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RESUMEN

La progesterona induce la maduraci8n mei8tica de los ooci-
tos de anfibios por un mecanismo que difiere en importantes aspec-
tos del mecanismo general propuesto para la acci®n de las hormonas
esteroidales, La progesterona actlla sobre la membrana externa del
oocito, y sus efectos no requieren de activacibn g&nica, AdemSs,
se ha observado que la progesterona provoca una disminuci8n de los
niveles intracelulares de cAMP en el oocito, existiendo una buena
correlacidn entre este hecho y la induccidn de la maduraci8n. Todos
estos hechos sugieren que la hormona podrfa actuar sobre la adeni-
lil=ciclasa de los ococitos.

En este trabajo de tesis se caracterizd la actividad de ade-

L)
q

nilil-ciclasa presente en el ovario de Xenopus kaeuéé, y se estu-
diaron los efectos de progesterona sobre la enzima de los oocitos,
La actividad de adenilil-ciclasa se encontrd asociada a
fracciones particuladas preparadas a partir de homogeneizados de
ovario, c&lulas foliculare. u oocitos de diferentes estados de la
oogénesis, La actividacd obtenida de cua'quiera de estas fuentes fue
fuertemente es' wulac r Nat , sor GMPLP(NH)P (an3logo del GTP
resistente a la acc & e "Fasas , La actividad enzim8tica de
fracciones particiiac < obtenidac de ovario y de ococitos fue tam-

bi&n fuertemente estimulada por (7 cuando estas fracciones

XV




fueron previamente tratadas con toxina del c8lera en presencia de
NAD*, La actividad basal de adenilil-ciclasa tambi2n aument8 cuan-
do se reemplaz8 el Mgt?® por Mnt?, Estas caracterTsticas de las ade-
nilil-ciclasas del tejido ovirico de Xenopus Laguis son similares

a las de las adenilil-ciclasas de otros sistemas, Las adenilil-ci-
clasas de oocitos y de cElulas foliculares poseerfan una subunidad
regulatoria funcionalmente equivalente a la subdnfdad G/F descri-
ta en otros sistemas, Esta subunidad media las activaciones por
fluoruro, toxina del cBlera y nucleStidos de guanosina.

Se estudid el efecto de la progesterona en la adenilil-ci-
clasa de oocitos, encontrindose que la hormona inhibe a la enzima
en forma saturable y reversible, Este efecto es adem83s esteroide-
especifico ya que s8lo los andlogos esteroidales que inducen la
maduracidn fueron capaces de inhibir a la adenilil-ciclasa de oo~
citoss La inhibicidn de esta enzima por progesterona es tambi&n
tejido~especffica ya que la adenilil-ciclasa de las c€lulas folicu=
lares no fue afectada por la progesterona,

Los estudios realizados para comprender el mecanismo de
acciBn de la progesterona sobre la adenilil-ciclasa de los oocitos
indican que el efecto hormonal requiere de la presencia de nu-
clebtidos de guanosina., La inhibiciBn por progesterona se observd
cuando la enzima fue activada por GTP o por GMP,P(NH)P, pero no
cuando la enzima fue activada por fluoruro o Mn+?, El hecho de que
la progesterona inhibe a la adenilil-ciclasa de oocitos en presen=-

cia de GMP.P(NH)P indicarfa que la progesterona no actfia activando

xXvi




a una GTPasa, como ha sido descrito en la inhibicién de la adenilil-
ciclasa de otros sistemas por agonistas a-adrenérgicos y opidceos.
Al estudia} la activacion de la‘adenilil-ciclasa de oocitos.por
GMP.P(NH)P, se encontrd que la activacién ocurre después de un pe-
rfodo inicial de latencia. La progesterona alargd esta latencia.
Esto, unido al hecho de que la progesterona no inhibid la formacidn
de cAMP cuando fue agregada una vez que la enzima estaba activada
por GMP.P(NH)P, indica que la hormona actuarfa inhibiendo la acti-
vacién de la adenilil-ciclasa por la subunidad G/F. La progestero-
na podrfa actuar dificultando el intercambio de GDP por GTP o
GMP.P(NH)P en G/F. Esta hipbtesis es compatible con los resultados
que se obtuvieron al estudiar los efectos de GOPRS, un andlogo de
GDP, sobre la inhibicién por progesterona de la adenilil-ciclasa

de oocitos. El efecto hormonal fue potenciado nor RDPRS,

Las drogas antisicdticas {derivados de fenotiazina y de bu-
tirofenona) parecen afectar la requlacidn de la adenilil-ciclasa de
oocitos mediante la subunidad G/F. Estas drogas inhibieron la acti-
vacion de la adenilil-ciclasa por “MP.P(NH)P, vy estimularon la ac-
tivacion de la enzima por rluoruro. Estos efectos resultaron ser
independientes de Ca*?. Fl efecto de estas droqgas serfa diferente
del de la progesterona va que ésta nc afecta a la activacidn de la
adenilil ciclasa por fluoruro.

La adenosina inhibié la actividad de adenilil-ciclasa obte-
nida de ovario, pero este efecto seiTa diferente del de la proges-

terona puesto que se observd en presencia de Mnt?,
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Al estudiar la adenilil-ciclasa de oocitos de diferentes es-
tados de la oogénesis, se determind que la actividad de adenilil -
ciclasa del oocito aumenta considerablemente durante la oogénesis,
Es interesante destacar .que hay adem3s un aumento de la réspuesta
de la enzima a GMP,P(NH)P, 'os oocitos mds pequefios, que ho son ca-
paces de madurar er presencia de progesterona, poseen una adenilil-
ciclasa que es inhibida por las mismas concentraciones de proges-
terona que inhiben a la enzima de los ococitos crecidos. Sin embar-
go, el grado de inhibici8n m8ximc es menor en el caso de los ooci-
tos pequenos,

Los resultados de esta tesis indican que la inhibicidn de
la adenilil=ciclasa de los oocitos por progesterona es probable=-
mente un evento necesario y de gran ‘mportancia en la compleja cas-

cada de reacciones que llevan a la maduracidn de e=stas c€lulas,




ABSTRACT

Progesterone induces the meiotic maturation of amphibian
cocytes through a mechanism that differs in important aspects. from
the accepted model for steroid hormone action. Progesterone acts
on the exteénal oocyte membrane and fts effects arelnot mediated
by gene activation., These findings, together with the observation
that a decrease in the intracellular concentration of cAMP follows
progesterone treatment of oocytes and the correlation of the
change in cyclic nucleotide levels with the induction of maturation,
suggested that the hormone might be acting on cocyte adenylate
cyclase,

This thesis describes the characterization of the adenyl ate
cyclase present in the ovary of Xenopus Laevis and studies the
effects of progesterone on the enzyme obtained from the cocytes of
this amphibian,

Adenylate cyclase activity was found in a particulate
fraction of ovarian homogenates and also in similar preparations
of follicle celis and of cocytes at different stages of oogenesis,

Enzyme from these sources was greatly stimulated by NaF and
by GMP.P{NH)P, a GTPase resistant analog of GTP, The enzyme
activity from ovary and oocytes was also stimulated by GTP when

the membrane preparations had been previously treated with cholera




toxin in the presence of NAD+. The basal activity of adenylate
cyclase was also enhanced by replacing Mn*? for Mg*2, These
characteristics indicate that the adenylate cyclase of ovarian
tissues of Xenopus Laevis is similar to the enzymes described
from other sources and that the amphibian enzyme must have a
regulatory subunit functionally similar to the'E/F subunit
described in other systems. This subunit is responsible for the
stimulation by guanine nucleotides and fluoride ion and is the
site of action of cholera toxin.

Progesterone inhibits the adenylate cyclase of ococytes in
a saturable and reversible manner and this inhibition is hormone
specific as it is only observed with steroid analogs that can
induce maturation, Progesterone inhibition is also tissue specific
as shown by the fact éhat the adenylate cyclase of the follicle
cells which encircle the oocyte is not affected by the hormone,

Studies on'the mechanism of inhibition of adenylate cyclase
by progesterone indicate that the action of the hormone requires
the presence of guanine nucleotides since it is observed with the
enzyme stimulated by GTP or by GMP.P(NH)P but not with the enzyme
activated by fluoride or Mn*?, The inhibition obtained in the
preésence of GMP,P(NH)P indicates that progesterone does not act
through an activation of GTPase as has been described for
a~adrenergic effectors and opiates which inhibit the adenylate

cyclase of other systems, Progesterone causes a lengthening of the

lag period observed in the reaction catalyzed by the enzyme in the
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presence of GMP,P(NH)P, This effect, together with the observation
that progesterone does not inhibit the formation of cAMP if it is

added 10 minutes after the start of the reaction, indicate that

the hormone probably acts by inhibiting the activation of adenylate

cyclase by the G/F subunit, This inhibition may be a result of a
lowering of the rate of exchange of GDP for GTP or its analog
GMP.P(NH)P. Support for this idea is found in experiments that
demonstrate that the GDP analog GDPRS potentiates the inhibition
by progesterone,

Phenotiazine derivatives and other antipsychotics affect
the regulation of ococyte adenylate cyclase by the G/F subunit as
deduced from the fact that they inhibit the stimulation by
GMP.P(NH)P and stimulate the activation by fluoride. This effect
is not mediated by Ca*? and differs from the inhibition by
progesterone which does not alter the fluoride activation.,

Ovarian adenylate cyclase is also inhibited by adenosine
but this inhibition is observed with Mn*? and therefore is also
different from the progesterone effect,

The activity of oocyte adenylate cyclase increases
considerably during the different stages of oogenesis, It is
interesting that this increase is accompanied by an increment in
the response of the G/F subunit to GMP,P(NH)P, The smaller oocytes
which cannot be induced to mature by progesterone have adenylate
cyclase that can be inhibited by the same progesterone

concentrations as that effective for full-grown ococytes, However,
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the maximun inhibition obtained with the smaller ococytes is only
of 30% while that of full-grown cells reaches 60%,

The findings described in this thesis indicate that the
inhibition of adenylate cyclase by progesterone is probably a
primary event in the complex cascade of reactions leading to the

induction of meiotic maturation in these cells,




INTRODUCCION

EL cAMP Y LA MADURACION MEIOTICA DE LOS bOC[TOS DE ANFIBIOS.
la maduracibn melbtica de Los ococitos de anfibios.

La maduracion de los oocitos de Xenopus Laevis y de otros
anfibios ha sido utilizada como modelo para el estudio de la accidn
de‘hormonas y de la regulacidn post-~transcripcional de la sintesis
de proteinas. En anfibios, los cocitos entran en meiosis durante el
desarrollo larval, pero antes de iniciarse el crecimiento de los
oocitos la meiosis se detiene en la profase de 1a primera divisidn .
meiStica. En el animal adulto, y despuds de un perfodo de creci-
miento, el oocito crecido puede madurar por acciéé de hormonas hi-
pofisiarias, transformdndose en un huevo apto para ser fecundado. La
maduracidn es entonces el proceso por el cual los ococitos avanzan
desde la profase de la primera divisién meidtica hasta la metafase
de la segunda divisidn meiﬁtica (ref.en Masui y Clarke, 1979). Puede

i vitro con folfculos aislados Incubados con extrac-

ser inducida in vitro

tos hipofisiarios, gonadotrofina coridnica, hormona luteinizante, o
también con algunas hormonas esteroidales como progesterona, desoxi-
corticosterona y testosterona {(ref.en Masui y Clarke, 1979). El meca-
nismo molecular de la maduracidn no ha sido del todo esclarecido, pero
Tas pruebas indican que las gonadotrofinas actuarfan sobre fas célu-

las foliculares que rodean al ococito, induciendo en ellas la sinte-

sis de esteroides como la progesterona. La progesterona asi formada




actuarTa directamente sobre el ococito, induciendo su maduracidn
(ref.en Masuf y Clarke, 1979).

El mecanismo de accidn de la progesterona en la induccidn de
la maduracion de los oocitos de anfibjos difiere en varios aspectos
importantes del mecanismo general de accidn propuesto para las hor-
monas esteroidales en otros tejidos (ref.en Yamamoto y Alberts, 1976).
Este Gltimo comprende la entrada de la hormona esteroidal a la célula,
su unidn a un receptor citoplasmitico especifico, y la accidn de este

complejo hormona-receptor a nivel de la cromatina, modificando la
1Y

M
i

trangcripcién de ciertos genes. Como primera diferencia, es necesa-
rio;gestacar que la maduracion puede ser inducida por progesterona

en q;esencia.de inhibidores de la transcripcidn. Por otro lado se ha
demé%trado la aparicion de muchas caracteristicas bioquTmicas y ce-
lulares de la maduracidn en oocitos anucleados tratados con progeste-
rona, lo que confirma que la accidn de esta hormona no requiere de
expresidn génica (ref.en Masui y Clarke, 1979). La sequnda diferencia
importante reside en el hecho de que la induccidn de 1a maduracidn
por progesterona requiere de la interaccidon de la hormona con la su-
perficie del oocito, ya que se puede inducir la maduracidn con pro-
gesterona unida covalentemente a ciertos polTmeros que le impiden pe-
netrar en el oocito (Ishikawa y col., 1977; Baulieu y col., 1978; Go-
deau y col., 1978). En cambio, si se microinyecta la hormona al
oocito no se induce la maduracidén (Drury y Schorderet-$latkine, 1975).
Recientemente se ha descrito la unidn por fotoafinidad de un andlogo

de progesterona a un receptor localizado en la superficie de los ooci-

tos de Xenopus Laevis, siendo las propiedades de este receptor




compatibles con su participacién en la maduracidn (Sadler y Maller,
1982). E1 hecho, tan novedoso para una hormona esteroidal, de que
ésta actlie por fuera, en la membrana externa de la célula blanco,
hace necesaria la postulacién de un mensajero intracelular capaz de
mediar los efectos de la hormona. En los Gltimos afos se han acumu~-
lado bastantes pruebas en favor de una participacién del AMP cTcli-
co (cAMP) en el proceso de maduracién inducido por progesterona.

EL cAMP y su relacién con La maduracibn.

El cAMP es el mensajero intracelular que media los efectos
bioldgicos de una serie de hormonas polipeptidicas y de tipo amina
que interactdan con receptores especificos de la membrana plasmiti-
ca de las células de diferentes tejidos.La mayorfa de estas hormo-
nas modifican la concentracidn intracelular de cAMP regulando la
sintesis de cAMP (esquema 1).

E1l cAMP es sintetizado a partir de ATP en una reaccidn cata-
lizada por la adenilil-ciclasa, y es degradado a AMP (5'AMP) por
fosfodiesterasas de nucledtidos cTclicos. Los efectos del cAMP en
eucariontes estdn mediados por protefna-quinasas dependientes de
cAMP. Estas enzimas transfieren el grupo fosfato terminal del ATP
a los residuos serina o treonina de protefnas, alterando la funcidn
o actividad catalftica de éstas. Las protefna~9uinasas dependien-
tes de cAMP estdn constituidas por subunidades.}equlatorias y sub-
unidades cataliticas, siendo la holoenzima inactiva. E1 cAMP acti-
va a la enzima porque se une a las subunidades fequlatorias y diso-

cia a éstas de las subunidades catalfticas, las que libres son




Exterior Citoplasma

ATP
// ATP Proteina

H/ RH@.AC Pi
Proteina-
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F.D.
ADP  Fosfoproteina
5'AMP

evento intracelular:
MP . :
cambios en metabolis-
mo, en transporte, en
permeabilidad, etc...

Esquema |. Modelo del mensajero intracelular, o segundo mensajero,
en la accidén hormonal.

H = hormona; R, = receptor; AC = adenilil-ciclasa; F.D. = fosfodies~-
terasa de cAMP; ® = activacidn; RyC; = proteina-quinasa dependien-
te de cAMP (holoenzima), en que R es la subunidad regulatoria y C la
subunidad catalftica; MP = membrana plasmatica.




activas y catalizan la reaccién de fosforilacién de protefnas (es-
quema |) (Rubin y Rosen, 1975; Beavo y col., 1975). La reversibili-
dad del proceso se produce por desfosforilacién de las protefnas
fosforiladas, reaccién que es catalizada por fosfoproteina-fosfa-
tasas.

Hay una serie de pruebas en favor de la participacién del
cAMP en la induccidn de la maduracién de los oocitos de anfibios
por progesterona:

a) La progesterona produce una disminucidn transitoria en
los niveles de cAMP de los oocitos poco después de iniciada la in-
cubacidn con hormona (Speaker y Butcher, 1977; Morril y cel., 1977;:
Bravo y col., 1978; Maller y col., 1979).

b) Inhibidores de las fosfodiesterasas de nucledtidos ci-
clicos agregados al medio de incubacidén inhiben la maduracién de
los oocitos inducida por progesterona, e impiden la disminuciédn de
los niveles de cAMP inducida por hormona (Morril y col., 1977; Ma-
rot y col., 1977; Bravo y col., 1978).

c) El cAMP agregado al medio de incubacidn retarda la madu-
racion inducida por progesterona (Bravo y col., 1978).

d) La toxina del cdlera, conocido activador de la adenilil-
ciclasa, produce un aumento de los niveles intracelulares de cAMP
en el oocito e inhibe la maduracién inducida por progesterona; esta
inhibicidn ocurre sélo en las etapas tempranas de la maduracidn
(Schorderet-Slatkine y col., 1978; Mulner y col., 1979; Maller y
col., 1979).

e) La maduracién es inducida, en ausencia de progesterona,




por la inyeccidn al cocito de la subunidad regulatoria de las pro-
tefna-quinasas dependientes de cAMP o de un inhibidor termoestable
de las proteTna-quinasas que se combina con la subunidad catalfiti=
ca, inactivindola (Maller y Krebs, 1977; Huchon y col,, 1981);
adem8s, la maduraci8n inducida por progesterona es inhibida si en
etapas tempranas se inyecta la subunidad catalfkica de las proteT=
na=quinasas dependientes de cAMP (Maller y Krebs, 1977),

f) La maduraci®n inducida por progesteroha o por inyeccidn
del inhibidor termoestable de las protefTna~quinasas es inhibida si
se inyecta en etapas tempranas un inhibidor puro de una fosfopro=
tefna-fosfatasa (fosfoprotefna fosfatasa 1) (Huchon y col,, 1981a),

Todas estas pruebas son compatibles con la hipdtesis de
que la maduracidn estd asociada a un menor grado de fosforilacién
de una o m3s protefnas, La hormona gatillarfa la maduracién indu-
ciendo una caTda de los niveles de cAMP, lo que llevarfTa a una rea-
sociacibn de las subunidades regulatorias y cataliticas de las pro-
tefna-quinasas dependientes de cAMP, Esto tendrTa como consecuen-
cia una disminuci8n de la actividad fosforilante de &stas, lo que,
de mantenerse las actividades fosfatasicas, resultaria en la dismi-
nucidn del grado de fosforilaci8n de una o m8s proteTnas (Bravo y
cols, 1978; Huchon y col,, 1981t), Esta (s) protefna (s)fosforila-
das mantendrfan bloqueada la sPntesis de un factor promotor de ma-
duraci8n (MPF) a nivel traduccional, y su desfosforilaci8n resulta=
rfa en la sTntesis de MPF, el que por un mecanismo no conocido afin
inducirfa la maduraci8n del ococito (Bravo y col,, 1978; Huchon vy

cols, 1981),




De todo lo expuesto parece evidente la }mpértancia del estu-
dio de la relacibn entre las enzimas encargadas de la sintesis y
degradaci8n del cAMP, y el proceso de maduraci8n. La actividad de
fosfodiesterasa de cAMP ha sido estudiada in vivo e in vitro por gl
grupo de Allende (Allende y col,, 1977), pero hasta el momento no
se ha podido establecer una relacidn entre la actividad de estas
enzimas y la inducci8n hormonal de la maduracidn. Estos resultados,
unidos al hecho de que la progesterona actuarfa en la superficie
externa de la cElula, y de que la adenilil-ciclasa est} general-
mente localizada en la membrana plasmitica de las c&lulas, hicieron
pensar en que la progesterona podfa actuar inhibiendo a la adenilil-
ciclasas Los resultados de esta tesis (Jordana y col.,, 1981a; Jor=-
dana y col,, 1981b; Jordana y col,, 1982), asT como los resultados
de otros grupos (Mulner y col,, 1979; Sadler y Maller, 1981; Fini=
dori-Lepicard y col., 1981; Sadler y Maller, 1982), apoyan la idea
de que la inhibici8n de la adenilil-ciclasa por progestercna es al
menos parte del mecanismo fisiol8gico por el cual la hormona induce

la maduraci®n de los oocitos.

PROPIEDADES GENERALES DE LAS ADENILIL-tICLASAS DE TEJIDOS EUCARIO=

TICOS,

La adenilil-ciclasa (ATP: pirofosfato-liasa (ciclante)
EoColiy6.1,1 ) es la enzima que cataliza la sTntesis de cAMP seglin
la reacci8n:

ATP_Mﬁ; cAMP + PPi




Los sustratos de esta reaccifin pueden ser los complejos
Mg ATP_2 o Mn ATP-Z, y los cationes divalentes Mg+2 y Mn+2 actlan
como activadores de la misma (Bradham y Cheung, 1982),

Tres revisiones recientes tresumen la mayor parte de las
propiedades y caracterfsticas moleculares conocidas de la adenilil-
ciclasa (Ross y Gilman, 1980; Limbird, 1981; Bradham y Cheung,
1982),

La adenilil-ciclasa de c&lulas eucaribticas est3 en general

localizada en la membrana plasmS8ticas. Su actividad es regulada por

L
-

hormonas u otros efectores que al unirse a receptores especfficos
de membrana la activan o la inhiben., Los efectos hormonales se ob-
servan tambi&n en membranas aisladas, son' reversibles, saturables,
y en general las concentraciones de hormona requeridas para modifi-
car la actividad de adenilil-ciclasa son similares a las necesarias
para observar la respuesta fisiol8gica.

La actividad de l1a adenilil-ciclasa es también afectada pok
los siguientes modificadores:

a) El i8n fluoruro: a concentraciones entre 1 y 25 mM es un
aétivador de casi todas las adenilile.ciclasas estudiadas; su efecto
no estd relacionado con su capacidad de inhibir ATPasas y su meca-
nismo de accin no es conocido,

b) NucleStidos de guanosina: son indispensables para la esti-
mulaciBn o inhibici8n de la adenilil-ciclasa por hormonas; an§logos
de GTP resistentes a la hidr8lisis catalizada por GTPasas, tales co=
mo GMP.P(NH)P, GTPYS, vy GMP?P(CHZ)P, activan a la enzima en ausencia

¥




de otros modificadores; la activaciBn por estos anilogos muestra la-
tencia, y el estado activado es sGlo lentamente reversible, Ademis,
los nuclebtidos de guanosina (GTP, GTPYS, GMP.P (NH)}P) disminuyen la

afinidad de las hormonas (agonistas), y no de los antagonistas, por

- e b oo 43, - iR

sSus receptores,

c) Toxina del c8lera: es un activador potente de la enzima en
c€lulas intactas y en preparaciones aisladas de membranas. Esta to=
xina (colerfgeno) es secretada por V.ibzio cholerae y es la responsa-
ble de los sTntomas clTnicos del c8lera, El colerSgenc es una protef-
na oligomérica, constitufda por dos subunidades proteicas A y B, La
'subunidad B participa en la unidn de la toxina a la membrana plasmi-
tica de Ta cElula, la subunidad A se separa y se disocia por reduc-
ci8n de puentes disulfuro en dos polip8ptidos. Ay y As, siendo el pép~-
tido A, el que activa en definitiva a la adenilil-ciclasas Esta sub-
unidad activa de la toxina tiene actividad de adenosina-difosfato
ribosil-transferasa, es decir es capaz de caFaIizar la siguiente
reaccidn (1lamada comfinmente ADP-ribosilaci8n):

NAD {+) + Aceptor —> Aceptor=ribosil-ADP+nicotinamids

La activaci8n de la adenilil-ciclasa por la toxina del c8le-
ra en preparaciones aisladas de membranas requiere de la presencia

..
de NAD(+), y hay una buena correlaci8n entre ea grado de ADP-ribo=
silacidn de un polipptido de peso molecular entre 42,000 y 45,000,
s

presente en las membranas de diversos tejidos, y el grado de acti=-

vacibn de 1la adenilil-ciclasa, Cuando las membranas son tratadas

con toxina del cBlera, la actividad basal de adenilil-ciclasa de

*
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estas membranas no se modifica (Birnbaumer y col,, 1980), pero la
enzima es activada fuertemente por GTP, el que se hace a veces tan

efectivo como sus an8logos no hidrolizables,

Muy importante para la comprensiBn del mecanismo de actjva=
cidn de la adenil}l-ciclasa por hormonas y toxina del cBlera fue
el descubrimiento en membranas de eritrocitos de pavo de una
GTPasa asociada a la adenilil-ciclasa. Esta GTPasa era inhibida
por GMP,P(NH)P y por toxina del cBlera (en presencia de NAD(+))

-~
en una forma en que Ié inhibicidn de Ta GTPasa se correlacionaba
con la activacidn de la adenilil-ciclasa y con la ADP-ribosilaci8n
del pé€ptido de 42,000 de peso molecular (Cassel y Selinger, 1977;
Gill y Meren, 1978),

El hecho de que el GTP es necesario para la estimulacidn
hormonal, y de que tanto el GMP.P(NH)P como la toxina del c3lera
activan a la adenilil-ciclasa en forma estable, hizo postular a '
Cassel y Selinger (1977) un modelo en el cual el estado activo de
la adenilil-ciclasa es el complejo de &sta con GTP; la inactiva-
ci8n de la enzima se deberfa a Ia-hidrﬁlfsis del nucle8tido por
una GTPasa asociada a la adenilil.ciclasa, E! complejo hormona~re-
ceptor activarfa a la enzima acelerando el recambio del GDP por
GTP (esquema !1), E1 GMP.P(NH)P y la toxina del c8lera mantendrTan
a la enzima activa, ya que inhibirfan la reacci8n de inactivacidn,

Se han descrito GTPasas asociadas a adenilil-ciclasas en

eritrocitos de rana, en pSncreas e higado de rata, en células
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[Enzima-GDﬂ

inactiva
Pi oTP GMPP (NH) P
Toxina del cBlera Qﬁ GTPasa GDP [<— “‘"é_)———-_[R-H]
Enz'ma-GTP]activa
GDP
[Enzima-GMPoP(NH)P]

activa

Esquema 11, Modelo propuesto por Cassel y Selinger para explicar la
activaciBn de la adenilil-ciclasa®por hormonas, GMP,P(NH)P y toxina
del c8lera,

H=hormona; R=receptor; ®es estimulacidn: & es inhibicibn.

mononucleares humanas, en un hTbrido de neuroblastoma y glioma, y en
plaquetas humanas (Lambert y col., 1979; Pike y Lefkowitz, 1980; Ki-
mura y Shimada, 1980;Bitonti y col,, 1980; Koski v Klee, 1981; Akto-
ries y Jakobs, 1981).

Una serie de otras pruebas apoyan este modelo:

a) Si se incuban membranas de eritrocitos de pavo con[3H]—GTP,
el principal nucle8tido liberado es [3H]-GDP, y, su liberacidn es fa-
cilitada por catecolaminas (Cassel y Selinger, 1977,1978),

b) El GDPRS, anSlogo del GDP que no es degradado por nucleo~
tidasas de membrana ni es fosforilado por los sistemas regeneradores
de ATP usados- en el ensayo de adenilil-ciclasa, es un inhibidor com=

petitivo de la activaciln por GTP de diversas adenilil-ciclasas
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(en algunos casos el GTP activa en ausencia de otros modificadores,
en otros casos requiere de la presencia de hormona o de la preacti-
vacién de la adenilil-ciclasa con toxina del célera) (Eckstein y
col., 1979; Svoboda y col., 1980; Ezra y Salomon, 1981). Ademis,

en la adenilil-ciclasa de ovaric de rata se encontrd que la_hormo-
na acelera la inhibicidn por GDRRS de Ja actividad medida.en pée-
sencia de GTP, lo que estd3 de acuerdo con la hipdtesis de que la
hormona acelera el intercambio de nucledtidos de guanosina (Ezra y
Salomon, 1981).

Entre las pruebas que apoyan el modelo del esquema Il se ci-
t5 el que los complejos Enzima-GMP.P(NH)P y Enzima-GTP (en membra-
nas tratadas con toxina del cdlera) son estables a la dilucidn y
al lavado de las membranas. Sin embargo, esto no guiere decir que
la formacidn de estos complejos sea irreversible. En el caso de la
enzima tratada con toxina del cdlera y activada por GTP, el GDP in-
hibe a 1a enzima (Birnbaumer y col., 1980); en el caso de la enzi~
ma preactivada con GMP.P(NH)P, la desactivacidn por GTP o GDP re-
quiere de la presencia de hormona, lo que apoya también la idea de
que la hormona promueve el intercambio de nuclebtidos de quanosina
(Limbird, 1981).

C omponentes pno-xte/.icoas de La adenilil-ciclasa sensible a hormonas.

Estudios realizados en los {iltimos afios, y reunidos en una
revisién del tema realizada por Ross y Gilman (1980), han demostra-
do que la adenilil~ciclasa sensible a hormonas estd compuesta al

menos por tres subunidades proteicas: una subunidad catalfitica (c)




que es relativamente inactiva y no presenta propiedades regulato-
rias; una protefna reguladora que une nucle8tidos de guanosina
(6/F) y media 1a acci8n del fluoruro y de estos nucle8tidos en la
enzima, y uno o mis receptores hormonales (R). Estos componentes
s8lo pueden ser extrafdos de la membrana con el uso de detergen~
tes, y sus propiedades se resumen en la tabla 1,

La separaci8n ffsica del receptor y de la adenililociclasa

fue lograda por primera vez en el sistema sensible a agonistas

BwadrenBrgicos de eritrocitos de rana (Limbird y Lefkowitz, 1977),

Estos autores separaron ambas entidades por cromatograffa de ex~
clusidn molecular de un extracto de membranas preparado con digi=
toninas Tambi&n se han separado los receptores B~adrenrgicos de
la adenilil-ciclasa por centrifugaciBn en gradientes de concen=
traci8n de sacarosa y por cromatograffa de afifidad para los re-
ceptores (Ross y Gilman, 1980), Otro receptor que ha sido al me-
nos parcialmente resuelto de la adenilil-ciclasa es el receptor
hep8tico de glucagbn (Welton y col., 1977).

La resoluci8n de la protefna reguladora de nucleStidos de
guanosina G/F y de la protefna catalftica C se ha obtenido por
dos vTas:

a) Resoluci8in fTsica: fue lograda por primera vez por el
grupo de Pfeuffer, La adenilil-ciclasa solubilizada de eritroci=
tos de paloma ya no responde a hormonas B-adrengrgicas pero es
activada por fluoruro y GMP,P(NH)P, Pfeuffer (1977) pudo sepa-

rar esta enzima solubilizada en dos fracciones por cromatografTa
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TABLA 1
Propiedades de los componentes proteicos de la adenilil-ciclasa

sensible & hormonas

-

Receptor hormonal (R):

=contiene el sitio de uni8n de la hormona en la cara extracelu~
lar de la membrana plasm8tica

~existen uno o m8s diferentes tipos de receptores por c&lula
blanco

Protefna catalfTtica (C):

~su actividad con MgATP como sustiato es infertor al 10% de la
actividad con MnATP como sustrato

~su actividad no es estimulada por hormonas, fluoruro, toxina
del c8lera o nuclebtidos de guanosina

-estd ausente en ciertos clones de un hepatoma (HTC)
=su actividad es sensible a calentamiento suave y a bajas con=
centraciones de reactivos para grupos sulfhidrilos (NEM)

Protefna reguladora (G/F):

~confiere a C la capacidad de usar MgATP como sustrato

-media la regulacidn de C por fluoruro, nucleBtidos de guanosi-
na, toxina del cBlera, y por el complejo ‘hormona=receptor

~une nucle8tidos de guanosina y flueruro

~contiene un pEptido de peso molecular entre 42,000 y 45,000
cuya ADP-ribosilaci8n es catalizada por la toxina del c8lera

~estd ausente en c€lulas de la variante AC- del linfoma S49

~es mas estable al calor y a los reactivos para grupos sulfhi-
drilos que C, ’

14
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de afinidad en agaroga sustitufda con GTP, La fracci®n no reteni-
da (C) poseTa poca actividad de adenilil-ciclasa, y no era estimu-
lada por NaF o GMP,P(NH)P, La fraccidn retenida G/F podfTa ser eluj-
da con GMP,P(NH)P o GTP, no posefa actividad de adenilil-ciclasa,
pero al combinarsé con la fraccidn no retenida le conferfa acti-
vidad en presencia de GMP,P(NH)P o fluoruro, Ademfs se encontr8
que el pdptido de peso molecular h%.OOO, cuya ADP-ribosiiaciSn es
catalizada por la toxina del c8lera, se retenTa tambi&n en 1a aga-
rosa-GTP, y que este p8ptido era capaz de unir covalentemente un
derivado de GTP fotoactivable (Pféuffer, 1977; Cassel y PF&uffér,
1978), G/F y C tambi&n han sidu separados por otras met8dicas en
preparaciones de cerebro bovino y de hTgado de conejo (Strittmatter
y Neer, 1980; Ross, 1981},

b) Resoluci8n funcional: en c&lulas de un linfoma (S43),
el aumento intracelular de cAMP producido por isoproterenol (ago-
nista B~adren€rgico) o por toxina del cBlera tiene un efecto cfto-
t8xico, Se han seleccicnado variantes de estas c&lulas que son re-
sistentes a los efectos citotbxicos de isoproterencl, y la adeni-
lil-ciclasa de algunas de estas variantes no responde a agonis=
tas B-adren&rgicos. La variante AC™ (o cyc~) carece de actividad
de adenilil-ciclasa medida con MgATP como sustrato, posee activi=
dad con MnATP como sustrato pero la actividad no‘es estimulada
por fluoruro, GMP,P(NH)P, toxina del c8lera (tampoco hay ADP-ri-
bosilacibn del p8ptido de peso molecular 42,000 mediada por esta

toxina) o isoproterenol {a pesar de que hay receptores




B-adren€rgicos). La actividad con MgATP como sustrato, asT como la
activaci8n por fluoruro, GMP,P(NH)P, toxina del c8lera e isoprote-
renol dependen de la presencia del componente G/F, ausente en las
c8lulas AC-, La actividad dependiente de Mg, y las consiguientes
activaciones, pueden ser reestablecidas si se suplementan las mem-
branas de la variante AC~ con extractos de membranas de c&lulas
normales (c&lulas de linfoma S49, eritrocitos o c&lulas de hTga-
do) solubilizadas con detergentes y en los que la actividad de
adenilil-ciclasa ha sido eliminada, Estos extractos aportarfan el
componente G/F al sistema de reconstitucibn, mientras que las mem-
branas de la variante AC™ aportarfTan el componente C. En el siste-
ma reconstituldo la toxina del c8lera cataliza la ADP-ribosilaci®n
del p&ptido de peso molecular 42,000,

La proteTna catalftica C no estd bien caracterizada por
cuanto es muy 13bil una vez que ha sido solubilizada con detergen-
tes, La proteTna reguladora G/F ha sido purificada casi hasta homo~
geneidad a partir de membranas de hfgado de conejo, confirmindose
que forma parte de ella el p&ptido cuya ADP-ribosilacibn es cata=
lizada por la toxina del c8lera (Northup y col., 1980; Sternweis
y cole, 1981), Tambi&n se ha purificado bastante la protefna re-
guladora G/F de membranas de eritrocitos de pavo (Hansky y col.,
1981), Es importante destacar que en estos estudios se ha demos-
trado que las protefnas reguladoras G/F de diferentes fuentes
son funcionalmente equivalentes, y por lo tanto pueden ser inter-

cambiadas,.
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Intenaceibn de £o4 componentes proteicos de La adenilil-ciclasa
sensible a honmonas.

La activacidn o inhibicién de la adenilil-ciclasa por hor~
monas supone la interaccidon del receptor hormonaf con la adenilil-
ciclasa. Esta interaccidn podrfa ser permanente, pero es poco pro-
bable que asT sea si se toma en cuenta el hecho de que por ejem-
ple en adipocitos ocho hormonas diferentes act@an sobre la misma
adenilil-ciclasa, y todas a través de sus receptores especificos.

Basdndosé en los conceptos de fluidez y naturaleza dinémica
de Tas membranas celulares, se ha propuesto que el receptor y la
adenilil-ciclasa serfan entidades mdviles en la membrana, y que
serfa 1la hormona la que promoveria su encuentro, En apoyo de esta
hipétesis, Schramm y colaboradores demostraron que era posible aco~
plar receptores B-adrenérgicos de una célula con la adenilil-cicla-
sa de otra célula por fusién de ambas c&lulas (Orly y Schramm,
1976; Schramm y col., 1977; Schulster y col., 1978).

A base del modelo de Cassel y Selinger ya descrito y a las
pruebas en su favor, Pfeuffer (1979), Ross y Gilman (1980) y Lim-
bird (1981) propus%eron un modelo muy similar para la activacién de

la adenilil-ciclasa por una hormona. Este modelo toma en considera-

cidn la resolucién de los componentes proteicos de la adenilil-ci-
clasa, la necesidad de la proteina reguladora G/F como factor de
acoplamiento entre la hormona y la adenilil-ciclasa, y las pruebas
recientes he interaccidn entre gl receptor y la protefna reguladora,

vy entre ésta y la proteina catalitica:

-
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(1} G/Fgpp * Ry =—> Ry=G/F.oo
(2) RH-G/FGDP + GTP e RH-G/FGTP + GDP
(3) Ry=G/Ferp —> Ry + G6/Fcpp

(4) 6/Ferp = Clactiva)~/Ferp

c(inactiva) *
(5) c(activa)-G/FGTP > C(inactiva) M G/FGDP + Pi

La hormona H {agonista B-adren&rgico) es capaz de promover en
membranas de eritrocitos de rana y de reticulocitos de rata la forma=
cibn de un complejo entre el receptor'(R) y la protefna reguladora
(G/F) (reaccifn 1) (Limbird y Lefkowitz, 1978; Limbird y col,,
1980), Esto tendrTa como consecuencia el intercambio de GDP por GTP
en el sitio del nucleBtido en G/F (modelo de Cassel y Selinger,
reacci8n 2) y la disociaciBn del complejo entre R y G/F, que es
promovida por GTP y GMP,P(NH)P (reacci8n 3) {(Limbird y Lefkowitz,
1978; Limbird y col,, 1980). E1 componente G/F con GTP unido se aso=
ciarfa a la protefna catalftica inactiva (C), activ8ndola (reacci®n
k), ya que Pfeuffer demostr8 que el GTPYS, y no el GDP, promueve la
formaciBn de un complejo activo estable entre G/F y C (Pfeuffer,
1979) . Finalmente, la enzima serfa inactivada por acciBn de la
GTPasa, que al hidrolizar al GIP promoverTa ademSs la disociaci®n

del complejo G/F=C (reaccidn 5).
Una serie de pruebas relativamente indirectas apo-
yaban la hipBtesis de que la misma proteina reguladora G/F se unTa

al receptor y a la proteThna catalTtica, mediando los efectos de los




nucleStidos de guanosina en la uni8n de la hormona ésu receptor y
en la activaci8n de Ta adenilil-ciclasa, Fsto fue directamente de=
mostrado por Stadel y col, (1981), quienes encontraron que
s8lo formando el complejo R=G/F por incubacidn de las membranas
con 1a hormona (reaccidn 1), es posible retener a G/F en una aga=-
rosa sustitufda con aglutinina de germen de trigo (une glicopro-
teTnas, y por lo tanto al receptor B-adrenrgico, que tiene esta
estructura), G/F puede ser eluldo con GTPYS, que disocia al come
plejo G/F=R (reacciones 2 y 3), y el elujdo activa a la protefna
catalftica ¢ (reacci8n 4), Por otra parte, Citri y Schramm {1980)
demostraron que G/F de eritrocitos de pavo podTa ser preactivado
en presencia s8lo del receptor, la hormona y GMP.P(NH)P (reaccio=
nes 1 a 3), y que este G/F preactivado era capaz a su vez de acti-
var a C en ausencia de hormona (reacci8n 4),

Hay que destacar que la estequiometrfa de los componentes
de la adenilil-ciclasa no es conocida, y que el modelo propuesto
descansa casi exclusivamente en el conocimiento de 1a adenilil-ci~
clasa sensible a agonistas B=adrenZrgicos de eritrocitos, reticulo-
citos y c€lulas del lTinfoma S49, Tampoco est claro cufl es la eta-
pa limitante en el proceso de activaci8n hormonal de la adenilil-
ciclasa, habi&ndose propuesto tanto la disociaci8n del GDP o el

intercambio de GDP por -GTP (Cassel y Selinger, 1977; Ross y Gilman,

1980; Limbird, 1981), como una isomerizaci8n (cambio conformacional)

posterior a la unibn del nucleStido a su sitio (Birnbaumer y cola,

1980; lyengar y cols,1980a)e Lo que sT parece claro es que la
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.

etapa limitante es previa a la asociacifn entre la protefna regula~
dora activada y la protefna catalftica (Strittmatter y Neer, 1980).

En realidad, no es posible descartar el que los componentes
moteculares de la adenilil-ciclasa formen alglin tipo de complejo en
la membrana en ausencia de hormona, pero la adicidn de &sta deberfa
en este caso estabilizar las interacciones en una secuencia similar
a la descrita en las reacciones 1 a 5; haci&ndolas resistentes a la
solubilizaciBn de las membranas con detergentes, )
Inhibicibn hommonal de fa adenifil-ciclasa,

Los sistemas de adenilil-ciclasa que son inhibidos por hormo=
nas o neurotransmisores han sido menos estudiados y est8n menos ca-
racterizados que los sistemas estimulados por hormonas, Sin embargo,
es un campo que estf en ripido crecimiento y gue ha sido abordado
en revisiones recientes {Limbird, 1981; Cooper, 1382),

Algunos ejemplos de inhibicidn de adenilil-ciclasa son: in=
hibici8n por opioides, agonistas colindrgicos muscarfnicos y c-adre-
nBrgicos en cBlulas hTbridas de neuroblastoma y glioma (NG 108-15};
inhkibici®n por adenosina; prestaglandina E1 (PGE|) y Scido nicotthi~
co en adipocitos; inhibici®n por opioides en hipocampo y cuerpo es=
triado; inhibicidn por agonistas colin€rgicos muscarfnicos en mio-
cardio de mamfferos, etCoes

las caracterfsticas generales de los sistemas de inhibici8n
de adenilil-ciclasa son (Limbird, 1981; Cooper, 1982):

a) Los ligandos inhibitorios, hormonas y neurotransmisores,

disminuyen la actividad basal o estimulada por hormona de adenilil-

»
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ciclasa en un 40-60% (nunca la inhibici8n es total); cuando varios

{
Iigandosiinhibitorios actlian en una misma c&lula, sus efectos en la

adeniliiiciclasa no son aditivos,

bi E1 GTP (y no el GDP) es requerido para la inhibicidn,
Ademfs ei GTP reduce la afinidad del agonista inhibitorio por su
receptors

¢) La inhibici8n de laasdenilil-ciclasa no es observada en

i

presencia de GMP,P(NH)P aunque &ste afecta la unibn del ligando in=-

|
hibitoric a su receptor,

dﬁ En algunos sistemas Ta inhibici®n de la adenilil-ciclasa
: g
depende 'de la presencia de Na+, pero en otros sistemas la inhibi=-

cidn es independiente de Na* (Cooper, 1982); por ejemplo es necesa-

i
i

] ) . .
ria su presencia en la inhibici8n por opicides, agonistas muscarfni=-

|

cos colin€rgicos y o~adren8rgicos de la enzima de cflulas hThridas
I

de neuroblastoma y glioma, pero no es requerido ni tiene efecto en
1

la inhibici8n por agonistas o~adrenérgicos de la enzima de plaque=

tas humaﬁas; sin embargo, parecerfa que este catifn modifica la afi-
1
nidad de los agonistas por su receptor en todos los sistemas estu=
diados, %
eﬁ La activaciBn de la adenilii-ciclasa por toxina del c8le~

o, e : b1 T d ¢
ra lmpld% en algunos casos, pero no en otros, la inhibicibn de la

enzima par hormonas o neurotransmisores,
]

El mecanismo de la inhibicibn y la estructura molecular de
1
i
estos sistemas de inhibiciBn de la adenilil-ciclasa no son copoci=

dos.

5 = - e
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En algunos casos, por ejehplo en adipocitos de rata, la ade=
nilil-ciclasa es regulada por GT? en forma bifisica; la actividad

es estimulada a concentraciones bajas (10°7M) del nucleBtido y es
|

inhibida a concentraciones mis aﬁtas (106 a 10~5M). E1 i8n Na* re-
|

vierte el efecto inhibitorio de FTP, y el efecto de ciertos Iigandos'
inhibitorios (como adenosina poriejemplo) s8lo se observa en presen=
cia de GTP y Na¥, Cooper (1982) %a propuesto que los ligandos inhi=
bitorios actuarfan antagonizando;el efecto estimulador de Na¥ vy
permitiendo la expresi8n de la ighibicf6n por GTP, Tambi&n a base

dela regulaci8n bif8sica de esto% sistemas por GTP, se ha postulado
‘ L)

la existencia de dos protefnas réguladoras diferentes dependientes
;

de nucleBtidos de guanosina: G/F, la que mediarfa los efectos de

4

las hormonas activadoras de la adenilil-ciclasa, y &/Fi (Ni), la

que mediarTa los efectos de los iigandos inhibitorios (Cooper y col.,
1979; Rodbell, 1980; Cooper, 198é). Las pruebas son s8lo indirec-
tas: a) ciertos tratamientos (Mn":r2 en el ensayo, activaciBn con to-
xina del c8lera) eliminan la fasé inhibitoria del GTP y la inhibi=
cidn por adenosina de la adenilig-ciclasa de adipocitos; b) un tra=-
tamiento con Scido p-hidroximercérffeni]sulfﬁniﬁo elimina 1a fase

d
estimulatoria del GTP sin afectar la inhibicibn de la adenilil ci=-

clasa por GTP y 'adenosina (Coopef y col,, 1979), Sin embargo, estas
pruebas no son concluyentes, Y bien podrfan las diferencias deber-
se a la asociacifn de una misma érotefna reguladora con diferentes
receptores, o al comportamiento éiferencial de la protefna regula~-

[
dora frente a concentraciones de |GTP diferentes (Limbird, 1981),
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En otros sistemas la inhibiciﬁn de adenilil-ciclasa por hor-

monas o por neurotransmisores oc;rre pese a que el GTP no es inhi-
bitorio a ninguna concentracfﬁn.{?or ejemplo, en c&lulas del hTbri-
do de neuroblastoma y glioma (NG| 108-15) y en plaguetas humanas, la
actividad de adenilil-ciclasa es#imulada por GTP en presencia de
prostaglandina E; es inhibida po% opioides o agonistas a-gdrenér-
gicos. En islotes de p3ncreas, la adenilil-ciclasa es estimulada
por GTP, y mientras mayor es est% estimulo, mayor es la inhibiciBn
de la adenilil-ciclasa por adrgn#lina (Katada y Ui, 1981), Estos
resu]tados—indican que al menos_én estos sistemas los Iigén&os in=
bitorios podrfan afectar el acoplamiento del receptor, la protefna
reguladora G/F, y la protefna catalftica C, sin necesidad de postu-
lar una proteTna reguladora inhibitoria diferente (Ni),

Experimentos recientes parecen indicar que el mecanismo de
|

inhibicidn de la adenilil-ciclasa por ligandos unidos a receptores

especTficos consiste en una activacidn de la GTPasa asociada a la
|

- . . [ . .
adenilil-ciclasa, es decir, en una aceleracidn de la reaccidn de
\

desactivacidn propuesta en el modé]o de Cassel y Selinger, Ademis
|

del hecho de que en presencia de EMP.P(NH)P no se observa inhibi- .
cidn hormonal de la adenilil-ciclasa, Koski y Klee (1981) y Akto-
ries y Jacobs (1981) observaren qLe las GTPasas de meﬁbranas de
cElulas NG 108-15 y de plaquetas Wumanas son activadas por opioi=
des y epinefrina reSpectivamente,‘a través de los mismos recepto-

res que median la inhibicidn de la adenilil-ciclasa por estos i1i-

gandos. Adem3s en las c&lulas NG 108-15 tanto la estimulacién de
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la GTPasa, como la inhibicifn de la adenilil-ciclasa, requieren la
presencia de Na+, Sin embargo, es dTficil explicar de acuerdo con
este mecanismo el que en algunos sistemas, incluldos el de plaque=
tas y el de NG 108-15, la toxina del cblera no elimine la inhibi~-

ciBn producida por la hormona o el neurotransmisor (Cooper, 1982),

De acuerdo con todos los antecedentes expuestos, los objeti=
vos principales de esta tesis fueron:
1. caracterizar las actividades de adenilil-ciclasa presentes en
membranas de ococitos y de c&lulas foliculares del ovario de Xenopus
Laevis; estudiar el efecto de fluoruro, de nucledtidos de guanosina
y de toxina del c8lera sobre las actividades basales,
2, estudiar la regulaciBn por progesterona de la adenilil-ciclasa
de oocitos; medir el efecto de la progesterona sobre la actividad
de adenilil-ciclasa determinada en presencia de diferentes modifi-
cadores de &sta; proponer un posible mecanismo de accién de la hor-
mona; relacionar el efecto de la progesterona sobre la adenilil-ci=-

clasa y la maduraci8n de los oocitos inducida por la hormona,




MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS Y ANIMALES,

Adenosina, AMP, 3!'-AMP, cAMP, ADP, ATP, colagenasa (tipo la),
dimetiTsulfdxido, Dowex 50x4 (200-400 mallas), DTT, EDTA, EGTA, es-
permina, fosfodiesterasa de nucleStidos cTclicos (de corazdn bovino,
0,2 Ugmg de proteTna), fosfocreatina, fosfoenolpiruvato, a~D(+)~glu-
cosa,'GMP.P(NH)P, GTP, hexoquinasa (tipo C-302ldé levadura), imidazol
(grad; 1), 3~isobutil=l-metilxantina, 2%,3%-isopropilidén-adenosina,
mioqu}nasa (grade V de mfisculo porcino), piruvato-quinasa (tipo 1!
de mlsculo de conejo), POPOP, PPO, prostaglandina'E] y toxina del
cBlera fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. 3=fosfogliceraldehido-
deshidrogenasa (de levadura), L-c-fosfoglicerol-deshidrogenasa (de
misculo de conejo), lactato-deshidrogenasa (de coraz8n porcino), pi~
ruvato- quinasa (de mlsculo de conejo) y fosfotriosa-isomerasa (de
mlisculo de conejo) fueron obtenidas de Boehringer Manheim en forma
de suspensiones en sulfato de amonio, Tambi&n fueron obtenidos de
Boehringer Manheim nucleasa P1, NADT y GDPRS, L-o~-fosfoglicerol
(grado A), creatina-fosfoquinasa (grado A, de mlsculo de conejo),
NEM (grado B), Progesterona y seroalblimina de bovino fueron adquiri-
dos en Calbiochem Behring Corp, Glicerol y sacarosa fueron obtenidos
de J,T, Baker Chemical Co,; acetonitrilo, tricloroacetonitrilo vy

trietilamina de Aldrich Co,; allmina neutra para cromatograffa,

25
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dcido acético, etanol,. metancl, &cido clorhfdrico y placas c¢romato-
graficas de polietilén~iminocelulosa de E. Merck A.G. Darmstadt;
DEAE-Sephadex A-25 de Pharmacia Fine Chemicals. Piruvato de sodio vy
polinuclebtido-quinasa (de E. Cofi infectada con fago T4) fueron
obtenidos de PL-Bigchemicals; papel cromatogriafico de DEAE-celulosa
(DE-81) fue adquirido en Whatman Biochemicals, y las sales inorgani-
cas se obtuvieron de Mallinckrodt, Merck, Baker, May & Baker y Sigma.

[2,8-3H] caMP (32 Ci/mmol) y *?Pi (“'carrier free', en HC1 di-
luido) fueron obtenidos de New England Nuclear o de The Radiochemi-
cal Centeé, Amersham,

CAPP fue recibida del Psychopharmacology Research Branch, Na-
tional Institute of Mental Health, NIH, Bethesda, Md, USA; flufena-
zina y penfluridol fueroﬁ obtenidos respectivamente de Schering Co.

y de Janssen Chemicalien.

Las hembras adultas de Xenopus Laevis fueron adquiridas en
South African Snake Farm., Cape Province, R.S.A., .v mantenidas en
tanques a 22°con periodos constantes de 12 horas de luz y 12 heras

de oscuridad.

PREPARACION Y PURIFICACION DE [ a-32PJATP.

[nicialmente se usé el método de Flawid y Torres (1972), que
comprende 13 sTntesis quimica de-[azP]S'-AMP. Luego se usd el método
de Walseth y Johnson (1979), en cuyo caso la sintesis de [arazP] ATP
comprende s8lo etapas enzimdticas., Este método, descrito mas recien-

temente en la literatura, tiene un mejor rendimiento.
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1o Procedimiento de Flawif y Tonres (1972},

Involucra dos etapas principales:

a) STntesis qufmica de [ ?P] 5*-AMP por estefificaci8n de la
21,3 isopropilidén-adenosina en el hidroxilo de la posici8n 5! con
32pi, y posterior hidr8lisis Scida del grupo isopropilidenocs,

b) Sfntesis enzim8tica del [a-32p ] ATP_a-partir de
32p15t-AMP: “

+2
2D JE1AMP + ATP ety [a-32P] ADP + ADP

mioquinasa

+
-32 K .32 .
o~3%p 1 ADP + PEP m [a P ]ATP + Piruvato

quinasa 4

En primer lugar, se evaporaba a sequedad en un evaporador ro-
tatorio la soluci®n en Scido clorhfdrico de Ha 32P0y (50 mCi}; el
residuo se disolvfa en.3 m! de agua, agreg8ndose 3 pmoles de %cido
fosf8rico no radiactivo, se volvfa a evaporar a sequedad y a disolver
el residuo en agua, Este procedimiento se repetfa tres veces con el
objeto de eliminar por completo el HC! en que viene el 32Pi, Despuds
de 1a fitima evapo}aciﬁn se agregaban 20 mg de 2',3%-isopropiliden-
adenosina (70 ymoles aproximadamente), y el contenido se secaba con
acetonitrilo en una 1Tnea de vacTo (Greenless y Symons, 1966). Una
vez obtenido un residuo totalmente seco se realizaba la sTntesis
qufmica, para lo cual se agregaban 3,2 ml de dimetilsulf8xido (sol-
vente) , Zoful de tricloroacetonitrilo (agente condensante) f 25 ul
de trietilamina (catalizador). Se cerraba herm€ticamente el bal8n de
reacci8n y se incubaba a 37° por 30 minutosg Luego se agregaban 5 m!

de Scido acftico 5N, y se calentaba a 100° por una hora el bal8n
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destapado. Al cabo de ese tiempo, el contenido del baldn se evapora-
ba a sequedad, el residuo se resuspendTa en 3 ml de agua y se evapo=
raba nuevamente a sequedad, Este Gltimo procedimiento se repetia cua-
tro veces, El sedimentoc([azP]S'-AMP) se incubaba durante 30 minutos
a 37° en una mezcla cuyo volumen total era de 512 ml, y que tenfa la
siguiente composici8n: amortiguador Tris=HC1 100 mM, pH 7,%; MgCl.

15 mM; KC1 100 mM; ATP 0,16 mM; PEP 7,5 mM; piruvato-quinasa

60 pg/ml (40 unidades) y mioquinasa 60 ug/mi (250 unidades}. La
reacci8n se detenTa por calentamiento a 100° durante tres minutos,

Con este mEtodo, alrededor de un 40% de la radiactividad se
incorpora en ATP,

2, Procedimiento de Walseth y Johnson,

En este mftodo tanto la sTntesis de [?2P] 54-AMP como su
transformaciBn en [a-32P) ATP son enzimSticas, de acuerdo con el si-
guiente esquema general de reacciones:

a) STntesis de [ y-32P] ATP:

+ a=fosfoglicerol- ... . ; .
deshidrogenasardlhldrox:fosfoacetona + .
NADH + H

L-c-fosfoglicerol + NAD

fosfotriosa- 3-fosfogliceraldehido
isomerasa

- . - 2324 + 3 fosfogliceralde- ._32 _
3-fosfogliceraldehido + ““Pi + NAD ETEE:EEEETEFEEEEEEE?[‘ P]1,3

difosfoglicerato + NADH + H+

dihidroxifosfoacetona

[1-32p] 1,3 difosfoglicerato + ADP E;:gf:f;;::}[ y=32pJATP + 3-fos-

foglicerato

lactato-

+
deshidrogenasa’ lactato + NAD

Piruvato + NADH + HY
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b} Obtenci®n de[ *2P] 5¥-AMP:

bola fosforilacidn del 3%-AMP en el hidroxilo de la posiciSn 51

33-AMP + [y=32p]ATP Po};g?ﬁ;gft'd%'[s!-"p 13%,5%-a0P + ApP

bo2, eliminaci8n del grupo fosfato de la posici®n 3%: .

[5t-32p] gags-ppp Ducleasa Py [azploe_ppp 4 pj
be3. eliminaci8n del exceso de['Y-azP]ATP que no reaccionB en byle:
[v-32P]ATP + glucosa EE&ES&QIEEEL,[5-32P] fosfoglucosa + ADP

c) STatesis de [a=-32P ] ATP:
[32p) 51-amp + atp Hicquinasa, ., s2p] app 4 ppp

[ a-32p)ADP + PEP %“‘a’i—-:-";[a—”r’]ATP + piruvato

El procedimiento experimental era el siguiente: la solucidn
en HC1 de *2Pi (50 mCi) se neutralizaba con NaOH 2N.lLa etapa (g) de
stntesis de [ y=22P] ATP se realizaba por incubaci&n del 32Pi a 30°
por una hora en un medio con la siguiente composicibn: Tris~HC1 .80 mM;
pH 9,0; DTT 10 mM; a-L-fosfoincéroI 0,2 mM; NAD" 0,8 mM; MgCl2 20 mM;
ADP 0,08 mM; piruvato de sodic 1,7 mM (reci&n preparado); fosfoglice-
rol -deshidrogenasa 14 pg/ml (0,8 unidades); fosfotriosa-igomer;sa
140 ng/m1 (0,7 unidades); 3~fosfogliceraldehTdo-deshidrogenasa 14 ypg/
mt (1,1 unidades); 2=fosfoglicerato-quinasa 1,4 pg/ml (0,6 unidades)
y lactato-deshidrogenasa 7,0 pg/ml (3,5 unidades), E1 volumen total
era de 1,0 ml, Las enzimas, suspendidas en sulfato de amonio, se
mezclaban previamente en la proporcidn adecuada, se centrifugaban a

1,000xg por diez minutos y el residuo se resuspendfa en Tris=HCI]

50 mM; pH 9,0; DTT 1 mM, y se agregaba a la mezcla de reacci8n,
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La reaccibn se detenTa por calentamiento a 100° durante dos minutos,

Luege se agregaban 40 ul de espermina 0,1 M, 60 ul de 3%~AMP .
50 mM, 30 unidades de polinuqleﬁtide—qyinasa (10 ul) y se incubaba
la mezcla por cuatro hqras a.35° (etapa bo1). A continuaci8n se agre~
gaban 50 ul de soluci8n amortiguadora de acetato de sodio 1 M pH 5,5
y 50 ul de nucleasa P; (50 unidades), y se incubaba la mezcla por
una hora a 33° (etapa b.2). La reacci8n se detenfa por célentamien-
to a 100° durante dos minutos, Se agregaban luego 20 pul! de glucosa
60 mM y 6 n! de hexoquinasa (2 unidades), y se incubaba a 35° por
una hora tetapa bo3}. Para la Gltima etapa (c), se mezclaban 15 uni=
dades de piruvato-quinasa y 120 unidaées de mioquinasa, suspendidas
ambas en sulfato de amonio, se centrifugaba a 1,000xg por diez minu=-
tos y el residuo se resuspendfa en una mezcla que contenfTa 40 pl de
KCT 2M, 75 ul de PEP 0,1 M, 2 ul de ATP 40,8 mM, 75 ul de' Tris=HC1
1 M, pH 7,4 y 100 pul de agua bidestilada., Esta mezcla era agregada a
la mezcla total de reaccibn, y se incubaba a 35° durante una hora m8s
(etapa c}. La reacci8n se detenfTa por calentamiento a 100° durante
tres minutose

Con este mEtodo alrededor de un 80 a 90% de la radiactividad
se incorpora en ATP,
3. Purificacifn del [u=32P] ATP,

El [u-azP] ATP sintetizado por cualquiera de los m8todos des=

" critos se purificaba por_cromatograffa en una columna de DEAE-Sepha-~

dex A~25 (9 c¢m de altura por 1 cm de diSmetro) previamente equilibra-

da con NaHCOz 1 M y lavada con agua. La columna se elufa con un
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gradiente continuo de bicarbonato de trietilamina, pH 7,5, entre 0 y
M (volumen total de 200 ml), Se recogfan fracciones de aproximada-
mente 7 ml y una alfTcuota de cada fraccién se colocaba sobre un fil-
tro de fibra de vidrio; los filtros se secaban y contaban en un con-
tador de centelleo I1Tquido con 3 ml de mezcla de centellec (Lg de
PPO y 80 mg de POPOP por litro de tolueno). Se juntaban las fraccio-
nes correspondientes al Gltimo pico de radiactividad, que eran las
que contenfan al [a-*2P]ATP (&ste eluye a una concentraci8n aproxi-
mada de bicarbonato de trietilamina de 0,60 a 0,75 M), y se llevaban
a sequedad en un evaporador rotatorio, El residuo se resuspendTa en
5 ml de metanol, y se llevaba nuevamente a sequedad. Esta operacién
se repetfa dos veces y por Gltimo el [a-32P]ATP se resuspendfa en un
volumen apropiado de H,0. En el producto final, alrededor de un 95%
de la radiactividad estd en ATP, siendo los principales contaminan-
tes ADP (3 a L%) y AMP (1%).

La determinacidn de la pureza radiactiva ‘del [ a-32p] ATP, del
rendimiento de la incorporaci8n de radiactividad en ATP, y la carac-
terizaci8n del compuesto presente en cada uno de los picos radiacti-
vos de la cromatograffa en DEAE-Sephadex A-25 se realizaban por uno
de los dos métodos siguientes:

a) Cromatograffa ascendente en papel de DEAE-celulosa (DE-81),
usando como solvente formiato de amonio 0,6 M, pH 3,1, El largo de
la corrida era de 20 cm.

b) Cromatograffa ascendente en placas de polietilén-iminocelu-

losa: se realizaba una primera corrida hasta 6 cm del origen usando




como solvente formiato de sodio 2 M, pH 3,5, vy luego una segunda co-
rrida hasta 20 cm del origen, usando como solvente formiato de so-

dio 4 M, pH 3,5 (entre ambas corridas no es necesario secar las pla-
!

¥

cas).

Las posiciones de patrones de AMP, ADP, ATP, 3'-AMP y 3',5'-
ADP se de{erminaban mediante la absorcidn de luz ultravioleta de on~
da corta.iLa radiactividad asociada a cada trozo del cromatograma se
analizaba colocando cada trozo seco en 3 m! de la mezcla de centelleo
y usando uﬁ contador de centelleo., El método a) era mas lento {(corri-
da de aproximadamente 3 horas) pero la resolucidn que se obtenfa era
muy buena !Rf de ap;oxfmadamente 0,1 para el ATP, 0,4 para el ADP,
0,6 para el Pi y 0,7 para el AMP), E1 método b) era mids r8pidoc (co-

.rrida de aproximadamente 1,5 horas) pero los nucledtidos difundlan,
siendo susiposiciones menos definidas (Rf de aproximadamente 0,3 pa-
ra el ATP,'0,4 a 0,5 para el ADP y el 3',5'-ADP, 0,6 para el 3'-AMP
y 0,7 parafel S'-AMP) .

L, Pu&iﬁic&cidn del ATP no hadiactivo.

Los nucledtidos de guanosina, especialmente los trifosfatos,
son requer}dos tanto en la activacidn como en la inhibicidn de dife-
rentes adenilil-ciclasas por hormonas o neurotrapsm}sores. Este re-
querimienté ha sido demostrado en todos los casos en que se ha hecho
un estudioicuidadoso, tomando las precauciones de purificar el ATP
comercial Y/o de eliminar nucledtidos de guanosina contaminantes en

-
las preparaciones de membranas o en los sistemas regeneradores de .

!
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ATP (Kimura y Nagata, 1977; Birnbaumer y col., 1979, 1980; !yengar
y col., 1980b). .

E1 ATP- utilizado en la sntesis del [a-??P JATP, y en general,
todo el ATP utilizado en este trabajo de tesis, fue purificado-éor
cromatografia en DEAE-Sephadex A-25 como se desc}ibé a continuacidn
(modificado de Birnbaumer y col., 1979). E1 ATP (100 umoles, de
mdsculo 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 diéme-’
tro) previamente equili?rada con NH:HCOz 1T M y lavada con agua. El
nucledtido se elufa con un gradiente de NH,HCO3 entre O y 1 M; se
recogfan fracciones de 7,7 ml y se determinaba en cada una de ellas
la absorcidn a 260 nm. Las fracciones con una absorcidn mayor que
1,0"se juntaban y liofilizaban. El residuo seco se.resuspendfa en
10 m] de agua y se evaporaba hasta sequedad en un evaporador rotato-
rio. Esta operacidn se repetia 5 veces y finalmente el ATP.purifica-
do se resuspendfa en 2 ml de agua. La concentracidn de ATP se deter-
minaba espectrofotométricamente (coeficiente de extincién molar de
15,4 x 10° M™'/cm a pH 7,0).

Algunos autores han uti]iéado ATP obtenido por fosforilacidn

de adenosina. Este producto (Sigma n°A3377) parece estar libre de

contaminacidn con nucledtidos de quanosina.
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i . .
PREPARACION DE FRACCIONES CON ACTIVIDAD DE ADENILIL-CICLASA.

!

Las diversas preparaciones en que se midid actividad de adenilil-
ciclasa fueron obtenidas de ovario de Xenopus fLaev.is, ya sea de ova-

rio completo, de folfculos aislados del ovario, de oocitos desfoli=-
{

! .
culados 0 de preparaciones de las c&lulas foliculares que rodean al
1

A
oocito, i
!

1o Obtengién de ovarnio de Xenopus Laevis,

E? mismo dfa en que se realizaba la preparacidn de enzima,
las hembras adultas se anestesiaban por hipotermia en un bafio de
agua ¥y héelo. El ovario se extrala mediante una incisidn en el abdo-
men y se|cortaba en pequefios trozos (el ovario completo tiene un pe-

S0 hﬁmedé de alrededor de 20 gramos). Los trozos de ovario se lava-
{
ban con éoluciSn salina de Barth para anfibios y se mantenTan en es-

ta solucidn, que estd compuesta por: Tris-HC] 10 mM, pH 7,6; MgSO,
{

0,82 mM; 1CaClz 0,74 mM; KC1 1,0 mM; Ca (NOs), 0,33 mM; NaCl 88 mM;
NaHCO 4 2:4 mM, penicilina 0,1 mM y sulfato de estreptemicina 0,1 mM,
2, Obzencifn de folleulos, cocitos y cllulas foliculares,

a# FolfTculos, La obtencidn de folTculos, esto es, ococitos ro-
deados dﬁ una capa de c&tulas foliculares, se realizaba por aisla-

cidn manual de &stos del tejido ovArico mediante el uso de pinzas de

i

Dumont n°;5° Este procedimiento permite la eliminacidn de las dos ca-

|
pas mis externas que rodean al oocito: epitelio peritoneal y teca,

pero el gocito permanece rodeado de una capa de c8iulas foliculares
i

(Wallace iy col,, 1981). Para algunos experimentos, se separaron

!
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manualmente folTculos de diferentes estados de desarrollo de acuer-
do a los criterios de tamafo y morfologfa descritos por Dumont (1972)
(Apéndice, Figura 19).

b) Oocitos y células foliculares. Los oocitos desfoliculados
y las células foliculares se obtuvieron por dos procedimientos dife-
rentes, manual vy enzimstico.

b.1) Procedimiento manual. FolTculos crecidos de estado VI de
la oogénesis (Dumont, 1972) se aislaban manualmente del ovario, y se
incubaban con agitacién suave por dos horas a 25° en una solucién que
contenfa: Tris~HC1 10 mM, pH 7,6; NaCl 116 mM; KC1 1,4 mM y EDTA 1 mM,
Este tratamiento debilita la unidn de las células foliculares al ooci-
to, de manera que éstas pueden ser removidas en forma intacta con la
ayuda de pinzas de relojero (Masui, 1967; Wasserman y Masui, 1975).
Los oocitos y las células foliculares asi obtenidos eran contados y
devueltos a la solucidn salina de Barth,

En un experimento, folTculos y oocitos desfoliculados por es-
te método fueron fijados en una solucién que contenfa metanol (85%),
formaldehido (10%) y 3cido acético (5%). Se obtuvieron cortes de 5 um
de espesor por el procedimiento descrito para folTculos de Xenopus
Laevis por Seelenfreund (1981), y estos cortes fueron tefiidos con
hematoxilina y eosina (Seelenfreund, 1981). La observacién microscd-
pica de los cortes tefiidos obtenidos de oocitos desfoliculados mos-
tré que no mas de un 5% de la capa de células foliculares permanecia
adherida a los oocitos (ver '"Resultados'').

b.2) Procedimiento enzimidtico. Este método se empled para la

obtencidn de ococitos desfoliculados de diferentes estados de la
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-

oogénesis (Dumont, 1972) y de células foliculares. Con este método,
las poblaciones celulares obtenidas no son tan homogéneas como en el
caso de la desfoliculacién manual, pero és posible obtener grandes
cantidades de ococitos desfoliculados y de c€lulas foliculares (Masui,
1967; Dumont, 1972).

Tr03os pequefios de ovario se incubaban con agitacibn suave a
25° durante tres horas en solucidn salina de Barth que contenfa 2 mg/
ml de colagenasa., Este tratamiento disocia al tejido del ovario de-
jando ococitos libres y una suspensidn de capas de células folicula-
res, Los oocitos de distintos diémetros pueden ser separados con la
ayuda de tamices constituidos por mallas de nylon {Nitex} (Burzio y
Koide, 1977), para lo cual Ta solucidn salina de Barth que contenTa
los oocito; de diferentes tamafos separados por accidn de la colage-
nasa se filtraba por una malla de nylon qué retenTa los oocitos de
mas de 700‘um de didmetro (malla de 700 um).Estos ococitos son los
que corres%ondén a los estados IV, V y VI de Dumpnt (1972) (Apéndice,
"ngura‘TS); y se separaban manualmente los oocitos de estado IV (700 a
900 um de difmetro) de los oocitos de estados V y VI (1,000 a 1,300
um de diémétro). o

En la mayorTa de los experimentos sblo se utilizaron los cocitos
de estados V y VI, pero en algunos se utilizaron también los ococitos de
estados I,:II, 111 y 1V (Dumont,1972) (Apéndice, Figura 19). La suspen-
sién de los cocitos de estados |, Il y Ill, que pasaban a través de la
malla de 790 pm, se filtraba por una malla de 500 um, y el filtrade obte-
nido se pasaba por una malla de 53 um. Finalmente,se seleccionaban ma-

nualmente oocitos de estado I11 (450 a 600 um de didmetro) y oocitos’
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|
de estados | y Il (50 a 400 ym de difimetro).

Las capas de c€lulas foliculares se removfan principalmente
de la suspensi8n inicial (que contenTa a todos los oocito;) y del
filtrado de la malla de 500 pm (que contenfa cocitos de estados | y
I1 y cElulas foliculares) por sedimentacifn, ya que sedimentan mas
lentamente que los oocitos, Luego las qélulas foliculares ée-concen-
traban por centrifugacidn a 1,000xg por diez minutos,

3, Fraceionamiento celular,

Todas las manipulaciones se realizaban a 43 En las prepara-
ciones de enzima a partir de ovario, folfculos u oocitos fue necesa=
rio utilizar en la homogeneizacidn soluciones amortiguadoras de un
pH mayor que 7,5 porque el material prerniente de los ococitos acidi=
fica los extractos, De esta manera se obtenTan homogeneizades cuyo
pH era de aproximadamente 7,5

a) Preparacibn de enzima de ovario. En una preparacifn tipo,
se partTa de un ovario {aproximadamente 20 g de peso hlimedo) que se
cortaba en pequefios trozos, que luego se homogeneizaban en 1 volumen
de una solucidn que contenfa: Tris-HC1 50 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM;

DTT 1 mM y sacarosa 0,88 M (solucidn de homogeneizacidn, o soiucidn
A). La homoggneizaciﬁn se realizaba en un Omnimixer (Sorvall)a la
mixima velocidad durante 30 segundos Eor 3 veces, enfriando entre
una y otra vez. E1 homogeneizado se centrifugaba por 10 minutos en
una centrffuga Sorvall a 1000xg, E1 sobrenadante (S3) se filtraba a
trav8s de lana de vidrio y se centrifugaba por 20 minutos en la mis-

ma centrffuga a 20,000xg. El sobrenadante (S») se filtraba a través
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de lana de vidrio y se centrifugaba por dos horas en una centrffuga
Beckman a 105.,000xg. DespuBs de esta Gltima centrifugacifn se obte~
nfan 3 fracciones: un sedimento bien adherido al fondo del tubo

(Py), una fraccidn turbia encima del sedimento (''fraccidn algodono-
sa', P3), y el sobrenadante propiamente tal, m8s translfcido (S3),

La denominada '‘fracci8n algodonosa'' o P3 se dilufa a 0,22 M sacaro-
sa con una soluci8n que contenfa: Tris-HC1 50 mM, pH 7,5; EDTA 1 mM;
DTT 1 mM (soluci8n de diluci8n o solucién B), y se centrifugaba nue-
vamente por dos horas en una centrffuga Beckma;;a 105,000xg, En estas
condiciones, se obtenfa un sedimento bien adherido al fondo del tubo,
Todos los sedimentos se resuspendTan en una soluci®n de sacarosa

0,22 M en soluci8n B (solucidn de resuspensi8n o solucidn C). Las
fracciones se guardaban a -80°hasta su uso.

b) Preparacidn de enzima de folTculos, oocitos y c€lulas fo-
liculares obtenidos por el procedimiento manual. Cuando los folTcu-
los, oocitos y c€lulas foliculares se obtenfan por los procedimien-
tos manuales descritos, se utilizaban como fuente de enzima homoge-
neizados no fraccionados preparados de la siguiente manera:

- 30 a 130 folTculos u oocitos se homogeneizaban en una solucidn

que contenTa Tris-HC1 50 mM pH 7,7; DTT 1 mM; EDTA 1 mM; sacarosa
0,44 M (0,15 a 0,20 ml de soluci8n por cada 30 folfculos u oocitos).
- 30 a 500 capas de c&lulas foliculares se homogeneizaban en una so-
luci8n de sacarosa 0,44 M en soluci®n B adicionada de 5 mg de sero-

albGmina bovina por ml (0,2 ml de solucidn por cada 30 a 300 capas

foliculares).
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En ambos casos la homogeneizacidn se llevaba a cabo en un ho-
mogeneizador de vidrio con un vastago también de vidrio.

c) Preparacidn de enzima de oocitos o células foliculares ob-
tenidos por el método enzimatico. Los oocitos se homogeneizaban en
1 volumen de la solucién de homogeneizacién (solucidn A). La homoge-
neizacidn se llevaba a cabo en un homogeneizador Dounce, con 10 pasa-
das del vastago A y 10 pasadas del vastago B. E]l homogeneizado se
filtraba a través de lana de vidrio y se fraccionaba tal como se des-
cribié en el caso de ovario (centrifugaciones sucesivas a 1.000xq,
20,000xg y 105.000xg, y centrifugacidén nuevamente de la ''fraccién al-
godonosa'' a 105.000xg). Los sedimentos se resuspendfan en solucidn C.
En el caso de la fraccidén denominada '"'algodonosa' (o P3), que fue uti-
lizada en la mayor parte de los experimentos de esta tesis, el sedi-
mento final se resuspendfa a una concentracidn de proteinas de 15 a 20
mg/ml segln la preparacidén. En alqunos experimentos, se dilufa la con-
centracién de sacarosa del homogeneizado a 0,22 M con solucidn B, de
manera que después de la primera centrifugacidon a 105.000xg la frac-
cidn "algodonosa' (P3) formaba parte del sedimento firmemente adheri-
do al fondo del tubo (P.).

Las células foliculares obtenidas por tratamiento del ovario
con colagenasa y recolectadas finalmente por centrifugacidn a 1,000xg
se homogeneizaban en 10 vollmenes de una solucidn de sacarosa 0,88 M
en solucidn B, La homogeneizacidn se llevaba a cabo en un homogenei-
zador Dounce con 10 pasadas del vastago A seguidas de 10 pasadas del

vadstago B, El1 homogeneizado se centrifugaba por 15 minutos en una
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centrifuga Sorvall a 1.000xg. El sobrenadante (S;) se dilufa a una

concentracidn de 0,44 M sacarosa con solucién B y se centrifugaba por

" 20 minutos en una centrifuga Sorvall a 20.000xg. E1 sobrenadante (s5)

se centrifugaba por 2 horas en una centrifuga Beckman a 105.000xg,
obteniéndose un sedimento (P4) y un sobrenadante (S3) (en el caso

de las células foliculares estd ausente la fraccidn denominada ''algo-
donosa'' o P3). Los sedimentos se resuspendian en la solucién C.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ADENILIL-CICLASA.

La actividad de adenilil-ciclasa se ensayaba en triplicado
por el procedimiento descrito por Rodbell (1967). Este método consis-
te en medir la transformacién de [ a-3?P]JATP en [*2P] cAMP, cataliza-

da por la adenilil-ciclasa.

La actividad de diferentes fracciones se media en una mezcla
de reaccidn con un volumen final de 0,1 ml, que contenfa: Tris-HCI
50 mM, pH 7,5; MgCl2 o MnCl, 5 mM; cAMP 1 mM; DTT 1 mM; fosfocreatina
4 mM; creatina-fosfoquinasa 0,4 ma/ml (6,6 unidades); EDTA 0,3 o 0,5 mM;
glicerol al 5% (V/Q); [a_azﬂ ATP L0 a 350 uM (250 a 4.000 cpm/pmol).
NaF, GMP.P(NH)P y progesterona se agregaban a las concentraciones
indicadas en Resultados. En los experimentos en que se esfudiaba el
efecto de progesterona, ésta se preparaba en una solucion de etanol
y todas las incubaciones contenfan la misma cantidad de etanol.

La Feaccién se iniciaba con la adicidn de las fracciones enzi-
maticas (5 a 400 pg de protefnas), y las incubaciones se realizaban

por 15 minutos a 37° o por 20 ‘minutos a 32°, excepto en los casos
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indicados en el capftulo de Resultados. La reaccibn se detenfTa con la
adici8n de 0,1 ml de una soluci8n de ATP 20 mM y [ *H]cAMP 6,25 mM
(con aproximadamente 20,000 cpm/umol), pH 7, seguida de un calenta-

miento a 100°durante 3 minutos,

E1 [32P]cAMP formado se purificaba siguiendo el procedimiento
de cromatografTa secuencial en columnas de Dowex 50 y alGmina neutra
descrito por Salomon y col., (1974), Este método se basa en la propie-
dad del cAMP de tener un volumen de elucidn mayor que ATP, ADP, AMP,
PPi y Pi en una resina de intercambio catidnico (Dowex 50), E1 cAMP
es luego purificado en una columna de allmina,que retiene al ATP que
alin puede contaminarlo pero no al cAMP (la allmina también retiene a
ADP, AMP, PPi y Pi),

Para proceder, despufs de agregar 1 ml de agua a las muestras,
€stas se colocaban en columnas de Dowex 50 X-4 (200-400 mallas, 4 cm
de altura por 0,5 cm de didmetro) previamente lavadas con HC1 y H;0,
Luego se lavaban las columnas con 5 ml de H;0, (en dos etépas: 1 ml
y luego 4 ml), descartindose los eluidos.En seguida se pasaban 6 ml
de H,0, recogiéndose los eluidos directamente sobre columnas de all-
mina neutra (3 cm de altura por 0,5 cm de difmetro) previamente equi-
libradas con una soluci8n de Imidazol-HCl 0,1 M, pH 7,5, Una vez pa-
sados los 6 ml por la allimina, y habi&ndose desechado los eluidos
correspondientes, las columnas se lavaban con 1,5 ml de la solucidn
de imidazol-HC! 0,1 M, y luego el cAMP se elufa con 4 ml de la misma
solucidn. Estos eluidos finales (4 ml) se recogfTan en frascos de cen-

telleo 1Tquido, y la radiactividad de *?P y de *H se determinaba en
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12 m1 de una mezcla de centelleo 1Tquido cuya composicidn era: 4 g de
PPO; 80 mg de POPOP; 1 litro de tolueno; 0,5 litros de Tritén x-100;
cantidad variable de metanol, para que seqglin la temperatura ambiente
la mezcla resultara homogénea,

E1 [ *H]cAMP agregado al finalizar la incubaci®n permitia calcu=
lar la recuperaci8n del cAMP despufs de la pasada por las columnas de
Dowex y alfmina (las recuperaciones oscilaban entre 45 y 75%). En ca-
da experimento se determinaba adem8s que parte del producto aislado
por el procedimiento de cromatograffa secuencial en Dowex 50 y allmi-
na neutra era realmente [ >2P] cAMP, Para ello, se trataba este producto
con fosfodiesterasa de nucle8tidos cfclicos de coraz8n bovino, y s8lo
las cpm de 22P que desaparecfan con este tratamiento eran considera=-
das como cpm de [®2P] cAMP (esto equivale a usar ,como blancos los tu=
bos en que se realizaba el tratamiento con fosfodiesterasa), El tra=-
tamiento con fosfodiesterasa de nucle8tidos cfclicos se realizaba de
la siguiente manera: una vez finalizada la incubéciﬁn y detenida la
reacci8n de la adenilil-ciclasa (como ya se describi8), se agregaban
5 ul de Tris=HC1 1 M, pH 7,5; 2,5 ul de MgCl, 0,1 M, y 5 ul de fosfo-
diesterasa de nucle8tidos cfclicos de coraz8n bovino 10 mg/ml (0,01
unidades), y se incubaba a 30° durante dos horas, La reaccidn se de-
tenTa en la misma forma en que se detenTa la reaccidn de la adenilil-
ciclasa, se agregaban 0,9 ml de H20 a cada muestra, y éstas eran pro-
cesadas por Dowex 50 y allimina neutra (como ya se describif).

Conociendo la actividad especffica del [ a-3?P]ATP utilizado

como sustrato, las cpm de [*2P]JcAMP, y la recuperaci8n de [3H] cAMP en
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cada upa de las muestras, se calculaban los pmoles de cAMP formados.

En todos los experimentos de esta tesis se utilizaron en los
ensayos de determinacidn de la actividad de adenilil-ciclasa concen-
traciones de protefTnas para las cuales la formacidn de cAMP ;ra pro-
porcicnal a la cant}dad de enzima agregada. En algunos experimentos
se incluy8 en el medio de incubacidn para determinar la actividad de
adenilil-ciclasa 3-iscbutil-1-metil-xantina 2 mM, Esta metil-xantina,
inhibidora de las fosfodiesterasas de nucledtidos cfclicos, inhibTa
la actividad de adenilil-ciclasa {un 20% aproximadamente) sin alterar
el efecto d; diferentes modificadores de ella (NaF, GMP-P(&H)P, pro-
gesterona). Por ello, en la mayorTa de los experimentos fue excluida
de la mezcla de incubacidn,

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

su desviacidn estindar (p,E. = (XN: Xzz )

TRATAMIENTO DE FRACCIONES PARTICULADAS CON TOXINA DEL COLERA,

Este tratamiento consta de dos etapas: preactivacidn de la to-
xina del cdlera con DTT, y activacidn de las fracciones particuladas
con la toxina del cOlera preactivada,

a) Preactivacidn de la toxina del cbdlera. Se incubaba a 33°du-
rante 40 minutos una mezcla que contenfa toxina del c8lera 0,4 mg/ml;
DTT 20 mM; seroalblimina bovina 1 mg/ml; NaCl 180 mM; Tris~HC1 30 mM,

pH 7,5; EDTA 0,4 mM. E1 volumen total era de 0,75 ml.
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b) Activacidn de las fracciones particuladas, Las fracciones
particuladas obtenidas por sedimentacidn a 105,000xg en presencia de
sacarosa 0,22 M (fraccidn "algodonosa'' P3) eran activadas por incu-
bacidn a 33°durante 25 minutos en una ﬁezc!a que conéenTa: fraccidn
particulada 2 a 5 mg de protelnas por ml; toxina del cdlera preacti-
vada 0,2 mg/ml; ATP 1 mM; MgCl, 2 mM; fosfato de potasio 100 mM,
pH 7,0; NAD+ 10 mM; DTT 10 mM; NaCl 90 mﬂ; EDTA 0,2 mM; seroalbimi-
na bovina 0,5 mg/ml, El volumen total de reaccibn era de 1,5 ml, EIl
fosfato de potasio se agregaba porque se ha descrito que a altas con-
centraciones favorece la ADP-ribosilacién catalizada por la toxina
del cBlera (Kaslow y col., 1980). Una vez finalizada la incubacidn,
se dilufa con 1 volumen de solucidn B frTa, y se centrifugaba por una
hora en una centrffuga Beckman a 105.000xg a 4 E] sedimento se re-
suspendfa en la solucidn C y en algunos casos se volvia a centrifu-

gar a 105.000xg por dos horas antes de ser finalmente resuspendida

_en la solucidn € {a una concentracidn de protefnas de 10 a 15 mg/ml)}.

Las fracciones particuladas controles, no tratadas con toxina
del cBlera, se procesaban de la misma manera descrita mds arriba pero
en ausencia de toxina del cBlera. En algunos experimentos se trataba
la fraccidn particulada con toxina del cGlera preactivada pero en

ausencia de NAD+. “

DETERMINACION DE PROTEINAS.

La concentracidn de proteTnas se determinaba por el m€todo de

Lowry y col. (1951), usando séroalblmina bovina como estandar.




! RESULTADOS

T
1

ESTUD'10 DE LA ACTIVIDAD DE ADENILIL-CICLASA OBTENIDA DE OVARIO.
1

1. Fnaccidnamien,to celulan,

En cada preparacidn se homogeneizaba un ovario y se fraccionaba
tal como se describe en Materiales y Métodos. Al medir la actividad de
adenilil-ciclasa en las diferentes fracciones de una preparacidn, se

t
obtuvieron los resultados que se muestran en la Tabla 2. La actividad

de adenilil-ciclasa se encontrd principalmente asociada a la fraccidn
particulada P3, que fue también la fraccidn con mayor actividad especT-
fica, Esta frgcciﬁn "algodonosa' P; fue la fraccidn utilizada en la
caracteri%aciﬁn de la actividad de adehilil-ciclasa de ovarioc.

Loé resultados presentados en la Tabla 2 muestran tambi&n que
la actividad de adenilil-ciclasa de todas las fracciones es estimula-
da por la adici8n de fluoruro 10-mM, y que la actividad soluble es muy
baja, La qctividad de adenilil-ciclasa obtenida de ovaric parece en-
tonces estar asociada a una fraccidn particulada, al igual que la ma-
yorfa de las adenilil-ciclasas de clulas eucariBticas (Bradham y
Cheung, 1982).

2. Efectos de fluonuro y GMP.P(NH)P.
E1 fluoruro y el GMP.P(NH)P activan a la mayorTa de las adeni-

lil-ciclasas de eucariontes, y ambas activaciones son mediadas por la

subunidad G/F de las adenilil-ciclasas (lIntroduccidn). Lon el fin de
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TABLA 2

L

Actividad de adenilil-ciclasa en diferentes fracciones obtenidas

de ovario de Xengpus Laevis

Fraccién

Adenilil-ciclasa

Actividad total
(pmoles cAMP)

Actividad especifica
(pmoles cAMP/mg protefna)

sin NaF con NaF sin NaF con NaF
Homogene izado 6.810 139.620 1,6 32,2
Sedimento de
1.000xg (P,) 290 6.800 0,2 L, 2
Sobrenadante de
1.000xg (Si) 4.710 85.850 8,2 150, 1
Sedimento de
20.000xg (P2) 180 2,660 2,6 38,0
Sobrenadante de
20.000xg {S2) 3.600 72.770 9,1 184,7
Sedimento de
105.000xg (P4} N.D. 660 - 10,2
Fraccidn'algo-
donosa' (P3) 1.700 37.820 34,7 771,8
Sobrenadante de
105.000xg (S3) N.D. 2.250 - 15,1

Se homogeneizaron 20 g de ovario, y el homogeneizado se fracciond
tal como se describe en Materiales y M&todos. La actividad de ade-
niliFciclasa en las diferentes fracciones se determind por el
procedimiento estdndar, a 37°por 15 minutos, en preseéncia de MnCl:

5 mM, ATP 0,073 mM (1.320 cpm/pmol) y en presencia y ausencia de NaF
10 mM (N.D.=no detectable).
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L7
caracteriz%r la actividad de adenilil-ciclasa dé.Ja fraccidn particula-
da P; de ovario se estudiaron los efectos de NaF y GMP.P(NH)P en ella,
] !

a) Ffectos de NaF y GMP,P(NH)P en la cinética de la reaccién.
Se estudi8|el efecto de fluoruro 10 mM y de GMP,P(NH)P 0,1 mM sobre la
cinética de formaci8n de cAMP, Los'resultados obtenidos se muestran en
la Figura %o Se observa que tanto el fluoruro como el GMP,P(NH}P acti~-
van fuerte%ente a la enzima., En el caso del fluoruro la velocidad de,
formacidn éel cAMP fue 15 a 16 veces mayor que en ausencia de &1, El
GMP.P(NH)P;actiVS después de un perfodo de latencia de 1 a 2 minutos,
y la velocidad de formaciSn de cAMP en el estado estacionario fue 6
veces mayo% que la observada en ausencia de GMP.P(NH)P y fluoruro, La
existencia;de un perfodo de latencia en la activacidn por GMP,P(NH)P
es tambi&njuna caracterfstica comiin de la mayor parte de las adenilil-
ciclasas (introducciﬁn)°

b) éfecto de fluoruro en los parémetros‘cinéticos de la reac-
cidn. Se d#terminﬁ el efecto de fluoruro 10 mM en la Km aparente para
ATP y en lé.vmax aparente, utilizando para ello la fraccidn P; obteni-
da de ovarjo. Los resultados obtenidos se graficaron empleando la
transforma?iﬁn lineal de Lineweaver-Burk {(Lineweaver, y Burk, 1934),
Las rectasgse ajustaron por el método de los minimos cuadrados, obte-
ni8ndose céeficientes de correlacidn de 0,99 tanto en ausencia como
en presenc?a de fluoruro. La actividad de adenilil=ciclasa presentd
un comportémiento Michaeliano con concenéraciqnes de ATP entre 0,016
y 2 mM, vy ésto tanto en presencia como en ausencia de fluorurc, Estos

i
resultados!se muestran en la Figura 2, donde se puede apreciar que el

!




cAMP producido (pmoles /mg proteina ) x10 2

Tiempo, min

Figura 1. CAnética de La neaccidn de formacién de cAMP, La forma-
cidén de cAMP se midid en condiciones estandares, a 37°, con MnCl;

5 mM, ATP 0,156 mM (340 cpm/pmol), y sin otra adicién (®) o en
presencia de GMP.P(NH)P 0,1 mM (O) o NaF 10 mM (O). La reaccién

se inicid con la adicidn de la enzima (4 mg de protefnas de la frac-
cidén P3 por ml de medio de incubacidn), y a cada tiempo indicado se
retiraron 0,1 m! de la mezcla de incupacién y la reaccidn se detuvo
tal como se describe en Materiales y Métodos.
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Figura 2. Efecto de fluoruno en Los parndmetros cinéticos. La acti-
vidad de adenilil=ciclasa se ensayd en triplicado a diferentes
concentraciones de ATP (0,016 a 2,0 mM, 50 a 3,160 cpm/pmol), en
presencia de MnClz 5 mM y en ausencia (®) y presencia (O) de NaF
10 mM, Las incubaciones se realizaron a 37° por 15 minutos en las
condiciones estandares. v est3 expresada en pmoles de cAMP forma-
dos en 15 minutos por mg de proteina.
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fluoruro produce un aumento considerable de 'a Vmax sin afectar en
forma signifiéativa a la Km aparente para ATP, En el experimento ilus-
trado en la Figura 2, el aumento de la Vmax fue de 16 veces (de 17 a
277 pmoles de cAMP/mg protefna/15 min), mientras que la Km aparente
s8lo decrecid en un 30 a 40% en presencia de fluorurc (de 0,137 a
0,088 mM)., En otros sistemas también se ha demostrado que la activa-
cidn producida por fluoruro se debe principalmente a un aumento de la
Vmax (Rasenick y Bitensky, 1980; Bradham y Cheung, 1582),

¢) Efecto de la concentraci8n de fluoruro, Se estudid el efecto
de la concentracidn de fluoruro (1 a 20 mM) er la actividad de adenilil-
ciclasa de la fraccidn P; obtenida de ovario, Los resultados obtenidos
se muestran en la Figura 3. La menor concentracidn de fluorurc utili-
zada (1 mM) fue capaz de activar a la enzima, La m3xima activacidn
(19 veces) se obtuvo con una concentracin de fluorurc de 5 mM, y la
actividad no mostrd variaciones con concentraciones de fluorurc entre
5y 20 mM. La mitad del efecto miximo se obtuvo con una concentracin
de NaF entre 1 y 3 mM, En la Figura 3 se puede apreciar también que el
aumento de actividad en funci@n de la concentracidn de fluoruro es
sigmoldeo, Estos resultados son similares a los ebtenidos en la mayo-
rfa de los sistemas conocidos de adenilil-ciclasas (Rasenick y Bitens-
ky, 1980; Bradham y Cheung, 1982),

En el experimento ilustrado en la Figura 3 se realiz8 un con-
trol con NaCl 20 mM (no se muestra). Esa concentracidn de NaCl no
afect8 a la actividad de adenilil-ciclasa, demostr3ndose con ello que

el efecto de NaF se debe al i8n fluoruro,




Actividad de adenilil-ciclasa
(pmoles cAMP/mgq de proteina)

[NCIF], mM

Figura 3. Efecto de fa concentracdbén de ffucrurc. La actividad de
adenilil=ciclasa se midid en triplicado en presencia de diferentes
concentraciones de NaF. Se utilizé una fraccidn'Ps; obtenida de ova-
rio (0,2 mg de proteTna por ensayo) y las incubaciones se realiza-
ron ? 37° por 15 minutos, con MnClz 5 mM y ATP 0,073 mM (1,080 cpm/
pmol) .,
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d) Efecto de la concentracidn de GMP.P{NH)P, Se estudid el

4

efecto de{concentraciones crecientes de GMP.P(NH)P sobre la actividad

de adenilﬂl-cic]asa de la fraccidn '"algodonosa'' P3 obtenida de ovarios
!
Se puede apreciar en la Figura 4 que el GMP.P(NH)P a una concentracidn

‘ . . . . +
de 1 pM fue capaz de activar a la enzima en presencia de Mn 2 o de

|
+ R . .
Mg 2, y que el efecto mdximo se alcanzd con concentraciones de

1

GMP,P(NH) P, cercanas a 25 pM, Con GMP.P(NH)P 0,5 mM se observd una in-

|
hibicidn de la actividad medida en presencia de M2, Esta inhibicidn

| .
no tiene por ahora explicacidn,
|

Los| resultados obtenidos muestran que el estTmulo relativo cau-

+ .
2 que con Mn 2, En el experimen-

sado por eu GMP.P(NH)P es mayor con Mg+
|
to i]ustraﬁo en la Figura 4, el GMP.P(NH)P 0,1 mM activd 4 a 5 veces

I . + . . +
en presencia de Mn %, y 15 a 16 veces en presencia de Mg ?. La concen~

§

tracidn de GMP.P{NH)P necesaria para obtener la mitad de la activacidn

maxima con{Mg+2 y con Mn*? fue similar: entre 2,5y 5,0 uM, E1 hecho
+2

de que eliGMP,P(NH)P active mi3s en presencia de Mg

actividad basal (medida en ausencia de GMP,P(NH)P) es mucho menor en

se debe a que la

presencia He este catifn (5 veces en el experimento de la Figura 4),
i
Estos resuﬂtados son similares a los obtenidos en otros sistemas, en

1
los que se ha observado que la subunidad catalTtica C de la adenilil-

ciclasa funciona mejor con MnATP 2 como sustrato en ausencia de una sub-

|
unidad G/F activa, pero que las propiedades regulatorias se observan
|

mejor con MgATP™? como sustrato,

3. Eﬂectoida La toxina del cdlera.

i

La1
\

sas de euﬁariontes (lntrqducciﬁn), Se estudid el,efecto de un tratamiento

toxina del c8lera activa a la mayorTa de las adenilil-cicla-
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Figura 4, Efecto de £a concentracibn de GMP,P(NH)P, La actividad de
adenilil-ciclasa se midid en triplicado en presencia de diferentes
concentraciones de GMP.P(NH)P. Se utilizd una fraccidn P; obtenida
de ovario (65 ug de protefna por ensayo), y las incubaciones se
realizaron a 37° por 15 minutos, con ATP 0,158 mM (620 cpm/pmol) y
con MnCl 5 mM (®) o MgCl, 5 mM (O).
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con toxina del cBlera de la fraccidn P; obtenida de ovario sobre la
actividad de adenilil-ciclasa de esta fraccién, Los resultados obteni-
dos se muestran en la Tabla 3, Cuando la fraccifn particulada fue in-
cubada en ausencia de toxina del c8lera y de NAD+, y luego se ensayd
su actividad de adenilil-ciclasa, &sta present8 las mismas caracterTs-
ticas de una enzima control (no tratada): una actividad basal baja

que no es modificada significativamente por GTP, y una fuerte activa-
ci8n por fluoruro y por GMP.P(NH)P (49 y 12 veces respectivamente en
el experimento ilustrado en la Tabla 3). Cuando la fraccidn particula-
da fue incubada con toxina del c8lera, pero en ausencia de NAD+, los
resultados fueron similares. Cuando la fraccidn particulada fue incu-
bada con toxina del c8lera y NAD+, no se modificd significativamente
la actividad basal de adenilil-ciclasa, pero la enzima adquirid la ca-
pacidad de ser estimulada fuertemente pér GTP (6 veces). El tratamien-
to con toxina y NAD" tampoco tuvo un efecto notorio en la activacidn
de la adenilil-ciclasa por GMP.P(NH)P, pero sT redujo considerablemen-
te la activacidn por fluoruro (de 49 veces en la incubacidn control a
19 veces en la fraccidn tratada con toxina y NADY),

El requerimiento de NAD® indicarfa que, como en otros sistemas,
la toxina del c8lera catalizarfTa la ADP-ribosilacidn de la subunidad
G/F de la adenilil-ciclasa obtenida de ovario. Esto inhibirfa a la
GTPasa que catalizarTa la reaccidn de inactivacidn de la adenilil-ci-
clasa (Introduccidn, Esquema |1), explicando porqué el GTP se trans-
forma en un buen activador, La reduccidn de la activacidén por fluoru-

ro observada al tratar la fraccidn particulada obtenida de ovario con

'




TABLA 3

Efecto de la toxina del cBlera en la actividad de adenilil=ciclasa

55

Pretratamiento de la
fraccidn particulada

Adiciones en el
ensayo

Actividad de

adenilil-ciclasa

Incubacidn control

Toxina del cdlera,
sin NAD*

Toxina del cdlera,
con NADF

GTP 25 uM.
GMP.P(NH)P 25 uM
NaF 5 mM

-

GTP 25 uM
GMP.P(NH)P 25 uM
NaF 5 mM

GTP 25 uM
GMP,P{NH)P 25 puM
NaF_5 mM
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AlTcuotas de la fraccidn Pz obtenida de ovario (2 mg/ml de proteT-
nas) fueron tratadas con toxina del cdlera 0,2 mg/ml en ausencia y
en presencia de NAD* 10 mM, y luego fueron lavadas por sedimenta-
cidn (Materiales y M&todos). En la incubacidn control, la fraccidn
Ps fue sometida al mismo tratamiento pero en ausencia de la toxina
y de NAD*, Alfcuotas de la fraccidn P3 sometida a los diferentes
tratamientos (0,1 mg de protefna por ensayo) se utilizaron para de-
terminar en triplicado la actividad de adenilil-ciclasa. Las incu-
baciones se realizaron a 37°por 15 minutos, con las adiciones indi-
cadas y en presencia de MgCla 5 mM y ATP 0,139 mM (640 cpm/pmol).
Las actividades se expresaron como pmoles de cAMP formados por mg

de protefna, en 15 minutos.
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toxina del c8lera y NADY ha sido descrita en otros sistemas, pero su
mecanismo no es conocido (Cassel y Pfeuffer, 1978; Lad y col,, 1980a;
Bradham y Cheung, 1982),
L, Efectos de adenosina y NEM,

La adenosina modifica la actividad de las adenilil-ciclasas de
numerosos tejidos (Londos y Wolff, 1977; Londos y col., 1978; Cooper
y col,, 1979; Lad y col., 1980b; Londos y col., 1980). Se determind
su efecto sobre la adenilil-ciclasa de la fraccién P3 obtenida de ova-
rio, obteniéndose los resultados que se muestran en la Tabla 4, Se pue-
de apreciar que la adenosina inhibe significativamente (L0 a 50%) la
actividad de adenilil-ciclasa medida en presencia de Mnt? y fluoruro,
En el primer experimento, la inhibicidn fue de un 42%, en el segundo
de un 47%. E1 efecto de la adenosina en la actividad de adenilil-ci-
clasa medida en ausencia de fluoruro no fue claro, aunque hubo en am-
bos experimentos una ligera inhibicidn, La inhibicién por adenosina
en presencia de Mnt%, fluoruro y 3-isobutil-1-metilxantina es caracte-
rfstica de un efecto de adenosina a nivel de un sitio P (purina intac-
ta) (Londos y Wolff, 1977; Londos y col., 1978; Cooper y col,, 1979;
Londos y col,, 1980; Lad y col,, 1980b).

En la Tabla 4 se ilustra también el efecto de NEM sobre la acti-
vidad de adenilil-ciclasa de la fraccifn P3 obtenida de ovario, Cuan-

do la fraccidn particulada fue preincubada con NEM, la enzima se inac-

tivd, tal como ha sido descrito en otros sistemas (Ross y Gilman, 1980).




TABLA 4

Efectos de adenosina y NEM sobre la actividad de adenilil-ciclasa
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Actividad de
adenilil-ciclasa

sin NaF con NaF
Experimento 1 Control 7.420,2 93,1+21,4
Adenosina 0,1 mM 5,6%0,6 54,4+ 2,5
Pretratamiento con NEM 0,4+0,2 1,4+ 0,3
Experimento 2 Control 5,9+0,7 99,0+ 4,3
Adenosina 0,1 mM 5,0%0,2 52,3+ 7,1

En el experimento 1, la fraccidn P3 obtenida de ovario fue preincu-
bada a 20°por 20 minutos en ausencia y en presencia de NEM 3 mM
(10 mg/m1 de protefnas). En el experimento 2, la fraccidn P3 no fue

preincubada. AlfTcuotas de la fraccidn P3 preincubada o no (0,15 mg

de protefna por ensayo) se utilizaron para determinar en triplicado
la actividad de adenilil=ciclasa a 37°por 15 minutos, con MnClz> 5mM,
3-isobutil-1-metilxantina 2 mM y ATP 0,073 mM (970 y 770 cpm/pmol en
los experimentos 1 vy 2 respectivamente). En los casos en que se in-

dica se agregd NaF 10 mM y/o adenosina 0,1 mM. En el experimento 1

se omitid el DTT. Las actividades se expresaron en pmoles de cAMP

formados por mg de protefna en 15 minutos,
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5. Actividad de adenilil-ciclasa en foliculos de diferentes estados

de La oogénesds.

En el ovario de Xenopus faevis se encuenf?én folTculos en dife-
rentes esgédos de la oogénesis. Seis estados (1 a VI) se han definido
de acuerdo al tamafio y a la morfologTa del folfculo .(Dumont, 1972)
(Apéndice, Figura 19). Los folfculos, esto es, oocitos rodeados de
una capa de cé€lulas foliculares, pueden ser separados manualmente del
resto del tejido ovirico. Estos folTculos separados del ovario (esta-
dos Il a V1) se homogeneizaron y se determind la actividad de adenilil-
ciclasa en los homogeneizados. Los resultados obtenidos se muestran
en la Figura 5. Se puede apreciar que la actividad de adenilil-ciclasa
expresada por folfculo aumenta considerablemente durante la cogénesis.
La actividad por foifculo aumentd entre los estados |1 y VI alrededor
de 15 veces cuando se midid en ausencia de fluoruré (Figura 5B). E1
mismo incremento se observd en presencia de fluoruro (alrededor de 13
veces, Figura 5A). No es posible saber con estos resultados si el au-
mento de actividad de adenilil-ciclasa observddo se debe a un aumen-
to de la acyividad presente en el ococito, en las cé€lulas foliculares
o en ambos,

En la Figura 5 se puede apreciar que la actividad especifica de
adenflil-ciclasa en homogeneizados de folTculos disminuye a medida que
el folTculo crece. Esto se debe probablemente al hecho de que el ooci-
to empieza en el estado Il a incorporar vitelogenina desde el torren-
te sanguTneo (Dumont, 1972), por lo que aumenta considerablemente su
contenido de proteinas. Fue justamente en el estado ll| donde se ob-

servd una gran cafda de la actividad especifica de adenilil-ciclasa
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Figura 5. Actividad de adenifil-ciclasa en foliculos de diferentes
estados de La oogénesis, Los folTculos de estados V a VI se aisla-
ron manualmente y se homogeneizaron tal como se describe en Mate-
riales y Métodos. La actividad de adenilil-ciclasa se midid en pre-
sencia (A) y en ausencia (B) de NaF 10 mM en tres alfcuotas de ca-
da homogeneizado. Las incubaciones se realizaron a 37°, con MnCl:

5 mM y ATP 0,05 mM (990 cpm/pmol). La actividad se expresé como
pmoles de cAMP producidos en 15 minutos por folTculo (O), por mg
de protefna (B) y por mm? de superficie del folfculo, suponiendo
que éstos son esferas (@), o
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(Figura 5). Cuando la actividad se expresd por unidad de superficie
del folfculo, suponiendo que &stos son esferas, se encontr§ que esta
actividad permanecfa constante durante la oogénesis, Esto podrfa hacer
pensar que existe una correlacin entre la actividad total de la adeni-
lil-ciclasa y la cantidad de membrana plasmtica presente en un folTcu-
loeo Sin embargo, el significado de este resultado no es claro, y debe
tenerse cuidado en su interpretacidn, ya que las membranas plasm&ti-
cas de los oocitos y de las c&lulas foliculares poseen numerosos plie-
gues, Estos pliegues (vellosidades) varTan en tamafio y nlmero durante
la oogénesis (Dumont, 1972), por lo que la asimilaci8n de los folfcu-
los a esferas puede ser una aproximacidn incorrecta,

La actividad de adenilil-ciclasa no pudo ser determinada en fo-
1Tculos de estado | ya que &stos no pueden ser aislados del ovario en

cantidad suficiente debido a su tamafio muy reducido,

‘.
"

ACTIVIDADES DE ADENILIL- CICLASA EN 00CITOS Y EN CELULAS FOLICULARES,

Los experimentos que se han mostrado se realizaron con prepara-
ciones de enzima obtenida de ovario o de folTculos., En ambos casos la
poblaci8n celular es heterogénea, por lo que la actividad de adenilil-
ciclasa medida puede representar una mezcla de adenilil-ciclasas de di-
ferentes células. Por ello, se realizaron experimentos en los que se
separaron c&lulas foliculares y oocitos, y se caracterizaron las acti=

vidades de adenilil-ciclasa presentes en ambos tipos de c€lulas,
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1. Separacién de cocitos y clukas foliculanes por ek procedimiento
manual .

Cuando los folfculos se aislan manualmente del ovario, el ococi-
to permanece rodeado de una capa de célg1as foliculares (Métériales y
M&todos; Wallace y col., 1981). Se puede ver en la Figura 6 un folfcu-
lo de estado VI que fue aislado del ovario y fijado tal como se des-
cribe en Materiales y M&todos, Se puede apreciar que el oocito se en-
cuentra rodeado de una capa de c&lulas foliculares. Los oocitos se
desfolicularon manualmente tal como se describe en Materiales vy Méto-
dos, Para ello, los folfculos se incubafon en un medio hiperosmbtico y
que carece de Ca*t? y Mg*?, Esta incubacidn debilita la unidn de las cé-
lulas foliculares al oocito (Masui, 1967; Wasserman y Masui, 1975),
pero estas células permanecen unidas al oocito (Figura 7). Después de
este tratamiento, las c&lulas foliculares y el oocito pueden ser sepa-
rados con la ayuda de pinzas de relojero, obteniéndose el oocito des=
foliculado y una capa de c&lulas foliculares (Figura 8). Se determind
que los oocitos desfoliculados por este método no posefan nunca mis de
un 5% de la capa de c€lulas foliculares,

Este método permitid la obtenc{Sn de poblaciones bastante homo-
gdneas de oocitos y de c@lulas foliculares, las que se utilizaron en
experimentos de caracterizaci8n de las actividades de adenilil-ciclasa
de ambos tipos de c@lulas, La desventaja del método manual de desfoli-
culaci®n reside principalmente en el hecho de que no es posible obte-

ner una cantidad apreciable de material,




Figura 6. Foliculos contrnoles,
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Fiqura 6. Folfculos controles, FolTculos de estado VI -e separa-
ron manualmente del ovario, se fijaron y se tifferon tal comc se
describe en Materiales y Métodos. A. x 70 B, x 1.,200. Se aprecian
claramente los niicleos de las células foliculares que rodean en

monocapa al oocito.



Figqura 7. Fotfculos frc-tados.

bk

|



Figura 7. Folfcufos tratados. Foliculos de estado VI se separaron
manualmente del Hsvario y se trat ron tal como se describe en Mate-

" riales y Métodos para la desfoliculacidn manual, pero los oocitos
no se desfolicularon. Los folTculos asi tratados fueron fijados
y teiiidos (Materiales y Métodos). A. x 300 B x 1,200
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Figura 8. (editos desgoliculados.
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Figura 8. (eitos desfoliculados. Folfculos de estado VI se trata-
ron como en el caso de la figura 7, y luego los oocitos y las cé-
lulas foliculares se separaron con pinzas. Los oocitos desfolicu-
lados se fijaron y tifderon tal como se describe en Materiales y
Métodos. A. x 300 B, x 1.200
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2. Distnibucién de La actividad de adenilif-cicfasa del golleulo en
Los dos tipos de c€lulas,

La actividad de adenilil-ciclasa se determind en homogeneiza-
dos de cocitos vy de c8@lulas foliculares obtenidos manualmente por el
procedimiento descrito en el p3rrafo anterior, Los resultados obteni-
dos se muestran en la Tabla 5, El tratamiento con la solucibn para des-
folicular no tuvo efecto sobre la actividad de adenilil-ciclasa. Los
resultados obtenidos muestran que aproximadamente la mitad de la acti-
vidad de adenilil-ciclasa presente en el folfculo de estado VI se en-
cuentra en el oocito, y que la otra mitad se encuentra en las células
foliculares. Estas actividades fueron medidas en presencia de fluoruro,
3., Efectos de fluonwro y.de GMP.P{NH)P en La adenilil-ciclasa de cZlu-
Las foliculares.,

Con el fin de caracterizar la actividad de adenilil-ciclasa de
las c&lulas foliculares que rodean al cocito, se estudid el efecto en
ella del idn fluoruro y del GMP.P(N‘H)P° Para ello se utilizaron homo-
geneizados de c€lulas foliculares obgenfdas por el procedimiento ma-
nual, y los resultados se muestran en la tabla 6y en la figura 9, En

la tabla 6 se puede apreciar que la actividad de adenilil-ciclasa de

las cZlulas foliculares es activada por, fluoruro y por GMP,P(NH)P tan-

to en presencia de Mn*? como de Mg*2?, Las estimulaciones obtenidas con
ambos efectores fueron mayores en presencia de Mgt? debido a que las
actividades basales son menores con este catifn. Estos resultados son
similares a los obtenidos con la preparacién de ovario (Figura 4, p.53)

* .
.

En la figura 9 se muestra el efecto de la concentracidn de




TABLA 5 1

Localizaciéon celular de la actividad de adenilii-ciclasa

Actividad de adenilil-ciclasa (pmoles
cAMP/folTculo,0ocito o capa folicular)

Experimento
n folfculos foliculos cocitos des- células
controles tratados foliculados foliculares
1 17,9%1,9 14,6414 7,120,3 -
2 21,4+2,8 20,8%2,1 10,5+1,4 -
3 — 12,7%1,9 - 7,6%0,8
L] 7,2%1,5" 7,420,5 3,7+0,6 3,5+0,1

5 - 8,2+0,3 L,820,4 4,6+0,4

Grupos de folTculos de estado VI se incubaron en solucidn salina de
Barth para anfibios{controles) o en solucidn hiperosmdtica para des-
folicular manualmente (tratados),tal como se describe en Materiales
y MEtodos.los ococitos y las c€lulas foliculares de algunos de los
folfculos tratados se separaron manualmente,obteni&ndose un cocito
y una capa de células foliculares por folTculo. Los folTculos con-
troles y los tratados , los oocitos desfoliculados y las capas de
clulas foliculares se homogeneizaron tal como se describe en Mate-
riales y Métodos. AlTcuotas de los homogeneizados se utilizaron pa-
ra medir la actividad de adenilil-ciclasa a 37°por 15 minutos, en
presencia de MnCl, 5 mM y NaF 10mM. La concentracidn de ATP fue de
0,1 mM (620 cpm/pmol) en el primer experimento, de 0,06 mM (1300
Cpm/pmol) en el segundo, de 0,06 mM (1080 cpm/pmol) en el tercero,
de 0,04mM (3930 cpm/pmol) en eI cuarto, y de 0,07 mM {730 cpm/pmol)
en el quinto. La actividad se expresd por folfcuio, oocito o capa
de cglulas foliculares, y cada experimento corresponde a una prepa-
racidon y a un animal diferentes.
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TABLA 6
Efecto de GMP.P(NH)P y NaF en la adenilil-ciclasa de células

foliculares

Actividad de adenilil-ciclasa
(pmoles cAMP/capa folicular)

Experimento catidn presente con

o - - - -
n en el ensayo sin adicion GMP.P(NH)P  €O" NaF
1 Mnt? 0,38+0,02 0,90%0,02 2,73+0,15
2 Mnt? 0,15+0,06 0,50+0,07 2,0320,12
3 Mgt? 0,040,02 0,20£0,01 0,72+0,03
4 Mgt+? 0,02%0,01 0,15+0,02 0,66+0,02

Las capas de células foliculares (cada capa periene de un folfculo)
se obtuvieron por el procedimiento manual y se homogeneizaron tal
como se describe en Materiales y Métodos. La actividad de adenilil-
ciclasa se midié en triplicado en alfcuotas de los homogeneizados,
con MnCl, o MgCl, 5 mM, y en presencia o ausencia de GMP,P(NH)P

0,1 mM o NaF 10 mM. Las incubaciones se realizaron a 37°por 15 mi-
nutos, y las concentraciones de ATP fueron de 0,114 mM (1.010 cpm/
pmol) en el experimento 1, de 0,068 mM (1870 cpm/pmol) en el experi-
mento 2, de 0,1 mM (1.020 cpm/pmol) en el experimento 3, y de 0,312
mM (250 cpm/pmol) en el experimento 4. En cada experimento se utili-
zaron células foliculares provenientes de diferentes ovarios. Las
actividades se expresaron como pmoles formados en 15 minutos por ca-
pa folicular.




\
N

(o))
|
N
N

i
|

T

Actividad de adenililciclasa

(pmoles cAMP/mg de proteina) x 1072

4
/( / ﬁg
724 | | |
S

10-® o> 10-4

[GMP-P(NH)P],M

Figura 9. Efecto de fa concentracibn de GMP.P(NH)P en La adenilif-
oiclasa de cblulas foliculanes. Las células foliculares se obtuvie-
ron por desfoliculacién manual de los folTculos y se homogeneizaron
tal como se describe en Materiales y Métodos. AlTcuotas del homo-
geneizado de células foliculares (7 ug de proteTna por ensayo) se
utilizaron para medir en triplicado !z actividad de adenilil=ci=-
clasa a diferentes concentraciones de GMP.P(NH)P. Las incubaciones
se realizaron a 37° por 15 minutos, con MnCl, 5 mM y con ATP 0,114
mM (1.010 cpm/pmol). Las actividades se expresaron como pmoles de
cAMP formados en 15 minutos por mg de protefna.
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GMP.P(NH)P sobre la actividad de adenilil-ciclasa de homogeneizados de
c8lulas foliculares. La activacidén mixima se obtuvo con una concentra=
ci8n de GMP.P(NH)P cercana a 25 uM, y la concentracidn de GMP,P(NH)P
necesaria para obtener la mitad de la activacidn mdxima tuvo un valor
entre 4 y 9 pM. Estos resultados son similares a los que se obtuvieron
con la enzima preparada de ovario (Figura 4).

De estos resultados puede concluirse que, al igual que la mayo-
rfa de las adenilil-ciclasas de eucariontes, la adenilil-ciclasa de
las c&lulas foliculares poseerfa una subunidad regulatoria G/F que me-
diarfa los efectos activadores de fluoruro y GMP,P(NH)P,
4, Efectos de glucruwro y GMP.P(NH)P en La adenilil-ciclasa de oocifos.

Como se vio en la Introduccidn, la adenilg]-éiclasa de oocitos
podrfa estar involucrada en el mecanismo de la induccidén de la madura-
cidn mei8tica de los oocitos por progesterona (p.5-7 ). La caracteriza-
ci8n de la actividad de adenilil-ciclasa de los oocitos (libre de con-
taminacidn con la enzima de c&€lulas foliculares) es por lo tanto de
gran inter&s. La separaci8n manual de los oocitos y de las células fo-
liculares que los rodean permitié estudiar el efecto de fluoruro y de
GMP.P(NH)P en la adenilil-ciclasa de los oocitos. Los resultados obte-
nidos se muestran en la tabla 7. Se puede apreciar que la adenilil-ci=-
clasa de oocitos es activada por fluoruro y por GMP.P(NH)P, al igual
que la adenilil-ciclasa de c€lulas foliculares (Tabla 6), E1 GMP,P(NH)P
activd 2,6 veces en un experimento y 6,6 veces en otro (en presencia de
Mn*2). E1 fluoruro activd 10,8 en un experimento y 39 veces en el otro

(Mn*? en el ensayo). Las diferencias entre un experimento y otro se
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TABLA 7

E1 efecto de GMP.P(NH)P y NaF en la adenilil-ciclasa de oocitos

Actividad de adenilil=ciclasa
(pmoles cAMP/oocito)

Experimento Sin adicidn GMP.P(NH)P NaF 10 mM
n° 0,1 mM
1 0,66+0,08 1,690, 12 7,110,25
2 0,2740,02 1,77+0,09 10,52+0, 42

Los oocitos desfoliculados se obtuvieron por el procedimiento manual
y se homogeneizaron tal como se describe en Materiales y Métodos. La
actividad de adenilil-ciclasa se midié en triplicado en alTcuotas
del homogeneizado, con MnClz 5 mM, y con las adiciones indicadas.
Las incubaciones se realizaron a 37°por 15 minutos, y las concentra-
ciones de ATP fueron de 0,1 mM (750 cpm/pmol) en el experimento 1,

y de 0,114 mM (910 cpm/pmol) en el experimento 2. En cada experimen-
to se utilizaron oocitos provenientes de ovarios diferentes. Las ac-
tividades se expresaron como pmoles de cAMP formados en 15 minutos
por oocito.
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deben probablemente a diferencias propias de cada animal, y a la gran

" diferencia existente en la actividad basal., Estas diferencias entre

experimentos, observadas tanto para la adenilil-ciclasa de oocitos
como para la de c&lulas foliculares, hacen imposible el establecer
con estos resultados si hay diferencias en la sensibilidad de ambas
enzimas a la activacidn por GMP.P(NH)P y por fluoruro.

$T puede concluirse que la adenilil-cic]gsa de oocitos tiene
caracterfsticas similares a las de la mayorTa de las adenilil-cicla-
sas de eucariontes, y poseerTa la subunidad G/F que media los efectos
activadores de GMP,P(NH)P y fluoruro. Esto es importante porque es la
primera adenilil-ciclasa de cocitos descrita y caracterizada.

Los efectos de la toxina del c8lera y de la concentracidn de
GMP.P(NH)P en la actividad de adenilil-ciclasa de los oocitos se de;-
criben mAs adelante, e& relacidn con los efectos de la progesterona
sobre esta enzima.

5, Fracelonamiento subcelular de c€lulas foliculares y de ocociios.

La separaci8n manual de oocitos y de cElulas foliculares per-
miti8 la obtenci8n de poblaciones homoggneas de ambos tipos de c&lu~
las, y permitid tambi&n establecer sin lugar a dudas que ambas célu-
las poseen una adenilil-ciclasa activada por NaF y GMP,P(NH)P. Sin
embargo, la cantidad reducida de material que se puede obtener por
este métodd limita los estudios de caracterizacidn de las -activida-
des de adenilil-ciclasa. Por ellﬁ, se decidid utilizar el procedimien-

to enzimtico (tratamiento con colagenasa) para obtener mayores canti-

dades de oocitos y de c&lulas foliculares. La desventaja de este
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método es que la preparacidn de c&€lulas foliculares puede estar con-
taminada en alguna medida con tejido conectivo, con c€lulas del epi-
telio peritoneal del ovario y con oocitos previte]ogénico; (estado 1),
y la preparacifn de oocitos puede tener una pequefia contaminacidn con
c8lulas foliculares no disociadas por el tratamiento con colagenasa
(Masui, 1967; Dumont, 1972}, Sin embargo, es posible limpiar bastante
las preparaciones de ococitos y de c€lulas foliculares obtenidas por,
el m&todo enzimitico con una seleccidn manual posterior bajo la Iupa,
Inicialmente, se estudid con estas preparaciones la distribu-
cién de la actividad de adenilil-ciclasa en diferentes fracciones sub-
celulares. Los resultados que se obtuvieron se muestran en la tabla 8,
Se puede apreciar &ue las actividades de adenilil-ciclasa de oocitos
de estados V y VI y de c8lulas foliculares se encuentran asociadas a

fracciones particuladas, y que muy poca actividad permanece en el so-

Ebrenadante despuds de centrifugar a 105.000xg. En el caso de los ooci-

5
}os, en el sobrenadante de 105,000xg se encontrd solo un 1% del total

de la actividad recuperada, mientras que en el caso de las-céluias fo-
liculares la actividad soluble constituyd s6lo un 3% de la actividad
total recuperada.

La actiividad de adénilil-cfc!asa del oocito crecido (estados V
y V1) se encontrd principalmente asociada a la fraccidn '"algodonosa"
P, (60% del total recuperado) y al sedimento de 1.000xg (Py, 33% de
la actividad total recuperada). Esta di;tribuciﬁn es similar a la que
se obtuvo en la preparaci8n de ovario (Tabla 2), con la diferencia que

en esta Oltima la actividad asociada a Py era menor, Esta diferencia

+
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TABLA 8
Distribucién de las actividades de adenilil-ciclasa de oocitos y de

células foliculares en diferentes fracciones subcelulares

Actividad total de adenilil-
ciclasa (pmoles cAMP)

Fraccidn
oocitos células foliculares
Sedimento de 1.000xg (P,) 7.64kL 885
Sedimento de 20.000xg (P;) 1.099 698
Sedimento de 105,000xg (P4) 515 104
Fraccién '"algodonosa'' (P3) 13.856 -
Sobrenadante de 105.000xg (S3) 270 51

1 9 ml de oocitos de estados V y VI (aproximadamente 7.200 oocitos) vy

0,i ml de células foliculares se obtuvieron por el procedimiento en-
\zimdtico y se homogeneizaron y fraccionaron tal como se describe en
Materiales y Métodos. Tres alTcuotas de cada una de las fracciones
obtenidas de cocitos se utilizaron para la determinacién de la act -
vidad de adenilil-ciclasa a 37°por 15 minutos, en presencia de MgCl;
5 mM, NaF 5 mM y ATP 0,139 mM (500 cpm/pmol). Dos alTcuotas de cada
una de las fracciones obtenidas de células foliculares se utilizaron
para medir la actividad de adenilil-ciclasa a 32°por 20 minutos, en
presencia de MgCly, 5 mM, GMP,P(NH)P 25 uM y ATP 0,102 mM (440 cpm/
pmol). Las actividades totales estdn expresadas como pmoles de cAMP
formados en 15 minutos (oocitos) o en 20 minutos (células folicula-
res) .
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4

se debe probablemente a las condiciones de homogeneizacidn, que fue-
ron mis drSsticas en el caso del ovario (Materiales y M&todos),

La actividad de adenilil-ciclasa de las c@lulas foliculares
se encontrd asociada principalmente a los sedimentos de 1.000xg {P1,
51% del total &e la actividad recuperada) y de 20,000xg (P2, 40% del
total de la actividad recuperada). Esta distribucidn es diferente de
la obtenida en las preparaciones de oocitos y de ovario, Esto se de-
be probablemente a que las c&lulas foliculares son mis resistentes
T que los ococitos a la homogeneizacidn ya que las condiciones de homo-

geneizacidn fueron las mismas en ambos casos. En la preparacidn de

ovario ya se dijo que la homogeneizacion fue m8s drastica.

Las actividades de adenilil-ciclasa de oocitos y de células
foliculares son en gran parte particuladas. Las fracciones particula-
das con mayor actividad se utilizaron para estudiar posibles efectos

hormonales,

} FECTO HORMONAL EN LA ADENILIL-CICLASA PE 00CITOS.
s Efecto de progesterona y de prostaglandina Ei.

&‘é\\ La progesterona parece inducir la maduracién de los oocitos de
anfibios actuando sobre la superficie de &stos y provocando una caTda
de 105 niveles intracelulares de cAMP (Introduccidn}, La adenilil-ci-
clasa de los cocitos, que se encuentra en una fraccidn particulada,

podrfa ser el blanco de la acci8n de la hormona. Es por ello que se es-

tudid el efecto de la progesterona sobre la actividad de adenilil-ci-

’ clasa de la fraccidn P3 de oocitos de estados V y Vi,




En la figur; 10 se observa el efecto de la progesterona so-
bre la adenilil-ciclasa de oocitos. La actividad de adenilil-ciclasa
se midid en presencia de GMP.P(NH)P y resultd ser proporcional a la
concentracidn de proteTnas tanto en ausencia como en presencia de
progesterona (hasta 0,36 mg de proteTnas al menos). La progesterona
a una conc;ntraciSn de 10=°* M inhibid la actividad de ade&ilil-;icla—
sa en un 40% aproximadamente, Esta concentraci8n de progesterona indu-
ce un 100% de maduracidn en oocitos de estado VI, En el experimento de
la figura 10 y en otros se demostrd que la progesterona no inhibTa a

la adenilil-ciclasa debido a un aumento de una actividad ATPSsica que

hidrolizara al [ a~%2P] ATP utilizado como sustrato. Para ello, alfcuo-
tas del medio de incubacidn del ensayc de adenilil-ciclasa se analiza-

ron despus de terminada la redccidn por cromatograffa ascendente en

Y papel de DEAE-celulosa (Materiales y MEtodos). La hidrBlisis del sus-

\ AY
N\ .
\\ ‘trato no sobrepasd nunca un 5%, y fue siempre igual en presencia y en

Ny
\\équsencia de progesterona., Hay que recordar a este respectoc que en el
S
ensayo de adenilil-ciclasa se utilizaba un sistema regenerador de ATP
- .

coﬁétituido'ﬁor fosfocreatina y creatina-fosfoquinasa,

4

\Ega ﬁn}ca otra hormona probada fue la prostaglandina E:, que ac-
tiva por me;io de receptores especfficps a las adeni[ilfciclasas de
~ varios teji@os (plaquetas humanas, hTbrido de neuroblastoma y glioma,
eritrocigoé de anfibios, tejido ovirico de mamfferos, etcseo)o LOS
resultados de la Tabla 9 muestran que Ta prostaglandina Er 10 uM no

afecta significativamente a la actividad de adenilil-ciclasa de ooci-

tos, ya sea medida &sta en ausencia de nucleStidos de guanosina o en
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! Figura 10. Efecto de La progesterona en La adenifil-ciclasa de oo-
‘wLtos. Los oocitos de estados V y VI se obtuvieron por el procedi-
miento enzimdtico, y los homogeneizados se prepararon y fracciona-
ron tal como se describe en Materiales y Métodos. AlTcuotas de la
fraccidn P3 se utilizaron para determinar en triplicado la activi-
dad de adenilil-ciclasa en presencia de GMP,P(NH)P 25 uM y en pre-
sencia (®) o ausencia (O) de progesterona 10-® M. Las incubacio-
nes se realizaron a 32° por 20 minutos, en presencia de MgCl, 5 mM
y ATP 0,103 mM (270 cpm/pmol). Las actividades se expresaron como

pmoles de cAMP formados en 20 minutos.
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TABLA 9
Ausencia de efecto de Prostaglandina E; sobre la adenilil=ciclasa

de oocitos

Actividad de adenilil-ciclasa
(pmoles cAMP/mg de protefna)
Adicidn al ensayo

sin PGE, con PGE; +PGE 1/-PGE,

ninguna 11,5%1,2 10,9+0,9 0495
GTP 25 pM 13,120,3 11,8+0,6 0,90
GMP.P(NH)P 25 1M 70,724 65,2+5,5 0,92

Oocitos de estados V y VI se obtuvieron por el método enzimdtico y
los homogeneizados se prepararon y fraccionaron tal como se descri-
be en Materiales y Métodos, AlTcuotas de la fraccidn "algodonosa'

P3 (0,17 mg de proteTna por ensayo) se utilizaron para determinar
en triplicado la actividad de adenilil-ciclasa en presencia o ausen-
cia de GTP 25 uM, GMP,.P(NH)P 25 uM y prostaglandina Ey 10 uM, Las
incubaciones se realizaron a 32°por 20 minutos, en presencia de
MgCl, 5 mM y de ATP 0,102 mM (280 cpm/pmol). Las actividades se ex-
presaron como pmoles de cAMP formados en 20 minutos por mg de pro-
teTna.
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presencia de ellos, En otro experimento similar se determind que la
prostaglandina E, a una concentraci8n de 100 pM tampoco afectaba a la
actividad de adenilil-ciclasa medida en presencia de GMP,P(NH)P,

La posible relacién entre la inhibicién de la adenilil.ciclasa
de oocitos por progesterona y el proceso de maduracidn meidtica de
los oocitos hizo necesaria una caracterizacidn mds detallada del efec-
to de la hormona en la adenilil-ciclasa de estas células,

2, Efecto de La concentracidn de progesterona y especdficidad del e~
j4do blanco.

Se estudid el efecto de concentraciones crecientes de progeste-
rona sobre las actividades de adenilil-ciclasa medidas en presencia de
GMP,P(NH)P de las fracciones particuladas P3 y P, de oocitos de esta-
dos Vy VI y de c8lulas foliculares respectivamente. Se obtuvieron los
resultados que se muestran en la figura 11, Se puede apreciar que la
progesterona inhibe la actividad de adenilil-ciclasa del oocito y no
- afecta a la adenilil-ciclasa de las células foliculares, En el expe-
rimento ilustrado en la figura 11 la progesterona a una concentracidn
de 107° M inhibi8 la actividad de adenilil-ciclasa de la fracci8n par=-
ticulada de oocitos en un 50% en presencia de GMP,P(NH)P 25 UM y en un
65% en presencia de GMP,P(NH)P 3,3 uM, La inhibici®n de la adenilil.
ciclasa de oocitos parece adem8s ser saturable: la inhibicidn m8xima
se obtuvo con concentraciones de progesterona entre 0% M y 10~ 5 M,
tanto en presencia de GMP,P(NH)P 25 uM como en presencia de GMP.P(NH)P
3,3 UM.Aln aumentando las concentraciones de progesterona a 3,3 x 10-% M

la inhibicidn no fue diferente de la observada con progesterona 10~° M,
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Figura 11, Egecto de fa concentraciln de progestercrna sobre Las
adenilil-ciclasas de oocitos y de células foliculares. Los ooci-
tos de estados Vy VI y las células foliculares se separaron por
el método enzimdtico, y los homogeneizados se prepararon y frac-
cionaron tal como se describe en Materiales y Métodos. Las acti-
vidades de adenilil-ciclasa de las fracciones particuladas P, de
células foliculares (O; 8 ug de protefna por ensayo) y P; de oo-
citos (@,®; 0,17 mg de protefna por ensayo) se midieron en tri-
plicado a diferentes concentraciones de progesterona. Las incuba-
ciones se real.zaron a 32° por 20 minutos, en presencia de
GMP.P(NH)P 25 uM (®,0) o 3,3 uM (@), MgClz 5 mM y ATP 0,102 mM
(240 cpm/pmol). Las actividades estdn expresadas como porcentajes
de la actividad medida en ausencia de progesterona, 'a que fue de
1009 pmoles cAMP/mg de proteina/20 min en el caso age las células
foliculares, y de 69,7 v 43,2 pmoles de cAMP/mg de protefna/20 min
en el caso de los oocitos (GMP,P(NH)P 25 y 3,3 UM respectivamente).
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Por otro lado, la mitad de la inhibicién mixima se obtuvo con concen-
traciones similares de progesterona {entre 5y 8 x 10~% M) en presen-
cia de ambas concentraciones de GMP.P(NH)P, Esto indicarfa que la pro-
gesterona inhibe en un mayor gra&% en presencia de concentraciones ba-
Jas de GMP.P(NH)P,- pero la inhibicidn presenta la misma dependencia de
la concentracifn de progesterona a distintas concentraciones de
GMP.P(NH)P. Es imporfante adem8s destacar que hay una buena correla-
cidn entre las concentraciones de progesterona que inhiben a la ade-
nilil-ciclasa de cocitos y las que inducen la maduracidn. Por ejemplo,
Finidori-Lepicard y col. (1981) % :icontraron que una concentracidn de
progesterona de 10~7 M era capaz de inducir un 50% de maduracidn. Esta
concentracidn es similar a la que produce un 50% de la inh}bician maxi-
;a de la adenilil-ciclasa (Figura 11). En el experimento de la figura
1 y en otros la inhibicidn de 1a adenilil-ciclasa nunca fue total
(40 a 70% en general). Esto es similar a lc que se ha observado en
%tros sistemas de adenilil~ciclasa que son inhibidos por hormonas o
néurotransmisores (Introduccidn),

La actividad de adenilil-ciclase de la fraccidn particulada P,
de c&lulas foliculares, medids en oresencia de GMP,P{NH}P 25 uM, no
fue inhibids por ninguna concentracidn de progesterona (Figura 11),
Adem8s se determin que ias actividades de adenilil-ciclasa presentes
en las fracciones pa-ticuladas P, y P3 de c€lulas fo!i;u]ares no eran
tampoco inhibidas por la hormona, mientras que la escasa actividad de
adenilil-ciclasa presente en la fraccidn P, de cocitos (Tabla 8) era
inhibida por concentraciones crecientes de progesterona en forma simi-

lar a lo que se observd con la fraccidn P3 (resultados que no se
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muestran). Por Gltimo, la actividad de'adenilil-ciclasa de la fraccidn
P2 de cé€lulas foliculares tampoco fue inhibida.?uando se midid en pre-
. s sencia de GTP en lugar de GMP,P(NH}P (resultadolgue no se muestra).

Estos resultados demuestran que la progesterona es capaz.de in-

hibir en forma saturable, y a concentraciones cohpafibles con' el efecto

fisiologico, a la adenilil-ciclasa de la célula blanco, y no afecta a

la adenilil-ciclasa de otra cé&lula del mismo ovario.

3. Efecto de La progesterona en La adenilil-ciclasa de oocitos de di-

genentes estados de La oogénesdis.

Los ococitos de diferentes e “ados {1 a VI; Dumont, 1972) (Apén=-

—
ffj\\L/;;ﬂ dice, Figura 19) pueden ser separados por tratamiento del ovario con
g \

“colagenasa y posterior pasoc a través de mallas de distinto tamafio de
poro {Materiales y Métodos). Por este método se obtuvieron en varios
AN .

AN
experimentos cuatro grupos de oocitos: oocitos de estados | y I,

7,

Ay v

oocitos 'de estado 11!, oocitos de estado IV y oocitos de estados V
yEVI. En los experimentos en que se determind que la progesterona in-
hibe a la adenilil~ciclasa de cocitos (Figuras 10 y 11), se utilizd
una mezcla de oocitos de estados V y VI. La progesterona s&ld es ca-
paz de inducir la maduracidn de fos oocitos de estado VI en condicio~
nes estadndares (én solucién de Barth para anfibios), y de los oocitos
de estado V en ciertas condiciones, tales como incubacidn en un medio
sin K¥ (Kofoid y'coln, 1979). Sin embargo, los ococitos mds pequefios
no ;on capaces de madurar en presencia de progesterona. Resultaba
entonces interesante estudiar el efecto de la progesterona en la ade-
nilil=ciclasa de joocitos de diferentes estados de la cogénesis., Para

ello, se preparanon fracciones particuladas de Tos
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oocitos de diferentes estados, y en ellas se midid el efecto de
GMP,P(NH)P y de progesterona sobre la actividad de adenilil-ciclasa.
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 10 y en la figura 12,
Se puede apreciar que la progestercna inhibe en forma significativa a
la adenilil-ciclasa de los oocitos de diferentes estados de la oog@ne~
sis, E1 grado de inhiBiciSn obtenido con progesterona 10~%® M fue va-
riable seglin la preparaci®n (40-60% de inhibicidn en el caso de los
oocitos de estados V y VI, 20-35% en el caso de los oocitos de esta-
do; I y Il) pero consistentemente mayor en el caso de los oocitos de
estados V y VI que en el caso de los oocitos que nc maduran en presen-
‘cia de progesterona (I a 1v) (Tabla 10, Figura 12}. Por otro lado, en
el\experimento 1 de la tabla 10 la efectividad de la progesterona en
inh}bir a la adenilil-ciclasa fue similar en los ococitos de estados |
a IV, y sd8lo -aumentd notoriamente en el grupo de los.ococitos que son
capaces de madurar en presencia de progesterona., Esto podrfa indicar
&ue’hay una correlacidn entre el grado de inhibicién de la adenilil-
ciclasa por progesterona y la capacidad de la progesterona de inducir
la maduracidn, Se necesitarfn estudios mds detallados para establecer
esta correlacidn.

El menor grado de inhibicidn observado con los cocitos de esta-
dos | a IV no se debe al parecer a una menor afinidad aparente de 1la
progesterona por el sistema de adenilil~ciclasa. En el experimento
ilustrado en la figura 12 se determind que la inhibicién de Ta adeni-
lil-ciclasa de los oocitos de estados | y |l es t;mbién saturable, vy

que la saturacidn se obtiene con las mismas concentraciones que en el
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TABLA 10
Efecto de la progesterona sobre la adenili!-ciclasa de oocitos de

diferentes estados de la oogénesis

Actividad de adenilil-ciclasa
(pmoles cAMP/mg protefna)

Experi- Estados

mento n° de la .
00génesis basal GMP.P(NH)P GMP.. P (NH) P . é.d? s
y inhibicidn

progesterona por hormona

1 Ly 11 1,420,2 3,740, 1 2,640,3 30
1l 1,420,2  9,040,3 6,140,k 32
IV 1,0£0,1 12,7+0,4 9,7+1,4 24 |
Vy Vi 1,120,1 34,5¢3,4  17,2+0,8 50
2 Ly I 4,140,5 22,0+1,0  16,k4+1,1 25
Vy VI 5,7t1,8 65,1+2,5 38,3+2,3 k1
3 Iy Il 3,7¢0,5 20,3*0,7 13,7+1,4 33

Vy VI L,1#1,2 60,8+3,5  26,4+1,9 57
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TABLA 10

v
1

Los oocitos de diferentes estados de la oogénesis se separaron por
tratamiento con colagenasa y paso a través de mallas (Materiales y
Métodos). Los homogeneizados se prepararon y fraccionaron tal como
se describe en Materiales y MEtodos, pero con las siguientes modi-
ficaciones: los homogeneizados se diluyeron a 0,22 M sacarosa con
solucion B antes de ser centrifugados; en las experimentos 2 vy 3

se omitid la centrifugacin a 20.000xg en el caso de los ococitos

de estados | y |1, Para medir la actividad de adenilil-ciclasa se
utilizaron los sedimentos de 105.000xg, que inclufan: en el expe-
rimento 1, a las fracciones Py y Py; en los experimentos 2 y 3, a
las fracciones P3 y Py en el caso de los oocitos de estados V y

VI, a las fracciones P2, Py y Py en el caso de los oocitos de esta-
dos | y Il. La actividad se midid en triplicado, con MgClz 5 mM,
ATP 0,102 mM, y en ausencia {basal) y presencia de GMP.P(NH)P 25 1M,
o de éste y progesterona 10-® M. Las incubaciones se realizaron a
32°por 20 minutos, Las actividades se expresaron como pmoles de
cAMP formados en 20 minutos por mg de protefna,

Experimento  1: ATP 1.160 cpm/pmol; estados | y Il: 0,22 mg de pro-
tefna por ensayo; I11: 0,46 mg de proteTna por ensayo; 1V: 0,14 mg
de proteina por ensayo; V y Vi: 0,03 mg de protefna por ensayo.
Experimento 2: ATP 830 cpm/pmol; estados | y Il1:* 0,2 mg de protef-
na por ensayo; Vy Vi: 0,2 mg de proteTna por ensayo. Experimento
3: 755 cpm/pmol; estados V y VI: 0,23 mg de protefna por ensayo; |
y 11: 0,28 mg de protefna por ensayo. )

El significado de las inhibiciones por progesterona fue: experimen-
to 1, p< 0,0025 para los estados | y I}, p< 0,0005 para el estado
i1, p< 0,0125 para el estado IV y p< 0,0005 para los estados V y
Vl; experimento 2: p< 0,0005 para los estados 1 y Il, y Vy VI; ex~
perimento 3: p< 0,0025 para los estados ! y ll, y p< 0,0005 para
los estados V y VI,
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Figura 12, Efecto de La concentraciln de progestercna sobne Las
adenilil-ciclasas de oocitos de diferentes estados de La oogénesdis,
Oocitos de estados | y Il y de estados V y VI se separaron (méto-
do enzim3tico) y homogeneizaron tal como se describe en Materiales
y Métodos. AlTcuotas de la fraccidn particulada (0,28 mg de protef-
na por ensayo de una fraccién que incluye a P2, P3 y Py, de oocitos

de estados | y Il; 0,23 mg de proteina por ensayo de una fraccidén
que incluye a P3 y Py de oocitos de estados V y VI) se utilizaron
para medir en triplicado la actividad de adenilil-ciclasa a dife-

rentes concentraciones de progesterona. Las incubaciones se reali-
zaron a 32° por 20 minutos, en presencia de GMP.P(NH)P 25 uM, MgCl,
5 mM y ATP 0,102 mM (755 cpm/pmol). Las actividades estan expresa-
das como porcentajes de la actividad medida en ausencia de proges-
terona, la que fue de 20,3 pmoles de cAMP/mg de proteina en el ca-
so de los oocitos de estados | y Il, y de 60,8 pmoles de cAMP/mg

de proteina en el caso de los ococitos de estados V y VI, @ , ooci-
tos de estados | y Il; O , oocitos de estados V y VI.

88
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caso de los oocitos de estados V y VI (alrededor de 10~ M) (Figura

12}, La mitad de la inhibici8n mi8xima de las adenilil-ciclasas de am-

bos grupos de cocitos se obtuvo tambi€n con concentraciones similares

. de progesterona (alrededor de 10~7 M), Puede concluirse entonces que

las concentraciones de hormona requeridas para la inhibicidn son si-

milares, pero que la inhibici8n mixima es mayor en los oocitos de

estados V y Vi,

En la tabla 10 se puede apreciar tambi&n que durante la ocogéne-
sis parece aumentar la semsibilidad de la adeﬁfril—ciclasa de los oo-
citos a la activacidn por GMP.P(NH)P 25 uM, El grado de activacidn
por GMP.P(NH)P result8 muy variable seglin el experimento, probable~
mente debido a diferencias entre animales y a la imprecisifn en la de-
terminaci8n de la actividad basal (por ejemplo, la adenilil-ciclasa de
los cocitos de estados V y VI fue activada por GMP,P(NH}P 31 veces, 11
veces, ¥y 15 veces en los experimentos 1, 2 y 3 respectivamente), Sin
embargo, se observd consistentemente que la activaci8n por GMP.P{NH)P
aumenta notoriamente durante la oogénesis (Tabla 10},

Si las actividades de adenilil-ciclasa de los experimentos 2 vy
3 de la tabla 10 se expresan por oocito, se observa un gran aumento de
la actividad de adenilil-ciclasa particulada durante la oogénesis. En
el experimento 2 la actividad basal aumentd 16 veces entre los estados
'y Il y los estados V y VI (de 3,2 a 52,2 fmoles de cAMP/oocito/20 min)
y la actividad medida en presencia de GMP.P{NH)P aument8 35 veces (de

17 a 601 fmoles de cAMP/oocito/20 min). En el experimento 3, la acti-

vidad basal aument8 11 veces entre los.estados | y |l y los estados V
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y VI (de 4,2 a 44,6 fmoles de cAMP/oocito/20 min), y la actividad me-
dida en presencia de GMP.P(NH)P aumentd 29 veces (de 23 a 667 fmoles
de cAMP/oocito/20 min). Hay que hacer notar que en el caso del experi-
mento 1 no se pudieron estimar las actividades por oocito por cuanto
se utilizaron fracciones particuladas que inefdfan sélo a P3 y Py. En
ococitos de estados V y VI la actividad se encuentra asociada a la
fraccién P53 en las condiciones de homogeneizacidn y fraccionamiento
utilizadas (Tabla 8), pero al menos en el caso de los oocitos de esta-
dos | y Il gran parte de la actividad estd asociada a la fraccion P2.
Esto explica porqué las actividades especTficas de adenilil-ciclasa de
los oocitos de estados | y Il fueron menores en el experimento 1. La
presencia de actividad de adenilil-ciclasa en la fraccidn P2 de ooci-
tos de estados | y |l no se debe a contaminacién de éstos con células
foliculares ya que la observacidn microscépica de estos oocitos fija-
dos con TCA al 5% en presencia de azul de Evans (0,5 mg/ml) mostrd que
habfan sido bien desfoliculados por el tratamiento con colagenasa. La
distribucién diferente de la actividad de adenilil-ciclasa de los ooci-
tos de estados | y |l se debe probablemente a una mayor resistencia de
éstos a la homogeneizacidn.

Aunque las estimaciones de la actividad por oocito en los expe-
rimentos 2 y 3 son sblo aproximadas, debido a que no se conoce la recu-
peracidn de la actividad total en las fracciones particuladas utiliza-
das, es posible afirmar que durante la oogénesis se produce un aumento
de la actividad basal de adenilil-ciclasa, un aumento de la activacidn

por GMP,P(NH)P y un aumento de la inhibicién por progesterona.
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CARACTERIZACION DE LA INHIBICION POR PROGESTERONA DE LA ADENILIL-

CICLASA DE 00CITOS,

Los experimentos que se han mostrado sobre el efecto de la pro-
gesterona sobre la adenilit-ciclasa de los oocitos se realizaron en
presencia de GMP.P(NH)P, un activador de la mayorfTa de las adenilil-
ciclasas, Este hecho resulta por ahora ser Gnicg en los sistemas de
inhibici8n de la adenilil-ciclasa por hormonas o neurotransmisores, En
efecto, en estos sistemas la inhibicidn no se observa en presencia de
GMP.P(NH)P (Introducci8n), Se decidi8 estudiar y caracterizar m&s en
detalle la inhibici8n de la adenilil-ciclasa de oocitos por progeste-
rona en cuanto al posible mecanismo de acci8n de la hormona.

1. Requernimiento de nucleltidos de guanosina.

Se estudi8 el efecto de la progesterona sobre la actividad de
adenilil-ciclasa de la fraccidn particulada P; de oocitos de estados
V' y VI medida en presencia de varios activadores. Los resultados se
muestran en las tahlas 11 y 12, Se puede aprecfar en la tabla 11 que
la actividad medida en presencia de MnCl, es mayor que la actividad
medida en presencia de MgCl,, y que en presencia de &ste Gltimo la
adenilil-ciclasa es estimulada por fluoruro, GMP,P(NH)P y GTP (en me-
nor grado), Todo esto no hace sino confirmar los resultados que se ob-
tuvieron con preparaciones de ovarios y de oocitos desfoliculados ma-
nualmente, Como ya se describid, la progesterona es capaz de inhibir
claramente la actividad de adenilil-ciclasa cuando &sta se mide en
presencia de GMP,P(NH)P, En los experimentos 1y 2 ilustrados en la

tabla 11 la progesterona inhibid en un 55 y en un 40% la actividad




TABLA 11
Requerimiento de nucleStidos de guanosina para la inhibicidn por

progesterona de la adenilil-~ciclasa de oocitos

92

. Actividad de adenilil-ciclasa
(pmoles cAMP/mg protefna)
Experimento Adicién
n al ensayo sin pro- con pro- % inhibicién
gesterona gesterona por hormona
1 ninguna : 1,7+ 0,1 1,7%0,1 0
MaClz 5 mM 5,9+ 0,1  6,4z1,4 0
GTP 25 uM 2,7+ 0,3 1,9%0,1 30
GMP.P(NH)P 25 pM 31,3 1,0  14,040,3 55
NaF 5 mM 46,1+ b,b  49,2:3,5 0
2 ninguna 3,7+ 1,2 3,1+0,6 16
MnCl: 5 mM 15,5+ 1,5 15,540,9 0
GTP 25 uM 6,5+ 0,6 L, 40,2 32
GMP.P(NH)P 25 uM  94,2%17,7 56,279 Lo
NaF 5 mM 83,7t 9,7 82,1%5,7 0

Oocitos de estados V y VI se obtuvieron por el método enzimitico.
La fraccidn P3 se prepard tal como se describe en Materiales y Mé-~
todos, Alfcuotas de esta fraccidn (0,16 mg de proteina en el expe-
rimento 1; 0,09 mg de proteTna en el experimento 2) se ensayaron
en triplicado con las adiciones que se indican y en presencia de
MgCl> 5 mM, excepto cuando se agregd MnClz 5 mM. En el experimento
1, las incubaciones se realizaron a 37°por 15 minutos, con ATP
0,114 mM (1.150 cpm/pmol} y en presencia y en ausencia de proges~
terona 3,3 x 10~ M. En el experimento 2, las incubaciones se rea-
lizaron a 32°por 20 minutos, con ATP 0,102 mM (1.390 cpm/pmol) y
en presencia y en ausencia de progesterona 10~% M, Los experimen-
tos 1 y 2 corresponden a preparaciones provenientes de distintos
ovarios, Las actividades se expresaron ¢omo pmoles de cAMP formados
en 15 minutos (exp.1) o 20 minutos (exp.2) por mg de protefna.
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medida en presencia de GMP,P(NH)P, La progesterona tambi&n fue capaz

de inhibir a la adenilil-ciclasa medida en presencia de GTP, Los valo-

res determinados para la inhibici8n deben ser considerados en este ca-

so como aproximados, ya que las actividades medidas en presencia de GTP
son bajas,‘y por lo tanto menos precisas., Sin embargo, las ihhibiciones
observadas en presencia de GTP fueron significativas (p<0,01 en el ex-

perimento 1; p< 0,005 en el experimento 2) y se observaron consistente-
mente en estos y otros experimentos,

En contraste con el efecto inhibitorio de la progesterona ob-
servado en presencia de nucleStidos de guanosina (GMP,P(NH)P, GTP), la
progesterona no tuvo efecto sobre la acfividad de adenilil-ciclasa me-
dida en presencia de MnCl, o de fluoruro (Tabla 11), Los resultados ob-
tenidos con la actividad basal (MgClz, en ausencia de activadores) fue-
ron variables, Por ejemplo en el experimento 1 de la tabla 11 no se ob-
servd un efecto de la progesterona en la actividad basal, En el experi-
mento 2 se observd una ligera inhibicifn, pero esta resultd no ser es-
tadTsticamente significativa., En algunos experimentos fue posible de-
terminar efectos inhibitorios significativos de la progesterona en la
actividad basal. Probablemente esto se deba a la presencia de nucled-
tidos de guanosina contaminantes en la fraccidn particulada de oocitos
o en alglin otro componente del ensayo de adenilil-ciclasa,

En la tabla 12 se muestran los resultados que se obtuvieron al
incubar la fraccidn particulada P3 de oocitos con toxina del c8lera y
NAD*, La actividad basal no pudo ser detectada en las condiciones del

ensayo ni en membranas tratadas con toxina del c8lera ni en membranas
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TAELA 12

Efecto de la toxina del cSlera en la inhibicién por progesterona

de la adenilil-ciclasa de oocitos
Actividad de adenilil-ciclasa
(pmoles cAMP/mg protefna)
Tratamiento Adici8n
al ensayo

sin pro- con pro- % inhibicidn
gesterona gesterona por hormona

Preincubacidn
sin toxina GTP 25 uM 2,5+1,0 2,5+2,5 0

GMP.P(NH)P 25 uM 46,0+1,0  14,7+2,0 68

Preincubaci&n
con toxina GTP 25 uM 20,0+0,0 6,6+0,9 67

GMP.P(NH)P 25 uM 42,4+1,3  22,6%1,3 L7

La fraccidn "algodonosa" P3 de oocitos de estados V y VI se prepard
de la manera descrita en la leyenda de la tabla 11, Esta fraccidn
(5 mg de proteTnas por ml) se incub® en presencia o en ausencia de
toxina del cdlera preactivada (0,2 mg/ml) tal como se describe en
Materiales y Métodos, y se lavd por sedimentaci8n a 105,000xg. La
actividad de adenilil-ciclasa se midi8 en triplicado utilizando
alfcuotas de P3 tratada con toxina del c8lera (0,07 mg de protef-
nas por ensayo) y de P3 preincubada en ausencia de la toxina (0,06
mg de protefnas por ensayo). Las incubaciones se realizaron a 37°
por 15 minutos, con MgCl, 5 mM, ATP 0,102 mM (450 cpm/pmol), con
las adiciones que se indican y con y sin progesterona 3,3 x 10~ M,
Las actividades se expresaron en pmoles de cAMP formados durante la
incubacién por mg de protefna.
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incubadas en ausencia de la toxina. En la fraccidn particulada trata-
da con toxina del c8lera la actividad fue fuertemente estimulada por
GTP, mientras que la activacidn por GMP,P(NH)P no se modific8d signifi-
cativamente. La aparicidn de una fuerte estimulacidn por GTP en la
fraccibn particulada tratada con la toxina va acompafiada de una inhi-
bicidn clara de esta activacidn por progesterona, En el experimento de
la tabla 12, la progesterona inhibid en un 67% la actividad de la
fraccidn particulada tratada con toxina y medida en presencia de GTP.
El tratamiento con la toxina parece disminuir el efecto inhibitorio

de la progesterona en presencia de GMP,P(NH)P (la inhibicién por pro-
gesterona disminuyd de 68 a 47%), Esta observacidn no tiene por ahora
explicacibn,

De los resultados presentados en las tablas 11 y 12 se puede con-
cluir que la inhibicidn de la adenilil-ciclasa de ococitos por progeste-
rona requiere de nucleStidos de guanosina, se observa en presencia de
GMP.P(NH)P y en presencia de GTP, y tambi&n se observa en presencia de
GTP en membranas tratadas con toxina del cblera, E1 hecho adicional de
que la progesterona no afecta a la actividad medida en presencia de
fluoruro indicarfa que la hormona interfiere con la regulaci8n de la
funci8n de G/F por los nucle8tidos de guanosina,

2, Efecto de fLa progesterona en La activacibn de La adénéw-cidma
porn GMP,P(NH)P,

a) Efecto de la progesterona en la cinética de activaci8n por
GMP,P(NH)P, Como una manera de estudiar si la p;ggesterona interfiere

con la activaci8n de la adenilil-ciclasa de oocitos por nucle8tidos de
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guanosina, se determind el efecto de la hormona en la cinftica de ac-
tivaciBn de Ia enzfma por este anilogo no hidrolizable del GTP, Los
resultados se muestran en la figura 13, Se puede apreciar que la acti-
vacidn de la adenilil-ciclasa de oocitos por GMP,P(NH)P p;esenta un
perfodo inicial de latencia, La curva de progreso de la reaccidn es
similar a la observada con la preparacidn de ovario (Figura 1) y en
otros sistémas. Los perTodos de latencia observados en ausénb?a‘de_pro-
gesterona fueron variables seglin 1a preparacién de fraccidn particula-
da utilizada y las condiciones de ensayo de la actividad., Sin embargo,
la progesterona fue siempre capaz de alargar significativamente este
perfodo de latencia. Este efecto se observd con progesterona 3,3 x 10~*M
(Figura 13A) y progesterona 10-°M (Figura 138), y en presencia de
GMP.P(NH)P 1uM, 3,3 uM (Figura 13B) o 25 UM (Figura 13A).,La proges-
terona parece entonces inhibir la reaccidn de activaci@n de la adeni-
lil~ciclasa por GﬂP,P(NH)P.

En las figuras 13A y 13B se puede apreciar que la progesterona
tambi&n disminuye la velocidad de formacidn de cAMP medida en el esta-
do estacionario. Sin embargo, este efecto parece ser mfs importante a
menores concentraciones de GMP.P(NH)P. En presencia de GMP,P(NH)P 25 M,
la progesterona inhibi8 en un 17% la velocidad de la reaccidn en estado
estacionario (Figura 13A), mientras que en presencia de GMP,P{NH)P 1 uM
y 3,3 uM la disminucidn de la pendienfe del estado e;tacionario fue de
un 57% y de un 47% respectivamente (Figura 13B). La inhibicién por pro-
gesterona observada en experimentos anteriores en presencia de

GMP.P{NH)P 25 uM se debfa por lo tanto principaimente al efecto de la
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Figura 13. Efecto de £a progesterona en La cinética de activacién
de Za adenilil-ciclasa de oocitos pon GMP.P(NH)P.
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Figura 13, Efecto de £a progesterona en fLa cinética de activacibn
de La adenilil -ciclasa de ococitos pon GMP.P(NH)P., La fraccién se
prepard de ococitos de estados V y VI obtenidos por el método enzi-
mitico. La formacién de cAMP se midid en presencia de MgCl, 5 mM

y la reaccién se inicidé con la adicién de la enzima (2 mg de pro-
teTnas/ml de medio de incubacidén en A; 1,9 mg de proteTnas/ml de
medio de incubacidn en B). A. Las incubaciones se realizaron a
37°, con ATP 0,102 mM (430 cpm/pmol), en presencia de GMP.P(NH)P
25 UM, y en presencia (X) y ausencia (®) de progesterona

3,3 x 10=* M. B, Las incubaciones se realizaron a 32°, con ATP
0,102 mM (695 cpm/pmol), en presencia de GMP,P(NH)P 1 uM (@, &)
03,3 uM (0O,A), y en ausencia (O,®) y presencia (A, A) de
progesterona 10-°* M. En ambos casos se retiraron alfcuotas de

0,1 ml del medio de incubacidén a los tiempos indicados, y la reac-
cién se detuvo tal como se describe en Materiales y Métodos. En A
y B los oocitos utilizados provinieron de ovarios diferentes.
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Progesterona sobre el perfodo de latencia. Es asT como el grado de in-
hibicién por progesterona en un experimento dado va a depender del
tiempo de incubacién utilizado y de la duracion del perfodo de laten-
cia en esa preparacién de-enzima. Por ejemplo en el experimento ilus-
trado en la figura 13B, la progesterona produjo una disminucién del
cAMP acumulado a los 4 minutos en presencia de GMP.P(NH)P 1 uM, de
aproximadamente un 80%, mientras que a los 40 minutos la disminucidn
causada por progesterona fue de sélo un 62%.

En experimentos anteriores se observé que la progesterona no
era capaz de inhibir a la adenilil-ciclasa de células foliculares en
presencia de GMP.P(NH)P 25 uM (Figura 11) o de G%b (p.84) En un expe-
rimento cuyos resultados no se muestran se encontrd que la adenilil-
ciclasa de la fraccidén P, obtenida de células foliculares era activa-
da por GMP,P(NH)P 3,3 uM después de un perfodo de latencia de aproxi=-
madamente 6 minutos. La progesterona 10=®M no afectd ni al perfodo de
latencia ni a la velocidad de formacidn de cAMP en el estado estacio-
nario, confirmidndose de esta manera la especificidad de tejido blanco
en la accién de la progesterona.

Hay que hacer notar que en los experimentos mostrados en que se
determind el efecto de la progesterona sobre la activacion de la adeni-
lil-ciclasa por GMP.P(NH)P (Figuras 10,11,12 y 13; Tablas 10,11 y 12),
la progesterona y el GMP,P(NH)P entraban simultaneamente en contacto
con la adenilil-ciclasa porque la reaccidn se iniciaba con la adicidn
de la enzima. En otro experimento, se investigd si la progesterona era

capaz de inhibir a la adenilil-ciclasa de los oocitos una vez que ésta
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habTa sido activada por GMP.P(NH)P, Los resultados de este experimen-

to se muestran en la figura 14; se puede apreciar que la progesterona

no es capaz de inhibir a la adenilil-ciclasa de oocitos preactivada

con GMP.P(NH)P. En efecto, la progesterona no inhibi8 a la adenilil-
ciclasa cuando fue agregada 10 ﬁinutos después de iniciada la reaccidn,
es decir cuando el perfTodo de latencia habfa transcurrido y la adenilil-
ciclasa estaba ya activada. Tambi&n se muestra en la figura 14 un con-
trol en que la misma preparacidn de adenilil-ciclasa de oocitos sT fue
inhibida por progesterona cuando la hormona fue agregada al medio de
incubacidn antes de la enzima,

De estos resultados puede deducirse que la progesterona es ca-
paz de inhibir la activacidn por GMP.P(NH)P de la adenilil-ciclasa de
oocitos, pero no afecta a la enzima despu€s que &€sta ha sido activada
por el nucledtido,

b} Efecto de la progesterona en la gctivaciSn de la adenilil-
ciclasa por concentraciones crecientes de GMP.P(NH)P, Se estudid la
activacidn de la adenilil-ciclasa particulada de oocitos por concentra-
ciones crecientes de GMP.P{NH)P en ausencia y en presencia de progeste-

rona 10~®M, Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 15 y

‘16, En la figura 15 se incluyd el perTodo de latencia en la medicidn

de la actividad, mientras que en la figura 16 las actividades se deter-
minaron en el estado estacionario, Se puede apreciar que la adenilil-ci-
clasa de oocitos es activada por concentraciones crecientes de
GMP.P(NH)P y que la dependencia de la concentracifn de GMP.P(NH)P es

L

similar a la observada con las adenilil-ciclasas de c@lulas

+
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Figura 14. Efecto de La progesterona sobre La adenilil-ciclasa de
coeltos preactivada porn GMP.P{NH]P. La fraccién P3; se prepard de
cocitos de estados V y VI obtenidos por el método enzimitico. La
formacién de cAMP se midid a 32°, con MgCl, 5 mM, ATP 0,102 mM
(1.060 cpm/pmol)} y GMP.P(NH)P 25 uM. La reaccién se inicid {tiem-
po cero) con la adicién de la enzima (1,1 mg de proteTna por ml

de medio de incubacidn). Alfcuotas del medio de incubacidn (0,1 ml)
se sacaron a los tiempos indicados y la reaccidn se detuvo tal co-
mo se describe en Materiales y Métodos. O, sin progestercna; @,
progesterona 10-® M agregada a los 10 minutos; X, progesterona

10-° M agregada antes de inicjarla reaccion.
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Figura 15. Efecto de La concentracibn de GMP,P(NH)P sobre La acti-
vidad de adenilil-ciclasa de oocitos, La fraccidén P3 se prepard de
cocitos de estados V y VI obtenidos por el método enzimdtico. La
actividad de adenilil-ciclasa se midid en triplicado, en presencia
de las concentraciones indicadas de GMP.P(NH)P, con (O) y sin (@)
progesterona 10=% M, con ATP 0,104 mM (330 cpm/pmol) y con MgCl,

5 mM. La reaccién se inicid con la adicién de la enzima (0,32 mg

de protefna por ensayo) y las incubaciones fueron de 20 minutos a
32°, Las actividades determinadas incluyen por lo tanto el perfodo
de latencia, y se expresaron como pmoles de cAMP formados en 20 mi-

nutos por mg de protefna.
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Figura 16. Efecto de £a concentracibn de GMP.P(NH)P sobre fa activi-
dad en estado estacdionarnio de La adenilil-ciclasa de oocitos.




Figura 16, Efecto de La concentracidn de GMP,P(NH)P sobre La acti-
“vddad en estado estacionanio de La adenilil-ciclasa de oocitos. La
fraccidn P3 se prepard de oocitos de estados V y VI obtenidos por
el método enzimitico. Las actividades en el estado estacionario se
midieron en triplicado en presencia de las concentraciones indica-
das de GMP.P(NH)P, con (O) y sin (@) progesterona 10-°® M, con
ATP 0,102 mM (630 cpm/pmol) y con MgCl, 5 mM. Para ello, la enzi-
ma (0,19 mg de protefna por ensayo) se preincub8 durante 17 minu-
tos a 32° en presencia de todos los componentes del ensayo, excep-
to el ATP radiactivo, y luego se agregd éste (tiempo cero) y se
incubé durante 20 minutos a 32°. Las actividades se han expresado
como actividades sobre la basal. En B, los resul'tades se grafica-
ron empleando la transformacién lineal de Lineweaver-Burk, y las
rectas se ajustaron por el método de los minimos cuadrados (toman-
do en cuenta los puntos unidos por l1Tnea llena). Av = actividad en
presencia de GMP.P(NH)P - actividad en ausencia de GMP.P(NH)P.
Las (AV) max fueron de 112 pmoles cAMP/mg de protefna/20 min y de
104 pmoles cAMP/mg de protefna/20 min en ausencia y en presencia
de progesterona respectivamente.
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foliculares (Figura 9) y de una preparacidn de ovario (Figura 4). De

la comparaci8n de los experimentos ilustrados en las figuras 15 y 16
resulta evidente que la inhibicidn de la actividad de adenilil-cicla-
sa por progesterona es mayor cuando se incluye el perTodo de latencia,
Esto es especialmente evidente a concentraciones saturantes de
GMP.P(NH)P: la activaci8n por una concentracidn saturante de GMP.P(NH)P
fue inhibida por progesterona en aproximadamente un 35% cuando se in-
cluyd la latencia (Figura 15) y s8lo en un 8% cuando se determinaron
las actividades en el estado estacionario (Figura 16). Estos resulta-
dos confirman la importancia del efecto de la progesterona en el perfo-
do de latencia.

Los resultados de los experimentos de las figuras 15 y 16 mues-
tran también que la progesterona inhibe mds eficientemente la activa-
cidn de la adenilil-ciclasa a bajas concentraciones de GMP.P(NH)P. AsT,
en el experimento de la figura 15 se observd que la progesterona blo-
queaba casi totalmente la activacidn producida por GMP.P(NH)P 1 uM. En
el experimento en que se determinaron las actividades en el estado es-
tacionario, la progesterona inhibid en un 56% la activacibn producida
por GMP,P(NH)P 1 puM, y s8lo en un 12% la activacidn producida por
GMP.P(NH)P 100 uM,

La concentracién de GMP,P(NH)P capaz de producir la mitad de la
activacidn maxima ha sido utilizada por otros a;;ores como una medida
de la afinidad aparente del GMP,P(NH)P por la adenilil-ciclasa (lyen-
gar y col., 1980b). La progesterona no tuvo un efecto muy notorio en

las concentraciones de GMP,P(NH)P que produjeron la mitad de la
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activacidn mixima. En el experimento de la figura 15, la mitad de la
activaci8n mixima se obtuvo con concentraciones de GMP.P(NH)P de a-
proximadamente 3 UM y 8 UM en ausencia y en presencia de progestero-
na respectivamente, Este aumento de la concentracidn de GMP,P(NH) P
necesaria para producir la mitad de la activacidn mixima se debe pro-
‘bablemente al alargamiento de la latencia producido por la progeste-
rona, Es asT como en el experimento en que se midieron las activida-
des en el estado estacionario (Figura 16) el efecto de la progeste-
rona se redujo y las concentraciones de GMP.P(NH)P que produjeron la
mitad de la activaci®n mixima fueron de 3,0 uM en ausencia de proges-
terona y de 5,6 uM en presencia de progesterona.jdeterminadas en el
gr8fico de Lineweaver-Burk, Figura 16B).

3. Efectos de GDPBS en La activacibn porn GMP.P(NH)P y en La Lnhibi-
elbn pon progesterona de La adenilil-ciclasa de oocitos,

E1 GDPRS es un andlogo del GDP que inhibe la activacidn de nu-
merosas adenilil-ciclasas por GTP y por GMP,P(NH)P (Introduccidn).
Como la progesterona parece interferir con la regulacidn de la fun-
cidn de la subunidad G/F por los nuclebtidos de guanosina, se reali-
zaron algunos experimentos para determinar el efecto de GDPES en la
activacidn de la adenilil-ciclasa de oocitos por GMP,P(NH)P, y en la
inhibicién de esta actividad por progesterona, Los resultados obteni-
dos se muestran en las tablas 13y 14 y en la figura 17, Los experi-
mentos cuyos resultados se muestran en las tablas 13 y 14 se reali-
zaron siguiendo un protocolo similar, siendo la diferencia importan-

te el momento en que se agregd la progesterona. En el experimento
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TABLA 13
Efecto de GDPBS en la activacidn por GMP.P(NH)P y en la inhibicidn

por progesterona de la adenilil-ciclasa de oocitos

Nucle8tidos presentes Actividad de adenilil-ciclasa
en (pmoles cAMP/mg proteTna)
Preincubacidn Ensayo sin pro- con pro- % inhibicidn

gesterona gesterona por hormona

ninguno GMP,P(NH)P 71,4+3,2 47,9+1,9 - 33

ninguno GMP.P(NH)P  31,1#1,5  17,2¢2,6 45
+ GDPBS

GMP,P(NH) P GMP P (NH) P 78,8+0,8 80,246,9 0

GMP,.P(NH) P GMP P (NH) P 55,6+2,3 - -
+ GDPBS

La fraccidn Ps se prepard de oocitos de estados V y VI obtenidos por
el método enzimitico, Alfcuotas de esta fraccidn (0,11 mg de protefl-
na por ensayo) se preincubaron por 10 minutos a 32° en las condicio-
nes est3ndares de ensayo de la adenilil-ciclasa pero en ausencia del
ATP radiactivo. Una vez finalizada esta preincubacidn, se agregd el

ATP radiactivo (1.030 cpm/pmol) con y sin progesterona (concentra-

cidn final de 10-® M) y se midid el cAMP formado después de incubar
a 32°por 20 minutos, Los nucleStidos de guanosina estuvieron presen-
tes a una concentraci8n de 25 UM en ambas incubaciones o s8lo en la
segunda, ATP 0,102 mM, MgCl2 5 mM y el resto de los componentes del

ensayo de adenilil-ciclasa estuvieron presentes en ambas incubacio-

nes.
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TABLA 14

’

Efecto de GDPBS en la activacidn por GMP.P(NH)P y en la inhibicidn

por progesterona de la adenilil-ciclasa de ococitos

NucleB8tidos presentes Actividad de adenilil-ciclasa
en (pmoles cAMP/mg proteTna)
Preincubacidn Ensayo sin pro- con pro- % inhibicién

gesterona gesterona por hormona

ninguno GMP,P{(NH)P 128,4+5,8 79,042,2 38

ninguno GMP.P(NH)P L1,9+5,1 19,1#0,9 54
+ GDPRS

GMP_.P(NH}P GMP,P(NH) P 149,8&%,7 112,9:1,5 25

GMPP{NH) P GMP,P(NH)P 78,5+3,8 42,9iﬁ,4 45

+ GDPRS + GDPRS

La fraccidn P3: se prepar8 de oocitos dé estados V y VI obtenidos por
el m€todo enzimidtico. AlTcuotas de esta fraccidon (0,11 mg de protef-
na por ensayo) se preincubaron por 16 minutos a 32°en presencia de
todos los componentes del ensayo de adenilii-ciclasa excepto el ATP
radiactivo. Una vez finalizada esta preincubacidn, se agregd el ATP
radiactivo (880 cpm/pmol finales) y se midié el cAMP formado después
de incubar a 32°por 20 minutos. Los nucledtidos de guanosina (a una
concentracidn de 25 pM) y la progesterona (10%% M final) estuvieron
presentes en ambas incubaciones o s8lo en la segunda., Este protocolo
es similar al del experimento de la tabla 13, con la finica e impor-
tante diferencia de que la progesterona fue agregada al mismo tiempo
que los nucledtidos de guanosina. ATP 0,102 mM, MgCl: 5 mM, v los
dem8s componentes del ensayo de adenilil-ciclasa estuvieron presen-
tes en ambas incubaciones.
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ilustrado en la tabla 13, la hormona se agreg8 despu€s de la preincu-
bacidn, mientras que en el experimento de la tabla 14 la hormona se
agreg8 al mismo tiempo que los nucledtidos de guanosina (al iniciarse
la preincubacidn o la incubacidn posterior).

Puede apreciarse en ambas tablas que el GDPRS inhibe la acti-
vaci8n de la adenilil-ciclasa por GMP,P(NH)P (se usaron concentracio-
nes equimolares de ambos nucledtidos). En ausencia de progesterona
las inhibiciones por GDPBS fueron de un 56% (Tabla 13) y de un 67%
(Tabla 14) cuando las determinaciones de actividad incluyeron al pe-
rfodo de latencia (GMP.P(NH)P y GDPRS agregados simult3neamente en la
segunda incubacidn). Estas inhibiciones causadas por GDPRS fueron ma-
yores en presencia de progesterona: 64 % (Tabla 13) y 76% (Tabla 14),
Esto indicarfa que la progesterona potenciarfa‘gl efecto inhibidor de
GDPRS., Lo inverso parece también ser cierto., En las mismas condicio-
nes, es decir incluyendo la latencia en la determinacidn de actividad,
la progesterona inhibid un 33% (Tabla 13) y un 38% (Tabla 14) en ausen-
cia de GDPRS, y un 45% (Tabla 13) y un 54% (Tabla 14) en presencia de
GDPBS., Los efectos inhibitorios de la progesterona y del GDPRS parecen
estar potenciSndose mutuamente., Esto podrTa deberse a un efecto de am-
bos en el perfodo de latencia, ya que al incluir a la latencia en la
determinacidn de actividad cualquier alargamiento de &sta mejorarfa
las inhibiciones. Aunque no se midi§ el efecto de GDPRS en el perTodo
de latencia de la activaci8n por GMP,P(NH)P, los resultados son compa-
tibles con un efecto del GDPRS en el perfodo de latencia., En efecto,

en el experimento de la tabla 14 se encontr8 que el GDPRS sdlo
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tnhibTa en un 48% la actividad en estado estacionario (preincubacidn
en presencia de GMP,P(NH)P con y sin GDPRS), mientras que la inhibi-
" ci8n por GDPBS era de un 67% cuando la determinacidn de actividad in-
clufa 1a latencia (GMP,P(NH}P con y sin GDPRS agregados despufs de la
preincubacidn).

Sin embargo, los resultados de la tabla 14 muestran también
otro hecho importante: incluso cuando se miden las actividades en el
estado estacionario los efectos inhibitorios déJGDPBS y de progeste-
rona se potencian. En efecto, la progesterona sola fue capaz de inhi-
bir en un 25% la actividad en e] estado estacionario (preincubaci&n
¥ ensayo en presencia.de GMP.P(NH)P con y sin progesterona), y esta
inhibiciBn aumentd a un 45% en presencia de GDPRS (GMP.P(NH)P, GDPgS
y progesterona presentes desde la preincubacifn). A su vez, el GDPRS
inhibid la actividad en estado estacionario en un 48% en ausencia de
progesterona, y esta inhibicidn por GDPBS subid a un 62% en presencia
de progesterona (Tabla 14). Estos resultados indican que los efectos
inhibitorios de progesterona y de GDPRS no sblo se potencian a tra-
v8s de un efecto comlin en la latencia, PodrTa especularse que la
progesterona actuarfa aumentando la afinidad de 1a enzima por los
nuclebtidos de guanosina inhibitorios, en este caso GDPBS'(jILlﬁJEl
serfa el GDP). Esto explicérfa tanto el efecto de la progesterona en
la latencia como el efecto de la hormona en la actividad mediéa en el
estado estacionario. Se necesitarfTan estudios mfs detallados para es-

tablecer si esta hipStesis es v3lida.

Los efectos inhibitorios de GDPBS y progesterona presentan




111

algunas similitudes, No s8lo se observaron mayores inhibiciones cuan-
do se incluyd la latencia en la determinacibn de actividad, sino que
la inhibicidn fue mucho menor cuando el GDPBS o la progesterona se
agregaron una vez que la enzima estaba activada por GMP,P(NH)P, EIl
GDPRS inhibid s8lo un 29% en ese caso (Tabla 13, enzima preincubada
con GMP,P(NH)P, GDPRS agregado en el ensayo), mientras que la inhibi-
cidn por progesterona fue nula (Tabla 13, enzima preincubada con
GMP.P(NH)P, progesterona agregada en el ensayo)’; confirmando los re-
sultados que se mostraron en la figura 14,

La adenilil-ciclasa de oocitos previamente activada por
GMP,P(NH)P 25 UM es resistente a la inhibicidn por progesterona y es
menos inhibida por GDPRS, Se pensd en la posibilidad de que la pro-
gesterona pudiera potenciar la inhibicién por GDPRS de la enzima
preactivada por GMP,P(NH)P., Se estudid el efecto de la adicidn de
GDPBS con y sin progesterona a una enzima preactivada por GMP,.P(NH) P,
Los resultados se muestran en la figura 17. Se puede apreciar que el
GDPBS inhibidé s8lo en un 26% la actividad de adenilil-ciclasa de los
oocitos cuando fue agregado a los 10 minutos, estando ya la enzima
activada por GMP,P(NH)P; la adicidn de progesterona, también a los
10 minutos, no tuvo ningln efecto, Puede decirse entonces que una vez
que la adenilil-ciclasa de oocitos ha sido activada por GMP,P(NH)P,
la progesterona no es capaz de inhibirla ni de potenciar la pequefa

inhibicién provocada por el GDPRS,
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Figura 17. Efectos de GDPRS y progesterona sobre La adenilfif-ci-
clasa de Ooc/(}toé. Este experimento es el mismo del de la figu-
ra 14 (p.1071. , sin progesterona, sin GDPRS; O , GDPBS 25 uH
agregado a los 10 minutos; ®m , GDPRS 25 uM y progesterona 10~ &M
agregados a los 10 minutos.
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-

EFECTO DE DROGAS ANTISICOTICAS EN LA ADENILIL- (1 CLASA DE 00CITOS,

Las drogas antisicBticas (fenotiazinas por ejemplo) bioﬁuean
los efectos de calmodulina y Ca*? en numerosas énz}mas activadas por
estos moduladores, tales como adenilil-ciclasas, fosfodiesterasas de
nucledtidos cfclicos, protefna-quinasas, etc... (Weiss y Wallace,
1980). Se ha demostrado que estas drogas se unen a la calmodulina
en una forma dependiente de Ca*? (Weiss y Wallace, 1980). Algunos au-
tores han postulado que la calmodulina participaria en el proceso de
maduracidén de los oocitos de Xenopus Laevis a base de resultados ob-
tenidos con estas drogas. Cartaud 9 col. {1981) encontraron por ejem-
plo que una fenotiazina aceleraba la maduracidn a bajas concentracio-
nes y la inhibTa a concentraciones mas altas,

Se estudid el efecto de algunas drogas anéisicSticas en ta ac-
tividad de adenilil-ciclasa particulada de oocitos.

1. Eﬁec;to de diferentes drogas antisicdiicas.

Se determind el efecto de dos fenotiazinas (CAPP y flufenazi-
na} y de una butirofenona (penf!uridoi) en la adenilil-ciclasa de la
fraccidn P; de ococitos de estados V y V!. Los resultados se muestran
en la tabla 15. Se puede apreciar que las tres drogas a una concen-
tracidn de 0,1 mM inhiben significativamente la actividad de adenilil-
ciclasa. La m3s efectiva fue el penfluridol, que inhibid en un 68%,

y la menos efectiva la flufenazina, que inhibid en un 50% la activi-
dad enzimStica. Es importante destacar que el experimento de la tabla

15 se realizd en presencia de EGTA, y que la fraccién P3 fue preparada
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TABLA 15

Efecto de drogas antisic8ticas en la adenilil~ciclasa de oocitos

Actividad de 4
Adicidn al ensayo adenilil-ciclasa del control
ninguna 151,2+4,0 100
CAPP 0,1 mM 58,2:1,0 38
Flufenazina 0,1 mM 75,0x1,9 50
Penf}uridol 0,1 mM 48,3+1,0 o 32
Progesterona 10-% M 101,449,9 67
Progesterona 10~% M 48,3+3,0 ' 32

+ CAPP 0,1 mM

Los ococitos de estados V y V| se obtuvieron por el mdtodo enzimati-
co. La fraccidn P3 se prepard tal como se describe en Materiales y
Métodos pero en presencia de EGTA 1 mM (en lugar de EDTA). AlTcuo-
tas de esta fraccién (0,06 mg de proteTna por ensayo) se utilizaron
para determinar la actividad de adenilil-ciclasa en triplicado, Las
incubaciones se realizaron a 32°por 20 minutos, en presencia de
.GMP.P(NH)P 25 uM, EGTA 0,5 mM (en lugar de EDTA) MgCl, 5 mM, ATP
0,102 mM (445 cpm/pmol)}, y con las adiciones |nd|cadas. Las activi-
dades se expresaron en pmoles de cAMP formados en 20 minutos por mg
de proteina.
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en presencia de EGTA, Esto indica que la inhibicién de la adenilil-ci-
clasa por las fenotiazinas y el penfluridol es independiente de cat?,
Tambi&n en la tabla 15 se puede apreciar que la progesterona inhibe a
la adenilil-ciclasa de cocitos en ausencia de Ca*?, En ese experimen-
to la inhibicidn fue de un 33%. En experimentos cuyos resultados no

se muestran, se demostrd no sblo que la progesterona inhibe a la ade-
nilil-ciclasa de oocitos en ausencia de Ca*?, sino que ademds el por-
centaje de inhibicidn causado por progesterona no es afectado por la
adicion de cat?,

Las inhibiciones de la adenilil-ciclasa de oocitos por proges=
terona y por drogas antisic8ticas parecen ser independientes de Cat?,
2. Efecto de La concentracibn de CAPP,

Se determind el efecto de la concentracidn de una de las dro-
gas antisic8ticas, el CAPP, sobre la actividad de adenilil-ciclasa
de la fraccidn P3 de oocitos de estados V y VI, Los resultados se
muestran en la figura 18, Se observa que la adenilil-ciclasa de ooci-
tos es inhibida por concentraciones crecientes de esta fenotiazina.
En el experimento mostrado, el CAPP inhibid totalmente la actividad
de adenilil-ciclasa a una concentracidn de 0,5 mM, La mitad de la
inhibicidn mixima se obtuvo con una concentracidn de CAPP de aproxi-
madamente 5 a 7x10~°M. Estas concentraciones son similares a las que
inhiben la activacidn de la fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos
de oocitos por calmodulina (Echeverrfa y col., 1981), pero a dife-
rencia de lo observado por estos autores, la inhibicidn de la adeni-

lil-ciclasa es independiente de ca*? (tanto en el experimento
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Actividad de adenilil-ciclasa
(pmoles cAMP/mg de proteina)

0_7,/(4 | | |
w® w* it
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Figura 18, Efecto de La concentracifn de CAPP en £a actividad de
adenibil-ciclasa de oocitos, La actividad de adenilil-ciclasa se
midid en las mismas condiciones y con la misma fraccidn P3

(0,06 mg de protefna por ensayo) utilizadas en el experimento de
la tabla 15. E1 CAPP estuvo presente a las concentraciones indi-

cadas.
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anterior como en &ste, la fraccidn particulada fue preparada y ensa-
yada en presencia de EGTA). Ademd3s, en experimentos cuyos resultados
no se muestran, se demostrd que la inhibicidén de la adeniiil-ciclasa
por una concentracidn de CAPP era similar en ausencia y en presencia
de Cat*?,

3. Efecto de CAPP en fa actividad de adendilil-ciclasa medida en pre=-
sencia de diferentes efectones,

Los experimentos descritos de inhibicion de la actividad de
adenilil-ciclasa de oocitos por drogas antisicdticas fueron hechos en
presencia de GMP,P(NH)P (Tabla 15, Figura 18). Con el objeto de carac-
terizar un poco mis el efecto de CAPP en la adenilil-ciclasa de ooci-
tos, se determind el efecto de esta fenotiazina en la actividad de
adenilil-ciclasa medida en diferentes condiciones, Los resultados se
muestran en la tabla 16. Se puede apreciar que el CAPP inhibe en pre-
sencia de GMP,P(NH)P, activa en presencia de fluoruro, y no afecta a
la actividad en presencia de MnClz, La inhibicién observada en presen-
cia de GMP.P(NH)P fue de un 62%, mientras que la activacidn observada
en presencia de fluoruro fue de un 44%, Esto indicarTa que el CAPP
afectarfa de alguna manera la funcidn de la subunidad G/F, puesto que
es &sta la que media los efectos de GMP,P(NH)P y fluoruro en las ade-

nilil-ciclasas (Introduccidn).
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TABLA 16
Efecto de CAPP'en.Ia actividad de adenilil-ciclasa de oocitos

medida en presencia de diferentes efectores

Actividad de adenilil-ciclasa
(pmoles cAMP/mg protefna)

Adicidn al ensayo sin. CAPP,  con CAPP +CAPP/-CAPP
GMP.P (NH)P 25 pM 151,2:4,0 58,2+ 1,0 0,38
NaF § mM " 133,8%5,0  192,0%14,9 1,43
MnClz 5 mM 17,420,5 17,4+ 1,0 1,00

AlTcuotas de la misma fracci8n utilizada en los experimentos ante-
riores (Tabla 15, Figura 18) (0,06 mg de proteTna por ensayo) se
usaron para determinar la actividad de adenilil-iclasa en tripli-
cado. Las incubaciones se realizaran a 32°por 20 minutos, con las
adiciones que se indican, y en presencia de ATP 0,102 mM (435 cpm/
pmol), EGTA 0,5 mM y MgCl2 5§ mM(excepto cuando se agregd MnClz).
La concentraci®n final de CAPP en el ensayo fue de 10-* M, Las ac-
tividades se expresaron en pmoles de cAMP formados en 20 minutos
por mg de protefna,




DISCUSION

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS ACTIVIDADES DE ADENILIL-CICLASA
DE OVARIO DE Xenopus Laevis.
1. Localizacifn subcelulan,

Ls mayor parte de la actividad de adenilil-ciclasa obtenida
de ovario, de c&lulas foliculares y de ococitos de Xenopus Laevis es-
t§ presente en fracciones particuladas (Tablas 2 y 8). El tipo de
cé{ula y el método de homogeneizacidn utilizados fueron determinan-
tes con respecto a la distribucidn de la actividad de adenilil-ci-
clasa en diferentes fracciones particuladas obtenidas por centrifu-
- gacidn diferencial. Es asT como la mayor parte de la actividad de
adenilil~ciclasa de los oocitos de estados V y VI se encontrd en el
sedimento “algodonoso" de 105,000xg (fraccidn P3), mientras que la
mayor parte de las actividades de adenilil-ciclasa de ocogitos de
estados | a IV y de c&lulas foliculares sedimentd a 20,000xg. Una
homogeneizacidn mds suave de los oocitos de estados V y VI hace
predominar la actividad en la fraccin P2 que sedimenta a 20,000xg
(Finidori-Lepicard y col., 1981)., Cuando la enzima se prepar a
partir de ovario, las condiciones de homogeneizaci8n fueron dr8sti-

cas, por lo que la mayor parte de la actividad se encontrd asociada

a la fraccidn "algodonosa' Pj.
{

Es asT como se establece la existencia de una adenilil-
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ciclasa particulada en oocitos de Xenopus Laevis. Las fracciones
con actividad se encontrarfan enriquecidas en membrana plasmatica
de acuerdo a criterios de microscopia electrénica y de distribu-
cién de una enzima marcadora, la 5'nucleotidasa (Finidori-Lepicard
y col., 1981). Adem3s, Sadler y Maller (1981) midieron la activi-
dad de adenilil-ciclasa en complejos de la membrana plasmatica y
de la envoltura vitelinica obtenidos por ruptura del oocito con
pinzas y remocidn del contenido celular.

La adenilil-ciclasa de oocitos de Xenopus Laevis es la pri-
mera adenilil-ciclasa de la 1Tnea germinal femenina en ser carac-
terizada, y su localizacidn particulada es diferente de la de la
adenilil-ciclasa de las células germinales masculinas, que se en-
cuentra en la fraccién soluble (Adamo y col., 1980). Los resultados
que se obtuvieron en este trabajo de tesis muestran que la activi-
dad soluble de adenilil-ciclasa de oocitos es muy baja (Tabla 8).
Estos resultados no concuerdan con los del grupo de Baulieu (Fini-
dori-Lepicard y col., 1981) que indican que mas del 50% de la acti-
vidad de adenilil-ciclasa de oocitos serfa soluble. Esta discrepan-
cia puede tener dos explicaciones:

i) El grupo de Baulieu no determind por tratamiento con fosfodies-
terasa de cAMP si el producto formado en el ensayo de adenilil-ci-
clasa era cAMP. En experimentos controles realizados en esta tesis
se encontrd que la fraccidn soluble cataliza la formacidn de un
producto que copurifica con cAMP en el procedimiento de cromatogra-

ffa secuencial en Dowex 50 y allmina pero que no es degragado por
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fosfodiesterasa de cAMP,

ii) Es posible que la actividad soluble de adenilil-ciclasa sea

m3s estable en las condiciones de homogeneizacidn y fraccionamien-

to utilizadas por Finidori-Lepicard y col. (1981), .
2, Efectos de fluorunc y de GMP,P(NH)P,

a) Efecto de fluoruro. Los experimentos realizados demues-
tran que las adenilil-ciclasas de oocitos y de c&lulas foliculares
son activadas por el i8n fluoruro, al iqual que la mayorTa de las
adenilil-ciclasas de eucariontes (Bradham y Cheung, 1982).

Las concentraciones de NaF requeridas para la activacidn
de la adenilil-ciclasa en una preparacibn de ovario son similares
a las requeridas en otros tejidos (Rasenick y Bitensky, 1980;
Bradham y Cheung, 1982), El grado de activacidn que se obtuvo re-
sult8 muy variable (7 a 40 veces segln el experimento). Estas va-
riaciones se deben principalmente a diferencias en las actividades
basales de las distintas preparaciones, al catidn presente en el en-
sayo (Mgt? o Mn*?) y a la temperatura del ensayo (32 o 37°). En

otros sistemas se ha demostrado que el efecto de fluoruro es muy de-

*2 @] efecto

pendiente de la temperatura, y que en presencia de Mn
de fluoruro y de otros efectores disminuye debido a un aumento de
la actividad basal (Bradham y Cheung, 1982), En esta tesis se obser-
v8 que la activacibn por fluorurc es mayor a 37° y en presencia de
Mgt?,

E] mecanismo de activaci8n de adenilil-ciclasas por fluoruro

no es conocido, sabiéndose s8lo que su accidn estd mediada por la
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subunidad regulatoria G/F de la enzima., Utilizando diferentes con-
centraciones de ATP se demostr8 que el i8n fluoruro produce un au-
mento considerable de la Vmax de la reaccidn y afecta poco a la Km
aparente para el sustrato,

b) Efecto de GMP,P(NH)P, E1 GMP.P(NH)P ha sido utilizado en
el estudio de numerosas adenilil-ciclasas como un an3logao del GTP
resistente a la accidn de fosfohidrolasas, Este nucleStido activa
a las adenilil-ciclasas en concentraciones micromolares y lo hace
en general después de un perfodo de latencia (Bradham y Cheung,
1982) .

El efecto de GMP,P(NH)P se estudid en preparaciones de adeni-
lil-ciclasa de ovario, de oocitos, y de c€lulas foliculares:
- En todos los casos, la cinética de activacibn muestra un perfodo
de latencia (Figuras 1, 13; p.99 ).
- La concentracidn de GMP.P(NH)P que produce la activaci8n maxima
es de aproximadamente 25 uM en todos los casos, y la mitad de la
activaci8n mSxima se obtiene con una concentracidn de GMP.P(NH)P
que est§ comprendida entre 2 y 7 uM (Figuras 4, 9, 15y 16) .

En estos experimentos no se determin§ si GMP.P(NH)P afecta
la Vmax o la Km aparente para el ATP, Sin embargo, es probable que
el GMP.P(NH)P afecte, como en otros sistemas, a la Vmax, ya que se
obtuvieron grandes activaciones pese a que la concentracidn de ATP
utilizada fue en general similar a la Km,

El grado de activacidn por GMP.P(NH)P resultd muy variable

seglin el experimento (3 a 30 veces), debido principalmente a la
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variabilidad de la actividad basal en diférentes preparaciones en=-
zim8ticas y al catidn presente en el ensayo (Mg+? o Mn+2), El
GMP.P(NH)P produce una mayor activacifn de la enzima en presencia
de Mg+? , debido a querel Mn*2? produce un aumento de la actividad
basal pero la enzima es menos sensible al efecto de moduladores

positivos, tal como se ha descrito en otros sistemas (Figura b,

Tabla 6, Bradham y Cheung, 1982).

Al medir la actividad de aden}lil—ciclasa de lé fraccién
particulada P3 de oocitos crecidos en presencia de GMP,P(NH)P 25 uM,
se obtuvieron actividades especTficas de 106246 pmoles cAMP/mg de
proteTna/20 minutos (a 32°), Estas actividades son del mismo orden
de magnitud que las que obtuvieron Finidori-Lepicard y col., (1981),
pese a las diferencias en la preparacifn enzimitica y en las condi-
ciones de ensayo de la actividad, Las actividades especfficas basa-
les (en ausencia de modificadores) obtenidas en esta tesis fueron
muy variables {1,1 a 10,8 pmoles cAMP/mg protefna/20 minutos en la
fracci8n P3} y menores que las obtenidas por Finidori-Lepicard y
col. {1981). Sin embargo, en las condiciones utilizadas por estos
autores, los datos de actividad basal deben ser considerados como
aproximados y sujetos a mucho error, por cuanto las cpm de [32P]
cAMP formado fueron-muy bajas en sus ensayos., En el caso de las ac-
tividades medidas en presencia de fluoruro, los valores que se ob=~
tuvieron en esta tesis son similares a los obtenidos por Finidori-
Lepicard y col, (1981) (de! orden de los 100 pmoles cAMP/mg de pro-

teTna/20 minutos, a 32°). Sadler y Maller (198%) obtuvieron
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actividades especTficas basales, con GMP,P(NH)P, y con fluoruro,

inferiores a las obtenidas en este trabajo de tesis y en los expe-
rimentos de Finidori-Lepicard y col. (1981), Probablemente ello se
debe a la forma diferente en que estos autores prepararon la frac-
cidn de membranas del oocito crecido (no hay una homogeneizacidn).

No es posible hacer una comparaci8n rigurosa entre la acti-
vidad de adenilil-ciclasa del oocito medida iﬂ.!iﬁiﬂ) y la activi-
dad de adenilil-ciclasa medida in vivo por inyecci8n de [a-*P]ATP,
ya que en este caso se desconoce la actividad especTfica del ATP
radiactivo disponible a nivel de la enzima en la célula intacta
(Mulner y col., 1979). S8lo suponiendo que el ATP end8geno estd
uni formemente distribuido en el oocito, que su concentracidn es de
1,7 mM (Maller y col., 1977), que el ATP radiactivo inyectado se
equilibra r8pidamente con el endBgeno y no es hidrolizado, y que el
[32P]CAMP formado no es degradado, puede estimarse la actividad
in vivo en 0,10 a 0,15 pmoles de cAMP formados por oocito en 20 mi-
nutos (a 21°). Este valor es del mismo orden de magnitud que el ob-
tenido al medir la actividad in vitro en presencia de Mgt? y GTP:
0,05 a 0,30 pmoles de cAMP formados por oocito en 20 minutos (a 32°).
3, Efecto de La toxina del cblera.

La toxina del c8lera es un activador potente de la mayorTa
de las adenilil-ciclasas de c&lulas eucaribticas, tanto en células
intactas como en preparaciones de membranas. En experimentos de es-
ta tesis se demostrd que la toxina del c8lera activa a las adenilil=-

ciclasas preparadas de ovario y de oocitos. Las caracterTsticas de
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esta activacidn son compatibles con el mecanismo propuesto para la
accidn de esta toxina en otras adenilil-ciclasas:

- se requiere NAD*Y

- la actividad basal (en ausencia de nucleStidos de guanosina y de
fluoruro) y la actividad medida en presencia de GMP.P(NH)P s8lo se
modifican ligeramente

- el GTP activa considerablemente a la adenilil-ciclasa de una frac-
cidn tratada previamente con la toxina y NAD*

- la actividad medida en presencia de fluoruro se inhibe cuando la
fraccién particulada ha sido tratada con la toxina y NAD*.

La adenilil-ciclasa de oocitos se activa tambi&n cuando los
ococitos intactos son tratados con toxina del cblera (Finidori-Lepi-
card y col., 1981; Sadler y Maller, 1981). Esto explica el aumento
del cAMP intracelular provocado por la toxina y la consiguiente in-
hibici8n de la maduracin inducida por progesterona (Schorderet-
Slatkine y col., 1978; Mulner y col., 1979; Maller y col., 1979).

L4, Presencia de La subunidad regulatornia G/F.

Los resultados que hasta ahora se han discutido muestran que
las actividades particuladas de adenilil-ciclasa de oocitos y de cé-
lulas foliculares son activadas por fluoruro y por GMP.P(NH)P, y que
la adenilil-ciclasa de oocitos es activada tambi&n por toxina del
c8lera. Esto indicarfa que una subunidad equivalente a G/F estd pre-
sente y activa en las adenilil-ciclasas de oocitos y de células fo-
liculares, ya que en los diferentes sistemas de adenilil-ciclasa se

ha demostrado que es esta subunidad la que media los efectos
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act ivadores de fluoruro, GMP,P(NH)P y toxina del cBlera,

La presencia de la subunidad G/F en la adenilil-ciclasa de
c€lulas foliculares no es extrafa, puesto que se han descrito ade-
nilil-ciclasas activadas por fluoruro y gonadotrofinas en tejido
folicular de mamfferos (Conti y cols, 1976; Birnbaumer y col,, 1976;
Hunzicker-Dunn, 1981), y tanto en mamfferos como en anfibios las go-
nadotrofinas tienen un efecto esteroidogénico en el tejido folicu-
lar que rodea al oocito (Masui y Clarke, 1979).

La presencia de la subunidad G/F en la:adenilil-ciclasa de
oocitos es de interfs porque esta enzima parece ser diferente de la
que se encuentra en la 1Thnea germinal masculiqa.ALa adenilil-cicla-
sa de la 1Tnea germinal masculina es soluble en los estados tempra-
nos de la diferenciaci8n (espermatocitos y espermitides) y particu-
lada en los espermios maduros, pero carece siempre de la subunidad
G/F (Braun y Dods, 1975; Herman y col., 1976; Adamo y col., 1980;
Stengel y Hanoune, 1981), Adenilil-ciclasas que no poseen G/F han
sido descritas tambi&n en variantes del linfoma S49 y en eucarion- .
tes inferiores tales como Nevrospora crassa (Flawid y Torres, 1972),
Estas adenilil-ciclasas son dependientes de Mnt? (con Mg*? no fun-
cionan) y no son activadas por fluoruro, GMP.P(NH)P o toxina del
c8lera, Sin embargo, la actividad dependiente de Mgt? y las propie-
dades regulatorias aparecen si la subunidad catalTtica C de estas
enzimas se complementa con G/F de otras fuentes (Introducci8n,
Stengel y Hanoune, 1981),

El hecho de que la subunidad catalftica utilice mejor como
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sustrato MnATP-2 en ausencia de G/F explica porqué se observ8 que
las actividades de adenilil-ciclasa de oocitos y de células folicu-
lares eran mayores cuando el Mg+? era sustituido por Mn*? en ausen-

cia de otros efectores (fluoruro, GMP.P(NH)P).

Estudios futuros deberdn tratar de identificar directamente
al componente G/F de la adenilil-ciclasa de oocitos por marcacidn
con [*2P]NAD* en presencia de toxina del cblera, Esto facilitarTa
también la purificacidn y caracterizacidn de ;;ta subunidad, que
puede ser tambi&n ensayada por complementacidn de una adenilil-ci-

clasa que s8lo posee la subunidad catalTtica (como por ejemplo la

enzima de Newtodpora crassa).

EFECTO HORMONAL EN LA ADENILIL-CICLASA DE 00CITOS DE Xenopus Laevis,
1. Inhibicibn por progesterona.

En experimentoé realizados en esta tesis (Jordana y col,,
1981b), e independientemente por los grupos de Baulieu (Finidori-
Lepicard y col,, 1981) y de Maller (Sadler y Maller, 1981), se de-
mostrd que la adenilil-ciclasa particulada de oocitos es inhibida
por progesterona iﬂ.lﬂlﬂ:& (Figuras 10 y 11), De esta manera se cum-
ple con uno de los criterios que Sutherland enuncid para establecer
que la acci8n de una hormona es mediada por cAMP, esto es, que el
efecto hormonal en la adenilil-ciclasa pueda ser reproducido in vi-
tro en un sistema libre de c€lulas, Los demds criterios de Suther-
land también se cumplen en el caso de la maduracién de los oocitos

inducida por progesterona, tal como ha sido expuesto en la
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Introduccidn, Puede entonces afirmarse que la progestercna induci-
rfa la maduraciBn de los ococitos por un mecanismo que inciuirfTa una
inhibicidn de 1a adenilil=-ciclasa y una dismf&ﬁcién de los niveles
intracelulayes de cAMP,

Para que el efecto hormonal pueda ser censiderado de relevan-
cia fisiolBgica debe mostrar las siguientes propiedades: debe ser
saturable Y reversible, debe haber una correlacidn entre las concen-
traciones de hormona que alteran la actividad de adenilil-ciclasa y
las que inducen el efecto fisiol8gico, y debe haber especificidad’
hormonal y de tejido blanco.

Estas caracterTsticas se cumplen en la inhibicidn de la ade-
nilil-ciclasa particulada de oocitos por progesterona:

a) La progesterona inhibe a la adenilil-ciclasa en una forma
saturable (Figuras 11 y 12; Finidori-Lepicard y col., 1981), alcan-
z3ndose inﬁibiciones miximas de 40 a 70% en presencia de. progestero-

-6 -5
na 10 - 10 M.

b) La progesterona inhibe a la adenilil-ciclasa en forma re-
versible ya que la actividad se recupera por lavado de las membra-
nas (Finidori-Lepicard y col., 1981), -

c) Las concentraciones de progesterona que inducen la madu-
racidn son similares a las que inhiben a la adenilil-ciclasa (Figu~
ras 11 y 12; Mulner y col., 1979; Finidori-Lepicard y col., 1981;
Sadler y Maller, 1981},

d) La progesterona inhibe a la adenilil-ciclasa de la célu-

la blanco, el ococito, y no a la adenilil-ciclasa de otro tejido,
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las c€lulas foliculares (Figura 11; Jordana y col., 1982). -

e) Hay una buena correlacibn entre la potencia de di feren-
tes esteroides como inductores de la maduracidn y como inhiﬁidores
de la adenilil-ciclasa (Finidori-Lepicard y col,, 1981), mienéras
que la Onica hormona no esteroidal probada, la prostaglandina Ej,
no afecta a la adenilil-ciclasa de oocitos (Tabla 9).

El grupo de Baulieu demostr8d que la inhibicidn de la adeni-
lil-ciclasa de los ococitos por progesterona se debe a una disminu-
cibn de la Vmax, sin que la hormona afecte a la Km aparente de la
enzfﬁa para ATP (Finidori-Lepicard y col., 1981},

2. Mecanismo de La inhibicibn pon progesterona.

a)} Requerimiento de nucledtidos de guanosina. Los nucledti-
dos de guanosina, especialmente los trifosfatos, son requeridos
tanto en la activacidn como en la inhibicidn de diferentes sistemas
de adenilil-ciclasa por hormonas o neurotransmisores. Este requeri-
miento ha sido demostrado en todos los casos en que se ha hecho un
estudio cuidadoso, tomarido las precauciones de purificar el ATP co-
mercial y de eliminar nucledtidos de guanosina contaminantes en las
preparaciones de membranas (Kimura y Nagata, 1977; lyengar y col.,
1980b; Limbird, 1981).

En los experimentos realizados en esta tesis (Jordana y col.,
1981b) se utilizd un ATP purificado, encontrindose que la actividad
de adenilil-ciclasa de oocitos es inhibida por progesterona cuando
se mide en presencia de nucleStidos de guanosina (GTP, GMP.P(NH)P),

pero no cuando se mide en presencia de Mnt? o de fluoruro (Tablas 11

L
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y 12), Las inhibiciones m8s claras se observaron en presencia de
GMP.P(NH)P, o en presencia de GTP cuando la enzima se activd pre-
viamente con toxina del c8lera, Sin embargo, tambi&n se observd
consistentemente en presencia de GTP una inhibicibn de la adenilil-
ciclasa de la fracci8n particulada no tratada con toxina del c8le-
ra. La actividad basal (en presencia de Mg*? y en ausencia de GTP:
o de otros modificadores) no fue inhibida por progesterona en algu-
nos casos, y sT lo fue en otros, Esta inhibicidn de la actividad
basal se debe probablemente a la presencia de nucle8tidos de guano-
sina en algunas preparaciones de membranas (el oocito tendrTa una

concentracidn intracelular de GTP de 0,2 mM a 0,3 mM segln Maller y

col., 1977). Sadler y Maller (1981) tambi&n encontraron que la acti
vidad medida en presencia de GTP 0,15 mM era inhibida por progeste-
rona, mientras que Finidori-Lepicard y col, (1981) encontraron que

en ausencia de GTP la actividad basal era inhibida por progesterona

Esto podrfa deberse a la presencia de GTP en su preparacidn de mem=
branas o en el ATP utilizado como sustrato (estos autores utiliza-
ron una alta concentracidn de ATP en el ensayo, y no precisaron si
lo habTan purificado).

Cuando se usa MnATP™? como sustrato se mide la actividad de
la subunidad catalftica de la adenilil-ciclasa (Ross y Gilman, 1980;
Larner y Ross, 1981; Bradham y Cheung, 1982). Nuestros resultados
(Tabla 11) y los de Sadler y Maller (1981) muestran que la progeste-
rona no es capaz de inhibir a la adenilil-ciclasa de oocitos en pre-
nt?, lo que indicarfa que la hormona no afectarfa direc-

sencia de M ,

tamente a la subunidad catalfTtica de la adenilil-ciclasa. Esto,
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unido al hecho de que la progesterona_inhibe la activacidn de la
enzima por GMP.P(NH)P o por GTP, indicarfa que la hormona actuarTa
a nivel de la subunidad G/F. La subunidad G/F media los efectos de
los hucledtidos de guanosina y del fluoruro en las adenilil-cicla-
sas. Sin embargo, nuestros resultados muestran que la actividad de
adenilil-ciclasa de oocitos no es afectada por progesterona cuando
se la mide en presencia de fluoruro (Tabla 11), lo que indicarfa
que la progesterona sblo altera la regulacidn de la fu&ciSn de G/F
por los nucledtidos de guanosina. Nuestros resultados discrepan 5
este respecto de los de Finidori-LeQicard y col. (]981) y de los
de Sadler y Maller {1981), Estos autores encontraron que la proges-
trerona inhibfa a la adenilil-ciclasa en presencia de fluoruro, pro-
bablemente debido a la presencia de GTP en el ensayo de la adenilil-
ciclasa.

él hecho de que la adenilil-cliclasa de oocitos sea inhibida
por progesterona en presencia de GMP.P(NH)P indicarTa que el meca-
hismo de accidn de la progesterona serfa diferente del de otras
hormonas y efectores inhibitorios previamente descritos, ya que és-
tos parecen actuar aumentando la actividad GTPSsica asociada a las
adenilil-ciclasas, acelerando asf la reaccidn de inactivacidn de la
adenilil-ciclasa (esquema Il de la Introduccidn). Por el contrario,
la progesterona es capaz de inhibir a la adenilil-ciclasa de ooci=
tos afin en condiciones en que la GTPasa deberTa estar inactiva: en
presencia de GMP.P(NH)P y en membranas tratadas con toxina-del cb-

lera,
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Puede entonces postularse que la progesterona actuarTa in-
hibiendo la reacci®n de activacidn de la adenilil-ciclasa de ooci-
tos por los nucle8tidos de guanosina, Los resultados que se discu-
ten a continuacidn son congruentes con esta hip8tesis.

b) Efecto de la progesterona en la actfvacidn de la adenilil-
ciclasa por GMP,P(NH)P, La activacidn de las adenilil-ciclasas por
GMP.P(NH)P y otros an3logos de GTP resistentes a la accibn de GTPa-
sas ocurre después de un perfTodo inicial de latencia que puede obser-
varse en la curva de progreso de la sintesis de cAMP, EI perfTodo de
latencia ha sido considerado como una manifestacién de la etapa li-
mitante en la activaci8n de la adenilil-ciclasa por estos anilogos,

y se ha demostrado que las hormonas que activan a las adenilil-ci-
clasas acortan el perfodo de latencia, Esto ha sido interpretado co-
mo evidencia de que estas hormonas acelerarfan la reaccidn de acti-
vaci8n de las adenilil-ciclasas, ya sea promoviendo el intercambio
de GDP por GTP o GMP.P(NH)P (Cassel y Selinger, 1977; Ross y Gilman,
1980; Limbird, 1981), ya sea acelerando una isomerizacidn posterior
al intercambio de nucledtidos de guanosina (Birnbaumer y col., 1980;
lyengar y col., 1980a) (tanto la reaccidn de isomerizacidn como la
reaccidn de intercambic de nucledtidos han sido propuestas como eta-
pas limitantes en la activacidn de las adenilil-ciclasas).

Los resultados de esta tesis muestran que la progesterona
alarga el perfodo de latencia con el que GMP.P(NH)P activa a la ade-
nilil-ciclasa de oocitos y no afecta a la latencia con la que el mis-

mo nucle8tido activa a la enzima de células foliculares (Figura 13y
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p.99). La progesterona inhibirfa por lo 'tanto la reaccidn de acti-
vaci8n de la adenilil-ciclasa de cocitos, dificultando el intercam-
bio de nuc!e&tidos de guanosina o la reaccidn de isomerizacidn de la
enzima desde una forma inactiva a uéa forma activa (Esquema It1), La
importancia del efecto de la progesterona en el perfodo de latencia
queda de manifiesto si se analizan los resultados que se obtuvieron
al medir el efecto de la concentraciﬁq de GMP.P(NH)P en la activi-
dad de 1a adenilil-ciclasa de ococitos. Cuando se determinaron las
velocidades de formacidn de cAMP en el estado estacionario, se ob-
servd una menor inhibici8n por progesterona (Figura 16) que la ob-
servada cuando se incluyd la iatencia en la medicidn de actividad
(Figura 15). Esto es especialmente evidente a altas concentraciones
de GMP.P{NH}P,

La interpretacidn de los resultados de activacidn de la ade~
nilil-ciclasa por GMP.P(NH)P en términos de posibles cambios en la
afinidad por el nucledtido trifosfato se ve complicada por el hecho
de que el GMP,P(NH)P activa a la enzima en una forma aparentemente
irreversible o de lenta reversidn., Esto ha sido demostrado en otros
sistemas (Eckstein y col., 1979; Birnbaumer y col., 1980; Strittma-
ter y Neer, 1980; Krall y col., 1981; Krall y Korenman, 1982) y pa-
rece también ser cierto en el caso de la‘adeﬁTlil-ciclasa de cocitos.
En efecto, parece importante destacar que la progesterona no es ca-
paz de inhibir a la adenilil-ciclasa de oocitos una vez que &sta ha
sido activada por GMP.P(NH)P (Figura 14, Tabla 13), siendo tambi&n

la enzima preactivada por GMP.P(NH)P més resistente a la inhibicidn
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hormonas
progesterona  estimulatorias

GTP x; J/@ GDP

@ ATP
G/F-GDP G/F-GTP——> Cg
cAMP

T

Pie— H,0

GTPasa

© N{ hormonas o

neuropeptidos
inhibitorios .

Toxina del colera

Esquema |11, Mecanismc general de regulacion de la adenilil-ciclasa.

G/F y C son respectivamente las subunidades regulatoria y catalTti-
ca de la adenilil-ciclasa; @ es estimulacién ( es inhibicidn.
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por GDPRS (Tabla 13, Figura 17).

El problema del efecto de la progesterona en la afinidad de
los nucledtidos no estd resuelto, Por un lado, las concentraciones
de GMP.P(NH)P a las que se obtiene la mitad de la activacifn méxima
son similares en ausencia y en presencia de progesterona (3,0 x 10~
y 5,6 x 107 M respectivamente, Figura 16), lo que indicarTa que la
progesterona no afectarfa la afinidad aparente de la enzima por
GMP.P(NH)P, Sin embargo, se observd consistentemente que a bajas
concentraciones de GMP.P(NH)P la progesterona inhibe en mayor grado
a la adenilil-ciclasa, o, lo mismo, que en presencia de progestero-
na bajas concentraciones de GMP.P(NH)P activan mucho menos (Figuras
15 vy 16).7Adem55 se observd que a bajas concentraciones del nucle8-
tido la hormona disminuye apreciablemente la velocidad de formacidn
de cAMP en el estado estacionario, cosa que no ocurre a altas con-
centraciones de GMP.P(NH)P (Figura 16). Estos resultados sugieren
que la progesterona podrfa estar disminuyendo la afinidad de la ade-
nilil-ciclasa de oocitos por los nucledtidos de guanosina que la ac-
tivan (GTP, GMP,P(NH)P) o aumentando la afinidad de la enzima por
los que la inhiben {(GDP, GDPBS). Un mecanismo similar, perc con e-
fectos inversos de la hormona, ha sido propuesto para la activacidn
hormonal de diferentes sistemas de adenilil-ciclasa (Ross y Gilman,
1980; Limbird, 1981), En la adenilil-ciclasa de oocitos, la proges-
terona podrfa alargar la latencia aumentando la afinidad de la enzi-
ma por GDP endSgeno, o disminuyendo la afinidad de la enzima por

GMP.P(NH)P. Los resultados que se obtuvieron al estudiar el efecto
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inhibitorio de combinaciones de progesterona y GDPRS en la adenilil-
ciclasa de oocitos concordarfan con esta hipStesis, ya que los efec-
tos inhibitorios de ambos se potencian mutuamente (Tablas 13 y 14),

Adem8s, las inhibiciones por progesterona y GDPBS presentan algunas

similitudes: son mayores cuando se incluye la latencia en la deter-

minacidn de actividad, intermedias cuando se determinan las activi-

dades en el estado estacionario, y menores cuando la enzima ha sido

preactivada (la inhibicidn es nula en el caso de la progesterona)

(Tablas 13 y 14; Figuras 13, 14, 15, 16 y 17).

¢,
¥

Aunque parece claro que la progesterona‘inhibirfa a la ade-
nilil-ciclasa de oocitos dificultando la reaccifn de activacidn de
la enzima, estudios mds detallados son necesarios para establecer
si hay efectos de la progesterona en la afinidad de la enzima por
los nucledtidos de guanosina, Entre otros, pueden proponerse los
siguientes experimentos:
- Estudiar en presencia y en ausencia de progesterona la activaciSn
por concentraciones cfecientes de GTP de la enzima tratada con toxi-
na del cBlera; esto tiene la ventaja de que en general la activacidn
por GTP no presenta un perfodo de latencia, y el estado activado es
ficilmente reversible (Birnbaumer y col., 1980).
- Estudiar el efecto de la progesterona en la unidn de [3H]GMP,P(NH)P
o de [3H]GTP a la fraccidn particulada de oocitos, y en la liberacidn
de [ *H]GMP.P(NH)P o [°H] GDP desde la fraccidn particulada de oocitos
(Cassel y Selinger, 1978; Dufau y col., 1978; Pike y Lefkowitz, 1981).

AsT como se ha postulado que las hormonas modificarfan la




137

afinidad de la enzima por los nucle8tidos de guanosina, tambi&n se
ha postulado y demostrado que los nucle8tidos de guanosina modifi-

can la afinidad aparente con la que las hormonas activan a las ade-

nilil-ciclasas (Schramm y Rodbell, 1975; Ross y col., 1977; lyengar

y colq; 1980a). En el sistema de oocitos, no fue posible comparar
el efecto de la concentracibn de progesterona en ausencia y en pre-
sencia de GTP o GMP,.P(NH)P porque las actividades basal y con GTP
son muy bajas. Por ello, se determind el efecto de la concentracién
de progesterona en presencia de dos concentraciones de GMP.P(NH)P,
no encontrandose diferencias claras en la concentracidn de progeste-
rona requerida para producir la mitad de la inhibicidn mi3xima. Pero
una vez mds, los resultados mostraron que la progesterona inhibe en
mayor grado en presencia de bajas concentraciones de GMP,P(NH)P (Fi-
gura 11).

c) Otros posibles mecanismos de inhibicidn de la adenilil-ci=
clasa de oocitos por progesterona.
i) Participacién de adenosina. La adenosina y derivados de ella mo-
difican la actividad de adenilil-ciclasa de numerosos tejidos a
través de dos tipos de sitios, P y R (Londos y Wolff, 1977; Londos
y col., 1978; Cooper y col., 1979; Lad y col., 1980b; Londos y col.,
1980) .

E1 sitio P se encuentra en casi todas las adenilil-ciclasas
estudiadas y media siempre una inhibicidn de la adenilil-ciclasa
por adenosina. Esta inhibicién se observa s8lo en sistemas libres

de c€lulas, es independiente de nucledtidos de guanosina, no es
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bloqueada por metilxantinas, y se observa mejor en presencia de
Mn*2 o de una hormona activadora de la adenilil-ciclasa.

El sitio R media la activaci8n de algunas adenilil-ciclasas
y la inhibicibn de otras, Ambos efectos parecen estar mediados por
receptores de membrana plasmitica, se observan tanto en c51ulas in-
tactas como iﬂ.!i&ﬂ&i y parecen tener al menos en alguno§ casos re-
levancia fisiol8gica. Se requieren nucledtidos de guanosina (GTP o
GMP.P(NH)P cuando hay activacibn, s6lo GTP cuando hay inhibicién),
y los efectos mediados por este tipo de sitios son bloqueados por
metilxantinas y no se observan en presencia de MntZ,

El efecto de la progesterona en‘la adenilil-ciclasa de ooci-
tos no estarfa mediado por un sitio R porque se observa en presen-
cia de GMP.P(NH)P y de 3-isobutil-1-metilxantina, Tampoco estarfa
mediado por un sitio P porque no se observa en presencia de Mnt? o
de fluoruro (condiciones &ptimas para una accidn de adenosina a ni-
vel de sitio P). Adem8s, el efecto de la progesterona se observa en
presencia de adenosina-desaminasa, lo que indicarfa que la adenosina
no media el efecto hormonal (Finidori-Lepicard y col., 1981).

En una preparacidn obtenida de ovario se observé que la ade-
nosina es capaz de inhibir significa;ivamente la actividad de adeni-
lil=ciclasa medida en presencia de Mn*?, fluoruro, y 3-isobutil-1-
metilxantina. Esto indicarfa que esta inhibicidn, al igual que la
observada por Finidori-Lepicard y col. (1981), estd mediada por un
sitio P. Estos autores observaron ademds que las inhibiciones por

adenosina y por progesterona eran aditivas, lo que indicarTa que
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los mecanismos de inhibicidn por adenosina (sitio P) y por progeste-
rona son diferentes.

Hemos obtenido resultados, no incluidos en esta tesis, que
confirman la idea de que la accidén de.la progesterona no serfa me-
diada por adenosina: adenosina y adenosina-desaminasa no son capa-
ces de inducir Ta maduracién de los oocitos en ausencia de proges-.
terona, y tampoco afectan la maduracidn inducida por progesterona.
i) Participacidn de calcio y calmodulina. Hay una serie de pruebas
que indican que el Ca*? podrfa participar en la induccidn de la
maduracién por progesterona (Moreau y col., 1976b; Schorderet-Slat-
kine y col., 1976; Bravo y col., 1978; Masui y Clarke, 1979; Koste-
llow y col., 1980; Wasserman y col., 1980; Morril y col., 1980, 1981).
Por ejemplo, se ha descrito que la progesterona provoca un aumento
transitorio de Cat? libre intracelular, y se ha observado que Cat?
inyectado en el cortex del oocito (y no en el citoplasma) induce la
maduracidn en ausencia de progesterona,

La calmodulina es una protefna que al unir Cat? modifica la
actividad de numerosas enzimas, entre ellas algunas adenilil-cicla~
sas (de cerebro, de pancreas), fosfodiesterasas de nuclebtidos cT-
clicos y protefna-quinasas (Valverde y col., 19795 Cheung, 1980).

En el caso de las adenilil-ciclasas que son reguladas por calmedu-
lina, esta Gltima activa a la enzima en presencia de Ca*?, La cal-
modulina parece actuar directamente sobre la subunidad catalitica de
la adenilil-ciclasa, sin afectar la funcidn de G/F, ni requerir de’

la presencia de G/F o de nucledtidos de guanosina (Salter y col.,
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1981; Heideman y col., 1982},

Se ha demostrado la preéencia de calmodulina en oocitos de
Xenopus Laevis (Cartaud y col., 1980; Wasserman y Smith, 1981), vy
algunas evidencias indican que la calmodulina podrfa participar en
la maduracidn inducida por progesterona (Huchon y col., 1981; Wasser-
mén y Smith, 1981; Cartaud y col., 1981). A baselideestas pruebas
y a las que indican que la progesterona inhibe a la adenilil-cicla-
sa, algunos autores han postulado que la adenilil-ciclasa de oocitos
estarfa en su estado basal activada por calmodulina y Cat?, y que la
progesterona inhibirfa esta activacidn (Cartaud y col., 1981), Sin
embargo, este modelo no explica algunas de las observaciones experi-
mentales, tales como la inducciBn de la maduracidn por inyeccifn de
Cat? en el cortex, o de calmodulina y Ca*?,

Los estudios inclujdos en esta tesis demuestran que la inhi=~
bici8n de la adenilil-ciclasa de oocitos por progesterona no requie-
re de la présencia de Ca*? ya que se observa en membranas preparadas -
y ensayadas en presencia de EGTA (Tabla 15). Por otro lado, el cat?
es capaz de inhibir a la adenilil-ciclasa de oocitos, pero esta in-
hibicidn y la de progesterona son aditivas (Finidori-Lepicard y col.,
1981), lo que sugiere que los mecanismés de accidn son diferentes.,
Sin embargo, no puede descartarse que en la c&lula intacta la pro-
gesterona inhiba a la adenilil-ciclasa en una forma directa e inde-
pendiente de Ca*?, y en una forma indirecta a través de cambios en
la concentracifn o distribucidn de Ca*? (Baulieu y col,, 1978; Car-

taud y col,, 1981; Morril y col., 1981), Esta inhibicidn de la
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adenilii-ciclasa de oocitos por Cat? podrfTa explicar la induccidn
de la maduraci8n por inyecciﬁn de Cat? en el cortex y por drogas
que se supone liberarTan Cat? de sitios de la membrana ( Baulieuy
col., 1978).

En experimentos rea]izados.en esta tesis, se determind que
dos fenotiazinas (CAPP, flufenazina) y una butirofenona (penfluri-
dol) inhiben a la adenilil-ciclasa de oocitos cuando &sta se mide
en presencia de GMP,P(NH)P (Tabla 15), Estas drogas antisicBticas
inhiben el efecto de calmodulina ¥y cat? en adenilil-ciclasas, fos-
fodiesterasas de nucledtidos cTcIicdﬁ,.protefna-quinasas, etc.,
porque se unen a la calmodulina en presencia de cat? (Weiss 'y
Wallace, 1980), Sin embargo, la inhibicidn de la adenilil-ciclasa
de oocitos por CAPP, flufenazina y penfluridol es independiente de
ca*?, lo que indicarfa que no es mediada por ca{modulina (Tabla 15,
Figura 18). Por otro lado, la misma droga que inhibe la actividad
de adenilil-ciclasa medida en presencia de GMP,P(NH)P, la activa
en presencia de fluoruro, y no tiene efecto sobre la actividad me-
dida con Mn*? como cati8n (Tabla 16). Es posible entonces que las
drogas antisic8ticas alteren directa o indirectamente la funcidn de
la subunidad G/F, puesto que es &sta la que media las activaciones
de 1as adenilil-ciclasas por fluoruro y por GMP,P(NH)P. Esto también
apoya la idea de que el efecto de estas drogas en la adenilil-cicla-
sa de oocitos no serfa mediado por calmodulina, puesto que, como ya
se dijo, en otros sistemas la calmodulina activa directamente a la

subunidad catalTtica C, sin alterar la funcidn de G/F, Estos datos
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indican adem8s que los efectos' de fluoruro y de GMP.P(NH)P en la
subunidad G/F son diferentes a pesar de que ambos modificadores le
confieren a G/F la capacidad de activar a la subunidad catalTtica.

Wolff y Jones (1970) habfan obtenido resultados similares,
informando que la activaci8n de la adenilil-ciclasa de diversos te-
jidos por hormonas es inhibida por fenotiazinas, mientras que la ac~
tivaci8n de las mismas por fluoruro es aumentada por las drogas.
Estos autores atribuyeron estos resultados al caricter hidrof8bico
de estas drogas y a un efecto inespecTfico de ellas en la estructu-
ra de la membrana. Numerosos son los datos de la literatura que
muestran efectos de drogas antisicBticas, en c€lulas intactas y en
membranas, gue no parecen ser mediados por calmodulina (lversen,
1975; Norman y col., 1979; Watling y Powling, 1381; Landry y col.,
1981; Litosch y col., 1982; Corps y col., 1982),

Todo ello demuestra que debe .tenerse precauciln al interpre-
tar efectos de drogas antisic8ticas como pruebas de la participa-
ci8n de calmodulina en un procesc determinado. AsT, la aceleracidn
de 1a maduracidn inducida por progesterona en presencia de una fe-
notiazina (Cartaud y col., 1981) no es una prueba de la participa-
ci8n de calmodulina en el procesd, y bien podrTa deberse a un efec-
to inhibitorio directo de la droga en la adenilil-ciclasa.

Aunque tanto la progesterona comc las drogas antisicdticas
parecen afectar a la subunidad G/F, los mecanismos de accidn serTan
diferentes ya que:

- CAPP inhibe en un grado similar a Ta adenilil-ciclasa de oocitos
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medida en ausencia o en presencia de una concentracidn saturante de
progestercna (Tabla 15),

- CAPP afecta la activacidn de la adenjlil-ciclasa de oocitos por
fluoruro, en cambio la progesterona no la afecta,

- E1 efecto de la progesterona en la aden&li]—ciclasa de ococitos es
tejido-especTfico (Figura 11), mientras que el efecto de fenotiazi-
nas en adenilil-ciclasas parece no mostrar especificidad de tejido
(Wolff y Jones, 1970), .

- CAPP inhibe totalmente la actividad de adenilil-ciclasa de ococi~

tos medida en presencia de GMP,.P(NH)P (Figura 18), mientras que la

progesterona s8lo la inhibe parcialmente (Figuras 11 y 12),

Puedé entonces concluirse que'la progesterona inhibirfa a la
adenilil-ciclasa de ococitos independientemente de cat®, y que drogas
antisicBticas inhiben tambi&n a la enzima en una forma aparentemen-
te independiente de calmodulina y ta¥?, Deber8 estudiarse con mayor
acuciosidad un posible efecto de calmodulina ex8gena en la adenilil-
ciclasa de oocitos, al igual que la posible existencia de una calmo-
dulina intrfnseca en la fracci8n particulada de oocitos. Deberfa tam-
bi&n profundizarse el estudio del mecanismo de accidn de las drogas
antisicBticas en la adenilii-ciclasa, determinindose la reversibili-
dad del efecto, su especificidad (con otras enzimas de la fraccidn
particulada de oocitos y con la adenililsciclasa de otras cBlulas),
Tambi&n parece de inter8s investigar el efecto de estas drogas sobre
la activacidn de la enzima por concentraciones crecientes de

GMP.P(NH)P, y sobre el perfodo de latencia descrito en la curva de
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progreso de la reaccidn (en presencia de GMP.P(NH)P) , AdemSs, se de-
berd estudiar el efecto de estas drogas en la enzima solubflizada
con detergentes, |

3, Efecto de La progesterona en La adenilil-ciclasa de ococitos de
difenentes estados de La oogénesis.

En el ovario de Xenopus Laevis se encuentran oocitos en di-
ferentes estados de la cog8nesis. Seis estados {1 at V1) han sido
definidos de acuerdo a criterios de tamafio y mor fologTa (Dumont,
1972) (Apéndice, Figura 19).

La actividad de adenilil-ciclasa por folfculo (Figura 5) o
por cocito (p.89 ) aumenta considerablemente durante la oogénesis,
Sin embargo, una comparaci8n cuantitativa entre los resultados ob-
tenidos con folfculos (13 a 15 veces aumentd la actividad entre los
estados |1 y VI) y con oocitos (11 a 16 veces aumentd la actividad
en los estados I-11 y V=VI) no es posible debido a las siguientes
razones:

- En el folfculo existen dos poblaciones celulares: cocitos y c&lu-
las foliculares., No es posible entonces saber con precisidn qué
parte del aumento de actividad observado durante ta oogdnesis en
folfculos corresponde al oocito, y cual a las cBlulas foliculares,
ya que s8lo en el estado VI se conoce ‘1a distribuci8n aproximada de
actividad en ambas poblaciones celulares (Tabla 5)s

- Las condiciones de ensayo y las fracciones utilizadas fueron muy
diferentes. En folfculos, la actividad se midi& en homogeneizados,

en presencia de Mnt?, y en presencia o ausencia de fluoruro. En
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*+2 v en fraccio-

oocitos, la actividad se midiS en presencia de Mg
nes particuladas, desconociéndose adem3s en este caso la recupera-
cidn de actividad en las diferentes fracciones.

Adem3s del aumento de la actividad total, se pudo determinar
que a medida que el oocito crece, la adenilil-ciclasa se hace mas
sensible a la activacidn por GMP,P(NH)P, Por ejemplo, en los expe-
rimentos mostrados en la tabla 10 (experimentos 2 y 3), ia activi-
dad basal aumentd 11 y 16 veces al pasar de estados | y Il a esta-
dos V y VI, mientras que la actividad medida en presencia de
GMP .P(NH)P aumentd 29 y 35 veces (p.89 y90). Aunque el gradb de
activacidn por GMP,P(NH)P varié de una preparacidn a otra, siempre
fue mucho mayor en la adenilil-ciclasa de la fraccidn particulada
de oocitos de estados V y VI que en la enzima de oocitos de estados
| a IV (Tabla 10).

También es muy significativa la observacidn de que la adeni-
lil-ciclasa de oocitos de estados | a iV es inhibida por progestero-
na pese a que estos oocitos no maduran en presencia de la hormona
(Tabla 10, Figura 12). La inhibicidn de la adenilil-ciclasa de oo-
citos de estados | y Il muestra una dependencia de la concentracidn
de progesterona similar a la observada en la enzima de los oocitos
de estados V y VI, pero el grado de inhibicidn por concentraciones
saturantes de hormona es menor en el caso de las enzimas de oocitos
de estados | a IV (Figura 12, Tabla 10). No se sabe si hay una rela-
cidn entre el menor grado de inhibicién de la adenilil-ciclasa y la
incapacidad de los oocitos de estados | a IV de madurar en presencia

de progesterona, o si la inhibicién de la adenilil-ciclasa por
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progesterona es necesaria pero no suficiente para que se induzca la
maduracidn. De todas maneras, el hecho de que la adenilil-ciclasa
de los ococitos que no maduran responda a progesterona indicarTa que
estos oocitos poseen receptores para la hormona. Otras evidencias
indican tambi&n que al menos los ococitos de ea;ados 1V y V poseen
receptores de progesterona, ya que -1a hormona es capaz de inducir
su maduracidn si son incubados en medios sin potasio (Kofoid y col.,
1979) ., Una reculacidn negativa de la maduraciéﬁ pgr otros factores
podrTa explicar porqué la progesterona no es capaz de inducir madu-
raci8n de los cocitos de estados | a V pese a ser capaz de inhibir
a la adenilil-ciclasa de estos oocitos. Por ejemplo, se ha descrito
que‘en mam{feros la maduracidn del ococito es inhibida por un compo-
nente del 17quido folicular (Tsafriri y col., 1977), vy que en anfi-
bios la desfoliculacidn facilita la maduracidn inducida por proges-
terona -(Reynhout y col., 1975; Mulner y Ozon, 1981). Es posible en-
tonces que sdlo los oocitos crecidos puedan madurar en presencia de
progesterona debido a la disminucidn o desaparicién en ellos de un
control negativo ejercido por las c€lulas foliculares,

Como ya se dijo, se produce durante la cogénesis un aumento
de la actividad basal de adenilil-ciclasa del ococito, y un aumento
de las respuestas = GMP,P(NH)P y & progesterona. La oog€hesis en
Xenopus Laevis puede constituir por lo tanto un buen modelo de estu-
dio de la expresidn coordinada en una c8lula del receptor hormonal
y de las subunidades regulatoria y catalTtica de la-adenilil~cicla-

‘sa. Estudios similares han sido realizados en dos casos: la
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transformacidn de reticulocitos de rata en eritrocitos (Limbird y
col., 1980; Larner y Ross, 1981} y la diferenciacidn de preadipoci-
tos en adipocitos, inducida por dexametasona e isobutil-metilxanti-
na (Lal y col., 1981}, En 1la maduracidn de los reticulocitos'de ra-
ta, la actividad basal de adenilil-ciclasa disminuye, y también la
enzima se hace menos sensible a la activacidn por nucledtidos de
guanosina, toTina del cBlera y catecolaminas. Esto se deberTa a una
disminucidn coordinada de las concentraciones del .receptor y de las
subunidades catalftica y regulatoria, ¥ también a alteraciones en

la interaccidn de estos componentes, probablemente debidas a cambios
en las propiedades de G/F (Limbird y col., 1980; Larner y Ross, 1981).
En la diferenciacidn de preadipocitos a adipocitos la actividad ba-
sal de adenilil-ciclasa no varfa significativamente, pero la enzima
ce hace mis sensible a la activacidn por GMP,P(NH)P y por catecolami-
nas. Esto se deberfa a la aparicidn de un mayor nimero de receptores
hormonales y a un aumento en la concentracién y cambio en las propie-
dades de la subunidad regulatoria G/F (Lai y col., 1981). La oogéne-
sis en oocitos de Xenopus £Laevis podrfa ser también un buen modelo

de estudio de cambios en la concentracidn y propiedades de los com=-

ponentes de la adenilil-ciclasa durante un proceso de desarrollo.

CONCLUSIONES

Las conclusiones mds importantes de este trabajo de tesis son:
1. Existe actividad de adenilil-ciclasa en fracciones particuladas

de oocitos y de cdlulas foliculares de Xenopus Laevis; ambas
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actividades son estimuladas por fluoruro y por GMP,P(NH}P. La ade-
nilil-ciclasa de oocitos es también activada por toxina del cdlera.
Todo ello indica que las adenilil-ciclasas de ococitos y de células
foliculares poseen una subunidad regulatoriaG/F funcionalmente ac-
tiva.

2. La adenilil~ciclasa de oocitos es inhibida por progesterona en
una forma saturable, reversible, esteroide-especTfica y tejido-es-
pecifica, Hay una buena correlacibn entre las concentraciones de
progesterona que inducen la maduracidn y aquellas que inhiben a la
adenilil-ciclasa. Esto sugiere que el mecanismo por el cual la pro-
gesterona induce la maduracidn de los cocitos in vivo incluye ai
menos la inkibicién de la adenilil-ciclasa por la hormona, lo que
explicarfa la disminuci8n de los niveles intracelulares de cAMP que
se observa en presencia de la hormona.

3. La inhibicidn de la adenilil-ciclasa de cocitos por progestero-
na requiere de la presencia de nucledtidos de guanosina, La hormo-
na parece inhibir la reaccidn de activacién de la adenilil-ciclasa
por estos nucleGtidos. La inhibicidn de la adenilil-ciclasa por
progesterona no requiere de la presencia de Ca*? ni es mediada por
adenosina o por los receptores de &sta, Algunas drogas antisicoti=~
cas son capaces de inhibir a la adenilil-ciclasa de oocitos, pero
su mecanismo parece ser diferente del de la progesterona y no esta-
rfa mediado por calmodulina y calcio.

L, Durante la oogdnesis, la actividad de adenilil-ciclasa de. un oo-
cito aumenta, y también aumentan el grado de‘activacién de la enzima

’,

por GMP,P{NH)P y el grado de inhibicidn de la enzima por progesterona,




APENDICE

LA OOGENESIS EN Xenopus Laevds.

En el ovario de Xenopus £aevis se encuentran oocitos en di-
ferentes estados de la oogénesis. Sels estado;J(l a V!) se han de-
finido de acuerdo al tamafio v la morfologia del cocito (Dumonﬁ, 1972).

En la figura 19 se reproduce un esquema de ‘Dumont (1972, Figqu-
ra 7) en el que se ilustran las caracteristicas de los diferentes es-
tados de la oogdnesis. Los occrtos de estado | son transparentes,
siendo su gran niicleo y su masa mitocondrial claramente visibles,

Los oocitos de estado |l son blancos y opacos. Los oocitos de esta-
dos 1 y Il son previtelogénicos. La sThtesis de pigmento y la vite-
logénesis (acumulacidn de vitelo) comienzan en el estado Il11. La vi=
telogénesis y el crecimiento contindan,y en el estado IV se diferen-
cian los hemisferios animal (oscuro) y vegetativo (claro). En el ‘es~
tado ¥V los oocitos han casi alcarzade su tamafio maximo y la acumula-

cién de vitelo cesa. Los oocites de estado VI se caracterizan por

la aparicidn de una banda ecuatorial no pigmentada entre ambos he-

misferios.
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STAGE TI
1200-1300 1o

STAGE T
1000-1200 |

Figura 19. los sedis estados de La ooglnesis en Xenopus Laevis.
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Figura 19, los sels estados de La oogénesis en Xenopus Laevis. Los
cocitos de estado | estdn rodeados de una capa muy delgada de célu-
las foliculares y poseen una gran masa de mitocondrias, pocas gotas
de 17pidos .y pequefios complejos de Golgi. En el estado [l aumenta
él grosor de las células foliculares. La capa de células folicula-
res se arquea sobre la superficie del oocito, y esta iltima adquie-
re microvellosidades. La membrana vitelinica comienza a formarse
entre las células foliculares y el oocito. Aparecen en este estado
los granulos corticales, los premelanosomas {(esferas oscuras y pe-
quefias) y algo de vitelo. La vitelogénesis comienza en el estado
111, el que se caracteriza tanbién por un aumento del pigmento
{(melanosomas) y de los grénulos corticales. La membrana vitelinica
forma una capa continua sobre la superficie del oocito. En el esta-
do IV se encuentran plaquetas de vitelo de forma irregular en la
periferia del citoplasma. Las microvel losidades son grandes y nu-
merosas. En el estado V la acumulacidn de viteld disminuye paula- -
tinamente y las microvellosidades se acortan y se reducen en ni~
mero. En el estado VI muchas microvellosidades han desaparecido y
la capa de células foliculares se ha adelgazado (reproducido de
Dumont, 1972, Figura 7). En la figura aparecen los didmetros de

los oocitos de los diferentes estados.
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