudo detectar una proteina con un peso molecular de 43,000
d en membranas de oocitos, que es ADP-ribosilada por la toxina del
c6lera. E1 peso molecular de esta proteina corresponde al descrito
para la subunidad c{s presente en otros sistemas adenililciclasa.

La progesterona aumentd significativamente la histéresis de la
reaccidn (latencia), aumentando por lo menos 2 a 3 veces el tiempo
medio de activacion de la enzima por el nucledtido de guanosina. La
progesterona a su vez también disminuyd la velocidad en regimen esta-
cionario de la enzima, pero en este caso el efecto hormonal fue rever-
tido por altas concentraciones de GMP.P(NH)P.

E1 tratamiento de las membranas con 3',5'-dialdehido GTP{GTPox)
afectd preferencialmente la participacidn de la proteina Ns la activa-
cion de la adenililciclasa por varios efectores (F~ y GMP.(NH)P),
indicande una posible inactivacidn de esta proteina por el derivado de

GTP. La actividad remanente de la enzima medida en presencia de
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GMP.P(NH)P es insensible a la inhibicidn por progesterona, sugiriendo
una relacign entre la proteina Ns y la accidén hormonal. La adicidn de
la proteina Ns purificada de eritrocitos humanos a membranas tratadas
con GTPox restablece el 60% de la actividad original, pero no resti-
tuye la inhibicidn por progesterona. Esta incapacidad del Ns exdgeno
de transducir la accidn hormonal tambi&n se observd en experimentos en
los cuales se adiciond Ns a membranas no tratadas con GTPox,
encontré@ndose que la actividad adicional no era suceptible a la pro-
gesterona. Concentraciones saturantes de Ns adicionade eliminan
totaimente la inhibicidn causada por la progesterona.

Estos resultados apoyan la hipdtesis que la progesterona inhibe
la adenililciclasa de oocite interfieriendo con la activacidon de esta

enzima por la proteTna reguladora Ns.
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SUMMARY

The work presented in this thesis is directed to investigate
mainly the mechanism by which progesterone inhibits the membrane bound

adenylylciclase of Xenopus laevis oocytes. This inhibition is of phy-

siological interest beucause previous work have shown its relation
with the induction of the meiotic maturation of amphibian oocytes hy
progesterone.

The first part of this thesis complements previous studies on
the requirement of guanine nucleotides for the hormonal irhibition.

Mg2+ ion affects the histeresis of the enzymatic reaction
however the concentration required for the activation of the enzime is
not affected by progesterone and the inhibition caused by this hormone
is not modified by the Mg®* concentration.

The regulation of the oocyte adenylylcyclase by calciums ions
and calmodulin was investiga@ed also. The results obtained
demonstrate that the adenylylcyclase activity does not depend on the
presence of free calcium ions and that the addition of exogenous
calmodulin, does not modify the enzymatic activity. In the course of
these experiments it was observed that adenylylcyclase can be inhi-
bited by the 2-chloro-10-(3-aminopropyl)phenotiazine (CAPP), a drug
that binds caimodulin in the presence of calcium ions and inhibits its

activity. Detailed studies showed that this inhibition is calcium
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independent and that the adenylylcyclase activity is affected in dif-
ferent ways, depending on the activator utilised in the assay.

These results have been interpreted to mean that the phe-
nothiazine derivate affects in some manner the membrane properties, as
has been found in other adenylylcyclase systems. Thus, the Ns regula-
tory protein, which mediates the enzyme activation by GMP.P(NH)P,
fluoride and cholera toxin, would be more sensitive to these changes
that the catalytic subunit. Our data, therefore, do not support the
proposals that relate the effect of phenothiazines on oocyte matura-
tion to the possible activation of the adenylylcyclase of these cells
by’ca]cium and calmodulin.

The second part of this thesis includes the major'part of the
work carried out and deals with the study of the possible participa-
tion of the proteins Ns and Ni in the mechanism of adenylylcyclase in-
hibition by progesterone.

The data obtained indicate that the inhibition of oocyte adeny-
lylcyclase by progesterone differs from that of all other known inhi-
bitory hormones in that it does not seem to be mediated by Ni. The
most relevant results that suppo}t this conclusion are those obtained
through the ADP-ribosylation of the ococyte membranes with Bordetella
pertussis toxin. These studies establish that the oocyte membranes
contains a protein of Mr 41.000 that co-migrates with pure Ni from
human erythrocytes on SDS-poiyacrylamide gels and that can be ADP-
ribosylated by B. pertussis toxin. Nevertheless, the ADP-ribosylation

of this "Ni-like" protein does not affect the inhibition of the enzyme
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caused by progesterone. Qocyte adenylylcyclase also differs from
other Ni-containing adenylylcycliases in that low concentrations of
GMP.P(NH)P do not 1inhibit ijts activity measured in the presence of
forskolin.

On the other hand, the work presented in this thesis provided
several pieces of evidence that indicate that there exists a rela-
tionship between progesterone inhibition and the activation of the
enzyme by Ns and guanine nucleotides. Here again, it was possible to
detect in oocyte membranes the presence of a protein with Mr 43.000,
like pure Ns from human erytrocytes, which could be ADP-ribosylated
by cholera toxin.

Progesterone affected the activation of Ns by guanine nucleoti-
des as seen by the fact that its presence significantly increased the
histeresis (latency) of the reaction with GMP.P(NH)P, increasing 2-3
fold the half time of enzyme activation. Progesterone also decreased
the steady-state velocity of the enzyme, but in this case the hormonal
effect could be reverted by high concentration of GMP.P(NH)P.

Reaction of the oocyte membrane with the 3',5'-dialdehyde of
GTP (GTPox} preferentially affected the capacity of Ns to mediate the
activation of adenylylcyclase by several effectors,like F~ and
GMP.P(NH)P, indicating that this protein might have been inactivated
by the guanine nucleotide analog. The remaining activity of the enzy-
me measured with GMP.P(NH)P is practically insensitive to progesterone
inhibition, suggesting a close relationship between Ns activity and
progesterone action. The addition of pure Ns from human erythrocytes

to oocyte membranes treated with GTPox restores 60% of the original
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activity but does not bring back progesterone inhibition. The inca-
bacity of exogenous Ns to transduce the hormonal effect was also ob-
served in experiments in which Ns was added to membranes not treated
with GTPox. In this case also, the additional activity obtained was
not susceptible to progesterone inhibition. However, exces§ exogenous
Ns was able to eliminate the inhibition of progesterone mediated by
the endogenous Ns. A1l of these findings support our hypothesis that
the inhibition of oocyte adenylylcyclase is caused by interference

with the activation of this enzyme by Ns.
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INTRODUCCION

A. PROGESTERONA Y LA MADURACION MEIOTICA DE LOS OOCITOS DE ANFIBIO.

La divisidn celular es una propiedad intrinseca de los sistemas
bioldgicos, es un proceso altamente ordenado, gobernado por complejos
controles que operan en forma secuencial y especifica. Los factores
que controlan la divisidn celular estdn siendo estudiados inten-
samente, utilizdndose para ello diferentes enfoques y sistemas. Uno
de estos enfoques utiliza oocitos de anfibio totalmente crecidos,
detenidos en la etapa de profase de la primera divisidn meidtica.
Estos ococitos responden a la hormona esteroidal progestercna, reini-
ciando la meiosis, 1a cual continfia hasta alcanzar la etapa de meta-
fase de la segunda divisidn meidtica. En esta Gltima etapa, los ooci-
tos nuevamente se detienen esperando ser fertilizados para iniciar la
embriogé@nesis. A este proceso, gatillado por una hormona, y que

resulta en la formacion de un oocito activable, se le denomina madura-

cion mejdtica.

Para el investigador interesado en estudiar este ejemplo muy
especial de divisidon celular y los mecanismos moleculares que par-
ticipan en el proceso de maduracidn, los oocitos de anfibio ofrecen
una serie de ventajas sobre otros sistemas celulares. Una de estas

ventajas es su gran tamafio (1,4 mm de didmetro), el cual es 500,000




veces mis grande que el de una c€lula somdtica normal y facilita
grandemente su manipulacidn. Este gran tamafio también permite utili-
;ar al oocito para realizar la técnica de microinyeccidn, como una
manera de estudiar la regulacidn de la division celular y el mecanismo
de la accidn hormonal. Otra ventaja del oocito, es su sincronizacidn
fisioldgica. Los oocitos plenamente desarrollados (estado VI, segiin
Dumont, 1972) estdn todos detenidos en la profase de la primera divi-
si6n meidtica y por accidn de la hormona esteroidal pasan sincrdnica-
mente en 18 horas a la metafase de la segunda division meidtica. Esta
perfecta sincronizacidn fisioldgica permite analizar la regulacidn de
las diferentes etapas que participan en el proceso de divisidn
meidtica celular. Esta caracteristica del oocito-también facilita el
andlisis del mecanismo de accion de la hormona esteroidal y, como
veremos mis adelante, la respuesta sincronizada del oocito al
esteroide ha permitido identificar un nuevo mecanismo en la accidn de
una hormona esteroidal.

Solamente en los dl1timos diez afios ha habido um gran interés de
usar el proceso de maduracion en oocitos como un modelo para estudiar
la accién de la hormona. Las pruebas que existen y demuestran la
participacidn de una hormona esteroidal en el proceso de maduracidn
estan revisadas en los articulos de Maller y Sadler (1981), Masui y
Clarke (1979) y también en la tesis de Xavier Jordana (1982).

B. NhCLEOTIDUS CICLICOS Y LA INICIACION DE LA MADURACION.
1. Fluctuaciones en los niveles de cAMP.

A comienzos de la década de los setenta, una serie de trabajos




mostraron que el tratamiento de los oocitos con metilxantinas o papa-
‘verina inhibTan la maduracidn inducida por 1a progesterona (Allende y
col., 1977; Bravo y col., 1978; Morril y col., 1982). Estos compuestos
inhiben la actividad de la fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos
proveniente de varias fuentes, aumentando las concentraciones de cAMP
intracelulares. Estos resultados fueron interpretados como una indi-
cacidn de que niveles altos de cAMP inhibTan el proceso de maduracidn,
La posibilidad de que esta inhibicidn se debiera a efectos laterales
de estos compuestos parecia imposible, pues la degradacidn de cAMP
microinyectado en el oocito era inhibida por concentraciones de teofi-
lina como lo era también en preparaciones parcialmente p;ras de fos-
fodiesterasa de oocitos (Allende y col., 1977; Morril y col., 1982).
Estas conclusiones fueron reafirmadas por los resultados obtenidos del
andlisis de las fluctuaciones de niveles de cAMP en etapas iniciales
del proceso de maduracidn. Es as, como se encontrd una rdpida dismi-
nucion en los niveles de cAMP (entre un 40% y 60%) en los primeros
minutos despuds de haber expuesto los oocitos a la accidn de la pro-
gesterona, con un retorno a los niveles basales en etapas posteriores
de 1a maduracion (Morril y co].,'1977; Speaker y Budcher, 1977; Bravo
y col., 1978; Maller y col., 1979; Schoderet-Slatkine y col., 1982).
2. Participacion del cAMP en 1a maduracidn meidtica.

Toda las pruebas recogidas a partir de numerosos estudios indican
que en las células eucaridticas, el cAMP ejerce su accidn exclusiva-

mente a través de la activacion de proteina~-quinasas dependientes de




cAMP (Krebs, 1972). La activacidn consiste en la disociacidn de un
complejo inactivo en subunidades cataliticas libres activas y en
subunidades reguladoras que tienen unido cAMP. La adicidn de la subu-
nidad reguladora a la subunidad catalitica resulta en una reasociacidn
de estas proteTnas y formaciGn de una holoenzima inactiva. Numerosas
son las pruebas que apoyan la idea que una baja en la concentracidn
de cAMP y una disminucién en la fosforilacidn de proteinas celulares
estarfan involucradas en la induccidn de la maduracién por la pro-
gesterona.

De ellas se destacan las siguientes:

a) La maduracidn inducida por la progesterona es inhibida por la mi-
croinyeccion de la subunidad catalitica de Ta proteina-quinasa depen-
diente de cAMP y es inducida, en ausencia de progesterona, por la
microinyeccidn de la proteTna reguladora de Tla proteina~quinasa
(Mailer y Krebs, 1977).

b) La microinyeccidn del inhibidor de la proteina-quinasa dependiente
de cAMP induce la maduracidn en ausencia de progesterona (Huchon y
col., 198la).

c) Progesterona disminuye los nivé]es de 1a subupidad catalitica libre
de 1a proteina-quinasa en oocitos (Masaracchia y col., 1979).

d) Toxina del coOlera, un activador de la adenililciclasa, inhibe la
maduracién del oocito dinducida por 1la progesterona (Schorderet-
Slatkine y col., 1978; Maller y col., 1979).

e) Presencia de una ﬁrotefna-quinasa dependiente de cAMP en oocitos

con propiedades similares a las descritas en otros sistemas y cambios




de actividad en esta protefna durante el proceso de maduracidn
(0'Connor y Smith, 1979; Cartaud y Ozon, 1981; Flockhart y Corbin,
1982).

f)} Inhibicidn de la maduracién meidtica por compuestos que inhiben la
caida de los niveles de cAMP, como lo son los inhibidores de la
fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos (Bravo y col., 1978).

Todos estos antecedentes han llevado a postular un modelo para
el proceso de maduracidn del oocito en el cual una fdsfoprotefna
sujeta a regulacidn por una proteina-quinasa dependiente de cAMP man-
tendrfa al oocito detenido en 1a profase de la primera divisidn
meidtica. La desfosforilacidn de,esta fosfoproteina inhibidora de la
maduracion serTa necesaria y suficiente para inducir la maduracion.
E1 nivel de fosforilacidn de este inhibidor serfa controlado por el
balance entre actividades fosforilantes y desfoforilantes. De las evi-
dencias presentadas anteriormente, se deduce facilmente que la pro-
gesterona causaria una disminucidn en la velocidad de fosforilacidn
dependiente de cAMP. Como consecuencia inmediata de esto se puede
pensar entonces que el nivel de la fosfoproteina es controlado prin-
cipalmente por el grado de fosforilacidon. Sin embargo se ha visto en
oocitos, al igual que en otros sistemas, que la actividad fosfatdsica
también puede ser controlada por cAMP, a través de un inhibidor de
fosfatasas, el cual seria activo al estar fosforilado (Huchon y col.,

1981b; Faulkes y Maller, 1982; Ernst y col., 1982).




Evidentemente que el mecanismo molecular es todavia mds
complejo, pues existen pruebas que muestran aumentos transitorios de
Cat en el proceso de induccidn de la maduracidn por progesterona.
Esto indudablemente indica la posible participacion de la calmodulina
Y _productos de degradacidn del fosfatidilinositol en la posterior
activacion de otras protefTnas-quinasas y enzimas (Berridge e Irvine,
1984). '

3. Mecanismos responsables de la disminucidn de Tos niveles de cAMP.

La mayoria de los estudios sobre la accion de las hormonas este-
roidales sugiere que sus efectos hormonales se hace por intermedio de
proteTnas receptoras, que fundamentalmente regularian la velocidad de
transcripcidn de genes especificos (Gorski y Gannon, 1976). Este
modelo general de accidn estd basado en numerosos trabajos de investi-
gacion, pero que han sido realizados en unos pocos sistemas experimen-
tales. El1 oocito es un sistema, el cual es totalmente diferente,
donde la progesterona estd relacionada con sistemas que regulan Tos
niveles de cAMP citosGlicos. La pregunta que se origina inmediata-
mente es jcdmo es regulada la disminucidn de los niveles de cAMP por
la progesterona?. La respuesta a esta interrogante ha tratado de
encontrarse mediante el estudio de los dos sistemas enzimaticos que
participan en la sintesis y degradacidon del cAMP y que son la adeni-
Tilciclasa y la fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos. La disminu-
c¢idn de cAMP observada en el cocito podria explicarse entonces por una

inhibicion de la adenililciclasa, por una activacion de la fos-

fodiesterasa o por ambos efectos debidos a 1la accién de la

progesterona.




Con respecto a la fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos, los
estudios realizados en el laboratorio de Jorge y Catherine Allende no
han encontrado prueba alguna de activacion directa de esta enzima
por la progesterona. Se ha encontrado in vitro, sin embarge, una fos-
fodiesterasa de nucleftidos ciclicos de oocitos que es activada por
calmodulina y Cal* (Echeverria y col., 1981; Orellana y col., 1981;
Orellana, 1983; Orellana y col., 1984; Jedlicki, 1984).

Con respecto a la adenililciclasa, los trabajos realizados por
el grupo de Allende y el de Mailer y Baulieu han demostrado que esta
enzima estd unida a la membrana del oocito y es inhibida por con-
centraciones fisiolSgicas de progesterona (Jordana y col., 198lb;
Sadler y Maller, 1981; Finidori-Lepicard y col., 1981).

Estos andlisis junto a estudios posteriores han definido las
principg]es caracteristicas de esta enzima y su inhibicidn por la pro-
gesterona (Jordana y col., 198la; Jordana y col., 1981b; Jordana y
col., 1982; Finidori-Lepicard y col., 1982a; Finidori-Lepicard y
col., 1982b; Sadler y Maller, 1983) las cuales pueden resumirse asi:
a) Existe una actividad de adenililciclasa en fracciones de membranas
plasmdticas de oocitos.

b) La adenililciclasa de ococitos es activada por una serie de efec-
.tores que también activan la enzima de otros sistemas, como son
fluoruro, nucledtidos de guanosina, Mn* y toxina del clera.

c) La adenililciclasa de oocitos es inhibida por la progesterona en

forma saturable, reversible y especifica para el esteroide y para el

tejido .




d) La inhibicion de la enzima requiere la presencia de nucledtidos de
guanosina. En este aspecto ha habido alguna discrepancia entre Tos
resultados de distintos grupos, pero las evidencias obtenidas recien-
temente por Jordana (1982) son concluyentes. en este aspecto.
e) Durante la oogénesis, la actividad de la adenililciclasa, el grado
de activacidn de la enzima por el nucledtido de guanosina y el grado
de inhibicidon de la enzima por la progesterona aumentan.

f) Existencia de un posible receptor de membrana para progesterona.
Los resultados en relacion a este punto no son aiin concluyentes
(Sadler y Malier, 1982; Blondeau y Baulieu, 1984).

Los datos presentados anteriormente tienen el interés de consti-
tuir las primeras pruebas de un mecanismo de accidn de una hormona
esteroidal que implica una modificacién de la actividad de la adeni-
lilciclasa y todo el sistema del segundo mensajero cAMP. Esto hace
andloga la accidn de la progesterona en el oocito a la accidn de otras
hormonas y efectores no esteroidales que inhiben la adenililciclasa en
otros tejidos.

Como el propGsito fundamental de esta tesis es profundizar el
estudio del mecanismo por el cual progesterona inhibe a 1a adeni-
lilciclasa presente en oocitos, conviene describir lo que se conoce
actualmente sobre la adenililciclasa presente en la membrana de c&lu-
las de mamifero y su regulacion hormonal.

C. CARACTERISTICAS DE LA ADENILILCICLASA PRESENTE EN MEMBRANAS DE
CELULAS EUCARICONTES.
Los componentes de la adenililciclasa, sus propiedades y carac-

terfsticas moleculares han sido revisadas recientemente por Ross y




Gilman (1980), Limbird (1981), Cooper (1982), Gilman (1984) y también
por Jordana (1982) en su tesis para obtener el grado de Doctor en
Ciencias .

Las investigaciones realizadas en Tlos Ultimos tres afios han
demostrado que la adenililciclasa sensible a hormonas peptidicas y
otros ligandos es un sistema mds complicade de lo gque se pensd origi-
nalmente y estarfa compuesto al menos por tres tipos de proteinas
embebidas en la membrana plasmtica.

En 1970 Rodbell y col.(1971a, 1971b) descubrieron que Tos
nucledtidos de guanosina eran cofactores esenciales para la estimu-
lacion hormonal de las adenililciclasas. Como consecuencia de estas
observaciones Rodbell propuso que la sefial iniciada por la  hormona y
que reguiaba la formacidn del cAMP, podia ser ejecutada a través de la
membrana por la participacidn de tres componentes. Un discriminador,
el que determinaba la especificidad hormonal de 1la sefial, un
traductor, el cual transformaba la informacion dada por el discrimina-
dor y un amplificador formado por el sistema efector. Actualmente se
sabe que el discriminador es el receptor hormonal (R}, el cual con-
%iere la especificidad hoémona] al sistema, uniéndose con alta afini-
dad a la hormona o ligando. ET traductor es una proteina reguladora
(N), la cual tiene el sitio de unidn del nucledtido de guanosina, su
funcidn es dependiente de GTP y regula la actividad de la subunidad
catalitica. Esta protefna N es regulada a su vez por R en presencia
de la hormona. Por esta razon N es un traductor de la sefial externa

que llega a Ta célula. E1 amplificador es 1a protefna responsable de




la reaccidn catalitica que convierte al sustrato ATP en cAMP y piro-
fosfato como productos y ha sido denominada sﬁbunidad catalitica C.
ET esquema I muestra en una forma simplificada los componentes de la
adenililciclasa.

1. Estructura de los componentes de la adenililciclasa.

Para entender el mecanismo por el cual el complejo hormona-
receptor modifica la actividad de la adenililciclasa, se describirdn
las propiedades funcionales y estructurales de los:-componentes de este
sistema. En el afio 1975, Bourne y col., describieron el aislamiento
de una Tinea celular de linfoma denominada S49, la cual era deficiente
en actividad adenililciclasa. Este defecto fue caracterizado por Ross
y Gilman en 1977 y se vi6 que estas células carecTan del companente
regulador N, pero tenTan una actividad catalitica y receptores fun-
cionales. Con este hallazgo Ross y Gilman confirieron una identidad
molecular al concepto del traductor propuesto anteriormente por Rod-
bell. Este componente regulador de la actividad de la adenililciclasa
ha sido denominado indistintamente N, G/F o G, pero en esta tesis se
usard la denominacidn N.

La actividad de la adenililciclasa estd sujeta tanto a un control
positivo (activacidn) como a un control negativo' (inhibicién) por
Tas hormonas y los nucledtidos de guanosina (Jakobs y col., 1981; Lon-
dos y col., 1981; Cooper, 1982). Es asT como actualmente se sabe que
Ta activacidn y la inhibicidn de la adenililciclasa se hace mediante
dos protefnas reguladoras N distintas, las cuales actdian sobre 1a

subunidad catalitica C, que es comiin. Ambas protefnas reguladoras

unen Mg2+ y nucledtidos de gquanosina. Una de ellas, denominada HNs
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Esquema 1.

membrana celular.
F.Y

rd S
exterior interior

> cAMP + PPy

ATP

Modelo simplificado de la disposicion de los componentes
de la adenililciclasa en la membrana plasmatica de la cé-

lula.
R=receptor hormonal; N=proteina reguladora; C=subunidad

catalitica.




(Rodbell, 1980; Codina y col., 1984a), es la responsable de la acti-
vacidn de la adenililciclasa por 1a hormona en una forma dependiente
de Mg2t y nucledtidos de guanosina. La otra protefna reguladora,
denominada Ni (Hildebrandt y col., 1983) participa en la inhibicifn de
la adenililciclasa por la hormona también en una forma dependiente
de M92+ y nucledtidos de guanosina (Birnbaumer y col., 1983; Jakobs y
col., 1983).

Ambas proteTnas reguladoras N han sido purificadas a partir de va-
rios tipos de células y han mostrado ser similares en su estructura y
en su funcidn (Northup y col., 1980; Bokoch y col., 1983; Codina y
col., 1984a; Bokoch y col., 1984; Katada y col., 1984a,b y ¢). Ellas
estan formadas por tres subunidades denominadas|9g/9ka y unen GTP y
sus andlogos (Northup y col., 1982; Bokoch y col., 1983; Bokoch y
col., 1984). Ambas son sustratos para la actividad ADP-pibosiltrans-
ferasa de toxinas bacterianas (Northup y col., 1980; Bokoch y col.,
1983; Codina y col., 1983; Bokoch y col., 1984), las dos interactdan
con Mge+ y son GTPasas (Iyengar, 1981; Hildebrandt y Birnbaumer, 1983;
Birnbaumer y col., 1983; Brandt y col., 1983; Sunyer y col., 1984) y
tienen un peso molecular de 100.000 d en condiciones no desnaturantes
(Codina y col., 1984a). E1 tratamiento de ellas con MgZ+ y analogos no
hidrolizables de GTP, tales como GMP.P(NH)P y GTﬁyS, causan una diso-
ciacion del trimero c&ﬂB&& . Este proceso resulta en una subunidad
libre, proveniente de Ns o Ni, con el nucledtido de guanosina unido a
ella (6&§tJCK?) Yy un complejo que parece estar formado por las subuni-

dades/3Jb (Howlett y col., 1979; Sternweis y col., 1981; Hanski y

col., 1981; Northup y col., 1983; Hildebrandt y col., 1984;
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Katada y col., 1984a).

Las subunidades &Xs ycAi difieren en varios aspectos:
a)os es ADP-ribosilada por la toxina del cdlera (Gill y Meren, 1978;
Johnson y col.,1978; Lai ¥ col., 1981; Scheifer y col.,1982;
Malbon y Greenberg, 1982), mientras que i es ADP-ribosilada por la

toxina de Bordetella pertussis (Katada y Ui, 1982a; Katada y Ui,

1982b; Nurayama y Ui, 1983; Bokoch y col., 1983; Codina y col.,
1983).

b) En la mayorTa de los tejidos,o{s muestra una heterogeneidad de ta-
mafo, siendo la forma predominante de un peso molecular entre 42,000 y
43.000 d y otras formas presentes en menores cantidades con un peso
molecular entre 51.000 y 52.000 d (Gill y Meren, 1978; Johnson Y
col., 1978; Northup y col., 1980; Laf y col., 1981; Schleifer, y
col., 1982; Malbon y Greenberg, 1982). En cambiocX i, tiene un peso
molecular de 41.000 d , indicando una sola forma de esta proteina
(Katada y Ui, 1982a; Katada y Ui, 1982b; Murayama y Ui,1983; Bokoch y
col., 1983; Codina y col., 1983).

c) Las estructuras primarias dec{s y Xi son diferentes segiln se ha
demostrado por andlisis de d}gestiGn triptica de estas subunidades
(Mannin y Gilman, 1983; Codina y col., 1984a}.

Con respecto a las subunidades /3 de Ns y Ni, se ha encontrado
que son indistinguibles entre sT por anilisis de composicidn de ami-
nodcidos y digestidn con proteasas (Manning y Gilman, 1983; Codina y
col., 1984a) y tienen ambas un peso molecular de 35.000 d (Northup y
col., 1980; Codina y col., 1984a).

13



Las subunidades d#- descubiertas recientemente (Hildebrandt vy
col., 1984; Bokoch y col., 1984), tienen un peso molecular entre
5.000 y 10.000 d. Su funcidon no estd clara y tampoco se sabe si
son igquales o diferentes entre si, o si existe mds de una subunidad
J# por dimero

La subunidad catalitica C es la encargada de convertir el
sustrato activo de la adenililciclasa, el Mg-ATP, en cAMP y pirofos-
fato. Sobre la subunidad C se sabe muy poco y aunque algunos investi-
gadores han logrado separarla fisicamente de las protefnas Ns y Ni,
alin no ha sido posible purificarla debido a su gran inestabilidad
(Bender y Neer, 1983; Northup y col., 1983). Se ha visto que la pro-
tefna C puede ser activada por la proteina Ns y también en algunos
tejidos por la protefna calmodulina (Strittmatter y Neer, 1980;
Salter y col., 1981). En ausencia de la proteina N, el sustrato
preferencial de la proteina C es Mn-ATP ,pero cuando estd acoplada a
la proteina N utiliza Mg-ATP (Ross y Gilman, 1977; Bender y Neer,
1983). En células de linfoma cyc™ S49, que carecen de Ns, se ha
visto que la subunidad catalitica puede ser activada por forskolina
(Seamon y Daly, 1981). E1 esquema II muestra un modelo simp1ificado
de la composicidn estructural de la adenililciclasa de mamiferos.

2. Activacion de Ns por nucledtidos de guanosina y M92+ en ausencia de
hormona. ,
Actualmente se sabe que la activacidon de la subunidad catalitica

C por Ns se debe a 1a interaccidn de la subunidad cXs con 1a subunidad

catalitica C (Northup y col., 1980). La activacidn de Ns necesita la

presencia de nucledtidos de guanosina (GTP y andlogos no
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Esquema II. Estructura de los componentes de la adenililciclasa de
mamiferos.

’

LH= hormona luteinizante; FSH=hormona foliculo-estimulan-
te; TSH=hormona tiroide-estimulante; ACTH=hormona adrenocorticotrdpi-
ca; Ach=acetilcolina; Rs=receptor estimulador; Ri=receptor inhibidor;
Ns=proteina reguladora que participa la activacion de la adenililci-
clasa. Ni=proteina reguladora que participa en la inhibicidn de

la adenililciclasa.




hidrolizables) y de iones Mg2* (Howlett y col., 1979; Strittmatter y
Neer, 1980; Iyengar, 1981). Estudios recientes utilizando tanto la
protetna Ns purificada, como la protefna Ns separada fisicamente de la
subunidad catalitica € en membranas solubilizadas o la proteina Ns
asociada a la subunidad catalitica C en membranas intactas, han
mostrado que:

a) La activacidn de la proteTna Ns por el nucledtide de guanosina es
una reaccion lenta, que presenta una periodo de retardo en el tiempo
(histeresis) y que es dependiente de Tla concentracidn de
Mgl (Iyengar y Birnbaumer, 1981; Iyengar, 198l; Northup y col.,
1983). A concentraciones fisioldgicas de Mg?* (alrededor de 0,5 mM)
la activacidn de Ns por el andlogo GMP.P(NH)P es muy lenta, pero es
acelerada y aumenta en grado, cuando las concentraciones de M92+ son
mayores (Iyengar y Birnbaumer, 1981; Iyengar, 1981).

b) La velocidad de activacion de Ns también depende de la naturaleza
del nucledtido de guanosina utilizado (Birnbaumer y col., 1980). la
velocidad de activacidn de Ns por GMP.P(NH)P es menor que la velocidad
obtenida al utilizar GTP, pero el andlogo no hidrolizable causa un
mayor grado de activacidn que el GTP. Se ha propuesto qué este efecto
se debe a la naturaleza no hidrolizable del enldce imidodifosfato de
aste andlogo (Londos y col., 1974).

c¢) E1 GTP es hidrolizado por preparaciones intactas de membranas y
por la protefna Ns purificada (Cassel y Selinger, 1976; Cassel y

Selinger, 1977; Hildebrandt y Birnbaumer, 1983; Cerione y col;

1984; Brandt y Ross, 1985).



d) La subunidad XX s es ADP-ribosilada por la toxina del cdlera, trata-
miento que potencia su activacidon por GTP. Se ha propuesto que esta
ADP-ribosilacidn inhibirfa la actividad GTPdsica de Ns (Gill y Meren,
1978).
@) La activacidn de la proteina Ns por un andlogo no hidrolizable de
GTP y Mg2t, conduce a una disminucidn en el tamafio de Ns, o cual se
debe a la disociacidn de las subunidades /3 s y )Ade 1a subunidad & s
unida al nucledtido (Northup y col., 1983; Codina y col., 1984b).
Este proceso de disociacidon también puede ser causado por el idn
fluoruro y Mgz+ (Sternweis y col., 1981; Hildebrandt y col.,
1982).

Los datos presentados anteriormente han lilevado a postular que
.1a activacidn lenta de Ns por los nucledtidos de gquanosina esta gober-
nada por una etapa limitante de velocidad en el proceso que conduce a
Ns desde un estado no disociado (trimero) a un estado disociado. La
posibilidad que la etapa limitante en la activacidn sea 1a disociacidn
del GDP y su recambio por GTP, parece estar limitada al sistema de
eritrocito de pavo (Abramowitz y col., 1980), pues no ha sido
encontrada para la mayoria de los otros sistemas de adenililciclasa
estudiados. En estos Gltimos sistemas, la etapa limitante seria
posterior a la unidn del nucledtido y estarfa determinada solamente
por el “nivel de disociacidn” de Ns. As, en presencia de GTP, la pro-
tefna Ns desarrollarfa un ciclo contfnuo y unidireccional, donde 1a
proteina Ns une GTP, es disociada en un proceso dependiente de MgZt,
para posteriormente ser hidrolizado el GTP por la actividad GTP3sica

de Ns, quedando Ns en un estado desactivado con GDP unido a ella.




Finaimente tendrfa lugar un rdpido intercambio de GDP por GTP. En
condiciones fisiolOgicas de Mgé+ (0,5 mM) o con concentraciones mis
altas de este catién (5-10 mM), Tlas velocidades de activacion
disociacidn de Ns, y de desactivacion (hidrdlisis de GTP) de Ns deter-
minarfan el “nivel de Ns activado".

Contrariamente a esto, al sustituir el GTP por un andlogo no hi-
drolizable, como GMP.P(NH)P o GTPJLS, se interrumpe el ciclo descrito
anteriormente debido a que no se hidroliza el nucledtido de guanosina
y se establece un equilibrio entre las formas inactivas (trimeros) y
activas de Ns. Este equilibrio dependerd de la velocidad de diso-
ciacidn de la forma Ns~GMP.P(NH)P y de l1a velocidad de disociacidn del
nucledtido activador desde el sitio de unién. En estas condiciones el
aumento de la velocidad y del grado de activacidon de Ns por con-
centracijones crecientes de Mg2+ (descrita en el punto 2a), se deberfa
a un desplazamiento del equilibrio hacia la forma disociada (activa)
de Ns causada por el Mg2+. Esto ha sido confirmado por Codina
y col., (1984b), trabajo en el cual se demuestra que Ns en presencia
Mg2* sufre un cambio conformacional desde un estado en el que la unidn
del nucledtido es rdpida y reversible, a uno en el cual el nucledtido
no se disocia facilmente. Posteriormente la proteina Ns sufre el pro-
ceso de disociacidn en sus subunidades (descrito en el punto 2e).

En el esquema III se presenta un modelo de activacidon y desac-
tivacion de Ns por nucledtidos de guanosina y M92+. Con respecto a
este modelo, no hay demostraciones directas si la reaccidon de diso-

ciacidn de 1las subunidades ocurre con GIP, si es obligatoria la

disociacidn para que la subunidad catalitica C sea estimulada y si
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sucede en el microambiente lipTdico de la membrana.

La Km aparente de la protefna Ns por GTP (o sus andlogos) es
alrededor de 1 uM (Limbird, 1981). En condiciones fisiolGgicas, las
concentraciones de GTP intracelulares son alrededor de 100 uM, por lo
tanto Ns estaria siempre saturada con GTP. Dos factores contribuyen
al hecho que, bajo condiciones fisioldgicas y en ausencia de la hor-
ﬁona estimuladora, la protefna Ns (subunidad (X s) no estimule a la
subunidad catalitica C en forma permanente. EI1 primer factor es que
la proteina Ns sea una GTPasa, por lo tanto esta proteina estd hidro-
lizando constantemente el nucledtido activador. E1 segundo factor es
que las concentraciones de MgZt necesarias para activar a la protefna
Ns en ausencia de la hormona son alrededor de 5-10 mM (Iyengar, 1981),
las cuales son 10 a 20 veces mds grandes que la concentracidn intrace-
Tular de Mg2*, que es de 0,5 mM. En el caso de eritrocito de pavo la
disociacion del GDP es extremadamente lenta y por lo tantg constituye
en este sistema otra barrera a la persistente gstimulaciﬁn por GTP
(Abramowitz y col., 1980). Como ya se ha mencionado anteriormente,
este no es el caso para el sistema de adenililciclasa de mamifero,
donde el GDP se disocia rdpidamente de Ta proteina Ns (Abramowitz y
Birnbaumer, 1982; Iyengar y Birnbaumer, 1981).

3. Activacion de Ni por nucledtidos de guanosina y Mgz+ en ausencia
de hormona.

Como vimos anteriormente, la proteina reguladora Ni se asemeja

bastante a la proteTna reguladora Ns, no sdlo estructuralmente sino

que también funcionalmente. Estudios realizados en membranas
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carentes de la proteina Ns (cé&lulas de Tinfoma cyc~ S49) y en
membranas de plaquetas, han mostrado que Ni:

a) Es activada por nucledtidos de guanosina en presencia de
Mg2* (Hildebrandt y col., 1982; Jakobs y col., 1983; Hildebrandt y
Birnbaumer, 1983; Bokoch y col., 1984), siendo el GTP menos activo
que sus andlogos no hidrolizables (Hildebrandt y col., 1982; Bokoch y
col., 1984).

b) La protefna Ni también tiene actividad GTPdsica (Sunyer y col.,
1984).

c) En presencia de andlogos de GTP y Mg2*t, la protefna Ni sufre una
disociacidon, dando origen a la subunidad <A i con el nucledtido de
guanosina unido a ella (df) y a un dfmero/j}& (Bokoch y col.,
1983; Hildebrandt y col., 1984; Katada y col., 1984a).

d) La toxina de Bordetella pertussis ADP-ribosila a 1a subunidad &i.

Esta modificacién covalente no potencia la activacidn de Ni por GTP,
sino que previene la disociacién de la proteina Ni (Hildebrandt y
col., 1983; Katada y col., 1984b).

En el esquema IV se muestra un modelo para la activacidn de la
proteTna Ni por nucleftidos de guanosina y Mgz+.
4. Regulacidn de la actividad de la subunidad catalitica C por las pro
tefnas Ns y Ni.

E1 conocimiento que se tiene actualmente de la estructura y fun
cidn de las protefnas reguladoras Ns y Ni, han permitido estudiar el
mecanismo fintimo de interaccion entre Ns y Ni, entre Ns y Ni y la

subunidad catalitica C y como estas interacciones pueden estar regu-

lando la actividad de la adenililciclasa. Los estudios realizados
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sobre este problema son recientes y pueden resumirse asi: a) La sub-
unidad >s purificada proveniente de higado de conejo, al interac-
cionar con la proteTna Ns, disminuye la activacidn de Ns por GTR}S ¥
Mgz+ y acelera la velocidad de desactivacidn de Ns previamente acti-
vada por F~ y Mg?* (Northup y col., 1982).

b) La subunidad/gi purificada proveniente de higado de rata, al igual
que[5s, causa la desactivacién de Ns y también inhibe la actividad de
la adenililciclasa cuando se adiciona esta subunidad a membranas de
plaguetas humanas (Katada y col., 1984a; Katada y col., 1984b).

¢} la protefna Ni puede inhibir la actividad de 1la subunidad
catalftica C de la adenililciclasa, sin afectar el estado de acti-
vacidn de Ns y este efecto es no competitivo con respecto a la activi-
dad de Ns {Hildebrandt y col., 1984).

Estos estudios han 1levado a postular que la activacion de la
adenililciclasa por Ns estaria dada por la interaccidn de la subunidad
oAs con la subunidad catalitica C. La inhibicidn, sin embargo, esta-
ria dada al menos por dos mecanismos:

1. La subunidad /31 proveniente de la disociacidn de Ni, interactuarfa
con la subunidad s, revertiendo’la etapa de disociacidn (activacidn)
de Ns por formacidn de un dimero del tipoo{s 31 inactivo. Este meca-
nismo de inhibicidn obedecerfa a un proceso gobernado por la ley de
accién de masas y serfa posible debido a 1la igualdad entre las subu-
nidades(3s y /3 i.

2. La subunidad cAi proveniente de la disociacidn de Ni interactuarfa

con la subunidad catalftica C, a trav@s de un sitio diferente

al que utilizarfa(fs, e inhibirfa la actividad de C. Estos dos
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mecanismos operando simultdneamente se muestran en el esquema V.

En &1 se puede ver que las protefnas Ns y Ni se disocian
en presencia de andlogos de nucledtidos de guanosina y Mg2*. E1 pro-
ceso de djsociacidn es relativamente lento, y como veremos mas ade-
lante, puede ser acelerado por el agonista apropiado unido a su recep-
tor. La disociacion de Ns resulta en una estimulacidn de la subunidad
catalitica C por la subunidad cds. La disociacion de Ni inhibe 1la
actividad catalitica como consecuencia de la interaccidn de la subu-
nidad Kai proveniente de Ni con la subunidad &Xs libre ((:), esquema
V) y/o de la interaccidn directa de la subunidad eX i con,la subunidad
catalitica C ((:), esquema V).

Cuando el nucledtido de guanosina (GTP) se une a Ns o Ni, la
disociacidn es esencialmente irreversible en presencia de Mgz*. La
estimulaciéon o inhibicidn persistente de 1la actividad de 1la
adenililciclasa resulta de 1la predominancia de uno u otro efecto.
Como la disociacidn de Ni ocurre a niveles bajos de Mg2t (Katada y
col., 1984a; Bokoch y col., 1984; Katada y col., 1984b), la actividad
de 1a adenililciclasa en condiciones fisioldgicas estaria disminuida y
representarfa la actividad basal de la enzima. La actividad neta de
1a adenililciclasa en un instante cualquiera estaria dada por el grado
de disociacidn de las proteinas Ns y Ni, lo cual a su vez es contro=-
lado por los complejos hormona~receptor respectivos.

5. Regulacidn de la activiéad de la adenililciclasa por hormonas.
5.1. Parametros afectados.
La adicidn de una hormona a membranas que contienen el sistema

completo de 1a adenililciclasa (complejo NsNiC) produce tres
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efectos importantes que pueden medirse en forma independiente:

a) Cambio de la actividad de la adenililcic]a;a, la cual es depen-
diente de GTP(Rodbell y col., 1974; Ross y col., 1977; lIyengar y
col., 1980).

b) Cambio de la actividad hidrdlitica de GTIP (GTPasa) de baja Km
(Cassel y Selinger, 1976; Cassel y Selinger, 1977).

¢) Cambio en 1la Tliberacion o en el intercambio del nucledtido de
guanosina (Cassel y Selinger, 1978).

La estimuliacion de la actividad de la enzima por una hormona o
ligando (glucagdn, isoproterenol, hormona luteinizante, etc.) se ha
observado frecuentemente. La estimulacidn de la actividad GTPasica y
Tiberacidon de nucledtidos ha sido mds dificil de estudiar debido a la
presencia de otros sistemas enzimaticos y sistemas reguladores en la
membrana que también utilizan nucledtidos de guanosina.

La adicion de una hormona inhibidora de 1la actividad también
afecta los tres parametros anteriormente nombrados. Sin embargo,
ella disminuye la actividad de 1a adenililciclasa.

5.2. Regulacion de la estimulacion de la adenililciclasa por hormonas.
a) Aumento de la afinidad de lafprotefna Ns por el Mg2*,

Estudios realizados sobre el modo de accién de hormonas esti-
muladoras, tales como la hormona luteinizante, glucagén y 1ligandos
(>-adrenérgicos, en varjos sistemas incluyendo cuerpo lditeo, células
de linfoma S-49, eritrocitos e higado (Strittmatter y Neer, 1980;
Iyengar, 1981; Iyengar y Birnbaumer, 1982; Codina y col., 1984b) han

mostrado que la activacién de la subunidad catalftica se debe a un
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incremento en la activacion de Ns por el nucledtido de guanosina
{(Birnbaumer y col., 1980; Iyengar y col., 1980; Iyengar, 1981;
Iyengar y Birnbaumer, 1982).

Estudios realizados posteriormente en membranas en las cuales Ta
subunidad catalitica C ha sido inactivada y en sistemas de adeni-
litciclasa reconstituidos, mostraron que Ta activacion de Ns por el
complejo hormona-receptor puede ocurrir en ausencia de la subunidad
catalitica C (Citri y Schram, 1980; Neufeld y col., 1980; Pedersen y
Ross, 1982). Utilizando el sistema adenililciclasa de higado sensible
a glucagdn, se ha visto que el complejo hormona-receptor eleva los
niveles de la forma activa (disociada) de Ns, acelerando la "reaccién
de activacion", principalmente por aumento de afinidad de la protefna
Ns por el idn M92+ (Iyengar y Birnbaumer, 1982). De esta manera la
proteina Ns queda totalmente saturada por el catidn bivalente a las
concentraciones fisioldgicas de M92+ (0,5 mM}). Este procesoc en ausen-
cia de la hormona, requiere de concentraciones mucho mayores de Mg2+,
Como se menciond anteriormente, la saturacidn de Ns por Mg2+, tleva a
una activacion mds rapida de Ns y por lo tanto a un aumento en la
disponibilidad de 1a especie activa.

b) Estimulacidn del intercambio de nucledtidos de guanosina.

‘ Estudios realizados con membranas de eritrocitos de pavo han
demostrado que la adicidn de [%ﬂ GIP a estas membranas lleva a una
acumulacidon del [3H]GDP unido y que este [3H]GDP unido se Tlibera
cuando se adiciona la hormona estimulante isoproterenol (Cassel y
Selinger, 1978). Resultados similares han sido obtenidos con membra-

nas de plaquetas, en las cuales la activacion hormonal de Ns resulta
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en un aumento en la liberacidn de [?H]GMP.P(NH)P previamente unido a
estas membranas (Michel y Lefkowitz, 1982). Aunque este tipo de
andlisis no se ha realizado con la proteina Ns purificada, los antece-
dentes hasta el momento sugieren que el intercambio de nucledtidos
presente en el ciclo regulatorio de Ns (ver esquema III), no es la
etapa limitante en condiciones basales, aunque podria pasar a ser una
etapa limitante secundaria en presencia de concentraciones saturantes
de Mg?t.

Los dos efectos promovidos por el complejo hormona-receptor,
aumento en la afinidad por el M92+ y aumento en el intercambio de
nucledtidos, pueden ser esenciales para el incremento de la forma
activa de Ns y por 1o tanto para la mdxima activacidon de la adeni-
lilciclasa. E1 sistema adenililciclasa de mamifero presente en teji-
dos de reproduccidn, parece pertencer a esta clase de sistema. Asf
por ejemplo, la hormona gonadotr6fica humana (hCG) y la hormona
Tuteinizante (LH), aumentan la afinidad de Ns por el Mg2* en un factor
de 3 y estimulan la Tiberacion de GMP.P(NH)P previamente unido a
membranas de células de Leydig (Dufau y col., 1980).

c) Estimulacidn de la hidrdlisis de GTP.

Como hemos visto, la estimulacion de Ns por el complejo
hormona-receptor, conduce a un aumento de 1la actividad del ciclo
regulador de la proteina Ns (ver esquema III) por los mecanismos
descritos anteriormente. Esto necesariamente debe estar ligado a un
aumento de la hidrdlisis del GTP. Aunque este proceso ha sido dificil
de estudiar debido a la actividad GTPdsica de otras protefnas de

membrana, actualmente se sabe que la hidrGlisis del GTP de baja Km
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estd asociada a la protefna Ns. Las evidencias que existen para rela-
cionar esta actividad GTPasica de baja Km con la proteina Ns son:

1. La hidrdlisis del GTP es aumentada por la hormona estimuladora.
2. La toxina del célera inhibe la hidrélisis del GTP, dejando a la
proteina Ns con el GTP unido permanentemente a ella.

) 3. Los andlogos no hidrolizables de GIP, tales como el GMP.P(NH)P,
estimulan a la adenililciclasa en mejor forma que GTP.

La estimulacidn de la hidrdlisis de GTP por l1a hormona fue descu
bierta en membranas de eritrocitos de pavo, utilizando Tigandos
[5 adrenérgicos (Cassel y Selinger, 1976; Cassel y Selinger, 1977).
Este aumento de la hidrdlisis de GIP es inhibida por antago nistas
(> -adrenérgicos, confirmando de esta manera la dependencia hormonal
de este fendmeno. Posteriormente se ha observado este aumento de la
hidrdlisis del GTP debido a 1a accidn hormonal en otros sistemas de
adenililciclasa, por ejemplo, en membranas de plaquetas y monocitos
(Bitonti y col., 1980; Michel y Lefkowitz, 1982; Aktories y col.,
1982).

Estudios de reconstitucion realizados recientemente en liposo-
mas, utilizando Ns purificado a partir de membranas de eritrocitos
humano y el receptor {d-adrenérgico purificado a partir de eritrocito
de rana o de pulmén de cobayo, han mostrado que ambos componentes
interaccionan en la bicapa lipidica y que la proteina Ns hidroliza GTP
en respuesta a un agonista (3 -adrenérgico (Cerione y col., 1984).
Estos estudios tienen ié importancia de demostrar por primera vez que

Ns es una GTPasa, que esta actividad esta bajo control hormonal y que

no es necesario otro componente proteico para observar este efecto.
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5.3. Regulacidon de la inhibicidn de la adenililciclasa por hormonas.

Se han descrito varios receptores para hormonas y ligandos in-
hibidores que estimulan la activacidon de la proteina Ni e inhiben 1a
actividad de la subunidad catalitica C de la adenililciclasa. Entre
ellos se puede nombrar los receptores opidceos (Sharma y col., 1975;
Blume y col., 1979), los receptores muscarinicos (Murad y col., 1962),
el receptor para somatostatina (Jakobs y col., 1983), los receptores
A p-adrenérgicos (Jakobs y col., 1976; Yamazaki y col., 1982) y el
receptor para angiotensina y dopamina (Jard y col., 198l; Cote y
col., 1982).

A diferencia de los receptores estimuladores, lbs receptores
inhibidores no parecen afectar la actividad de Ni alterando su afini-
dad por Mg2+, debido a que Ni tiene una afinidad aparente por el
cation bivalente en el rango micromolar, es decir mucho mds baja que
Ns (Hildebrandt y Birnbaumer, 1983). Los receptores inhibidores, al
igual que los receptores estimuladores, aumentan la reaccidn de inter-
cambio de nucledtidos de guanosina. Esto ha sido establecido clara-
mente para receptores cX p-adrenérgicos en membranas de plaquetas y
eritrocitos (Aktories y Jakobs, 1981}, para prostaglandina E en
membranas de adipocitos (Aktories y col., 1982), para somastostatina
en membranas de c&lulas de linfoma cy~c S$49 (Jakobs y col., 1983) y
para opidceos en membranas de neuroblastona y glioma (Koski y Klee,
1981; Burns y col., 1983).

En todos estos sistemas la hidrdlisis de GTP debida a 1a hormona

inhibidora es aditiva a la hidrdlisis de GTP causada por la accidn de




la hormona estimuladora. Esta aditividad apoya en gran medida el
hecho que las proteinas Ns y Ni sean proteinas diferentes e indepen-
dientes una de otra en su regulacidn por GTP y el receptor hormonal.
6. Regulacidn de la unidn de la hormona al receptor por nucledtidos de
guanosina y Mg+,

Se ha visto que la unidn de un ligando agonista produce la acti-
vacidn de la proteina Ns o de la proteina Ni y el antagonista bloguea
este efecto. Estos hallazges han hecho surgir la idea que los recep-
tores deberian existir en dos estados, uno inactivo y otro activo.
Los agonistas, bajo condiciones apropiadas, actuarian estabilizando 1a
forma activa, mientras que los antagonistas favorecerfan la formacidn
de la forma inactiva. En membranas aisladas se ha visto que la capa-
cidad de la hormona para activar el receptor y causar la activacidn de
la adeniliiciclasa estd estrechamente relacionada con la presencia del
i6n Mgt y nucledtidos de guanosina. Las pruebas que vinculan Ta
unidn de la hormona al receptor con la unidn del nucledtido de guano-
sina a la proteina Ns provienen de estudios realizados en membranas
plasmdticas de higado por Rodbell y col. (1971a). Estos autores anali-
zando 1a interaccidn de una hormona radiactiva (1257 -glucagdn) con su
receptor en estas membranas, mostraron que GTP y GTPJLS causan una
reduccidn en la afinidad del receptor por el agonista, que es con-
comitante con la activacidén de la adenililciclasa. Esta reduccidn en
la afinidad del receptor por el agonista causada por la adicidn del
nucledtido de guanosina ha sido observada en la mayorfa de los siste~

mas de adenililciclasa estudiados, indicando de esta manera que el

31



receptor puede acoplarse a la proteina Ns y la unidn de la hormona al
receptor serfa reversible (Lefkowitz y col., 1976; Maguire y col.,
1976). Es importante hacer notar que este efecto no ha sido posible

de ver con antagonistas.

E1 ion M92+ al parecer es necesario para observar este efecto,
ya que en ausencia de Mgz+ el GTP no produce la disociacidon del ago-
nista desde el receptor y la adicidn de M92+ causa un aumento en la
unién del agonista (Williams y col., 1978; Bird y Maguire, 1978).

Utilizando las adenililciclasa sensible a glucagbn y agonistas
(3 -adrenérgicos no se sabe alin como los nucledtidos de guanosina afec-
tan la afinidad del ligando, pero los estudios rea]izados respecto al
i6n Mg2t indican que posiblemente este catidn induce la forma activa
del receptor y por 1o tanto con una gran afinidad por el agonista.
7. Efectos de otros reguladores de la actividad de 1a adenililciclasa.
7.1. I6n Fluoruro.

La adicidn de fluoruro de sodio (NaF) a membranas plasmaticas,
activa a la adenililciclasa. El efecto de NaF no se observa en las
membranas de células de linfoma cyc™ S49 (carentes de la protefna Ns),
pero se restablece al suplementar estas membranas con la proteina Ns
purificada, indicando que la accidn del i6n F~ es a nivel de la pro-
tefna Ns. Recientemente se ha encontrado que el F~ requiere del idn
alumnio (A13*) para actuar (Sternweis y Gilman, 1982). La accidn del
ion F~ se asemeja a la de los analogos no hidrolizables de GITP,
pues Tleva a la proteina Ns a un estado de activacidn permanente y
causa una disociacion de la proteina Ns en sus componentes (Howlett

y Gilman, 1980; Northup y col., 1983). No se sabe cual subunidad

32



de la proteina Ns interactda con el 1idn F-. Generalmente la acti-
vacidn de Ns por el idn F~ no requiere de nucledtidos de guanosina
(Codina y col., 19§4b), aunque en membranas de eritrocito de pavo es
necesaria Ta presencia de QTP {(Downs Yy col., 1980).
Actualmente se ha demostrado que el ion F~ también activa a la
protefna Ni y causa su disociacidn en ausencia de nucleftidos de
guanosina (Hildebrandt y col., 1982; Katada y col., 1984a). En pre-
sencia de nucledtidos de guanosina el iom F~ iphibe la actividad
GTPdsica de Ni, siendo este probablemente uno de los mecanismos por
el cual el F~ activa a la proteTna Ni (Sunyer y col., 1984).
7.2. Forskolina.

Este compuesto es un diterpeno extraido de la planta Coleus
forskoh11i, que activa todas las adenililciclasas hasta ahora estu-
diadas (Seamon y Daly, 1983). Esta activacidon es independiente de la
presencia de la proteina reguladora Ns y se debe a la accidn directa
de este compuesto sobre la subunidad catalitica C. Las pruebas que
apoyan esta idea provienen de estudios en los cuales la actividad de
la adenililciclasa de membranas de células de linfoma cyc™ S49 es
activada por forskolina (Seamon ¥ Daly, 1981).

También preparaciones de subunidad catalitica C provenientes de
cerebro e higado de conejo, exentas de las proteinas reguladoras Ns
y Ni, son activadas por forskolina (Ross, 1982). Ademds, la subuni
dad catalitica C ha sido purificada por cromatografia de afinidad
utilizando forskolina como ligando unido a la resina (Pfeuffer y

Metzger, 1982), indicando con esto una interaccion directa de 1la

proteina C con forskolina.
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PROPOSITOS BE ESTA TESIS.

3

Como hemos visto en la INTRODUCCION y ha sido demostrade por
Xavier Jordana (1982), la actividad de la adenililciclasa presente en

membranas plasmaticas de oocitos de Xenopus laevis es inhibida por la

hormona esteroidal progesterona. E1 mecanismo por el cual se realiza
esta inhibicidon no ha sido esclarecido aiin.

De acuerdo con estos antecedentes los objetivos o propisitos de

esta tesis estdn dirigidos principalmente a resolver esa interrogante
a través de los siguientes planteamientos:
1. Profundizar la caracterizacidn de la adenililciclasa de oocitos,
con el objeto de conocer mas detalladamente este complejo sistema y
facilitar de esta manera la comprensidn de hallazgos posteriores.
2. Analizar directamente 1a presencia de los componentes reguladores
Ns y Ni en las membranas de oocitos y estudiar su participacidn en
la inhibicidn de la adenililciclasa por la progesterona.

Producto de la investigacidn realizada para lograr estos objeti-
vos, son los RESULTADOS que se presentan en esta tesis. Gran parte

de ellos han sido publicados (Olate y col., 1983; Jordana y col.,1984;

Olate y col., 1984; Olate y col., 1985).




MATERIALES Y METODOS

A. REACTIVOS Y ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

3'AMP, cAMP, ADP,  AMP.P(NH)P,  colagenasa (tipo IA),
2'-desoxiadenosina, DTT, EDTA, EGTA, epinefrina, espermina, fosfo-
diesterasa de nucledtidos ciclicos (corazén de bovido: 0,2 U/mg de
proteTna), fosfocreatina, fosfoenolpiruvato, o -D(+)-glucosa, 3'GMP,
GMP.P(NH)P, GTP, hexoquinasa (tipo C-301 de levadura), imidazol (grado
1), -mercaptoetanol, mioquinasa (grado V de misculo de porcino), NEM,
peryodato de sodio, piruvato-quinasa (tipo II de mdsculo de conejo) y
seroalbdmina de bovino fueron obtenidas de Sigma Chemical Co.
3-fosfogliceraldehfdo-deshidrogenasa (de levadura), L-X-fosfoglicerol-
deshidrogenasa (de misculo de conejo), 5' guanosinamonofosfato-quinasa
(de cerdo), lactato deshidrogenasa (de corazén de porcino),
NAD* pirofosforilasa, nucleasa Py, 5'-nucleotidasa ( de serpiente)
piruvato-quinasa (de misculo de conejo), polinucledtido-quinasa (de
E. coli infectada con fago T4),'timidina, y fosfotriosa-isomerasa (de
misculo de conejo) fueron obtenidas de Boehringer Manheim. También
fueron obtenidas de esta compafifa NADY y NMN. Forskolina, L-oX- fos-
foglicerol (grado A), creatina-fosfoquinasa (grado A de misculo de
conejo) y progesterona fueron adquiridos en Calbiochem Behring Corp.
Glicerol y sacarosa fueron obtenidos de J. T. Baker Chemical Corp.

Trietilamina, alumina neutra, etanol, etilenglicol y placas
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cromatograficas de polietilen-iminocelulosa de E. Merck A.G.
Darnstadt. DEAE-Sephadex A-25, Sephadex G-10 y Sephadex G-25 se obtu-
vieron de Pharmacia Fine Chem. Dowex AG 50W-X4 (200-400 mallas) y
Dowex AG1-X8 (200-400 mallas) Dowex 1-X4 de Bio Rad. Piruvato de
sodio, polinucledtido-quinasa (de E. coli infectada con fago Ty)
fueron obtenidos de PL-Biochemicals. Sales inorganicas (grado
analitico} se obtuvieron de May and Baker, Mallinckrodt, Merck y
Sigma.

[Z,B-Qﬂ cAMP, 17quido de centelleo "Atomlight" y 32pi fueron
obtenidos de New England Nuciear. 32pi también fue obtenido de 1la
Comisidon Chilena de Energia Nuclear. CAPP y otras fenotiazinas se
obtuvieron del Psychopharmacology Research Branch, National Institute
of Mental Health, NIH, Bethesda, Md., U.S.A. Calmodulina pura de
cerebro de bovino es donacion de la Dra. C. Klee, NIH, Md., U.S.A. Las
proteinas puras reguladoras de la actividad de la adenililciclasa, Ns

y Ni, asi como la toxina de Bordetella pertussis son donacidn del Dr.

Lutz Birnbaumer, Baylar College of Medicine, Houston, Tx., U.S5.A. La
toxina del cdlera se obtuvo de Schwartz-Mann.

Las hembras adultas de Xenopus laevis fueron adquiridas en South

African Snake Farm, Cape Province, R.S.A. y mantenidas en tanques a
22°con perfodos constantes y alternados de 12 horas de luz y oscuri-
dad.

B. PREPARACION Y PURIFICACION DE NUCLEOTIDOS.

1. STntesis de [p-32¢] ATP.

Se usd el procedimiento de Walseth y Johnson (1979). En este mé-

todo tanto la sintesis de [32ﬂ 5'AMP como su transformacidn en
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[JL“32ﬂ ATP son enzimiticas, de acuerdo con las siguientes etapas y

reacciones:

Etapa A) Sintesis deLy-—32ﬂ ATP: ver esquema VII.

ADP + 32pj [ =327} ATP

Etapa B) Fosforilacidn del 3'-AMP en posicidn 5'.

3 AMP +[d»-32p] ATP polinucledtido-quinasag, [5'-32p| 3'-5'-ADP+ADP

Etapa C) Eliminacidn de grupo fosfato de la posicidn 3'.

[5'-329] 3*,5'-ADP__Nucleasa Py [327] 5'AMP+Pi.

Etapa D) Eliminacién del LV--32ﬂ ATP remanente que no reacciond en

la etapa B

[CPL—BZP] ATP + glucosa hexoquinasa-_ [6-32P] fosfoglucosa + ADP

Etapa E) Sintesis de[o( -32P] ATP.

[32¢) 5'amp + ATP _mioguinasag, [ox-32F] ADP + ADP

[c<-32p] ADP + PEP __piruvato-quinasa, [cX~32P] ATP + piruvato.

E1 procedimiento experimental era el siguiente: la solucidn dcida

(HC1 2N) de 32pj (50-100 mCi) se 1levaba a pH 8,0-8,5 con NaOH 2N. La

etapa A de sintesis de LF--32ﬂ ATP se realizaba incubando el 32pi a
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30°por una hora en un medio con la siguiente composicidn: Tris-HC1 80
mM, pH 9,0; DTT 10 mM;X -L-fosfoglicerol 0,2 mM; NAD¥ 0,8 mM; MgClp 20
mM; ADP 0,08 mM; piruvato de sodio 1,7 mM (recién preparado); fosfo-
glicerol-deshidrogenasa 14 pg/ml (0,8 unidades}; fosfotriosa-isomerasa
140 ng/ml (0,7 unidades); 3-fosfogliceraldehido-deshidrogenasa 14
pg/ml (1,1 unidades); 3-fosfoglicerato-quinasa 1,4 pg/ml (0,6 unida-
des) y lactato-deshidrogenasa 7 pg/ml (3,5 unidades). E1 volumen
final de reaccifn era de aproximadamente 1,0 ml. Las enzimas nombra-
das anteriormente suspendidas en sulfato de amonio se mezclaban pre-
viamente en la proporcidon adecuada y se centrifugaban a 1.000 x g por
diez minutos. ET residuo se resuspendia en Tris-HC1 50 mM, pH 9,0;
DTT 1 mM y se adicionaba a la mezcla de reaccidn. Esta se detenia por
calentamiento a 100° durante dos minutos. Luego se agregaban 40 pl de
espermina 0,1 M, 60 ul de 3'-AMP 50 mM, 30 unidades de polinucleotido-
quinasa (10 ul) 'y se incubaba 1a mezcla por 6 horas y media a
35° (etapa B). A continuaciSn se agregaban 50 ul de solucidn amor-
tiguadora de acetato de sodio 1M pH 5,5 y 50 ul de nucleasa P1(50
unidades) y se incubaba la mezcla por una hora a 33° (etapa C). La
reaccidn se detenTa por calentamiento a 100° durante dos minutos. Se
agregaban Tuego 20 pl de glucosa 60 mM y 6 pl de hexoquinasa (2
unidades) y se incubaba a 35°por una hora (etapa D). Para la {1tima
etapa (etapa E), se mezclaban 15 unidades de piruvato-quinasa y 120
unidades de mioquinasa. Ambas enzimas suspendidas en suifato de amo-

nio se centrifugaban a 1.000 x g durante diez minutos y el residuo se

resuspendia en una mezcla que contenia 40 pl de KC1 2M; 75 FI de PEP
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0,1 M; 2 ul de ATP 40,8 mM; 75 ul de Tris-HC1 1 M, pH 7,4; y 100 ul de
agua bidestilada. Esta mezcla se agregaba a la mezcla total de reac-
cidn y se incubaba a 35°durante una hora (etapa E). La reaccidn se
detenTa por calentamiento a 100° durante dos minutos. Este procedi-
miento permite obtener entre un 70-80% de radiactividad incorporada
al ATP.
2. Purificacin de [« -32p] ATP.

El[}£-32ﬂ ATP sintetizado por el métoﬁo descrito anteriormente
se purificaba por cromatografia en una columna de DEAE-Sephadex A-25
(15 cm de altura por 0,8 cm de didmetro) previamente equilibrada con
NaHCO3 ¥ lavada con agua bidestilada. La columna se eluia con un gra-
diente continuo de bicarbonato de trietilamina, pH 7,5 entre 0 y 1 M
(volimen total de 200 ml). Se colectaban fracciones de aproximada-
mente 6 ml. Se colocaba una alicuota (1 pul) de cada fraccidn sobre un
filtro de fibra de vidrio, los filtros se secaban y contaban en un
contador de centelleo 1iquido con 3 ml de mezcla de centelleo
Atomlight. Se juntaban las fracciones correspondientes al Gltimo pico
de radiocactividad, las cuales contienen el[o<-32ﬂ ATP (este eluye a
concentracion de bicarbonato de trietilamina de 0,60 a 0,75 M), y se
Tlevaban a sequedad en un evaporador rotatorio. E1 residuo se
resuspendia en 5 ml de metanol y se llevaba nuevamente a sequedad.
Este proceso se repetia dos veces y finalmente el [c(-32ﬂ ATP se
resuspendTa en un volimen apropiado de agua bidestilada. E1 producto

final contenia alrededor de un 96% de 1a radioactividad en ATP, 2 a 3%

en ADP y un 1% en AMP.
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3. Andlisis y pureza radioactiva de[?<-32ﬁ]ATP.

La determinacidn de la pureza radioactiva de[o(-32ﬂ ATP, del ren-
dimiento de la incorporacién de radioactividad en ATP y la carac-
terizacion del compuesto presente en cada una de las etapas de la
sintesis y en los picos radiactivos de la cromatografia en DEAE-
Sephadex A-25 se realizaban usando cromatografia ascendente en placas
de polietilen-iminocelulosa. Se realizaba una primera corrida hasta 6
cm del origen usando como solvente formiato de sodio 2 M, pH 3,5 ¥
luego una segunda corrida hasta 20 cm del orTgen usando como solvente
formiato de sodio 4 M, pH 3,5. Las posiciones de los patrones de AMP,
ADP, ATP, 3'-AMP y 3',5'-ADP se determinaban exponiendo la placa a
radiacion de luz ultravioleta de onda corta. La radiactividad aso-
ciada a cada trozo del cromatograma se analizaba colocando cada trozo
seco en 3 ml de la mezcla de centelleo y usando un contador de cen-
telleo 1iquido. Este método permitTa obtener una buena separacién de
los nucledtidos en aproximadamente 1,5 horas. Las distancias relati-
vas de migracidn de los patrones (Rf} eran de aproximadamente 0,30 a
0,35 para el ATP; 0,5 a 0,6 para el ADP y el 3'5'-ADP; 0,70 para el
3'AMP y 0,75 a 0,80 para el 5'-AMP.

4. Purificacidn del ATP no radioactivo.

El requerimiento de nucledtidos de guanosina trifosfatos en la
activacién como en la inhibicidn de la adenililciclasa por hormonas o
neurotrasmisores ha llevado a tomar precauciones en el uso de ATP
comercial, debido a la contaminacion de este por nucledtidos de guano-

sina. Es importante entonces purificar el ATP comercial y eliminar

nucledtidos de guanosina contaminantes en las preparaciones de
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membranas o en los sistemas regeneradores de ATP(Kimura y Nagata, 1977;
Birnbaumer y col., 1979; Iyengar y col., 1980).

Todo el ATP utilizado en esta tesis fue purificado por croma-
tografia en DEAE-Sephadex A-25 de acuerdo a la técnica descrita por
Birnbaumer y col., (1979) con algunas modificaciones y que se detalla
a continuacidn. E1 ATP (100 pmoles, sal disSdica de miisculo de equino)
se neutralizaba con NaOH 2N y se colocaba en una columna de DEAE-
Sephadex A-25 (16 cm de altura por 1,7 cm de didmetro) equilibrada con
bicarbonato de amonio (NH4HC03) y lavada con agua bidestilada. Los
nucledtidos se eluian con un gradiente lineal de NHqHCO3 entre 0 y 1
M, se recogfan fracciones de 6 ml y se determinaba en ellas la absor-
cion a 260 nm, conductividad y naturaleza del nucledtido. Las frac-
ciones con una absorcidn mayor que 1,0 se juntaban y se liofilizaban.
ET residuo seco se resuspendia en 15 mi de agua bidestilada y se eva-
poraba a sequedad en un evaporador rotatorio. Se repetfa 5 veces esta
operacion y el ATP purificado se resuspendia en un voliinen adecuado de
agua bidestilada para obtener una solucidn aproximadamente 40 mM. La
concentracidn de ATP se determinaba espectrofotométricamente utili-
zando para ello el coeficiente de extincidon molar de 15,4 x
10~3 M~1/cm a pH 7,0.

5. Purificacidon del sistema regenerador de nucledtidos trifosfatos.

a)Fosfocreatina. Se agregaba 50 mg de carbdn activado y la mezcla se
agitaba (cada 1 minuto) durante 10 minutos a 4°. E1 carbdn activado
se removia por centrifugacidn en frio durante 10 minutos a 15.000 rpm.

E1 sobrenadante se filtraba utilizando papel filtro Whatman N°2 y

finalmente el compuesto se recuperaba por liofilizacidn.
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b) Creatina-fosfoquinasa. La enzima era purificada por filtracidn en
columna de Sephadex G-25 (5 cm de altura por 1,5 cm de didmetro). La
columna era lavada con 25 ml de agua bidestilada a 4°. 2,5 ml de la
enzima (10 mg/ml, exenta de sulfato de amonic por centrifuga cidn) era
aplicada a la columnpa. Se elufa con 3,5 ml de agua bidestilada y la
protefna era obtenida en este voliimen. Finalmente se determinaba la
concentracion de protefnas y se preparaba una solucidn de sistema
regenerador cinco veces concentrada (5X) que contenfa fosfocreatina 20
mM y 2 mg/ml de creatina-fosfoquinasa.

6. STntesis y purificacidn de[&£-32ﬂ GTP.

El@e32ﬂ GTP se sintetizaba por el mismo procedimiento descrito
anteriormente para la sintesis del LV--32ﬂ ATP (etapa A) pero en este
caso se utilizaba GDP en vez de ADP. La purificacién del nucledtido
se realiza por el método descrito para e]LF.—32ﬂ ATP.

7. Sintesis y purificacidn de [o(-32¢ gTP.
E1 [(-327 GTP se sintetizaba generalmente a partir deLr--32ﬂ

ATP utilizando Tas mismas etapas descritas anteriormente para la sin-

tesis deL9<-32f]ATP pero con las siguientes variaciones: en la etapa
B se utilizaba 3'GMP en vez de 3'AMP y en la etapa E se utilizaba 5°
guanosina monofosfato-quinasa en vez de mioquinasa. E1 resto de las
condiciones eran idénticas. La purificacidn del nucledtido se reali-
zaba por el método ya descrito.
8. Sintesis y purificacion de GDPgyy y GTPyx.

Se utilizé el método de Easterbrook-Smith y col.,(1976). E1 pro-

cedimiento era el siguiente: se solubilizaba 0,1 mmol del nucledtido

respectivo (GDP o GTP) en 1,5 ml de agua bidestilada y se 1levaba a pH
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8,2 con NaOH 2N. Se agregaba a la solucifn 0,11 mmoles de peryodato
de sodio y después de 2 horas a 4° y en la oscuridad se detenTa la
reaccidn agregando un exceso de etilenglicol (10 pl de una solucidn
concentrada), La mezcla se colocaba en una columna de Sephadex G-10
(100 cm de largo por 1 cm de didmetro) previamente lavada y
equilibrada con agua bidestilada. La columna se elufa con agua
bidestilada, se colectaban fracciones de 1 ml y se determinaba en cada
una de ellas la absorcidn a 258 nm y presencia del ion yodato. Para
ello se mezciaba 1 gota de cada fraccidn con 1 gota de una solucidn de
Ki al 5% y una gota de HpSOs 6N. las fracciones contaminadas con el
ién yodato presentaban un color café despuds de la reaccidn y eran
descartadas. E1 resto de las fracciones con una absorcidn mayor que
1,0 se juntqban y liofilizaban. E1 residuo seco se resuspendia en un
volimen adecuado de agua bidestilada y la concentracion de  GDPox y
GTPox se determinaba espectrofotométricamente utilizando un coefi-
ciente de extincién molar de 14,9 x 103 M~l/cm a pH. 7,0. La pureza
de los andlogos se determinaba por cromatrografia en placas de
polietilen-iminocelulosa utilizando como solvente cloruro de litio
1,2 M.

9. Sintesis y purificacidn de[o(-32P] GTPox.’

La sTntesis y purificacidn de [A-3%P] GTPox se realizaba por el
procedimiento descrito anteriormente para el nucleStido frio, utili-
zando como nucledtido inicial para la sfntesis[ci-azﬂ GTP.

10. Sintesis y purificacién de [ -32p] NAD*.

Para 1a sintesis de B9<-32ﬂ NADY se utilizd el método descrito

por Cassel y Pfeuffer, (1978). Con este procedimiento se preparaba
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NAD* marcado con 32Pi en 1la parte de la molécula correspondiente al
AMP a partir de [o(-32P] ATP y NMN utilizando 1la enzima
NAD*-pirofosforilasa. La mezcla de reaccidn contenfa:Ep(-32ﬂ ATP (150
mCi/mmo1)80 mM; NMN20 mM; NAD*-pirofosforilasa (0.48 unidades/ml);

MgClp 2 mM; 50 ul de sistema regenerador 5X y amortiguador Tris=HC1 50
mM pH 7,4. La mezcla se incubaba 5 minutos a 37°y se colocaba en una
columta de Dowex AG1l-X8 (4 cm de largo por 0,8 cm de didmetro)
equilibrada con agua bidestilada. La elucidn se realizaba primera-
mente con dcido formico 0,01 N (2 veces con 2 ml), con 1o cual elufa
el NMN y posteriormente con dcido férmico 0,1 N (8 veces con 1 ml).
Estas Gltimas 8 fracciones que contenan elE&32ﬂ NAD eran evaporadas a
sequedad y se resuspendian en 1 ml de agua bidestilada. E1 ren-
dimiento generalmente era de un 80-90% y la preparacidn era de una
pureza de 95-98% analizada’ por cromatografia en placas de polielilen-
iminocelulosa. Como solvente para la cromatografia se usaba
NHgHCO3 0,15 M y los Rf eran de 0,54 para el NADY; 0,30 para el AMP;
0,10 para el ADP y 0,34 para ADP-ribosa.

C. PREPARACION DE MEMBRANAS PLASMATICAS DE QOCITOS DE XENOPUS LAEVIS Y
DE CELULAS FOLICULARES CON ACTIVIDAD ADENILILCICLASA.

1. Obtencidn de ovario de Xenopus laevis.

Hembras adultas se anestesiaban por hipotermia a 4°, el ovario se
extrafa quirdrgicamente y se cortaba en pequefios trozos. Los trozos
de ovario se lavaban con una solucidn salina de Barth para anfibios y
se mantenTan en esta solucidn a 4°. La composici6n de la solucién

Barth era: Tris-HC1 10 mM, pH 7,6; MgSOq 0,82 mM; CaClz 0,74 mM; KCi

1,0 mM; Ca(NO3)2 0,33 mM; NaCl 88 mM; NaHCO3 2,4 mM, penicilina 0,1 mM

45




y sulfato de estreptomicina 0,1 mM.
2. Obtencidn de oocitos y células foliculares.

Los oocitos desfoliculados y las células foliculares se obtu-
vieron por el procedimiento enzimatico.

Trozos pequefios de ovario (10-15 oocitos) se incubaban en un
volumen final de 50 ml con agitacidon suave a 25°durante tres horas en
una solucidn que contenfa: CaClp 1 M. NaCl 110 mM, Hepes 10 mM pH 8,0
y 2 mg/ml de colagenasa. E1 tejido ovarico se lavaba exaustivamente
con solucidn Barth para eliminar la colagenasa y se disociada dejando
oocitos libres y células foliculares en suspensidn. Los oocitos de
diferentes tamafios eran separados con la ayuda de malias de nylon
(Nitex) (Burzio y Koide, 1977). Los oocitos de mis de 700 pm de
digmetro que eran filtrados con la malla de 700 ym correspondian a los
estados IV, V y VI descritos por Dumont (1972). Posteriormente se
separaban manualmente los oocitos de estado IV (700 a 900 um de
didmetro) de los oocitos de estado V y VI (1.000 a 1.300 um de
didmetro). En todos los experimentos sGlo se utilizaron los oocitos
de estado V y VI.

Las capas de c@lulas foliculares se removian de la suspensidn
inicial (aprovechando que sedimentaban mas lentamente que los oocitos)
y se concentraban por centrifugacidn a 1.000 x g por diez minutos.

3. Fraccionamiento celular.

Todas las manipulaciones se realizaban a 4°. Los oocitos se

homogeneizaban en un voliimen de una solucidn que contenfa: Hepes 50

mM, pH 8,0; EDTA 1 mM; DTT 1 mM y sacarosa 0,88 M (solucidn A). La

homogeneizacidn se llevaba a cabo en un homogeneizador Dounce, con 10

46




pasadas del vdstago A y 10 pasadas del vastago B. E1 homogeneizado se
centrifugaba por 15 minutos a 1.000 x g. E1 sobrenadante se filtraba
a través de lana de vidrio y el fj]trado se centrifugaba por 20 minu-
tos a 20.000 x g. E1 sobrenadante se filtraba nuevamente a trayés de
lana de vidrio y el filtrado se centrifugaba por dos horas a 100.000 x
g. En esta dltima centrifugacion se obtenvan 3 fracciones: un sedi-
mento bien adherido al fondo del tubo, una fraccidn de aspecto
"algodonoso” por encima del sedimento y un sobrenadante transparente.
La fraccidn "algodonosa" se diluia a 0,22 M sacarosa con una solucidn
que contenfa: Hepes 50 mM pH 8,0; EDTA 1 mM; DTT 1 mM (solucidn B) y
se centrifugaba nuevamente por dos horas a 100.000 x g. Bajo estas
nuevas condiciones se obtenTa un sedimento adherido al fondo del tubo
y un sobrenadante. Finalmente el sedimento se resuspendia en 1a solu-
cion C que contenia: Hepes 50 mM, pH 8,0; DTT 1 mM; EDTA 1 mM ¥y
sacarosa 0,22 M a una concentracidon de protefna entre 15 a 20 mg/ml y
se quardaba en voldmenes de 300 a 400 p1 a ~80° hasta su uso.

Las c@lulas foliculares obtenidas por centrifugacidn a 1.000 x g
se homogeneizaban en 10 volimenes de solucidn A. La homogeneizacidn
se llevaba a cabo de manera idéntica a la descrita anteriormente para
los oocitos. E1 homogeneizado se centrifugaba por 15 minutos a 1.000
x g. El sobrenadante se dilufa a una concentracidn de 0,44 M sacarosa
con solucidn B y se centrifugaba por 20 minutos a 20.000 x g. El
sobrenadante se centrifugaba por 2 horas a 100.000 x g obteniéndose un
sedimento y un sobrenadante . Los sedimentos se resuspendfan en la

solucion C y se almacenaban en condiciones idénticas a las descritas

anteriormente.
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0. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ADENILILCICLASA.

La actividad adenililciclasa se ensayaba generalmente en tripli-
cado por el procedimiento descrito por Rodbell (1967). La actividad
de diferentes fracciones se medTa en una mezcla de reaccidn con un
volumen final de 0,1 ml, que contenfa: Hepes 50 mM, pH 8,0; MgClp o
MnCiz 5 mM; cAMP 1 mM; DTT 1 mM; fosfocreatina 4 mM; creatinafos-
foquinasa 0,4 mg/mi (6,6 unidades); EDTA 0,45 mM; glicerol al 5%
(v/v); [4-32] ATP 0,10-0,12 mM (300-1.200 cpm/pmol).  NaF, EGTA,
GMP.P(NH)P, CAPP, forskolina y progesterona se agregaban a las con-
centraciones indicadas en RESULTADOS. Cuando se usaba progesterona,
forskolina y CAPP, estas se preparaban en una solucidn de etanol y
todas las incubaciones controles contenfan la misma cantidad de eta-
nol.

Generalmente se iniciaba la reaccidn con la adicidn de la frac-
cidn enzimitica (50 a 300 pg de proteinas). Las incubaciones se
realizaban por 20 a 30 minutos a 32°, excepto en los casos indicados
en el capitulo RESULTADOS. La reaccidn se detenfa con la adicidn de
0,1 ml de una solucidn que contenfa ATP 20 mM y 34 cAMP 6,25 mM
(20,000 cpm/umol), pH 7,0; seguida de un calentamiento a 100° durante
3 minutos. El[?zﬂ cAMP formado se purificaba siguiendo el procedi-
miento de cromatrografia secuencial en columnas de Dowex 50 y aldmina
neutra descrito por Salomon y col., {1974).

Las muestras, despuds de agregarles 1 ml de agua bidestilada, se
colocaban en columnas de Dowex 50-X4 (4 cm de altura por 0,5 cm de

didmetro) previamente lavadas con HCT 2N y agua bidestilada. Las

columnas se lavaban luego en dos etapas, primerc con 1 ml y luego con
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4 ml de Hp0 bidestilada, descartdndose los eluidos. Posteriormente se
pasaban 6 ml de Hp0 bidestilada, recogiéndose los eluidos directamente
sobre columnas de alimina neutra (3 cm de altura por 0,5 cm de
didmetro) previamente equilibradas con una solucidn de imidazol-HCI
0,1 M, pH 7,6. Una vez pasados los 6 ml por la alGmina, las columnas
se lavaban con 1,5 ml de la solucidn anterior y luego el cAMP se elufa
con 4 mi de la misma solucidn. Los eluidos de 4 ml se recogian en
frascos de centelleo 1iquide y la radiactividad de 32p y 34 se deter-
minaba en 12 ml de 1iquido de centelleo Atomlight.

E1 [3H]CAMP incluido como patrdn interno permitia calcular la
recuperacion de cAMP después del procedimiento a través de las colum-
nas. Estas recuperaciones oscilaban entre un 70 y un 80%. En cada
experimento se determinaba también que porcentaje del producto aisiado
por esta cromatrografia secuencial era [32ﬂ cAMP. Para ello se tra-
taba el producte con fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos y s6lo
las cpm de 32p que desaparecian eran consideradas cpm originadas por
Pzﬂ cAMP. Las cpm resistentes a este tratamiento no sobrepasaban el
2% de las cpm totales recuperadas y estos valores eran utilizados como
blanco. E1 procedimiento era e] siguiente: una vez detenida la reac-
cidn de la adenililciclasa se agregaban 5 ul de Hepes 1 M, pH 8,0; 2,5
pl de MgClpy 0,1 M y 5 pl de fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos
(10 mg/ml; 0,01 unidades) y se incubaba a 30° por dos horas. La reac-
cidén se detenfa de igual forma que para la reaccion de la adeni-
1ilciclasa. A los tubos se agregaban 0,9 ml de Hp0 bidestilada y las

muestras eran procesadas a través de columnas Dowex 50 y alilmina

neutra como ya se describid anteriormente.
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E1 cdlculo de los pmoles de cAMP formados se hacia a base de los
datos de actividad especifica del[c&-32ﬂ ATP utilizado como sustrato,
a las cpm de [32ﬂ cAMP y a la recuperacion de [3ﬁ]cAMP en cada una de
tas muestras.

Los resultados de las determinaciones de la actividad de adeni-
lilciclasa generalmente incluye el perTodo de retardo y se realizan en
presencia de Mgz+ (5-10 mM). La actividad enzimdtica varia de una
preparacion de membrana a otra. El tiempo de almacenamiento a -80° y
el proceso de congelamiento y descongelamiento a que ellas son someti-
das -también afectan la actividad enzimatica de una misma preparacion
de membrana.

El rango de actividad adenililciclasa generalmente varia entre 3
pmoles (actividad basal) a 160 pmoles (en presencia de efectores) de
cAMP formados por mg de protefna en 20 a 30 minutos a 32°.

Los resultados de las determinaciones de la actividad de la ade-
nililciclasa se expresan en general como promedio de triplicados.

E. PREPARACION DE FOSFODIESTERASA DE NUCLEOTIDOS CICLICOS DE OOCITOS
DE XENOPUS LAEVIS ACTIVADA POR CaM-Ca2t*,

Se preparaba la enzima utilizando el método descrito por  Eche-
verrfa y col., (1981).

Los oocitos (estado VI) se homogeneizan suavemente usando un
homogeneizador Dounce con 5 volimenes de buffer de extraccidn que
contenTa: Hepes 50 mM, pH 7,5; MgClp 5 mM;[B-mercaptoetanol, 3 mM;
EDTA 0,1 mM y EGTA 0,1 mM. ET homogeneizado se centrifugaba a 20.000
x g durante 30 minutos. El1 sobrenadante era diluido 5 veces y aplicado

a una columna de celulosa DE-52 (7 cm de largo por 0,8 cm de didmetro)



equilibrada con el buffer de extraccion pero conteniendo Hepes 10 mM,
pH 7,5 y eluida con un gradiente salino lineal (0 a 1 M acetato de
sodio). Se colectaban fracciones de 0,5 ml y se les determinaba acti-
vidad fosfodiesterasa en ausencia y en presencia de CaM-Ca2t.
Aquellas fracciones que presentaban la mixima diferencia de actividad
bajo las dos condiciones anteriores eran juntadas y guardadas a -80°.
F. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFODIESTERASA DE NUCLEOTIDOS
CICLICOS DE MEMBRANAS DE OOCITOS.

Se utilizd el método descrito por Thompson y col., (1974). En
este procedimiento se utilizaba como sustrato el [8-3ﬂ cAMP en una
concentracion final de 5 uM (38 Ci/mmol).

La medicidn de la actividad enzimdtica se realizaba en 200 pl de
una mezcla de reacciGn que contenfa: Hepes, 10 mM pH 7,5; MgClp 5 mM;
(3—mercaptoetano] 3 mM; [3@ cAMP 5 uM (38 Ci/mmol) y membranas en una
concentracion de 110 ugr.

La medicidén de la actividad basal de la enzima se realiza en pre-
sencia de EGTA 1 mM, en cambio 1a determinacidn de la actividad en
presencia de CaM-Ca2* se realizaba en presencia de calmodulina purifi-
cada a homogeneidad de cerebro’de bovino en una concentracién final de
5,0 x 10°5 M y de CaClp 50 pM.

La reaccidon se comenzaba generalmente por 1la adicidn del
sustrato, siendo el tiempo de incubacidén de 20 minutos a 30°. La
reaccion se detenia colocando la mezcla a 100° durante 90 segundos y
luego de enfriar los tubos a 4°, se agregaban 24 pl de 5'-nucleotidasa
(2,0 mg/ml) y se incubaba por 10 minutos a 30°. Esta segunda reaccidn

se detenfa agregando 1 ml de etanol. Alicuotas de 0,5 ml ol ml eran
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aplicadas a columnas de Dowex 1-X4 (2 cm de altura por 0,5 cm de
didmetro) previamente equilibradas con HC1 0,1 N y lavadas con HpO
bidestilada. La adenosina formada por accidn de 1a 5°-nucleotidasa
era eluida de Ta columna agregando 1,5 ml de metanol. El1 eluido se
recogia en 12 ml de 1iquido de centelleo Atomlight y se contaba en un
contador de centelleo 1iquido. Para los blancos se utilizaba la frac-
cidn de membranas hervidas.

G. TRATAMIENTO DE LAS MEMBRANAS DE OOCITOS CON TOXINA DEL COLERA Y
TOXINA DE BORDETELLA PERTUSSIS.

Este tratamiento consta de dos etapas: activacidn de las toxinas
y posterior ADP-ribosilacidn de las membranas con la toxina activada
en presencia de NADY o[ot-32¢| NADY,

1. Activacion de la toxina del cdlera.

5 mg de toxina se resuspendieron en 1 ml de Hp0 bidestilada. Esta
solucion se distribuy( en volimenes de 20 pl y se guardd a -80°, Para
la activacion de la toxina se mezclaba 20 pl de la toxina con 20 pl de
DTT 80 mM, se incubaba 20 minutos a 32° y finalmente se agregaba a la
mezcla de incubacidn 360 pl de una solucidn que contenia 150 pg/ml de
BSA. ‘

2. ADP-ribosilacion de las membranas por toxina del cdlera.

60-150 pg de proteinas se incubaban durante 30 minutos a 32° en
un volumen final de 60 pl que contenta: [o(-32P] NADT 10 uM (300
Ci/mo1); ATP 1 mM; GTP 0,5 mM timidina 15 mM; DTT 5 mM; EDTA 1 mM y
20 ul (82 ug/ml) de toxina del cdlera activada. La reaccidn era dete-

nida por adicion de 1 ml de TCA frio al 20%, seguido de una centrifu-

gacion a 3.000 cpm por 30 minutos. Los sedimentos se lavaban con 1,5
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ml de dietileter anhidro a 4° para remover el TCA remanente.

3. Activacidn de la toxina de Bordetella pertussis.

6 pg de la toxina liofilizada se resuspendian en 1 mi de una
solucién que contenfa: 20 mM DTT y 150 ug/ml de BSA. La mezcla se
incubaba 30 minutos a 32° y finalmente se distribufa en voliimenes de
100 pl y se guardaba a -80°.

4. ADP-ribosilacidn de las membranas por toxina de B. pertussis.

E1 procedimiento utilizado era similar al descrito anteriormente
para la toxina del cOlera pero con las siguientes variaciones: se
uti]izaba&x-32ﬂ NADT 1 uM (300 Ci/mmol), amortiguador fosfato 100 mM
pH 7,5 necesario para la accidn de esta toxina y 1,7 ug/ml de toxina
activada (20 pl). En algunos experimentos se realizaba una prein-
cubacién de 90 min de las membranas en presencia de NADY 1 mM no
radioactivo con el objeto de saturar los sitios susceptibles a ADP-
ribosilacién en una segunda incubacidn con [a(~32ﬂ NAD*.

H. TRATAMIENTO DE LAS MEMBRANAS DE OOCITOS CON GTPox Y [-32p| GTPox.

Las membranas {(15-25 mg/ml), previamente lavadas 3 veces con
amortiguador fosfato 50 mM pH 8,0; DTT 1 mM, y EDTA 1 mM, eran incuba-
das a 30°C en un medio de reaccidn idéntico al utilizado para la
determinacidn de actividad de la adenililciclasa excepto que el amor-
tiguador usado era fosfato 50 mM, pH 8,0. Las diferentes condiciones
de la incubacidén (tiempo, preincubaciones, etc.) asi como las con-

centraciones de GDPox,Eo(-32ﬂ GTPox Y GiPox utilizadas son indica-

das en las respectivas figuras en la seccidn RESULTADOS. La reaccidn

se detenfa por la adicién de borohidruro de sodio y por dilucidn con
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amortiguador Hepes 50 mM pH 8,0. Las muestras eran centrifugadas, el
sedimento lavado 3 veces con el mismo amortiguador y finalmente era
resuspendido a la misma concentracién de proteinas inicial.
Finalmente se determinaba la actividad adenililciclasa a estas membra-
nas en presencia de diferentes efectores de esta enzima o las membra-
nas eran sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida.

1. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE SDS.

E1 andlisis electroforético de las proteinas de membrana ADP-
ribosiladas en presencia de &x —32ﬂ NAD* o tratadas con kxn-32ﬂ GTPox
era realizado en geles de poliacrilamida al 10-12% (razdn acrilamida:
bis-acrilamida = 100:2,6) de acuerdo al método de Laemmli (1970). Pre-
viamente a la electroforesis, las muestras eran llevadas a una con-
centracion de 30% de etilenglicol, [3 -mercaptoetanol 20 uM y NaCl 100
mM y precipitadas por la adicion de 9 volimenes de acetona fria. Las
protefnas precipitadas eran resuspendidas en el amortiguador para
muestras decrito por Laemmli (1970) que contenfa: SDS al 1% y pironina
Y al 0,02% como colorante e incubadas a temperatura ambiente durante 1
hora. La electroforesis se realizaba a temperatura ambiente a un
voltaje constante de 100-150,V {aproximadamente 30 mA de corriente
inicial). Para el cdlculo de los pesos moleculares de las protefnas se
usaban como patrones las siguientes proteinas (Bio Rad): fosforilasa
(P.M.=94.000), BSA (P.M.=67.000), ovoalbimina (P.M.=43.000), anhidrasa
carb6nica (P.M.=30.000) y el inhibidor de tripsina (P.M.=20.000). Las
proteTnas patrones se preparaban para ia electroforesis disolviendolas
en el amortiguador de muestras de Laemmli y calentandolas a 100° por 3

minutos.
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Una vez terminada la electroforesis los geles eran tefiidos en una
solucién que contenfa &cido acético: metanol: agua bidestilada
(1:5:5) y azul brillante de coomasie al 0,1% durante 6 horas. Los
geles eran destefiidos en una solucidn de dcido acético al 10%, secados
y finalmente sometidos a autoradiografia a -80° durante 1-5 dfas, uti-
lizando para ello papel foto