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RESUMEN

En este trabajo de tesis se estudié la poeible participacién
de los fosfatidilinositoles en la maduracién meiética del oocito
de Xenopus laevis en dos etapas y & través de dos estrategias
experimentales diferentes.

En la primera de ellas Yy como una etapa preliminar a 1los
estudios realizados con cocitos intactos, se estudié la sintesis
de fosfatidilinositolpolifosfatos en membranas aisladas de
cocitos e incubadas con (3ﬁ—3EP)ATP. En la segunda etapa de la
tesis, se estudié la sintesis de fosfatidilinositolfosfatos en
cocitos intactos microinyectados con (ZH)mio-inositol.

Lose estudios realizados con membranas aisladas indican la
presencia de dos actividades enzimaticas, la Ptd Ins gquinasa y la
Ptd Ins 4-fosfatoquinasa, responsables de 1la sint;sis de Ptd
Ins(4)P y Ptd Ins (4,5)Pe, regpectivamente. La incubacién de las
membranas con (8& -==pP)ATP produce mayoritariamente Ptd Ins(4)P ¥y
una pequefia cantidad de Ptd Ins (4,5)Ps.

Se caracterizé la actividad mayoritaria responsable de la
sintesis de Ptd Ins(4)P encontrandose que la enzima posee =alguna
de las caracteristicas de estas enzimas en otros sistemas. La
enzima requiere Mg=" o Mn®™ para su actividad, utiliza ATP pero
no GTP como sustrato dador de fosfatoc y tiene para el nucledtido
ung K. aparente de aproximadamente 50 pHM. La enzima es
estimulada por polilisina y poliornitina, peroc es inhibida por
2,3-bisfosfoglicerato, neomicina y altas concentraciones de Ca®™.

Los estudios realizados en presencia de GTP-B\—S, sugieren que

: Xvi



una proteina G no estaria involucreda en la regulacién de la
actividad Ptd Ins gquinasa de oocito o que por lo menos dicha
proteina no estaria activa -en la preparacién de membranas
utilizadas.

También se identificé en membranas de oocitos una actividad
hidrolitica que da cuenta de 1la pérdida de 1la marca en el
(=2p)Ptd Ins(4)P preformado. Les productos de esta reaccién no
han sido identificados hasta el momento, desconociéndose si la
reaccién es catalizada por una fosfolipasa C 6 una
fosfomonoesterasa.

Los resultados indican que la inhibicién de 1la actividad
hidrolitica no es responsable del aumento en la formacién de Ptd
Ins (4)P observado en presencia de polilisina. Tampoco un aumento
en la hidrélisis de Ptd Ins(4)P preformado da cuenta del efecto
inhibitorio de 2,3-bisfosfoglicerato en la sintesis de Ptd Ins
(4)P.

Las actividades de Ptd Ins gquinasa y Ptd Ins 4-fosfato
quinasa no son afectadas por la presencia de progesterona en el
medio de incubacién; sin embargoe, se observé un aumento de
aproximadamente 3-4 veces en la formacién de Ptd Ins (4)P y Ptd
Ins (4,5)P= en membranas aisladas de ococitos madurados por accién
de progesterona, con respectoc a2 lo encontrado en membranas de
oocitos no maduros.

Los estudios realizados con oocitos intactos mostraron gque
la incubacién de estas células con progesterona, insulina o
acetilcolina estimulan 1la incorpgracién de (=H)mio-inositol en
Ptd Ins, Ptd Ins (4)P y Ptd 1Ins (4,5)P=. En el caso de

progesterona, este efecto, se acompafia ademas de un aumento en la

xvii




produccién de Ins (4)P,’ Ing (1,4)P- e Ins (1,4,5)Pa, indicando
que esta hormone, al‘ igual que acetilcolina, promueve en el

cooccito de Xenopus un aumento en el recambio de los
fosfatidilinositoles. y

El efecto de progesterona es especifico, ya que no puede
ser reproducidc por otras hormonas esteroidales y & diferencia de
lo observado con acetilcolina es indirecté, puesto que requiere
que se produzca previamente sintesis prﬁtéica. La respuesta a
progesterona se detecta después de 3 hr de poner en contacto al
cocito con la hormona, alcanza un maximo después de 4-35 hrs y es
bloqueada por inhibidores de la sintesis protéica. El efecto de
insulina tiene caracteristicas similares.

El efecto de acetilcolina sobre la incorporacién de (ZH)mio-
inositol a los fosfatidilinositoles, en cambio, es mucho més
rapido y antecede a la respuesta a progesterona, Yya que " alcanza
un maximo a las 1.5 hr luego de iniciada la incubacién de los
cocitos con el neurotransmisor y no es blogueado por inhibidores
de la sintesis proteica.

En base a estos resultados, vy junto con la observacién que
acetilcolina acelera la maduracién de los oocitos tratados con
progesterona, se ha fortalecido la postulacién de que existiria
una posible via de interconexién o dialogo entre los sistemas de
transducciébén de’ sefiales utilizados por progesteronsa y

acetilcolina en el cocito de Xenogpus laevis.

xviii




SUMMARY

The synthesis of phosphatidylinositol polyphosphates using
isclated oocyte membranes incubated with (‘?\-3EP)ATP, vas
studied in the first stage of the Thesis. In the second stage,
the s8ynthesis of phosphatidylinositel phosphate using intact
ocoocytes microinjected with (ZH)myo-inositol was studied.

Studies performed vwith isolated membranes indicate +the
presence of two enzymatic activities, +the Ptd Ins kinase’and the
Ptd Ins 4-phosphate kinase, which are responsible for the
synthesis of Ptd Ins (4)P and of Pid Ins (4,3)Pg, respectively.
The incubation of membranes with (1p -3=P)ATP produces mainly Ptd
Ins (4)P and a small quantity of Ptd (4, 5)P-.

The main activity responsible for the phosphorylation of Ptd
Ins, the Ptd Ins kinase, wvas characterized in detail and it was
found that the enzyme showes some of the characteristics of
similar enzymes found in other systems. This enzyme requires
Mg®+ or Mn=+ for its activity. It uses ATP but not GTP as a
phosphate donor substrate and it has an apparent Km for ATP of
about 350 pM. This enzyme is strongly stimulated by polylysine
" and polyornithine but it is inhibited by 2, 3-biphosphoglycerate,
. neamycin and high Ca®* concentrations. Studies made in the
' presence of GTP-?\—S suggest that a G preotein is not involved in
the regulation of the cocyte Ptd Ins kinase activity or at 1least
that such a protein is not active in our membrane preparations.

Alsao, a hydrolytic activity towards phosphatidyl inositol-4
phosphate vas detected in cocyte membranes. It accounts for the

significant less of radicactivity observed with pre-formed (3=P)
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Ptd 1Ins (4)P. The products of thies reaction have not been
identified yet, so that it is unknown vhether this hydrolytic
reaction is catalyzed by a phospholipase C or by a
phosphomonoesterase. % Our re;ults show, hovwever, that
inhibition of this h;drolytic sctivity is not responsible for
the increase in the Ptd‘Ins (4) formation that was observed in
the presence of polylysine. Neither is &n increase in the
hydrolysis of Ptd Ins (4)P responsible for the inhibitory effect
of 2,3 bisphosphoglycerate in the synthesis of Ptd Ins (4)P.

Pid Ine kinase and Ptd Ins 4-phosphate kinase activities are
not affected by the presence of progesterone in the incubatign
medium, however, a 3-4 fold increase in the formation of Ptd Ins
{4)P and Ptd Ins (4,3)P= wvas cbserved when using membranes
isolated from cocytes that were matured by means of progesterone
action as compared with immature oocyte membranes.

Studies with intact oocytes showed that +the dincubation of
these cells with progesterone or acetylcholine stimulates the
incorporation of (=H) myo-inositol in Ptd Ins, Ptd Ins (4)P and
Ptd 1Ins (4,3)P=. Besides this effect, there is an increase in
the release of Ins (4)P, Ins (1,4)P= and Ins (1,4,35)Ps, showing
that progestercne, as well as the acetylcholine, promote an
increase in the phosphatidylineositel turnover in Xenopusg laevis
cocytes.

The progesterone effect is specific. It can not be observed
with other steroid hormones. In addition, this effect appears to
be indirect since the stimulation observed with progesterone-
induced maturation requires previous protein synthesis, in that

inhibition of protein synthesis completely block the increase.
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The response to progesterone vas found after 3 hours of treatment

[
of the oocyte with the hormone and it reached a maximum after

4-5 hours.

On the cother hand, the acetylcholine effect is fast. A
maximum stimulation 4is obtained after 2 hours exposure of the
oocyte to the neurotransmitter. It also differs in that it is
not blocked by inhibitors of the protein synthesis.

These results, together with the fact that the acetylcholine
accelerates the oocyte maturation treated with progesterone,
strengthen the idea that there may be interaction and "cross-

talk" between the transduction systems used by progesterone and

acetylcholine in the Xenopus laevis ococyte.
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INTRODUCCION

A. METABOLISMO DE: FOSFOLIPIDOS DE JNOSITOL EN EL MECANISHNO DE

ACCIOR HORMONAL

En los tultimos afios se ha establecido claramente que la
accién de una serie de sefiales externas sobre la membrana celular
tiene como consecuencia un esumento en el metabolismo de los
fosfolipidos de inositol y un incremento en la concentracién del
calcio intracelular (Berridge e Irvine, 1589; Downes, 1989). Se
ha detectado un incremento en el wmetabolismo de estos
fosfolipidos, en respuesta a una gran variedad de estimulos tales
como hormonas (Bone vy col. 1984; Koréh y Ménaco, 1586),
neurotransmisores {Berridge y col. 1983) y factores de
crecimiento (Berridge y col. 1984; Auger y col. 1985). También
se ha encontrado un efecto parecido en células transformadas por
virus oncogénicos (Kato y col., 1987; Jackowski y col., 1986).

Los fosfolipidos de inositol son una fraccién minoritaria de
los fosfolipidos de la célula; constituyen aproximadamente el 3%
del +total pero su recambic es mucho mas rapido que el de los
otros lipidos de membrana (Hokin, 1983).

Existen observaciones experimentales gue sugieren la
existencia de dos conjuntos diferentes de fosfatidilinositocles.
Un conjuntoc minoritario, que constituye aproximadamente el 10 a
20% del total, parece estar involucradec en la respuesta hormonal
(Ménaco, 1987; Ménaco y col., 1983). Este conjunto sensible a la

accidn de una sefial extracelular, estaria confinado



exclusivemente en la membrana plasmatica (Rana y col., 1S86a).

El esquema I representa los resultados de un gran numerc de
estudiss experimentales, y muestra el consenso de opinidén sobre
alguna de 1las complejas vias metabélicas que participan en la
sintesis y degradacién de 1los fosfolipidos de inositol. La
estimulacién del wmetabolismo de estos fosfolipidos puede ser
sistematizada en 3 etepas: activacién de la fosfolipasa C mediada
por el receptor de 1la sefial extracelular, hidrélisis de
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (Ptd Ins (4,5)P=) para dar
inositol trisfosiatp (Ins (1,4,5)Ps) y diacilglicerol (DAG) y por

altimo la resintesis de los fosfatidilinositol polifosfatos de

manera de poder restablecer los niveles de Ptd Ins (4,35)P=.

1. Activacién de la fosfolipasa C

Le estimulacién de la enzima fosfelipasa C (PLC) que
hidroliza al Ptd Ins (4,35)P-, constituye una etapa fundamental en
el sistema de transduccién de sefirles en gque participan los
fosfolipidos de inositol (Majerus y col., 1986; Rhee y col.,
1989).

Hasta el momento se han purificado y caracterizado
fosfolipasaé C proveniente de fracciones citoplasmaticas . de
varios tipos celulares (Bennett y Crooke, 1987; Rebecchi y Rosen,
1987; Fukui y col., 1988).

También la presencia de fosfolipasa C unida a una fraccion
particulada, ha sido demostrada por las observaciones que Ptd Ins
(4,5)P= puede ser hidrolizado al estimular membranas aisladas con
el agonista (Harden y col., 1987; Sommermeyer y col. 1989). La

fosfolipasa C unida @ la membrana ha sido purificada a
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partir de cerebro de bovino (Katan y Parker, 1987) y de plaquetsas
humanas (Banno y col. 1888). Estudios bioquimicos e
inmunclégicos indican que la enzima unida a la membrana
corresponde a una de las especies encontradas en el citoplasma,
sugiriendo que su asociacién con la membrana puede ser reversible
(Lee y col. 1987; Kozavwa y col. 1987).

Existen datos experimentales que indican que la activacioén
de la fosfolipasa C (PLC) por el receptor estaria mediada, al
menos en algunos caso0s, por una proteina regulada por GTP,
denominada proteina Gp (Melin P-M. y col., 1986; Cockroift, 1987;
Allende, J.E., 1988). Fetos estudios demuestran que la enzima
es inactiva a2 los niveles de calcio encontrados en el interior de
la célula, a menos que esta enzima interactue con un proteina Gp
(Smith y col. 1986). Pruebas indirectas sobre un posible papel de
proteinas G en el control de la actividad de la fosfolipasa C
provienen de experimentos realizados en presencia de analogos de
GTP o de 1la toxina de B. pertussis. Se ha comprobado que 1la
hidrélisis de Ptd Ins (4, 5)Pz en membranas premarcadas con (==)P
fosfato o(3H) inositol es estimulada por GTP o sus analogos no
hidrolizables (Bonzalez y Crews, 1985; Harden y col. 1987;
Sommermeyer y col. 1989). Ademds, en algunos tipos celulares
talese como leucitos (Smith y col., 1987) y células plasmaticas
{Nakamura vy Ui, 1985, el efecto de sefiales externas sobre la
liberacién de Ins(1,4,5)P= puede ser bloqueado si las ceélulas son
pre-tratadas con la toxina de B. pertussis.

El producto del oncogen ras, la proteina P21, esta
funcionalmente relacionada con proteinas G (Barbacid, 1987). Se

ha abordado el estudioc de la posible participacién de ras en el




sistema de transduccién de sefiales que involucra a los
fosfolipidos de inositol, y asl se ha observado en células
transformadas que ras estaria aumentando el recambio de dichos
compuestos (Fleischman y col. 1986; Wolfman y Macars, 1987).
Ademas, la microinyeccién de 1la proteina P21 en el oocito de
¥enopug parece inducir un aumento en la sintesis de Ins(l,4,35)P=
y diacilglicerol (Lacal y col. 1987).

Los estudios con toxina de B. pertussis indican que existe
cierto grado de heterogeneidad en las proteinas Gp.
Recientemente se ha comprobado la existencia de al menos dos
tipos de proteinas Gp en células CHO de ovario de hamster en
cultive, las cuales pueden ser diferenciadas por su sensibilidad
a la inhibicién con la toxina. Ademas se comprobd que estas
proteinas Gp pueden acoplar selectivamente diferentes receptores
con la PLC (Ashkenazi y col. 1S89).

El hech? que, en algunocs tipos celulares, 1la estimulacién de
la PLC no sea sensible a la accién de la toxina de B. pertussis,
sugiere también la existencia de otros mecanismos para su
activacién, independientes de proteinas Gp. La evidencia
experimental indica que el aumento en el metabolismo de los
fosfolipidos de inositol observado en presencia del factor de-
crecimiento epidermal (EGF) {Wahl y Carpenter, 1588) o en
presencia del factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF):
{Lépez-Rivas y col. 18871, puede ser consecuencia de la
activacién de la enzima por fosforilacidn.

Los receptores de los factores de crecimiento EGF y 'PDGF
tienen actividad tirosina quinasa y ha sido demostrado que est;

actividad es necesaria para promover el aumento en el recambio de
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los fosfolipidos de inositol (Escobedo y col. 1988; Moolenaar y
col. 1988). También se ha encontrado que la fosfolipasa CII, una
de las isoenzimas encontradas en cerebro de rats, es fosforilada
in wvive e in vitro por accién del receptor de los factores EGF
y PDGF (Meisenhelder y col. 1989; Margelis y col. 19839; Nishibe y
col., 1989).

El mecanismo por el cual termina la accién de fosfolipasa c
es desconocide hasta 1la fecha; sin embargc la evidencia
experimental sugiere que la proteina quinasa C podria estar
involucrada en el desacoplamiento de la proteina G (Orellana y

col. 1987; Smith y col. 13887).

2. Hidrélisis de Ptd Ins (4,3)Pe

La hidrélisis de Ptd Ins {(4,5)P= catalizada por la
fosfolipasa C genera dos moléculas con caracteristicas de
segundos mensajeros: el diacilglicerol e inositol 1,4,5-
trisfosfato. Fl diacilglicerol, que puede provenir tambieén de 1la
hidrélisis de fosfatidilinositol (Ptd Ins), fosfatidilinositol 4
monofosfate (Ptd In (4)P (Majerus vy col. 1s86) vy otros
fosfolipidos (Besterman y col. 1986; Saltiel y col. 1987),
interactua con la proteina quinasa C y con ello activa la
fosforilacién de varias proteinas involucradas en procesos
reguladores y proliferativos. Es 4importante’ sefialar que 1los
ésteres de forbol, gque son factores promotores tumorales, tienen
una estructura anadloga al diacilglicerol y también activan a 1la
proteina quinasa C {Nishizuka, 1986).

La produccién de Ins (1,4,3)Ps, estimula la liberacién de

Ca=+ desde depb6sitos intracelulares (Putney vy col. 1589;
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Berridge, 1887). Inicialmente se pensé que Ca®* era liberado
excluesivamente desde el reticulo endoplésmico, pero recientemente
se ha sugerido que ﬁrovendria también desde un organelo
denominado tentativamente "calciosoma"™ (Volpe y col. 1988).

El calcio liberado 8l interior de la célula puede estar
involucrado en la regulacién de un numerc importante de enzimas
incluyendoc a la proteina quinasa C mencionada previamente y otras
proteinsa quinasas dependientes de calcio y calmodulina
(Nishizuks, 1989; Adelstein y Klee, 1981; HNairn y col. 1885;
Kikkawva y col., 19839).

El 1Ins (1,4,5)P= promueve la liberacisén de calcio a través
de su interaccién con un receptor especifico de membrana (Spat vy
col., 1983; Supattapone y col., 1988). La unisén de Ins (1,4,5)P=
a su receptor aumentaria la salida de calcio al interior de la
célula desde un reserveric intracelular como consecuencia de 1la
apertura de un canal de Ca=+, el cual parece estar estrechamente
asociado con el receptor de Ins (1,4,35)P= (Ehrlich y Watras,
1588)

Se han descrito dos vias independientes para 1la

metabolizacién de Ins (1, 4,5)Pa, ambas generan compuestos gue no

movilizan calcio desde dep6sitos intracelulares {Downes, 1889).
Por una parte Ins (1,4,5)P= es desfosforilado a Ins (1,4)Pe. por
una "S5 fosfatasa" extremadamente activa (Downes y col. 1882).

Esta enzima es fosforilada in vitro en multiples sitios por la
proteina quinasa C, lo cual aumenta varias veces su actividad. Se
piensa que éste seria un mecanismo para controlar los niveles de
Ins(1, 4,5)P= intracelular (Conneolly y col. 1987). El Ins (1,4)

Pe es posteriormente desfosforilade a Ins por accibén de
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fosfatasas especificas, slgunas de ellas tienen la caracteristica
de ser inhibidas por Li+ (Majerus, 1988; Berridge y Dovnes,
1989).

Ademés de estas fosfatasas se ha descrito una quinasa que
transfiere un fosfato desde el ATP a la posicidén 3 del Ins(i, 4,5)
Pé para formar Ins(1,3,4,5)P. (Batty y col. 1885; Irvine y col.
1986). Esta via es particularmente interesante porque la guinass
puede ser regulada por Ca=* /Calmecdulina (Yamaguchi y col. 1888)
y porque se ha propuesto que 1Ins(l1,3,4,5)P. estimularia 1la
entrada de Ca=* al interior de 1la célula desde el exterior
{Irvine y Moor, 1986) y que serias en parte responsable de las
oscilaciones del Ca intracelular (Berridge e Irvine, 1589%9).

Las rutas metabélicas en gue participan los
inositolfosfatos han resultado ser altamente complejas; hasta el
momento, alrededor de 20 derivados de los inositolfosfatos han
gido descritos en distintos tejidos, desde mono a hexafosfatos,
pero poco se conoce acerca de su rol fisiolégico y cémo éstos son

sintetizados (Majerus y col. 1588).

3. Sintesis de Ptd Ins (4,5)Pe

La tercera etapa del wmetabolismo de los fosfolipidos de
inositeol es la resintesis de los fosfatidilinositol polifosfatos,
de manera gque los niveles de Pitd Ins (4,5)P= puedan ser
restablecidos.

La reaccidén inicial de 1la secuencia metabélica en 1la
sintesis @e los fosfatidilinositoles 1la constituye una etapa
reversible catalizada por la enzima CDP diacilglicerol mio-

inositol fosfatidiltransferasa (Ptd Ins sintetasa). Esta enzima
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cgintetiza Ptd Ins a partir de inositol y CDP diacilglicerol {CDP-
DAG) y ha sido identificada tanto en el reticulo endoplasmico
como en la membrana plasmatica de células GHa (Imai vy
Gershengorn, 1987a). La enzima es inhibida por su producto Ptd
Ins, y 8e ha propuesto que la resintesis de Ptd Ins(4,35)P. es
consecuencia de la remocién de la inhibicién por producto, en la
medida que el nivel de Ptd Ins decrece durante la activacién de
la fosfolipasa C (Imai ¥y Gershengern, 1987b).

Junto con esta reaccién que conduce a la sintesis neta de
Ptd Ins se ha descrito el intercambio de inositol en Ptd Ins.
Este proceso es catalizsdo al parecer por una enzima, ocurre en
ausencia .de CDP-DAG y no conduce a la sintesis neta de Ptd Ins
(Bleasdale y Wallis, 1981).

El Ptd Ins (4,5)Ps, es generado a partir de Ptd Ins por la
fosforilacién sucesiva en los hidroxilos 4 y 5 del inositol.
Estas reacciones son catalizadas por dos enzimas diferentes, la
Ptd Ins quinasa y la Ptd Ins 4-fosfato quinasa.

La Ptd 1Ins quinasa que cataliza la formacién de Pid Ins
{4)P, es una enzima gque estd wunida a membranas. Ha sido
encontrada en muchos tejidos, en diferentes compartimientos
celulares y en la membrana plasmatica (0’Shea y col. 1986; Imai y
col. 1986; Suarez-Quiam y col. 1987; Cockcroft y col. 1985;
Schiafer y col., 1987; Porter y col. 1888).

Por otro lado, ia Ptd Ins 4-fosfato gquinasa, responsable de
la sintesis de Ptd Ins (4,5)Ps, ha sido encontrada en membranas Yy
en el citoplasma de diferentes sistemas (Van Rooijen y col. 1985;

lmai y col. 1986; Cochet y Chambaz, 1986; Van Dongen y col. 1985;

Lundberg y col. 1987; Ling Yy col. 1989), pero la relacién entre
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la enzima soluble y la asociada a membrana es poco clara.

El mecanismo para regular la resintesis de Ptd Ins (4,5)Pe
no ha sido bien definido hasta el momento. Se ha discutido la
posibiiidad que la hidré6lisis de Ptd Ins (4,5)P= remueva la
inhibicién por producto de la Ptd Ins quinasa y de le Ptd 1Ins 4-
fosfato quinasa al descender los niveles de este 1lipido (Van
Rooijen y col. 1985; Smith y Wells, 1883). Sin embargo, 1la
naturaleza fisicoquimica y los niveles fisiolégicos a los cuales
Ptd Ins (4,5)Pe inhibe las quinasas es desconocido.

Resultados experimentales indican que un mecanismo adicional
para la resintesis de Ptd Ins (4,5)Pe podria operar a través de
la activacién de las Ptd Ins guinasas.

Recientemente se ha discutido la posibilidad que las Ptd Ins
guinasas puedan ser reguladas por proteinas G. Se ha observado
que la incorporacién de ==P desde (?ﬁ—3EP) ATP en Ptd Ins (4,5)P=
es incrementada por GTP- &ﬂ -3 en membranas de cerebro de rata
(Smith y Jen Chang, 1989).

l.as poliaminas espermina y espermidina, gue se ha postulado
jugarian un impertante papel regulatorio en varios aspectos del
metabolismo y proliferacién celular {Tabor vy Tabor, 1984),
aumentan la actividad de las Ptd Ins quinasas. Se ha encontrado
gue las poliaminas estimulan la fosforilacién de Ptd 1Ins en
membranas aisladas de células A431 (Vogel y Hoppe, 1986) y en
membranas de cocitos de Xenopus laevis (Gatica y col. 1987).
También las poliaminas activan la enzima Ptd 1Ins 4-fosfato
quinasa purificada de cerebro de rata (Lundberg y col. 1986).

También se ha sugerido la posibilidad que las Ptd Ins

guinasas puedan ser activadas por fosforilacién. Se ha
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identificado una Ptd Ins quinasa que copurifica con el receptor
del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)y 1la
proteina pp60=—*"<, homélogo celular de la proteina dél virus del
sarcoma de Rous. Tanto el receptor de PDGF ecomo la proteina
ppb0s—=re tienen actividad tirosina quinasa y <fosforilan
proteinas con actividad Ptd Ins quinasas (Kaplan y col. 1987;
Courtneidge y Heber, 1987). Se ha comprobado que esta Ptd Ins
quinasa es diferente de las previamente descritas y fosforila
especificamente 1la posicién 3 del inositol generando un nuevo
producto, no identificado previamente, el Ptd Ins (3)P {Whitman
y col. 1988). Ademas, se€ ha demostrado gue inmunoprecipitados de
células +tratadas con el factor PDGF contienen una actividad Ptd
Ins quinasa que utiliza como sustratos al Ptd Ins (4)P y al Ptd
Ins (4,5)P= para generar dos nuevos productos: Ptd Ins (3,4)P= ¥y
Ptd Ins (3,4,5)Pa=. Se piensa que estos fosfolipidos son
mediadores en la accién mitogénica del PDGF (Auger y col. 1S8%9).

Resulta interesante destacar que el receptor de insulina
posee una actividad ti;osina quinasa gque copurifica con una
actividad Ptd Ins quinasa (Sale y col. 1986).

Un mecanismo adicional para la resintesis de Ptd Ins (4,5)P=
puede involucrar a la proteina quinasa C. Se ha observado que
logs écteres de forbel, gque activan a 1la proteinsa quipasa c,
producen un aumento en los niveles de fosfatidilinositoles en
células intactas (Boon y col. 1985; de Chaffoy de Courcelles y
col. 1984; Halenda y Feinstein, 1984). Sin embargo, no existe
hasta el momento evidencia directa para la accién de proteina

t

quinasa C sobre las Ptd Ins guinasas.

Junto con las gquinasas responsables de la sintesis de Ptd
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ins(4)P, Ptd Ins(4,5)Pe se han identificado fosfomonosterasas que
participan su desfosforilacién (Knowles y Lavwrence, 1983). Aunque
las propiedades de estas fosfetasas han sido descritas, muy poco

se sabe respecto de su real importancis en la mantencidén de los

niveles de estos fosfolipidos.

B. EL OOCITO DE Xenopus laevig Y EL ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE

ACCION HORMONAL

El oocito de Xenopus laevis en estado VI es una ceélula de
gran tamafio con un diametro aproximado de 1200 a 1500 p,
sincronizada y detenida fisiolégicamente en la profase de la
primera divisién meicdtica. ¢

Los oocitos pueden responder espontaneamente in vitro a la
accién de progesterona, insulina ¥y acetilcolina, para las cuales
existen receptores especificos concentrados en el polo animal de
1a célula (Sadler y Maller, 1982; Maller y Koontz, 1981; Kusano y
col., i982). Ademas, mediante 1l1la microinyeccién de mwRNA
especificos aislados de diferentes tejidos se ha logrado la
expresién funcional de otros receptores, convirtiendo al ©oocito
en una célula capaz de responder a una gran variedad de
neurotransmisores (Gundersen y col. 1983; Sumikawa y col. 1584;
Sugiyama y col. 1987; Kaneko y col. 1987; Dascal y col. 1986;
Hirono y col. 1987; Kline y col. 1988;'N0mura y col. 1987).

Estas caracteristicas han convertido al oocito de Xencpus en

un prototipo de modelo experimental que ha permitido estudiar los
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mecanismos de accién hormonal (Maller, 1985; Snutch, 1988) y los
factores que controlan la divisién celular (Featherstone, 1989;

Dunphy y Newport, 1988; Ford, 1985; Marx, 1989).

1. Efecto de progesterona e insulina en el oociteo de Xenopus

laevis

En presencia de progesterona o insulina el oocito reinicia
la meiosis para detenerse nuevamente en la metafase de la segunda'
divisién meidtica. Este proceso, que transforma al oocitoc en un
huevo con 1la capacidad de ser fecundado e iniciar la
embriogénesis, sSe conoce COmWO maduracisén meidtica (Maller, 1983).

El detalle de los mecanismos moleculares de coémo
progesterona e insulina inducen maduracién del oocito atn no ha
sido dilucidado por completo. A continuacién se resumen algunos
de los aspectos mas relevantes respecto del mecanismo de acciodn
de estas hormonas en el oocito. Esquema II.

A diferencia de 1o establecido para la accién de las
hormonas esterocidales en otros sistemas, en los cuales existe una
interaccién de un receptor intracelular con la cromatina y por
consiguiente 1la act{vacién de determinados genes (Evans, 1888y,
en el oocito de Xenopus la progesterona tiene su sitio de accién
en la membrana plasmética en donde existe un receptor para ella
{Sadler Yy Maller, 1982). Progesterona inhibe 1la enzima
adenililciclasa reduciendo los niveles intracelulares de cANP
{Jordana y col., 19§la, b y 1982). Esta inhibicion requiere la
participacién de una proteina G, pero que es diferente a la

subunidad de la adenililciclasa asociada con la inhibicidn
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hormonal en otros sistemas, puesto que el tratamiento de 1las
membranas de oocito con toxina de B. pertussis no reduce la
inhibicién de la ciclasa por la progesterona (Olste y col. 1S584).
Se ha observado que la maduracién inducide por la progesterona es
- inhibida por la microinyeccién de la subunidad catalitica de 1la
proteina quinasa dependiente de cAMP y es inducida, en ausencia
de la hormons, si se microinyecta 1la proteina reguladora de 1la
proteina quinasa (Maller y Krebs, 1977).

Aproximadamente 2 horas después de exponer el oocito a
progesterona se produce un aumento de alrededor de 2 veces en la
sintesis proteica (Brave y col. 1978) que es regulada post
transcripcionalmente (Wasserman Y col., 1982). Si se agrega
inhibidores de 1la sintesis proteica antes de las 2 hr de haber
tratado el oocitoc con progesterona se bloquea 1la maduracién
{Bravo y col., 1978).

Posterior a la induccién de 1la sintesis proteica vy
coincidente con la ruptura de la membrana nuclear, hecho que
define a la maduracién del oocito, se detecta en el citoplasma
de la célula un factor promotor de maduracién (MPF). Cuando se
microinyecta en el oocito un extracto citoplasmatico preparado a
partir de oocitos maduros y que contiene el MPF, 'se detecta un
aumento significativo en la fosforilacién de proteinas {Cicirelli
y col., 1988; Lohka vy col., 1987) y se induce rapidamente 1la
ruptura de la membrana nuclear en ausencia de progesterona o
sintesis proteica (Masui y Market, 1871).

Recientemente se ha podido establecer que MPF es una
proteina gquinasa {(Lohka y col., 13887, 1988) vy e; homélogo de la

proteina P3% cdc2, el producto del gen cdc2* deé levadura y que
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también juega un papel fundamental en el control de 1la divisién
en estas células (Newport y col. 1588).

El1 mecanismo de accién de insulina en el oocito de Xenopus
ha sido menos estudiado gque el de progesterona; sin embargo, las
evidencias indican que estas hormonas operarian a través de vias
diferentes.

Para inducir la maduracién del ococito se requieren altas
concentraciones de insulina (EC=o = 103 nM). Esto ha hecho
suponer que su efecto esta mediado por la uni6én a un Treceptor
para un factor de crecimiento analogo a la hormona peptidica
denominado IGF-1 (Maller vy Koontz, 1s81). El receptor de
insulina y el de otros factores de crecimiento tienen actividad
tirosina quinasa intrinseca {Helden y Westermark, 1984) que se
supone es Tresponsable de alguno de los efectos de la hormona
(Morgan y Roth, 1987). De manera anadloga a cémo ha sido descrito
en otros sistemas, en el oocito el efecto de insulina es
dependiente de la actividad tirosina-gquinasa del receptor. Se ha
demostrado gque la microinyeccién de anticuerpos que inhiben
especificamente la actividad guinasa del receptor de insulina vy
de los receptores de IGF bloguea la maduracién inducida por
insulina (Morgan y col. 1986).

Resulta importante sefialar en relacién a la accién de

insulina en el ovocito de Xenopus, que la microinyeccibn de
proteina gquinasa C aislada de cerebro de rata acelera

marcadamente la maduracién de ococito inducida por insulina, sin
embargo no tiene efecto sobre la accién de progesterona (Stith vy
Maller, 1987).

También se ha observado que la microinyeccién de anticuerpos
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monoclonales contra el producto del oncogen ras, previo a la
adicién de insulina inhibe la maduracién meiética, mientras que
el anticuerpo no bloquea la maduracisén inducida por progesterona
{Korn y col. 1S87; Deshpande y Kung, 1987).

Birchmeir y col. (1385) habian demostrado previamente que la
microinyeccién de la proteina P21 producte del oncogen ras induce
maduracién del cocito; la proteina producito del oncogen activado
por mutacién del amino&cido 12 es 100 veces mas activa que su
analoga, producto del proto-oncogen que contiene glicina en dicha
posicién. Su efecto no se acompafia de un descensc en los niveles
de cAMP pero, de manera anadloga a cémo ocurre con la
progesterona, es dependiente de la produccién de MPF. Estudios
realizados por Allende Yy col. (1988), muestran que la proteina
ras oncogénica induce la maduracién del oocito, incluso en
ausencia de sintesis proteica.

Resulta interesante sefialar que el producto del proto-
oncogen mos, la proteina pp=°m°*, es activamente traducida
durante la induccién de la sintesis proteica en ococitos que
maduran por accién de progesterona (Sagata vy col., 1s88}3.
También se ha demostradoc que la microinyeccién del mRNA de mos en
el ococito, dctiva al MPF e induce la ruptura de 1la membrana
nuclear en .ausencia de la hormona (Sagata y col., 1989). La
inhibicién de la traduccién del mRNA de mos, que se consigue al
microinyectar el desoxioligonucleétido complementaric del mRNA de
mog, inhibe también la maduracion del oocite dinducida por
insulina (Sagata y col., 1888).

Estos resultedos, junto a los obtenidos por Birchmeier vy

col. (1985), citados previamente, han hecho suponer que si bien
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progesterona e insulina desencadenan la maduracién del oocito a
traveés de vias diferentes, ambas requieren finalmente de la
activacién de NPF. Este ultimo hecho estaria mediado por la

proteina pp3®°®e=.

2. Efecto de acetilcolina en el oocito de Xenopus laevis

La respuesta del oocito de Xenopus a acetilcolina ha sido
bastante estudiada, por cuanto fue en esta célula donde se
demostré por primera vez una conexién directa entre el
metabolismo de los fosfolipidos de inositol y la respuesta
electrofisiolégica inducida por un neurotransmisor.

Cuandoe se trata oocitos coen acetilcolina se detecta una
respuesta electrofisioclégica bastante compleja, como consecuencia
de un aumento del flujo del ién cloruro a traves de 1la membrana
{Kusano y col. 1982).

Oron y col. fueron los primeros en observar un aumento en la
produccién de Ins (1,4,35)= en oocitos incubados en presencia de
acetilcolina y que la inyeccién intracelular de 1Ins (1,4,5)P=
remeda la respuesta electrofisiolégica inducida por el
neurotransmisor (Oron y col. 1885). Tanto el efecto de
acetilcolina como el de 1Inst(l,4,5)Px son dependientes de un
aumento de calcio intracelular (Gillo y col. 1887).

Hasta el momento, se piensa que los eventos ocurren de
acuerdo a la siguiente secuencia: unién de acetilcolina al
receptor, activacién de fosfolipasa C, hidrélisis de Ptd 1Ins
{4, 5)P~, aumento en los niveles intracelulares de Ins (1,4,5)Px,
liberacién de calcio desde los depésitos y activacidén de un canal

de cloruro dependiente de Ca®* (Takahashi y col. 1587).
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Se ha demostrado que la magnitud de le corriente de Cl—- es
proporcional & la concentracién intracelular de Ins(l,4,35)Pa
(Gillo y col., 1987). Asi, cuantificando el flujo de Cl— ©ge
tiene una medide indirecta de la produccién de Ins (1,4,35)Pz y la
actividad fosfolipasa C.

Utilizando esta aproximacién, se ha obtenido informaciédn
experimental que indica la posible participacidén de una proteina
G en la activacién de fosfolipasa C en el ococito de Xenopus.

Recientemente se ha demostrado que la microinyeccién de las

subnidades B8 de la proteina G aisladas de eritrocito humano o
cerebro de bovino inhiben la respuesta electrofisiolégica
inducida por acetilceolina (Moriarty vy col. 1s88). Estas
observaciones indican que la asociacién del complejo B inhiben

la transduccién de la sefial al asociarse con la subunidad «, de
manera anadloga a como ocurre en el sistema de la adenililciclasa

(Gilman, 1987). Utilizando ococitos de Xenopus microinyectados con

mRNA de cerebro de rata, con el objeto de expresar nuevos
receptores se ha podido comprobar que la microinyeccién de
GTP—%A -5 remeda la respuesta del oocito a acetilcolina (Dascal
y col., 1986; Kaneko y col., 1S87; Nomura y col. 1987). Ademas,
incubando el oocito con toxina de B. pertussis se reduce la
respuesta al neurotransmisor {Dascal vy col., 1986; Kaneko y

col., 1987; Nomura y col., 1987; Meoriarty vy col., 1888).

A pesar que la respuesta del oocito a acetilcolina estd bien
caracterizadsa, poco se sabe respecto al papel fisiolégico de 1los
receptores colinérgicos wuscarinicos en estas células. AUn
cuando el oocito no madura por accién de acetilcolina, se ha

observado que la maduracién dinducida por progesterona es
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acelerada si la célula es tratada simultaneamente con el
neurotransmigor (Dascal y col., 1984). Este resultado sugiere
que alguno de los productos de la hidrélisis de Ptd Ins (4,3)P=
debe estar involucrado con alguna via secundaria utilizada por el
cocito durante su maduracién.

Los datos experimentales gue se citan a continuacién apoyan
la posibilidad que el recambio de los fosfolipidos de inositol
esté involucrado en la maduracién del cocito de Xenopus.

La microinyeccién de Ins(l,4,5)Ps en el oocito, antes de la
adicién de progesterona o insulina, aceleran la maduracién (Stith
y Maller, 1985).

Al +tratar oocitos con 12-0O-tetradecanoforbol 112-acetato
{TPA), un éster de forbol andlogo estructural del diacilglicerol,
se induce la maduracién (Stith y Maller, 1987). Este resultado,
sin embargo, no ha sido reproducido en nuestro laboratorio (C.
Alleﬂde, comunicacién personal).

La incubacién del ococito con altas concentraciones de Ca®=* o
en presencia del ionéforo A23187 induce maduracién (Baltier y
col., 1877, Wasserman y Masui, 1875; Wasserman y col., 1S80).
Ademas, Moreau y col. (1980) han detectado un aumento transitorio
en el Ca®+* intracelular en oocitos tratados con progesterona.’

Por ultimo, resulta interesante sefialar que la proteina
pp60v-=—=, la forma oncogénica de la proteina pp&0=—=r= vy
que fosforila a una Ptd Ins quinass, con lo cual copurifice,
acelera marcadamente la maduracién inducida por progesterona al
ser microinyectada en el oocito (Spivack y col., 1984). Llamz 1la
atencién que el MPF purificado, fosforila a la proteina pp60=—=r<

en los mismos sitios donde es fosforilada durante la mitosis de
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fibroblastos (Shenoy y col. 1589).

OBJETIVOS DE LA TESSIS

Como hemos visto en la Introduccién, los fosfolipidos de
inositol juegan un papel importante en 1la transduccién de una
gran variedad de sefiales. Las quinasas responsables de la
sintesis de Ptd Ins (4)P y Pitd Ins (4,5)P= tienen un papel
protagénico al proporcionar el sustratoc de la fosfolipasa C para
la generacién de moléculas encargadas de transmitir |la
informacién al interior de la célula. La informacién ocbtenida =
partir del efecto de algunos oncogenes y factores de crecimiento,
sugiere la posibilidad que un aumento en el metabolismo de 1los
fosfolipidos de inositol pueda ser Sonsecuencia directa de la
estimulacién en la actividad de estas quinasas.

La maduracién meiética del oocito de Xenopus laevis puede
ser inducida o acelerada por diferentes agentes. Esto ha
permitido realizar estudios comparativos y' poder establecer asi,
una relacién entre el fenémeno de maduracidén y los mecanismos por
los cuales actuarian diferentes hormonas.

Ademas, evidencia experimental de tipo indirecta sugiere la
posibilidad que el recambio de los fosfolipides de inositol este

involucrado en la maduracién meiédtica. Todo parece indicar que

existirian vias de intercomunicacién o didlogo entre el sistema

de transduccién de acetilcolina y el utilizado por progesterona.
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De acuerdo con estos antecedentes, los objetives o

propésitos de esta tesis son:

a) Estudiar les propiedades de las quinasas responsables de
la gintesis de Ptd Ins (4)P y Ptd Ims {4, 5)P= en membranas
aisladas y buscar diferencies en la actividad de estas enzimas en
relacién a la maduracién del ococito.

b) Estudiar la sintesis de fosfatidilinositol fosfatos en
cocitos intactos a fin de evaluar en condiciones fisiolégicas el
efecto de acetilcolina, progesterona e insulina sobre el
metabolismo de éstos fosfolipidos y su posible participacién en

.

el proceso de maduracién meidtica del oocito inducido por

progesterona o insulina.
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MATERIALES Y METODOS
A. REACTIVOS Y ANIMALES DE EXPERIMENTACIOR
ADP, GTP, GDP, GTP-%A—S, ATP, DTT, EDTA, EGTA, polilisins,

poliornitina, poliarginina, neomicina, Ptd Ins, Ptd Ins (4)P, Ptd

ins (4,5)Ps, Ptd Ser, Ptd Col, progesterona, acetilceolina, 17x-~

etinilestradiol, gonadotrofina coriénica (humana), insulina (de
cerdo), Tris-HC1, HEPES, colagenassa (Tipo 1A, 2,3
bifosfoglicerato, piruvato de sodio, formiato de amonio, PNMSF,

tolueno, PP0O, POPOP, sacarosa, Tritén X-100, PMSF, ciclohemixidas,
placas cromatograficas de silica gel, fueron obtenidas de Sigma
Chemical Co.

S—fosfogliceroaldehido-deshidrogenasa (de levadural, L-a-
fosfogliceroldeshidrogenasa (de muscule de conejo), lactato
deshidrogenasa (de corazén de porcino), fosfotriosa isomerasa (de
musculo de conejo), 3-fosfoglicerato-quinasa, L-a-fosfoglicerol
{grado A), fueron adquiridos en Calbiochem Behring Corp.

Metanol, cleorocformo, acetonas, oxalato de potasio, placas
cromatogréficas de polietilen-iminocelulosa de E. Merck A.G.

ios compuestos radiactivos D-mio(2-3H)-inositol 1i-
monofosfato (i1 Ci/mmol), D-mio (2-2H)-inositol 1, 4-bisfosfato (1
Ci/mﬁol), D-mio (2-3H) Inositol 1,4,5 trisfosfato (1 Ci/mmol),
D-mio {2-3H)-inositol (199 Ci/mmol)}, ==pi y el reactivo
fluorografico Amplify, fueron obtenidos de Amersham.

La columna de intercambio aniénice "Partisil 10 SAX" para

HPLC, se obtuvo de Whatman.

Las placas de incubacion Petri Dish 1008 se obtuvieron de
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Div. Becton, Dickinson y Co.
Las placas pera autorradiografias X-OMAT-XAR-5 fueron
obtenidas de KODAK.
Las sales inorgénicas (grado analitico) vy los 4é&cidos
inorganicos y organicos se obtuvieron de Baker, Merck y Sigma.
Las hembras adultas de Xenopus laevis fueron adquiridas de

South African Snake Farm, Cape Province, R.S5.A.

B. SINTESIS DE NUCLEGTIDOS RADIACTIVOS

1. Sintesis de (1?—32P)ATP Yy (Qﬂ—33P)GTP.

Para la sintesis de (j« -==P)ATP se utiliza el método
descrito por Walseth y Johnson (1979), basado en una serie de
reacciones enzimaticas de la via glicolitica. Este consiste en
neutralizar la solucién acida de =%Pi en HC1 0,2 N (50 wCi), a pH
8 con NaDH 2 N. Luego se incuba a 30°C por 1 hr en un medio que
contiene Tris HCl1 80 mM, ©pH 9,0; DTT fb mM; o-L-fosfoglicerol
0,24 mM; NAD* 1 mM; MgCl= 20 mM; ADP 0,1 mM; piruvato de sodio 2
mM; fosfoglicerol-deshidrogenasa 14 rg/ml (0,8 unidad);
fosfotriosa isomerasa 140 ng/ml (0,7 unidad); 3-
fosfogliceraldehido deshidrogenassa 14 jnpg/ml (1,1 unidad); 3-
fosfoglicerato-quinasa 1,4 pg/ml (0,6 unidad); Yy lactato
deshidrogenasa 7 pg/ml (3,5 unidades), en un volumen final de

reaccién de 1 ml. Las enzimas utilizadas estéan suspendidas en

sulfato de amonio, por lo cual previo a su utilizacidén se
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centrifugan a 7.000 x g por 10 min. El residuo se resuspende en
Tris~-HC1 S0 mM, pH 9,0; DTT 1 mM y se adicionan a la mezcla de
reaccién. La reaccién de fosforilacién de ADP se detiene por
calentamiento a 100°C por 2 min. E1 (10-39P)GTP se sintetiza por
el mismo procedimiento, pero se utiliza GDP en lugar de ADP.

Este procedimiento permite obtener entre un 80 - S0% de

radiactividad incorporada el nucleétido.
2. Analisis y pureza de los nucleétidos radiactivos

La determinacién de la pureza de los nucleétidos
sintetizados, asi como 1la incorporacién de la marca radiactiva en
los productos (iﬂ -32P)ATP y | %\ -==p)GTP, se realiza por
cromatografia ascendente en placas de polietilen iminocelulosa.
La separacién de 1los nucleétidos se realiza utilizando como
solvente una solucién de KHzPOa i1 M, pH 3,5, durante 45 minutos,
con lo cual el ATP migra con una distancia relativa (Rf) entre
0,4y 0,5y el GTP entre 0,3 vy 0,35.

La posicién de los nucledtidos, utilizados como patrones, se
determina por exposicién de la placa cromatografica =a luz
ultravioleta de onda corta. La posicién de los nucledtidos
radiactivos se determina cortande 1la placa cromatogréafica en
trozos de 0,5 cm y cuantificando 1la radiactividad en un contador

de centelleo liquido.
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C. PREPARACION DE MEMBRABAS PLASMATICAS DE OOCITOS Y HUEVOS DE

Xenopus laevis CON ACTIVIDAD PTD INOSITOL QUINASAS.

1. Obtencién de ovario de Xenopus laevis

Hembras adultas se anestesian por hipotermia =a 4°C, el
ovario se extrae quirurgicamente y se corta en pequefios trozos.
Los trozos de ovario se lavan con una solucién salina de Barth
para anfibios y =e mantienen eéen esta solucién a 4°C. La
composicién de la solucién de Barth es Tris-HC1 10 mM, pH 7,6;
MgsSO., 0,82 mM; CaCle 0,74 mM; KC1 1.0 mM; Ca(NOz)e 0,33 mM; NaCl

’

88 mM; NaHCO= 2,4 mM.

2. Obtencién de oocitos

Los oocitos desfoliculados se obtienen por el siguiente
procedimiento enzimatico: el ovariao cortado en pequefios trozos se
incuba a 25°C durante 3 hrs con agitacion suave en 50 ml de una
solucién que contiene: CaCle 1 mM, NaCl 110 mM; HEPES 10 mM, pB
8,0 y 2 wmg/ml de colagenasa. Posteriormente, los oocitos
disociados se lavan exhaustivamente con solucidn Barth para
eliminar la colagenasa y se agita nuevamente en la misma solucién
durante otras 3 hrs para desprender el resto ~de celulas
foliculares. Los ococitos de mayor tamafio correspondientes a los
estados V y VI descritos por Dumont (1972), se separan de los
cocitos de menor tamafio filtrados a través de una malla de nylon

(Nitex) de 700 pm.
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3. Obtencién de huevos desprovistos de gelatina

Los procedimientos se realizan de acuerdo a lo descrito por
Newport y Kiréchner (1982).

Para inducir ovulacién en una hembra adulta de Xenopus
laevis se inyectan 500 unidades de gonadotrofina coridénica humana
en 500 pl de agusa destilada a 23°C. Con tal objeto se utiliza una
jeringa hipodérmica que se inyecta bajo el tegumento de la
pierna. La ovulacién se produce a las 12-24 hr y es ayudada
ejerciendo presién con los dedos a los costados del abdémen del
anfibio.

Con el objeto de eliminar la cubierta de gelatina, 1los
huevos se incuban durante 5 min y con agitacién suave en 50 ml de
una solucién de cisteina HC1 al 2% neutralizada a pH 7,8 con
NaOH. Posteriormente, los huevos se Jlavan varias veces con
solucién Barth con el objeto de descartar 1la gelatina y la

cisteina. Finalmente se guardan a 10°C hasta el momentoc de usar.

4. Fraccionamiento celular

Las membranas se preparan de acuerdo al método descrito por
Jordana y col. (1984).

Todas las manipulaciones se realizan = 4°C. Los oocitos se
homogeneizan en un, volumen de una solucién gque contiene HEPES 30

mM, pH 8,0; EDTA 1 mM; DTT 1 mM; PMSF 0,25 mM y sacarosa 0,88 miH

(solucidén A). La homogeneizacién se lleva a cabo en un
homogeneizador Dounce, con 10 pasadas del vastago A y 10 pasadas
del vastago B. El extracto resultante se centrifuga por 15
minutos a 1.000 =x g, se separa el sobrenadante teniendo la

precaucién de no incluir parte del precipitado vy los 1lipidos

-
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concentrados en le superficie y se centrifuga nuevamente por 20

minutos a 20.000 x g. Se toma el nuevo sobrenadante y se

centrifuga por 2 hrs & 100.000 =x g. En esta Gltima
centrifugacién se obtienen 3 fracciones: un sedimentoc bien
adherido al fondo del tubo, una fraccién de aspecto "algodonoso”
por encima del sedimento y un sobrenadante transparente. Se

extrae la fraccién T"algodonosa" y se diluye a 0, 22 mM sacarosa
con una solucién que contiene: HEPES 30 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM;
PMSF 0,25 mM; DTT 1 mM (solucién B) y se centrifuga por 2 hrs a
100.000 x g. Bajo estas condiciones g€ obtiene un sedimento
adherido al fondo del tubo y un sobrenadante. Finalmente, el
sedimento se resuspende en la solucién C que contiene HEPES 50
mM, pH 8,0; DTT 1 mM; EDTA 1 mM: PMSF 0,25 mM y sacarosa 0,22 M a
una concentracién de proteinas de entre 15 =2 20 mg/ml y se guarda

en volumenes de 200 pl a -80=C hasta su uso.

D. ENSAYO DE LA FOSFORILACION DE FOSFOLIPIDOS DE INOSITOL EN

MEMBRANAS AISLADAS

1. Incubacién de membranas

Los ensayos se realizan segun lo descritec por Lundberg vy
col. (1985) con algunas modificaciones (Esquema III). En general
la dispersién de los duplicados para el ensayo fue inferior =al
10%. Después de preincubar 43 pl de medio de ensayo a 30<C

durante 1 minuto, la reaccién se inicia por la adicién de 5 pl
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de proteina de membrana (50 - 100 pg) para obtener un volumen
final de 50 pl de medio standard que contiene: HEPES 23 mM (pH
7,5); DTT 1 mM; MgCle 20 mM ( 32=P)ATP 100 pM (300 - 2.000
cpm/mol). Se continua la reaccién durante 3 min y se detiene
por la adicién de 400 pl de una mezcla de cloroformo metanol HC1

(100:200:0,1 vol/vol).

2. Extraccién de los fosfolipidos de inositol en membranas

aisladas

Los fosfolipidos fosforilados se extraen y analizan de
acuerdo al siguiente procedimiento {Esquema III). Una vez
detenida la reaccién se adiciona 50 pl de agua destilada, la
solucién se =agita y se mantiene durante 15 - 30 min a 23°C.
Posteriormente, se agrega 100 pl de cloroformo y 100 pl de agusa
destilada y después de agitar vigorosamente se centrifuga a
3.000 x g durante 3 min. Este procedimiento permite separar la
fase acuosa superior, la fase organica inferior y la interfase
con proteinas. Se aisla la fase organica y la fase acuocsa se
vuelve a extraer con 100 pnl de cloroformo. Se juntan las fases
organicas y se lavan con 100 pl de agua saturada en clorocformo.
Luege de agitar es centrifugada a 3.000 x g durante 3 min, se
remueve y descarta la fase acuosa. La fase orgénica libre de
agua que contiene los fosfolipidos se seca con N=- gaseoso y

resuspende en S0 pl de cloroformo.
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ESQUENMA III. Metodologia para el estudio de la sintesis de
fosfatidilinositoles en membranas de oocitos y en oocitos

intactos de Xenopus laevisg.
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3. Separacién cromatografics de los fosfatidilinositol

polifosfatos.

A 1la solucién de cloroformoc gque contiene los productos
fosforilados se le agrega 2 ng de Ptd Ins-(4)P y Ptd 1Ins-
(4, 59 Pg, utilizados como marcadores, los lipidos fosforilados se
separan de acuerdoc a lo descrito por Machicao y Weiland (1S984).
La muestra lipidica se aplica en una placa cromatografica de
silica gel de alta resolucién gque ha sido precorrida en una
solucién de oxalato de potasio 1% metanol He0O (2:3 vol/vol) y
calentada durante 30 min a 100-°C. La placa posteriormente se
desarrolla durante 60 min con una mezcla de solventes que
contiene Cloforormo:acetona:metanol:acido acético:H=0
{40:15:13:12:8 wvol/vol). Después de esta etapa las placas se
secan y se introducen en una camara con I- para identificar 1los
marcadores. Luego se somete a autorradiografia con placas Kodak
X-Omat. Las areas correspondientes a las manchas radiactivas vy
que comigran con Ptd Ins (4)P y Ptd Ins (4,5)P= se extraen de las
placas y se les determina la radiactividad en un contador de

centelleo liguido.

F. MARCACIOR DE FOSFOINOSITIDOS Y SINTESIS DE INOSITOL FOSFATOS

EN 00OCITOS IRTACTOS.

1. Obtencién y separacién de oocitos en estadeo VI

Se extrae el ovario de una hembra adulta como ha sido
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descrito previamente. Los oocitos se separan del ovario
manualmente, en presencis de la cubierta de células foliculares
utilizando pinzas de relojero Dumont #3 y observandolos bajo una
lupa. Se geleccionan los cocitos de estado VI de 1,2 mm de
diametro, se mantenien a 10°C en solucién Barth para ser
utilizados antes de 1 hr en los experimentos de microinyeccién vy

sintesis de Ptd Inositoclfosfatos.

2. Microinyeccié6én de oocitos

Los oocitos de estado Vi sin desfolicular son
microinyectados en el citoplasma mediante una aguja capilar con
50 nl de una solucién de Tris HC1 20 mM (pH 7,2), NaCl 70 mM, que
contiene 10 pCi de (3H) mio-inositol por pl. Para este objetivo

se utiliza una bomba de microinyeccién Narishige, USA, Inc.

3. Incubacién de cocitos

Una vez microinyectados los oocitos fueron incubados en
grupcs de 8 o 16, en pequefias placas de plastico Petri Dish 1008
a 24°C en 5 ml de solucién Barth en presencia o ausencia de las

hormonas.

4. Homogenizacién de ococitos y separacién de fases

La extraccién de la fase organica gque contienen los
fosfolipidos vy de la fase acuosa qgue contienen los
inositolfosfatos se realiza de acuerdo a lo descrito por Lacal y
col. (13887) (Esquema III).

Una vez terminada la incubacién los oocitos se homogeneizan

en tubos Eppendorf con 440 pl de metanol HC1l 1 N (10:1 vol/vol),
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en seguida se adiciona 600 pl de cloroformo y la suspensién

resultante se agita durante 1 hr a 25°C. Posteriormente se

agrega 160 pl de agua desionizada, se agita y congela a =-80°C
durante 15 min. Luego de esta etapa se descongela la muestra y
se centrifuga a 3.000 x g durante 3 min. Con este procedimiento
se forman 3 fases: una superior acuocss, una interfase de

naturaleza protéica y una fase inferior organica.

5. Extraccién de la fase organica y separacién cromatografica
los fosfoinositidos

Se colecta 1la fase organica, y el resto de la muestra
vuelve a extraer con 100 pl de cloroformo. Posteriormente
juntan ambas fases orgé&nicas y se agrega 220 pl de HC1 O, 1
Luego de agitar vigorosamente y centrifugar a 3.000 x g durante 3
min se colecta la fase cloroférmica y se evapora a sequedad con
N= geseoso. Finalmente se resuspende en 50 pl de cloroformo que
contiene 2 pg de cada uno de los siguientes marcadores: Ptd Ins,
Ptd Ins (4)P y Ptd Ins (4,3)P= y se guarda a -20°C hasta su uso.

La fase organica preparada previamente se divide en
alicuotas de 26 pl. Una alicuota se utiliza para cuantificar la
incorporaci%n de (2H))mio-inositol, en fase organica total.

Los lipidos contenidos en el resto de la muestra, se separan
cromatogréfﬁcametne en placas de silica gel de acuerdo al
procedimiento descrito en D-3. Una vez identificado los 1lipidos
por exposicién al vapor de I., las areas correspondientes a los
fosfolipidos que comigran con Ptd 1Ins, Ptd Ins(4)P vy Ptd
Ins(4,5)P= se extraen de las placas y se determina la

incorporacién de (*H)mio-inositol en un contador de centelleo
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liquido.

6. Extraccién de la fase acuosa y separacién cromatografica de
los inositol fosfatos

El resto de la muestra que contiene la fase acuosa y las
proteinas se centrifuga a 14.000 x g durante 10 min; con este
procedimiento se obtiene un sedimento adherido 21 fondo del tubo
y un sobrenadante. Se colecta el sobrenadante, se evapora a
sequedad con N gaseosoc Yy 8€ resuspende en 200 pl de un
amortiguador Tris HC1 20 mM (pH 7.2) que contiene NaCl 70 mM y
los nucleétidos AMP, ADP y ATP en concentracién de 100 pM
utilizados como marcadores. En estas condiciones la muestra se
congela a -20°C hasta su uso.

El analisis de las fases acuosas conteniendo los
inositolfosfatos se realiza de acuerdo a lo descrito por Irvine y
col. (1985) (Esquema III). Se utiliza una columna cromatografica
de intercambio aniénico Partisil SAX-10 de 0,46 cm x 25 cm y un
cromatégrafo liquido de alta presién.

La columna se calibra previamente usando como marcadores
ANMP, ADP, ATP, (3H)mio-inositol 1-fosfato, (3H)mio-inositol 1,4-
bisfosfato y {3H)mio-inositol 1,4,5-trisfosfato.

Las fases acuosas preparadas previamente se descongelan y se
inyectan en la columna y se eluyen con un flujo de 1,25 ml/min,
de acuerde al siguiente programa: la columna se lava durante 6
min con agua desionizada. Posteriormente, durante un intervalo
de 24 min se pasa a través de la columna un gradiente lineal, el
cual comienza con agua hasta llegar 2 un 100% de formiato de

amonioc 1 M ajustado 2 pH 3,7 con &cido ortofosifoérico. El flujo
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del amortiguador formiato/fosfato se mantiene durante S min pars

posteriormente reducirlo linealmente hasta agua purs en 2 min.
Finalmente, a objeto de preparar la columna para una nueva
inyeccién, se lava durante 10 min con agua desionizada.

Fl eluido se colecta en fracciones de tiempo de 0,25 min vy
se sigue la elucién de los marcadores AMP, ADP y ATP por su
deteccién espectrofotométrica a 260 nm.

A las fracciones asi obtenidas se les mide la radiactividad

en un contador de centelleo liquido.

F. DETECCION DE MADURACION DE 0OCITOS

Como método de analisis para ver maduracién de oocitos se
usa la aparicién de una mancha blanca en el polo animal de la
céelula. Morgan y col. (1986) demostraron que la aparicién de
esta mancha se correlaciona con la ruptura de la membrana
nuclear y se observa bajo el microscopio después de 4 a 6 hrs de
tratar el oocito con insulina o progesterona. La disolucién de
la membrana nuclear se comprueba fijando las celulas con TCA al

SY% y después de romperlas se observa bajo microscopio.

G. CUANTIFICACION DE LOS PRODUCTOS RADIACTIVOS

La radiactividad de las fracciones orgénicas y las muestras
extraidas de las placas cromatogréficas se cuantifican en un

contador de centelleo ligquido Delta 300, con 3 ml de una mezclsa
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de centelleoc que contiene 0,08 gr de POPOP y 3,82 gr de PPO por
litro de tolueno. ‘
A las fracciones acuosas del eluido de la columna de HPLC se
e adicionan 0,5 ml de agus desionizada vy se cuantifica 1la
radiactividad en presencia de 10 ml de liquido de centelleo,

Tritén X-100 (2:1 vol/vol).

H. AUTORRADIOGRAFIAS

l.Las placas cromatograficas que contienen los fosfolipidos
marcados con 3®Pi se exponen a autorradiocagrafia durante 12 hrs a
-80~C, utilizando peliculas X-0OMAT-XAR-S.

Cuando se utiliza tritio para marcar los
fosfatidilinositoles, las placas cromatograficas se sumergen en
50 ml de un reactivo fluorografico, "Amplify" de Amersham durante
30 min a 25=C. Posteriormente estas placas se secan a
temperatura ambiente y se exponen durante 20 dias a -80-C.

Las auvtorradiografias se revelan de acuerdc a los

procedimientos fotograficos usuales.

’

I. DETERMINACION DE PROTEINAS

La determinacién de proteinas se realizé por el método

descrito por Bradford (1976).
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J. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los datos obtenidos de experiﬁentos en velocidad inicial se
graficaron usando la transformacién lineal de Lineweaver y Burk
(1934). Las constantes cinéticas se calcularon a partir de las
graficas secundarias de pendientes e intersecciones obtenidas de
las graficas anteriores. Las curvas se ajustaron a los valores
experimentales por medio del método de regresién lineal.

Para determinar la significancia de los resultados en los
estudios de desfosforilacién de (3=p) Ptd Ins(4)P, se usé la
prueba estadistica no paramétrica de Wilcoxon, para 2 muestras

independientes {(Hollander y Wolfe).
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RFE.SULTADOS

A. ESTUDIOS DE LAS QUINASAS RESPONSABLES DE LA SINTESIS DE
FOSFATIDILINOSITOLES POLIFOSFATOS DE MEMBRARAS DE OOCITOS DE

Xenopus laevis.

Loe estudios realizados en la primera parte de esta Tesis,
tienen por objeto identificar las quinasas responsables de la
sintesis de Ptd Ins (4)P y Ptd Ins (4,5)P= en membranas aisladas

de ococitos de Xenopug laevis. Definir las condiciones apropiadas

para ensayar sus actividades y poder evaluar in vitro la acciédn
de hormonas vy algunos agentes que alteran el metabolismo de los
fosfolipidos de inositol. Por ultimo, examinar posibles cambios
en la actividad Ptd Ins quinasa y Ptd Ins 4 fosfato-quinasa
después de la maduracion meibtica del oocito inducida por

progesterona.

1. Identificacién de las actividades Ptd Inositol quinasas en

membranas de ococitos.

Con el objeto de identificar las quinasas responsables de la
sintesis de Ptd Ins (4)P y Ptd Ins (4,3)Ps, se extrajeron los
fosfolipidos fosforilados de las membranas después de incubarlas
con (‘X\_ ==p)ATP.

La autorradiografia mostrada en Figura 1 indica gque la

incubacién de las membranas de oocitos con (Y\?EP)ATP produce
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mayoritariamente Ptd Ins(4)P y una pequefia cantidad de Ptd 1Ins
(4,5)P=. En general, mas del 90% de la radiactividad recuperada
después de la extraccién y separacion cromatografica de 1los
fosfolipidos corresponde a2 Ptd Ins (4)P y s6lo un 3 a 5%
corresponde a Ptd 1Ins (4,3)Pe. La adicién de un extracto
citoplesmatico al medio de incubacién no modificé sustancialmente
estos resultados.

Al calentar las membranas o al incubarlas con EDTA se inhibe
la incorporacién de (3=P) en Ptd Ins (4)P, pero la presencia de

Mn=+ puede reemplazar al Mg=™ en esta reaccién.

2. Caracterizacién de la Ptd Ins gquinasa en membranas de oocitos.

Ensayo y factores que controlan su actividad.

Siendo el Ptd Ins (4)P el producto mayoritario en la
reaccién de fosforilacién en membranas de ococito y de acuerdo a
lo sefialado en la Introduccién acerca de la relacién entre la Ptd
Ins gquinasa Yy &algunos agentes mitogénicos, nos parecié
interesante poder definir las condiciones adecuadas para el
ensayo de esta quinasa, a fin de evaluar algunos factores que

pudieran regular su actividad.

2.1. Dependencia de la concentracién de proteinas de membranas

La Figura 2 muestra la dependencia de la reaccién de

fosforilacién del Ptd Ins endégeno de las membranas con respecto

a la concentraciétn de proteinas de membranas. La formacién de




<— Pid Ins (4)P
<— Ptd Ins (4,5)P,

<— Origen

FIGURA 1. Autoradiografia de 1los productos fosforilados vy
analizados por cromatografia en placa fina. Carril 1: experimento
contreol, se incubaron aproximadamente 75 pg de proteinas de
membranas con (%NFQP)ATP durante 3 min a 30°C de acuerde a lo

»

descrito en Materiales y Métodos. Carril 2: las membranas usadas
fueron previamente calentadas a 80°C durante 5 wmin. Carril 3: se
agregdé EDTA para alcanzar una concentracién de 20 mM en el medio
de incubacioén. Carril 4: se utilizé MnCle 10 mM en vez de MgCle
en el medio de incubacién. La reaccién fue terminada por 1la
adicién de cloroformo:metancl:HCl y los fosfolipidos extraidos
fueron separados por cromatografia en placa fina. La placa fue
expuesta para autoradiografia y se identificaron los productos

radiactivos de acuerdo a la migracién de Ptd Ins (4)P y Ptd Ins

{4,5)Ps utilizados como marcadores.
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FIGURA 2. Efecto de la concentracién de proteina de membrana
sobre la sintesis de (3=P)Ptd Ins (4)P. El ensayo para la
sintesis de (*%P)Ptd Ins (4)P se realizé de acuerdo a lo descrito
en Materiales y Métodos, =salvo que se utilizaran diferentes
cantidades de proteinas de membrana. Una vez detenida la
reaccisén se extrajeron los fosfolipidos y se separaron por
cromatografia en placa fina. Las placas fueron sometidas a
autorradiografia y la radiactividad correspondiente a la mancha
que comigraba con el Ptd Ins (4)P se cuantificé en un contador de

centelleo liquido.
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FIGURA 3. Efecto g:iel tiempo de incubacién sobre la sintesis de
(32P)Ptd Ins (4)P:' El ensayo para la sintesis y cuantificacién de
(=2=P)Ptd Ins (4)P se realizdé de acuerdo a lo descrito en
Materiales y Métodos, salvo que las membranas fueran incubadas a

diferentes tiempos.




43
(2*=P)Ptd Ins (4)P es 1lineal hasta 1los 100 pg de proteina,
alcanzando un maéximo alrededor de los 300 png. De acuerdo a estos
resultados los ensayos siguientes se realizaron con 50 - 100 Bg

de proteins.

2.2. Dependencia del tiempo de incubacién

En la Figura 3 se muestra la dependencia de la reaccién de

fosforilacién con respecto al tiempo de incubacién. La reaccién

es inicialmente muy rapida alcanzando un maximo alrededer de los

S minutos. Después de los 6 min de incubacién, se observa una
perdida en el (3=P)Ptd Ins (4)P formado. En el ensayo estandar

para la quinasa, la incubacién se realizé durante 3 min.

2.3. Fosfatidilinositol exégeno como sustrato para la quinasa

Los ensayos previos se realizaron con el Ptd Ins endégeno de
la preparacién de membranas. Para exXaminar si el Ptd 1Ins
agregado exogenamente podia ser utilizado como sustrato para la
guinasa, se estudid la sintesis de Ptd Ins (4)P después de

adicionar Ptd Ins.

Fn 1la Fig. 4 se observa un incremento de aproximadamente 2
veces en la formacién de (3=P) Ptd Ins (4)P cuando se agrega
sustrato exdgeno al medioc de incubacién. Se alcanza un maximo de

actividad a una concentracién de 50 uM de Ptd Ins.
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FIGURA 4. Efecto de Ptd Ins ex6genc en la sintesis de (==p)ptd
Ins (4)P. La reaccién de fosforilacién y cuantificacién del
producto se realizdé de acuerdo a lo descrito en Materiales y
Metodos, salvo que al medio de incubacién se agregé diferentes
cantidades de Ptd 1Ins exégeno. La suspensién de Ptd Ins fue

sonicada antes de afiadirla 2 la mezcla de reaccién.
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2.4. Efecto de cetiones en la formacién de ¢3=P) Ptd Ins (4)P

Se estudidé el efecto de cationes sobre la fosforilecién de

Ptd ITns endégéno. La actividad relativa de 1la enzima en
presencia de Mg®* o Mn=* se muestra en la Figura 5. Aunque ambos
cationes divalentes permiten actividad, se obtiene mayor

produccién de (32P) Ptd Ins (4)P en presencia de Mg=~+.
La Tabla I muestra que hay una disminucién del producto
formado en presencia de altas concentracicones de Ca®=+ y un efecto

contrario se observa en presencia de un agente quelante del

catién. Bajo las wmismas condiciones de ensayo Li* no tuvo
efecto.
2.9. Requerimiento de nucleétidos y efecto de GTP- -S en la

formacién de (32P) Ptd Ins(4)P

Como muestra la Tabla I (ﬁo - =%P) BGTP no puede sustituir =al
ATP como dador de fosforilo, pero se comporta como un inhibidor
competitivo con respecto a ATP (Fig. 6). La K. aparente calculado
para ATP fue S50 pM y la Ki aparente para GTP fue aproximadamente
200 nM.

Un analogo no hidrolizable de GTP, el GTP—*A -5 no mostré

efecto en la formacidn de (3=P)Ptd Ins (4)P (Tabla I).
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FIGURA 5. Efecto de cationes divalentes en la formacion de
(2=2pP)Ptd Ins (4)P. La reaccién de fosforilacidén y cuantificacioédn
del producto se realizé de acuerdo a lo descrito en lMateriales vy
Métodos, excepto que la incubacién de las membranas se realizé en

presencia de diferentes concentraciones de MgCle (0) o MnCle (e).
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FIGURA 6. Grafica de Lineweaver-Burk de la dependencia de 1la
velocidad de sintesis de (®2P)Ptd Ins(4)P con la concentracién de
(q4—3eP)ATP. Los ensayos se realizaron con 50 ng de proteina de
membrana de acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos, usando
diferentes concentraciones de (1A—3EP)ATP en ausencia de GTP (o)
o0 en presencia de 50 pM GTP (o) o 200 pM GTP (x». Se calculé los
pmeles de (3*=P)Ptd Ins(4)P producido en los 3 min de incubacién y

los resultados se expresaron en un grafico de dobles reciprocos.
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TABLA 1

Efecto de cationes y nucleé6tidos sobre la actividad
Ptd Ins quinasa de membrana de oocito de

Xenopus laevis

Modificacién (32P)Ptd Ins (4) formado

% de la actividad control=s

Control 100
A\ -==P)GTP <5
+ GTP 50 pM 58
+ GTP -5 10 pM 95,
+ CaCle 100 pM 74
+ EGTA 0,3 mM 135 °
+ LiCl 2 mM 100

*El (32=P)Ptd Ins (4)P formade se determiné de acuerds =a las
condiciones descritas en Materiales y Métodos, en presencia de
los compuestos sefialados, excepto donde (*\-35P)GTP reemplazdé al

(/X& -3=P)ATP.

El experimento se realizé con duplicados y los resultados
representan el porcentaje promedio del producto formado respecto
del control. Bajo las condiciones de ensayo la dispersién de los

duplicados fue inferior al 10%.
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2.6. Efecto de fosfolipidos en la formacién de (3=P)Ptd Ins (4)P

Se estudié el efecto de varios fosfolipidos sobre 1la
reacclién de fosforilacién. Ptd Ser, Ptd 1Ins (4)P y Ptd
Ins(4,5)P= estimulan 1la reaccién; sin embargo, Ptd Col no 1la
afecta en un rango similar de concentracién. La Figura 7 muestra
el efecto de Ptd Ser y Ptd Ins (4, 5)P-. Las concentraciones de
Ptd Ins (4,5)P requeridas para ls estimulacién fueron menores que
para Ptd BSer, alcanzando un maximo a 300 pM y decayendo

rapidamente a mayores concentraciones.

2.7. Efecto de poliaminas en la sintesis de (3=2P)Ptd Ins (4)P

La presencia de polilisina a concentraciones criticas puede
afectar drésticamente 1la incorporacién de (3=P) en el Ptd
Ins(4,3)P en la reaccién catalizada por la Ptd Ins quinasa.

La Figura 8 muestra el efecto de algunos policationes en

esta reaccién. En 8A y 8B puede verse que tanto pelilisina como
poliornitina pueden estimular casi 3 veces la reaccién a
concentraciones de 50-60 pM; concentraciones wmayores son
inhibitorias. Sin embargo, pocliargininas presenta s6lo un

moderado efecto inhibitoric a similares concentraciones.

Se realiz6é wun analisis cinético del efecto de polilisina y
poliornitina sobre la velocidad de fosforilascidén a diferentes
concentraciones de ATP. La Figura 9 muestra un grafico de dobles
reciprocos de 1los resultados obtenides. Se observa que la
presencia de los polipéptidos bésicos no afecta la K, aparente

para ATP, el cual es aproximadamente 50 uM. La estimulacién
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FIGURA 7. Efecto de fosfolipidos en la sintesis de Ptd Ins(4)P.
Las reacciones se realizaron en presencia de 50 pg de proteinas
de membrana como se describe en Materiales y Métodos, excepto por
la adicién de diferentes concentraciones de Ptd Ser (o) o Ptd Ins
(4,5)P= (8) en la mezcla de reaccidn. La suspensién de

»

fosfolipidos fue sonicada antes de su adicién.
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FIGURA 8. Efecto de poliaminas sobre la sintesis de (3=P)Ptd Ins
{4)P. Las reacciones para la sintesis y cuantificacién de
(==P)Ptd Ins (4)P fueron realizadas de acuerdo a lo descritc en

Material y Métodos excepto que se incluyé Ptd Ins exégeno 0,6 mM

en la wmwezcla de reacciédn. En A se emplearon diferentes
conceritraciones de polilisina. En B, se usaron dos polimeros:
poliornitina (e) y poliarginina (o). Polilisina, poliornitina y
poliarginina fueron obtenidos de Sigma Yy tenian pesos
moleculares, determinados por viscosidad, de 24 kDa, 24 kDa y 40

kDa, respectivamente.
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FIGURA S. Grafica de Lineweaver-Burk de 1la
velocidad de sintesis de (®=P)Ptd Ins (4)P
de (?p -==ZP)ATP en ausencia a presencia

reacciones para: la sintesis y cuantificacién

se realizaron de acuerdo a lo descrito en

dependencia de 1la
con la concentracién
de poliaminas. Las
de (==P)Ptd Ins (4)P

Materiales y Métodos

adicionando Ptd Ins 0,6 mM exégenc y utilizando diferentes

concentraciones de ATP. Se calculé los pmoles de (==P)Ptd Ins

(4)P producidos en los 3 min de incubacién en ausencia (o) o en

presencia de polilisina 43 uM {(e) o poliornitina 45 pM (&),
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observada es debido a un incremento de aproximadamente 4 veces en
la velocidad maxima de 1la reaccién. Un resultado similar se
obtuvo con diferentes concentraciones del otro sustrato Ptd Ins

{datos no mostrados).

2.8. Efecto de neomicina en la sintesis de (3=P)Ptd Ins (4)P

Neomicina, un aminoglicésido, el cual se sabe afecta el

metabolismo de los fosfatidilinositoles, tiene un efecto bifasico

sobre la actividad de Ptd Ins quinasa (Fig. 100, A bajas
concentraciones puede estimular un S0% mientras que a
concentraciones sobre 0.5 mM es inhibitorio. Las concentraciones

mas altas de este antibiético reducen los niveles de Ptd Ins (4)P

formado a valores inferiores que el control.

2.9. Efecto 2,3-bisfosfoglicerato sobre la sintesis de Ptd 1Ins

(4)P

2,3-bisfosfoglicerato ha sido descrito previamente, como un
fuerte inhibidor de las enzimas "S5-fosfomonoesterasas” que
hidroliza Ins (1,4,5)P: a Ins (1,4)P- (Downes y col., 1982). En

esta tesie también se estudid el efecto de 2,3-bisfosfoglicerato
sobre la sintesis de Ptd Ins (4)P observandose que es también un
potente inhibidor de la reaccién de fosforilacién de Ptd Ins, a
concentraciones milimolares. Como se observa en la -Figura 11,
2,3-bisfosfoglicerato a una concentracién de 2 mM inhibe

1

aproximadamente un 50% la formacidén de Ptd Ins (4)P.
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FIGURA 10. Efecto de neomicina en la sintesis de (®=P)Ptd Ine
(4)P. Los ensayos para la actividad Ptd 1Ins qhinasa se
realizaron de acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos,
excepto gque se agregarocn distintas concentraciones de neomicina a

la mezcla de reaccién.
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FIGURA 11. Ffecto de 2,3-hisfosfoglicerato sobre la sintesis de
(==P)Ptd Ins (4)P. Los ensayos para la actividad Ptd Ins quinasa
se realizaron de acuerdo a lo descrito en Material y Métodos,
excepto que se adicionaron diferentes concentraciones de 2, 3-

bisfosfoglicerato a la mezcla de reaccién.
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2.10. Efecto de hormonas en la formacién de Ptd Ins (4)P y Ptd
Ing (4,5)Pe.

La autorradiografia de la Figura 12 muestra que la adicién
de progesteronsa, insulina o acetilcolina al medioc de incubacién
no tiene efecto sobre la formacién de (3=P)Ptd 1Ins (4)P.
Aparentemente, estas hormonas tampoco tienen efectc sobre 1la
sintesis de (2=P)Ptd 1Ins (4, 5)Pe. Las diferencias observadas
para la sintesis de (3=P)Ptd Ins (4)P estan dentro del error

experimental esperado para el ensayo.

3. Degradacién de (3=P)Ptd Ins (4)P preformado

Con el objeto de averiguar la causa del efecto de polilisina
y 2,3 -bisfosfoglicerato en la reaccién de formacién de (3=p)Ptd
Ins(4)P se estudid la pérdida de (3=P)Ptd Ins (4)P en presencia
de estos agentes.

Se estudidé 1la peérdida de (3=P)Ptd Ins (4)P detectada en 1la
Fig. 3, después de diluir el ATP radiactivo. En estos
experimentos a la mezcla de reaccién preincubada durante 3
minutos se agregé un exceso de ATP frio para impedir nueva
incorporacién de (#=P) y se siguié en el tiempo la caida de la

radiactividad presente en Ptd Ins (4)P.
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<— Ptd Ins {4)P
<— Ptd Ins (4,5)P,

& ® ® ® <— Origen

FIGURA 12. Cromatografia en placa fina de los lipidos de
membrana fosforilados. Efecto de hormonas. Aproximadamente 75 pg -
de proteina de membrana fueron incubadas con (ﬁ“ -3=P)ATP por 3
min a 30°C en ausencia (1) o en presencia de 10 uM de cada uno de
los siguientes agentes: acetilcelina (2), insulina (3), o
progesterona (4). La reaccién fue terminada y los lipidos se
analizaron por cromatografia en placa fina como se describe en
Materiales y Métodos. Despues de la autorradiocagrafia las &areas
correspondientes al (®#P)Ptd 1Ins (4)P fueron extraidas de la
placa y se cuantificé la radiactividad.

El experimento se realiz6é con duplicados y se consigna entre
paréntesis el porcentaje promedic del producto Ptd Ins(4)P
formado respecto del control. 1 (100%), 2 (88%), 3 (939%), 4

(98%).
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3.1. Efecto de 2,3-bisfofoglicerato

De acuerdo a 1lo observado en 1la Figura 13, no existe
diferencias significativas en 1la cinética de 1la pérdida de
radiactividad debido a 1la presencia de 2, 3-bisfosfoglicerato.
Por lo tanto, el efecto inhibitorioc de 2, 3-bisfosfoglicerato en
la reaccidén de fosforilacién no es debido a un aumento en la

velocidad de la pérdida de radiactividad de (32P)Ptd Ins (4)P.

3.2. Efecto de polilisina

La Figura 14 muestra la pérdida de radiasctividad en presencia vy
ausencia de polilisina. La pérdida de radiactividad en (==P)Ptd
Ins (4)P no se acompafia de un aumento significativo en 1la
aparicién de Ptd Ins (4, 5)Pe. A pesar que se observa un aumento
en la pérdida de radiactividad en (2=P)Ptd Ins{(4)P, en presencia
de polilisina,el analisis estadistice indica que las diferencias
no son significativas. De esta manera, el aumentc en la
formacidén de Ptd Ins (4)P, observado en Figura 8A, no se explica
por una disminucién en la velocidad de perdida de la

radiactividad del (3&P)Ptd Iné (4)P.

3.3 Efecto de Progestercna

Se estudié también el efecto de progesterona sobre la
pérdida de (®=P)Ptd Ins(4)P. La Figura 15 muestra que la adicién
de progesterona no afecta 1la reaccién hidrolitica detectada
después de los § min de incubacién y que da cuenta de la pérdida

de (3=P)Ptd ITns(4)P. Tampoco se observé un aumento significativo
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FIGURA 13. Efecto de 2,3-bisfosfoglicerato en la degradacién de
(22P)Ptd Ins (4)P. Para obtener formacién de (3=P)Ptd Ins (4)P
las membranas fueron preincubadas durante 3 min en presencia de (
éﬁ—3EP)ATP de acuerdo a 1lo descritec en Materiales y Métodos.
Seguidamente, a tiempo cero en el grafico, con el objeto de
bloguear nueva formacién de (3=2P)Ptd Ins (4)P se agregé ATP no
radiactivo. A un conjunto de tubos junto con el ATP no

radiactivo se adicioné 2, 3-bisfosfoglicerato (e); este ultimo no

se agregé en los tubos control (o). La concentracién final de ATP
Yy 2,3 bisfosfoglicerato alcanzada en la mezcla de reaccion
fue de 10 mM y' 5 mM, respectivamente. Se detuvieron las

reacciones a los tiempos indicados en el grafico y se cuantificé
el (#=P)Ptd Ins (4)P remanente de acuerde a lo descritc en

Materiales y Métodos.
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FIGURA 14. Efecto de polilisina en la degradacién de (3#2P)Ptd Ins
(4)P. Para obtener formacién de (3=P)Ptd Ins (4)P las membrans
fueron preincubadas durante 3 min en presencia de ¢ 8\ -==P)ATP.
Seguidamente, a tiempo ceroc en el grafico, con el objeto de

bloquear nueva formacién de (3=P)Ptd Ins (4)P se agregé ATP no

radiactivo. A un conjunto de tubos junto con el ATP no
radiactivo se adicioné polilisina (0), este ultimo no se agregé a
los tubos control (e). La concentracién <£final de ATP vy

polilisina alcanzada en la mezcla de reaccién fue de 10 mM y 20
nM respectivamente.

Se detuvieron las reacciones a los tiempos indicados en el
grédfico y se cuantificé el (3=P)Ptd Ins (4)P remanente. De
acuerdo al analisis estadistico, descrito en Materiaies Yy

Métodos, las diferencias no son significativas.
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Figura 15. Degradacién de (3=P)Ptd 1Ins (4)P. Efecto de
progesterona. Se incubaron membranas en presencia de (j\—3EP)ATP
de acuerdo a 1lo descrito en Materiales y Métodos pasra obtener
formacién de (3=P)Ptd Ins{(4)P. A lps 3 min de incubacién
{seflalados por 1la flecha), a un conjunto de tubos se adicioné
progesterona alcanzando una concentracién final de 10 uM en la
mezcla de reaccién (o); mientras que progesterona no se adicioné
a2 los tubos contrel (e). Se detuvieron las reacciones a los

tiempos indicados en el grafico y se cuantificéd el (==pP)pPtd

Ins(4)P remanente.
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en la aparicién de Ptd Ins (4,5)Pe (datos no mostrados).

4. Comparacién de las actividades Ptd Ins quinasa y Ptd Ins 4-
fosfato quinasa en wmembranas de oocitos y huevos de Xenopus

laevis

Las actividades relativas de las enzimas Ptd Ins quinass,
Ptd Ins 4-fosfato quinasa presentes en las membranas del ococito y

huevo de Xenopus laevis, se muestran en la Fig. 16.

Al analizar A y B se puede comprobar que tanto en el ococito
como en el huevo de Xenopus se produce mayoritariamente Ptd 1Ins
(4)P y una pegquefia cantidad de Ptd Ins (4, 5)P=.

En 16A, se observa que la actividad especifica de la Ptd Ins
gquinasa presente en la preparacién de membranas de ococitos
madurados in vitro por accién de progesterona, es aproximadamente
2 veces superior a la encontrada en las membranas de oocitos no
maduros. También se observsé un incremento de casi 3 veces en la
actividad especifica de 1la otra quinasa, Ptd 1Ins 4-fosfato
guinasa (Fig. 1l&B).

Idénticos resultados se obtuvieron con membranas de oocitos
ovulados por accién de gonadotrofina coriénica {datos no

mostrados).
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FIGURA 16. Actividad especifica de las enzimas Ptd Ins-quinasa y
Ptd 1Ins 4-fosfatoc quinasa de membrana de oocito y huevo de

Xenopus laevis. A partir de una rana adulta de Xenopus laevis se

obtuvieron oocitos etapa VI, exhaustivamente desfoliculados . Se
prepararon membranas a partir de una fraccién de oocitos tratados
con progesterona 10 pM hasta su maduracién y a partir de una
fraccidén de ococitos no tratados con la hormona.

Se determind la formacién de (3=P)Ptd Ins (4)P (A) y
(3=P)Ptd Ins (4,5)P= (B) con distintas cantidades de proteinas
de wmembranas de oocitos madurocs (@) o no tratados con
progesteraona (o). ’

Todoes los procedimientos se realizaron de acuerdo a lo

descrito en Materiales y Métodos.
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B. ESTUDIOS DEL METABOLISMO DE LOS FOSFOLIPIDOS DE INOSITOL ER
00CITOS DE Xenopusg laevis.

Los estudios realizados en esta segunda parte de la Tesis,
tienen por objeto, evaluar la accién de acetilcolina y hormonas
gue participan normalmente en el proceso de maduracién meidtica
del oocito de Xencpus laevis sobre el metabolismo de 1los
fosfolipidos de inositol. . Se estudia el efecto de estos agentes
en la incorporacion de (®H)mio-inositol en fosfatidilinositoles y
en la produccién de inositolfosfatos después de microinyectar

(®H)mio-inositcl en el citoplasma de la célula.

1. Sintesis de fosfatidilinositol fosfatos en cocitos intactos.
1.1 Incorporaciém de (3H)mio-inositol y (32P)fosfato en los

fosfolipidos de inositol

En una etapa preliminar de los estudios con oociteos intactos
se analizé 1la sintesis de fosfotidilinositoles utilizando dos
precursores diferentes. En la Figura 17 se muestra una
autorradiografia de los distintos fosfolipidos de inositol
formados durante 1la incubacién del oocito en presencia
de(3=pP)fosfato (A) y después de microinyectar (3H)mio-inositol
{H).

Fn ambos casos se obhserva que el producto formado
mayoritariamente es el Ptd Ins, ademds se conserva la relacién
entre el Ptd Ins (4)P y el Ptd Ins (4,3)Pz encontrado durante 1la

incubacién de las wmembranas con (?\—3EP)ATP (Fig. 1).
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FIGURA 17. Sintesis de fosfatidilinositol fosfatos en ococitos
intactos. En A se incubaron 10 ococitos desfoliculados en 1 ml

3
de solucién Barth que contenia 3 pCi de (==)P fosfato. En B se

microinyectaron & oocitos, sin desfolicular con G,25 pCi de
(*H)mio-inositol. Después de 15 hrs de incubacién a 25°<(C, los

cocitos fueron homogeneizados, se extirajeron los lipidos y éstos
se resolvieron por cromatografia en placa fina de acuerdo a lo

descrito en Materiales y Métodos.

En A, la placa fue expuesta a auvtorradiografia durante 12
hr; vy en B la placa fue tratada previamente con una solucién
intensificadora durante 30 min y luego expuesta a

autorradiografia durante 5 dias.
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Después de la autorradiografia, las areas correspondientes a
los diferentes fosfolipidos fueron extraidos de la placa y se
cuantificd la readiactividad incorporada. Los resultados
obtenidos al microinyectar (*H)mio-inositol se sefialan a
continuacién: (3H)Ptd Ins (11780 cpm); (32H)Ptd 1Ins (4)P (1720
cpm); (2H)Ptd Ins (4,5)P=. (283 cpm). La eficiencia de conteo para
las muestras con tritio extraides desde las placas de silica fue
cercana al 12%.

1.2. Cinética de incorporacién de (*H)mio-inositol en los

AN
fosfolipidos de inositol

Se deterwminé la eficiencia relativa en la marcacién de los
fosfolipidos de inositol mediante dos procedimientos diferentes:
microinyectando o incubando externamente los ococitos con (Z3H)mio-
inositol.

La Figura 18 muestra que aunque ambos procedimientos
permiten marcacién, se alcanza un nivel muy superior y a tiempos
mas cortee cuaendo el precurscr es introducido al interior de 1la
celuls, a pesar de que se utilizé una cantidad de isétopo por
cocito cuatro veces menor.

Al determinar la distribucipn de la marca en Ptd Ins, Ptd
Ins (4)P y Ptd Ins (4,5)P= se encontré que ésto era similar en

los dos procedimientos utilizados para el marcaje.
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FIGURA 18. Incorporacién de (®H)mio-inositol en lipidos totales
en funcidén del tiempo. Un grupo de 300 oocitos previamente
desfoliculados se incubé en 3 ml de solucién Barth que contenia
300 pCi/ml de (3H)mio-inositol (e). Otro grupo de 30 oocitos sin
desfolicular fue microinyectado con 0,25 puCi de (3*H)mio-inositol
(o). A los tiempos de incubacién indicados en el grafico se
tomaron 8 oocitos de cada grupo y se cuantificé la incorporacién
de la marca en lipidos +totazles de acuerdo a lo descrito en
Materiales y Métodos. Lose resultados estén referidos a la

radiactividad incorporado en un oocito.
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2. Ffecto de horwmonas y acetilcolina en 1ls sintesis de

fosfatidilinositol fosfatos en oocitos intactos

Para estudiar el efecto de progesterona, insulina Yy
acetilcolina en la sintesis de fosfatidil inositol fosfatos se
utilizé un enfoque cinético. Los oocitos fueron microinyectados
con (*H)mio-inositol y 8e determiné 1la incorporacién del
compuesto radiactivo en Ptd Ins, Ptd Ins (4)P y Ptd Ins (4,5)P= a
diferentes tiempos después de iniciada 1la incubacién con 1la

hormona perc antes de alcanzar el equilibrio isotépico.

2.1. Efecto de progesterona

l.a incubacién de oocitos con la progesterona induce un
gumento en la sintesis de fosfatidil inositol fosfatos. Como se
observa en la Figura 19 hay un aumento de apréximadamente 2 veces
en la incorporacién de (®*H)mic-inositol en Ptd Ins, Ptd Ins (4)P
y Ptd Ins (4,5)Pz en los oocitos tratados con la hormona. Este
efecto es detectado después de 3 hr de iniciada la incubacién,
alcanza un maximo entre las 4 y 6 hr y decae posteriormente a leos
niveles observados en los ococitos control (Fig. 204A). Cabe
destacar que la mayor incorporacién descrita previamente coincide
con el maximo porcentaje de maduracién (Fig. 20B).

La incorporacién de (*H)mio-inositol en Ptd Ins, Ptd Ins
(4)P y Ptd Ins (4,35)P=z se redujo a los niveles observadeos en el
control cuando se incubaron simulté&neamente oocitos con

progesterona y cicloheximida a una concentracidén inhibitoria de
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FIGURA 19. Incorporacién de (3*H)mio-inositol en

fosfatidilinositoles. Efecto de progesterona. Ooccitos etapa VI
seleccionados y separados manualmente desde el ovario fueron
micreoinyectados con 0,25 pCi de (®*H)mioc-inositol e incubados a
25°C en ausencia (o) o en presencia de progesterona 10 pM (e). A
los tiempos de incubacién indicados en el grafico 8, se tomaron
grupos de 8 oocitos y se cuantificé la incorporacién de la marca
en Ptd 1Ins, Ptd Ins(4)P y en Ptd Ins(4, 5)Px, de acuerdo a lo
descritoc en Materiales y Métodos. La curva de maduracién se
confeccioné determinando el porcentaje de cocitos que

presentaban una mancha blanca en el polo animal.
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FIGURA 20. Incorporacién de (*H)mio-inositol en lipidos totales
durante 1la wmaduracién meiética. En A se incubaron cocitos en
ausencia (FZ) o en presencia de progesterona 10 paM ( [1). A
distintos tiempos de iniciada la incubacién se microinyectaron
grupos de B oocitos con 0,25 pCi de (3H)mio-inositol. Después
de 2 hr de la microinyeccién, se cuantificé la marca incorporada
en fase organica total de acuerdo a lo descrito en Materiales vy
Métodos. FEn B se determiné el porcentaje de oocitos que
presentaban mancha blanca en el polc animal a distintos tiempos

1

de iniciada la incubacidén con progesterona.
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la sintesis protéica (Fig. 21A). Bajo estas condiciones tampoco
se obeservd maduracién de los oocitos.

El estradiol, una hormona esteroidal que no induce
maduracién del ococito y utilizado como control, no tuvo efecto en
la esintesis de fosfatidil inositol fosfatos, incluso después de

10 hr de incubacién (Tabla II).

2.2. Efecto de acetilcolina

De manera analoga a lo observado con progesterona,
acetilcolina induce un aumento en la incorporacién de (3H)mio-
inositol en Ptd Ins, Ptd Ins (4)P y Ptd Ins (4,5)P= (Fig. 22).
Este efecto es répido y tiende a alcanzar un maximo después de 2
hr de poner los oocitos en contacto con el neurcotransmisor. Las
ceélulas utilizadas como control, maduraron por accién de
progesterona, lo cual no occurrié con acetilcolina.

A diferencia de lo observado con la progesterona, el efecto
de la a&acetilcolina no es revertido si los oocitos son tratados
simulténeamente con un inhibidor de la sintesis protéica (Tabla
II).

Un experimento comparativo del efecto de progesterona y
acetilcolina a +tiempos cortos de incubacién, en el que se
utilizaron oocitos provenientes del mismo ovario se muestra en la
Figura 23. De acuerdo a lo descrito previamente, la acetilceolina
estimula rapidamente la incorporacién de (3H)mio-inositol, a los

30 min de iniciada la incubacién se observa una clara diferencia
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FIGURA 21. Ffecto de cicloheximida en la sintesis de fosfatidil

Control

[3H] Ins incorporado en fosfatidil inositoles
%o

inositoles en cocitos sometidos a maduracibén con progesterona (A)
0 insulina (B). Se microinyectaron oocitos con 0.25 uCi de
(®*H)mio-inositol, y se incubaron en grupos de a 8, en ausencia de
hormonas y/o cicloheximida ([J]), en presencia de hormonas 10 uM
(2)) o en presencia de hormona 10 pM y cicloheximida 10 pM (7).
Después de 8 hrs de incubacién y una vez detectada la maduracién
en aquéllos ococitos tratados s6lo con hormopa, se cuantificé la
incorporacién’ de (3H)mio-inositol en Pid Ins, Ptd Ins(4)P y Ptd
Ins(4, 5)P=. Las barras representan el promedio de dos
determinaciones * la dispersién y se expresaron en relacién a la

incorporacién de la marca en el experimento control.
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TABLA 1X
Incorporacion de (®H)Inositol en fosfatidil inositoles.

Efecto de hormonas y acetilcolina

Radiactividad % de la wmarca
Fase orgéanica respecto del
cpm/8 oocitos control
A
Control 12.600 + 200 100
Acetilcolina 10 nNM 31.700 = 2200 258
Acetilcolina 10 pM +
Cicloheximida 10 pM 31.800 * 1800 259
B
Control 14.700 = 3000 100
Progesterona 10 pM 28.300 +* 500 200
Estradiol 10 pM 18.000 * 1S00 129

Se microinyectaron oocitos etapa VI con 0,25 pCi de (=H)mio-
inositol y se incubaron en ausencia (control) o en presencia de
diferentes compuestos. Al terminar 1la incubacién se tomaron
grupos de 8 oocitos y se cuantificé la radiactividad incorporada
en lipidos totales de acuerdo a 1lo descrito en Materiales y
Métodos. Fn A la incubacitn se realizé durante 2 hr y en B hasta
detectar un 100%4 de maduracién _en los oocitos tratados con

progesterona. Los resultados representan el promedio de tres

determinaciones %z la desviacién estandard.
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FIGURA 22. Incorporacion de (3H)mio-inositol en

fosfatidilinositoles. Efecto de acetilcolina. Los oocitos etapa
VI seleccionados y separados manualmente desde un ovario fueron
microinyectados con 0, 25 pCi de (*H)mio-inositol.
Posteriormente, grupos de oocitos se incubaron en ausencia (o) o
en presencia de acetilcolina 10 pM (e). A los tiempos de
incubacidén indicados en el grafico, se tomaron 8 oocitos de cada
grupo y se determiné la radiactividad incorporada en Ptd Ins, Ptd
Ins(4)P y Ptd Ins(4,5)P= de acuerdo a lo descrito en Materiales y

Métodos.
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FIGURA 23. TIncorporacién de (3H)mio-inositol en fosfolipidos

totales. Ffecto de progesterona o acetilcolina a tiempos cortos
{

de incubacién. Oocitos etapa VI seleccionados Yy separados

manualmente desde un ovarioc fueron microinyectados con 0,25 pCi

de (®*H)mio-inositol. Posteriormente se incubaron en ausencia (s)
© en presencia de progesterona 10 pM (e) o acetilcolina 10 rM
(o). A los tiempos de incubacién indicados en el grafico se

tomaron grupos de 8 oocitos y se determiné la radiactividad
incorporada en fase 1lipidica total de acuerdo a lo descrito en

Materiales y Métodos.
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con respecto a los oocitos +tratados con progesterons, estos
ltimos wmaduraron después de 6 br de incubacién. No se
cetectaron diferencias-significativas entre los oocitos control y
los tratados con progesterona antes de las 2 hr de iniciada la

incubacién.

2.3 Efecto de insulina

La insulina, que induce le maduracidén meisdtica del cocito de
Xenopus laevis aparentemente por via diferente a la utilizada por
la progesterona (ver Introduccién), también aumenta la sintesis
de fosfatidil inositol fosfatos. Como se observa en la Figura
218, hay un incremento de alrededor de 2 veces en 1la
incorporacién de (3H)mio-inositol en Ptd Ins, Ptd Ins (4)P y Ptd
Ins (4,5)P= en oocitos wmadurados por accidén de insulina. De
manera analoga a lo descrito con la progesterons, este efecto es
bloqueado si 1los oocitos son tratados simultdneamente con un

inhibidor de la sintesis protéica.
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3. Produccién de inositol fosfatos en ococitos de Xenopug laevis.

Ffecto de progesterons y acetilcolina

Como complemento de los estudios del metabolismo de los
fosfatidilinositoles se investigé la produccién de inositol-
fosfatos en oocitos microinyectados con (3H)mio-inositol e
incubados en presencia de progesterona o acetilcolina.

En la Figura 24 se muestra los niveles de inositol fosfates
después de 5 hr de incubar los ococitos en ausencia (A) o en
presencia de progesterona (B). En presencia de la hormona se
encontré un aumento del 103% en Ins (4)P, 73% en Ins (1,4)P=
y un 65% en Ins (1,4,3)P= en relacién al control no tratado con
progesterona.

En cocitos tratades durante 2 hrs con acetilcolina, también

se encontr6 un aumento de Ins fosfatos (Fig. 25R).
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FIGURA 24. Efecto de progesterona en la produccién de inositol
fozfatos en oocitos de Xenopus laevisg. Analisis por HPLC.
Oocitos etapa VI seleccionados y separados manualmente desde un
ovario fueron microinyectados 0,25 pCi de (#H)mio-inositol.
Posteriormente grupos de 16 ococitos se .incubaron en ausencia (A)
o en presencia de proéesterona 10 pM  (B). Después de S hr,
cuando un 50% de los oocitos tratados con la hormona habian
maduradeo, se determind la produccién de (3*H)mio-inositol fosfatos
utilizando una columha Partisil 10 SAX de acuerdo a lo descrito
en Materiales y Métodos. Los valores determinados en los

cocitos control fuercen Ins(4)? (11400 cpm), Ins (1,4,)pP-. 358 cpm,

Ins (1,4,5)Ps, 220 cpm.
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FIGURA 25. Produccién de inositol fosfatos en cocitos de Xenopus
laevis en presencia de acetilcolina. Analisis por HPLC. Oocitos
etaﬁa VI seleccionados y separados manualmente desde un ovario
fueron wmicroinyectados con 0,25 pCi de (®H)mio-inositol.
Posteriormente, grupos de 16 oocitos se incubaron en ausencia
{A) o en presencia de acetilcolina 10 pH. Después de 2 hr de
incubacién se determiné la produccién de (=H)mio-inositol
uti}izando una columna Partisil 10-5AX de acuerdo a lo descrito

en Materizles y Métodos.
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DISCUSION

A. SINTESIS IN VITRO DE PTD INS(4)Pe USANDO MEMBRANAS DE OOCITOS

DE Xenopusg laevis.

3. Locelizacién y actividad relativa de las fosfatidilinositol

quinasas.

En esta tesis se ha descrito la presencia de las enzimas Ptd
ins quinasa y Ptd Ins 4-fosfato quinasa en membranas aisladas de
oocitos de Xenopus laevis (Fig. 1). La enzima Ptd Ins gquinasa es
responsable de la transferencia de un grupo fosfato desde el ATP
al Ptd Ins para generar Ptd Ins(4)P y la enzima Ptd Ins 4-fosfato
guinasa, a su vez, fosforila el Ptd Ins(4)P a Ptd Ins(4, S)P=.

Los resultados presentados en esta Tesis constituyen la

primera caracterizacién de las fosfataidilinositol quinasas éen

anfibios. En muchos aspectos la enzima de oocitos de Xenopus se
parece a la descrita en mamiferos (0’Shea y col., 1986; Jergil vy

Sundler, 1983).

En la preparacién de membhranas se utilizé el procedimiento
descrito por Jordana y col. (1982) que proporciona una fraccién
altamente enriquecida en membrana plasmatica, de acuerdo =zl
criterio morfolégico y al contenido de ia enzima adenilciclasa
utilizada como wmarcador. FEsto nos hace supocner que 1las
actividades enzimaticas descritas previamente, estarian asociadas
a la membrana plasméatica del oocito; sin embargo, no es posible
descartar, de acuerde a éstos resultados, la posibilidad que

pertenezcan a una fraccion microsocmal contaminante. La enzima
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Ptd Ins quinasa ha sidc encontrada en otros tipos celulares en la
membrana plasmatica (Imai y col., 1983) pero también en el
Aparato de Golgi, en los lisosomas y en membranas de tubulo
transverso (Carrasco y col., 1988; Collins y Wells, 1983; Jergil
y Sundler, 1983). La Ptd Ins 4-fosfato quinasa por su parte, ha
side descrita principalmente en membrana plasmatica y en el
citoplasma (Vogel y Hoppe, 1986; Lundberg y col., 1986), pero
ademas, en otros sistemas wmembranosos (Quist y col., 1989;
Carrasco y col., 1988).

La adicién de un extracto citoplasmético cuando se incubaron
membranas en presencia de { g\ 2P )ATP no modificéd
significativamente la cantidad ni la relacién de Ptd Ins(4)P y
Ptd Ins(4,5)P= Zformados. Tampoco se obhservaron mayores
diferencias cuandoc se utilizé membranas plasmaticas aisladas
manualmente desde el ococito (datos no mostrados). Estos
resultados nos hacen suponer, con ciertec grado de seguridad, que
ias enzimas descritas previamente se encuentran realmente
asociadas a la membrana plasmatica del oocito.

De manera analoga a cémo ocurre en membranas plasmaticas de
células A431 (Vogel y Hoppe, 1986), 1la incubacién de membranas de
cocito con 0?-3EP)ATP resulta en la. marcacién mayoritaria de Ptd
Ins(4)P. Muy poco Ptd Ins(4,5)P= radiactivo fue encontrado bajo
las condiciones de ensayo utilizadas.

La presencia de una fosfolipasa C altamente activa que
hidrolice preferencialmente Ptd Ins(4,3)F= en las membranas de
cocitos y células A431, podria explicar estas diferencias. La
fosfolipasa C ha sido encontrada assciada a la membrana

plasmatica en algunas células pero no ex otras (Bennet y Crooke,
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1987; Rebecchi y Rosen, 1987). También las diferencias observadas
pueden ser atribuidas a la ausencia de la Ptd 1Ins 4-fosfato
quinasa en las wmembranas de oocitos. Esta enzima ha sido
encontrada en la fraccién soluble de otras células (Imai y col.,
1986).

Con el fin de poder descartar estas posibilidades se
incubaron cocitos intactos con (==P)fosfato (Fig. 164A). En estas
condiciones, también el Ptd Ins {4, 5)P= radiactivo se encontré en
concentraciones muy bhajas. Todo parece indicar que en el oocito
de Xenopus la enzima Ptd Ins 4-fosfato gquinasa es menos activa o
se encuentra en menor cantidad gque la Ptd Ins gquinasa.

Gumbe y Lovenstein (1986) han descrito la fosforilacidén no
enzimatica de Ptd Ins y Ptd Ins{4)P en presencia de ATP, en una
reaccién catalizada por iones divalentes. Cuando las wmembranas
de oocito fueron inactivadas por calentamiento a 100°C durante 3
min no hubo sintesis de éstos fosfolipidos (Fig. 1, Carril 2), lo
que descartaria el papel de esta reaccién no enzimatica bajo
nuestras condiciones.

Como un pre-requisitoc para estudiar el metabolismo de los
fosfatidilinositoles en oocitos intactos se ha estudiade los
factores gque controlan in vitro la actividad Ptd Ins quinasa,
presente en la preparacién de membranas.

Junto con la reaccién de sintesis de Ptd Ins(4)P, se
ha detectado también en membranas de oocito wuna actividad
hidrolitica gue da cuenta de la pérdida de marca desde el (==pP)
Ptd Ins(4)P preformado (Fig. 3). Hasta el maomento no se han
examinado los productos de degradacién y se desconoce Ppor lo

tanto, si la reaccién ocurre por accién de una fosfomonocesterasa o

A S ———— —J
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una fosfolipasa C. Sin embargo, la pérdida de Ptd Ins(4)P no
puede ser estribuida a una reaccién de deacilacién por cuanto no
se han identificado en las placas cromatograficas productos de
reaccién con un Rf correspondiente a un lisoderivado.

Se ha comprobade que la hidrélisis de Ptd Ins(4)P es
consecuencia de la accién de fosfomonoesterasas en membrana
plasmatica de células de astrocitoma humano (Knowles y Lavrence,

1985), vy en la envoltura nuclear de hepatocitos de rata (Smith y

Wells, 1984).

Cualquiera sea la naturaleza de esta reaccién en las
membranas de oocito, eg importante tener en cuenta su existencia
al interpretar el efecto de determinados agentes sobre 1la
sintesis de Ptd Ins(4)P. Sin ewmbargo, las velocidades de
incorporacién de fosfato =P son mucho més rapidas que las de
pérdida de la radiactividad incorporada al Ptd Ins(4)P y los
ensayos de la Ptd Ins quinasa se realizan con incubaciones de 3
minutos. Fsta condicién reduce considerablemente la incidencia
de la actividad hidrolitica en los estudios que miden la

incorporacién de (3=P).

2. Propiedades de la Ptd Ins quinasa

2.1 Efecto de cationes divalentes sobre la actividad Ptd 1Ins

quinasa

L.a actividad Ptd Ins quinasa es dependiente de la presencia
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de ion Mg=+ o Mn=+, siendo Mg=~ mas eficiente (Fig. 5). De
igual manera a lo observado en granulos de células plasmaticas la
enzima alcanza su maxima actividad a una concentracién de 20 mM
de Mg=*. En el mismo sistema Mn®+ reemplaza completamente al
Mg=+ y se alcanza una respuesta maxima a una concentracién de 2
mM {(Kurosavwa y Parker, 1986). Concentraciones similares de Mg=*
para alcanzar un maximo de actividad son requeridos por la enzima
presente en lisosoma de higado de rata (Collins y Wells, 1583).
l.a influencia de Mg®+ sobre la actividad Ptd Ins quinasa ha sido
estudiada como un posible mecanismo de regulacién en la enzima
purificada desde utero de bovino (Porter y col., 1988). La
enzima tiene un comportamiento alostérico por efecto de HNg=".
Sin embargo, se desconoce el significado biolégico de estas
ohservaciones por cuanto la concentracién del ién en la célula es
relativamente estable.

A diferencia de lo que ocurre con Mg®* el nivel de Ca=* en
el citoplasma aumenta en respuesta a2 wuna gran variedad de
sefiales, en particular, en respuesta a agentes que alteran el
metabolismec de los fosfolipidos de inositol (Introduccién). La
posibilidad de que Ca=™* pueda regular la actividad de las
fosfatidilinoéitol quinasas ha sido estudiada por varios autores.
Tooke y col. . (1984) observaron un descenso de aproximadamente 20
veces en la actividad Ptd Ins quinasa en membrana plasmatica
de un tumor de células B, cuandc la concentracién de Ca=* se
aumenté desde 1 a § pM. La inhibicién de esta enzima por
concentracioqes fisiolégicas del catién ha sido observada también
en otros sistemas (Collins y Wells, 1983; O0’Shea.y col., 1986;

Kurosawa y Parker, 1986, Carrasco y col., 1988). Consistente con
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estas observaciones se ha encontrado que la actividad Ptd 1Ins
quinasa es estimulada por un antagonista de calmodulina (Toke y
col., 1984). También otros autores han observado que la
fosforilacién de Ptd Ins (4)P es dependiente de Ca®* y
calmodulina (Hayashi y Amarawa, 1983).

Fn nuestro trabajoc con membranas de oocito se encontré que
Ca=+ inhibe la enzima pero a concentraciones mucho mas altas que
las fisiolagicas. Sin emhargo, también se observé que EGTA
estimula significativamente a esta quinasa. La estimulacidn
observada en presencia de EGTA (Tebla I) puede deberse a 1la
quelacién de Ca®* presente en la preparacioton de membranas. La
posibilidad que Ca®* pueda fisiolégicamente regular esta quinasa,
a través de la interaccién con un tercer componente tal como
calmodulina, proteina quinasa C o0 a través de una interaccién
directa con la enzima, debe ser estudiada con la enzima
purificada y en condiciones que se pueda conocer la concentracién
real de Ca®=* en el medioc de reaccion.

Se ha estimado que la concentracién intracelular de MNg=™ es
de aproximadamente 0O, 37 mM (Corkey y col., 1s86). Ademnas, se
sabe que en otros sistemas, altas concentraciones de este catién
antagonizan la inhibicién por Ca®=~ de la Ptd Ins quinasa en otros
sistemas (Forbes vy col., 1988). Los estudios con la enzima de
cocito se realizaron en presencia de 10 mM de Mg®"; por esta
razén seria necesario evaluar el efectoc de Ca®* a menores

concentraciones de Mg=~".
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2.2 K. para ATP de la enzima Ptd Ins gquinasa

La K. aparente para ATP, determinada para la enzima de
oocite (Fig. 6) (50 pM) no es muy diferente de la K. aparente
determinado para las enzimas encontradas en hepatocitos de rata y
linfocitos T de ratén, 1las cuales son SO0 pM y 140 pHM
respectivamente (0’Shea y col., 1986; Gergil y Sundler, 1983).

La formacién de Ptd Ins(4)P no aumenta linealmente con la

cantidad de proteina de membrana utilizada en la reaccién de

fosforilacién (Fig. 2). Esto podrisa atribuirse a que alguno de
los sustratos se hace limitante al transcurrir la reaccién. De
hecho, Hidalge y col. {1983) han descrito la presencia de una

actividad Mg-ATPasa en membranas de tubulo transversc de musculo
esquelétice de rana, 1a cual hidroliza el ATP presente en la
soluciédn. Con el objetoc de mantener una concentracién constante
del sustrato ATP, estos autores han utilizado Tritén X-100;este
ultimo, inhibe 1la Mg-ATPasa (Hidalgo Yy col., comunicacién
personal), pero no la Ptd Ins quinasa (Collins y Wells, 1983). Aun
cuando los ensayos para la actividad Ptd Ins quinasa de oocito se
realizaron en ausencia de un sistema regenerador de ATP, o de
Tritén X-100, se utilizaron concentraciones altas de ATP de 100
pM. Bajo estas condiciones y con 50 pg de proteina de membrana en
el medic de incubacién la reaccién de fosforilacién es lineal
hasta los 5 min de incubacién (Fig. 3). El1 ensayo estandar usa
sélo 3 minutos de incubaciédn.

Bajo las condiciones de ensayo utilizadas para la enzima de
oocito se encontré que el GTP no es util:izado cowmo sustrato dador

de fosfato; eungque si es un inhibhidor competitivo del ATP. Esta
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caracteristica es diferente de la enzima de linfocito T de ratén
{0’Shea y col., 1986) que =i puede utilizar GTP como dador de

fosfato.
2.3 Ffecto de fosfolipidos sobre la actividad Ptd Ins quinasa

Aungue se desconocen los factores que controlan in vive 1la
actividad Ptd Tns quinasa y Ptd Ins 4-fosfato guinasa, se dispone
de alguna informacién respecto de 1la regulacién in vitro por
fosfatidilinositoles polifosfatos. Mac Donald y col. (15835) han
observado que la actividad Ptd Ins quinasa ensayada en presencia
de detergentes en una fraccién membranoga de células
transformadas, es inhibida por Ptd Ins(4)P. También se ha
observado que la enzima Ptd Ins 4-fosfato quinasa obtenida de un
sobrenadante de células de retina de bovino vy ensayada con
sustrato exégeno, es inhibida por Ptd Ins(4,5)P= (Van Rooijen y
col., 1985).

Estos resultados han sugerido la posibilidad de que in vivo
estas enzimas sean inhibidas por su respectivos productos. Esta
hipétesis es atractiva, porque es congistente con la idea de que
un aumento en la fosforilacién de Ptd Ins a Ptd Ins(4)P y a Ptd
Ins(4,5)P= en la célula intacta puede ser consecuenciasa dg la
remocitén de la inhibicién por producto de las quinasas en la
medida que el Ptd Ins (4,5)P= es hidrolizado por la fosfolipasa
c.

Contrariamente a lo descrito previamente, Imai y col. (1986)
utilizando wmembranas plasmaticas de células GHs encontrarog que

tanto la actividad Ptd Ins quinasa y Ptd Ins 4-fosfato guinasa
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son estimuladas por Ptd Ins(4,5)Pe. El experimento se realizé
utilizando los sustratos lipidicos endégenos presentes en la
preparacién de membranas y €n ausencia de detergentes.

Los estudios presentados en esta Tesis estan mas de acuerdo
con estos Ultimos autores pues también muestran que la actividad
Ptd Ins quinasa es estimulada por la adicién de Ptd Ins(4,5)P= 2l
medioc de reaccién (Fig. 7). Sin embargo, a diferencia de 1lo
observado por Imai y col. el efecto de este fosfolipido es menos
especifico por cuanto Ptd Ser y Ptd Ins(4)P también estimulan
significativamente la reaccidn de fosforilacién.

Fl significado fisiolégico de que Pitd Ins(4,3)Pe VY Ptd
Ins(4)P estimulen la actividad de la enzima dentro de la membrana
plasmatica es poco clero. Nuestros resultados y los de Imai y
col. (1986), sugieren que en la medida que los niveles de Ptd Ins
(4, 5)Pe disminuyen, 1las actividades Ptd Ins quinasas in Vvivo
dehen decrecer en vez de aumentar. Fste efecto de inhibir 1la
regintesis de Ptd Ins(4,5)Pe podria ser un mecanismo para limitar
la generacién de Ins(1,4,5)Ps durante exposicién prolongada de la
célula a un agente que actua a través de la hidrélisis de Ptd Ins
(4,5)P=, lo gque llevaria a una "desensibilizacién” del sistema.

Sin embargo, la interpretacién de estos resultados y la
comparacién del efecto de fosfolipidos sobre la actividad de
estas enzimas es complicado y debe realizarse con precauciédn,
puesto que se han utilizado diferentes métodos y condiciones
experimentales. FEn particular, el uso de distintos detergentes
en algunas de las incubaciones puede glterar profundamente los
resultados obtenidos con fosfolipidos exégenos.

Por otro lado, no puede descartarse la posibilidad gque el
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efecto observado pueda ser consecuencia de unsa alteracién en la
composicién fosfolipid}ca de la membrana y reflejo de variaciones
en la fluidez de la membrana (Yeagle, 1988) vy no a un efecto
directo del fosfolipido sobre 1la quinasa. En tal sentido es
importante sefialar que Shutz y col. {1982) han observado gue Ptd

Ins(4,5)P- saumenta la movilidad lateral de proteinas de membrana
en eritrocitos.

De manera andloga a como ocurre con la Ptd Ins qgquinasa, en
otros sistemas, la enzima de oocito utiliza como sustrato el Ptd
Ins endégenc presente en la preparacién de membranas. Al agregar
Ptd Ins exégenc, se observé una estimulacién considerable de la
actividad de la quinasa (Fig. 4). La interpretacién de estos
resultados es ambigua. Podria ocurrir que la enzima utiliza el
Ptd Ins ex6genoc como sustrato receptor de fosfato o podria ser
que este 1lipido, =al igual que los derivados mas fosforilados
también estimule la actividad enzimatica. Para dilucidar estas
alternativas se podria usar Ptd Ins tritiado y tratar de ver su
conversién a Ptd Ins(4)P o alternativamente, las membranas
deberian ser tratadas con la enzima fosfolipasa C previo a la
reaccién de fosforilaciédn. Este procedimiento removeria
especificamente el grupo:inositol de los fosfolipidos endégenos y
ha sido utilizado con este propésito con membranas de Golgi en

hepatocitos de rata (Gergil y Sundler, 1983).

2.4 Posible regulacién por proteinas G de la enzima Ptd Ins

guinasa

Los mecanismos que regulan la sintesis de fosfatidil
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inositol polifosfatos no han sido hasta la fecha definidos
gdecuadamente. La posibilided que la actividad Ptd Ins quinasa
pueda ser controlada por proteinas G fue examinada en membranas
de oocitos, pero los resultados fueron negativos. (Tabla I).
Recientemente se ha informado que GTP—?\—S aumenta la actividad
Ptd Ins 4-fosfato quinasa en membranas de placenta humana (Urumow
y Wieland, 1986) y en membranas de cerebro de rata (Smith y
Chang, 1989). También se ha encontrado que el factor de
crecimiento epidermal induce un aumento en la actividad Ptd Ins
quinasa en células A431 (Pike y Eakes, 1987) presumiblemente a
través de una proteina G. Resultados similares sobre esta
guinasa se han observado en hepatocitos por accién de glucagén
(Whipps y col., 1987).

La falta de efecto de GTP-?\-S en la sintesis de Ptd Ins(4)P
en nuestros experimentos con membranas de ococitos sugiere que una
proteina G no estaria inveolucrada directamente en la activacién
de la Ptd Ins gquinasa en estas celulas. Fsta sugerencia resulta
fortalecida por el hecho que GTP-y\—S sl activa la adenililciclass
de esa misma preparacién de membranas de cocito que contiene

varias proteinas G (Olate y col., 1984).

2.5 Efecto de poliaminas sobre la actividad Ptd Ins quinasa

Las poliaminas espermina, espermidina y putrescina se
encuentran ampliamente distribuidas en los sistemas biolbdégicos y
se cree que juegan un papel regulatorio muy importante en varias

aspectos del metabolismo y proliferacién celular (Tabor y Tabor,
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1984). Las poliaminas también han sido involucradas en el
proceso de maduracién meidtica del oocito de Xenopus laevis
{Sunkara y col., 1981).

Vogel y Hoppe (1986) encontraron un efecto estimulatorio de
poliaminas incluyendo polilisinsa y poliarginina sobre la
fosforilacién de Ptd Ins en membranas de células A43l. También
encontraron un efecto similar con histona H: 1la cual posee
secuencias ricas en polilisinas.

Regultados similares se han observado con la actividad Ptd
ins 4-fosfato quinasa de cerebro de rata en presencia de
espermina y espermidina (Lundberg y col., 1986).

Recientemente se ha observado gue poliaminas Yy un
polipéptido sintético correspondiente a los 14 aminoacidos del
extremo carboxilico del producto del protooncogen C-Ki-ras 2
tiene la capacidad de estimular la actividad Ptd Ins guinasa en
membranas de oocitos de X. laevis (Batica y col., 1987; Carrasco
y col., 1988).

Los resultados presentados en esta Tesis conf}rman y
extienden las observaciones previas del efecto estimulatorio de
poliaminas sobre la actividad de la Ptd Ins quinasa presente en
membranas de ococitos (Fig. 8) y sugieren que la sensibilidad de
las Ptd Ins quinasas a poliaminas podria ser una caracteristica
comun de estas enzimas.

Los resultades incluyen una importante observacion que
muestran que la estimulacién por polilisina de la fosforilacién
de Ptd Ins no es debida a 1la inhibicién de la reacciodn
hidrolitica que es responsable por 1la pérdida de radiactividad

del (3=p) Ptd Ins(4)P formado. En efecto, el analisis
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eestadistico indica que polilisine no altera la velocidéd de
pérdida de radiactividad (Fig. 14), un hallazgo gue sugiere que
la enzima responsable de la reaccién hidrolitica, presente en lsa
membrana del oocito, no es afectada por poliaminas.Es espe-
cialmente importante notar que el 200% de aumento en la reaccién
de fosforilacién,llevada a cabo en presencia del polimero, no
puede ser explicado en base a la regeneracidén de sustrato
adicional para la quinasa.

Los resultados del efecto de polilisina y poliornitina sobre
la velocidad de la reaccién de fosforilacion a diferentes
concentraciones de ATP (Fig. 9), sugieren que el efecto de estos
policationes no es debido a un cambio en la afinidad relativa de
la enzima por su sustrato sino mas bien debido al aumento en la
eficiencia del proceso catalitico.

Puesto que estos experimentos han sido realizados con una
preparacién de wmembranas, es imposible llegar a conclusiones
definitivas acerca de la naturaleza molecular del mecanismo por
el cual las poliaminas pueden afectar la actividad de la Ptd Ins
quinasa. El hallazgo que poliarginina no tenga un efecto
similar, sin embargo, indica que la carga del policatién no es el
unico factor responsable de su efecto.

La estimulacidén causada por poliamina puede estar
relacionada a un efecto del policatién sobre la estructura de 1la
membrana o puede ser debida a un efecto sobre la estructura de la
enzima. La capacidad de polilisina para romper membranas
celulares ha sido bien documentada desde los trabajos originales
de Quinton 1y Philpott (1973). Recientemente, poliornitina ha

sido usada para permeabilizar membranas Yy transformar celulas
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animales con DNA foréneo (Bond y Wold, 1387).

En relacién a 1la posibilidad que poliaminas afecten 1la
estructura de la enzima y por ende su actividad, se ha descrito
que polilisina estimula la actividad de varias enzimas de
membranasa. Gatica y col. (1987), han observado que polilisins
estimula la actividad de la adenililciclasa presente en membranas
de oocitos de Xenopus. Mas recientemente se ha visto que
polilisina tambieén estimule 1la actividad tirosina-quinasa del
receptor de insulina; probablemente, a través de la interaccién
entre la poliamina cargada positivamente y una regién acidica
altamente conservada en receptores con actividad tirosina-quinasa
{Morrison y col., 13989).

También se ha ohservado que polilisina actua sobre la
caseina quinasa I] aislada desde una fraccién soluble de corazén
de bovino, aumentando varias veces su actividad {(Mamrack, 1989).

Es interesante sefialar que Mastoporan, la toxina peptidica
del veneno de avispa es capaz de activar directamente una
proteina Go. Se ha demostrado que Mastoporan posee una
estructura a-hélice anfifiliica, semejante al segmento
citoplasmatico del receptor B adrenergico a través del cual el
receptor interactia con la proteina G (Higashijima y col., 15988).

Se ha especulado que polilisina podria estar 'imitando el
papel de una molécula efectora de importancia fisiolégica al
tener un dominio o segmento estructural comun. Si se intenta dar
una interpretacién fisiolégica al efecto de poliaminas sobre la
actividad Ptd Ins gquinass Yy ©&u relacién ‘con el procesoc de
maduracién meidética, dehe tenerse en cuenta que la induccién de

la enzima ornitina descarboxilasa, responsable de la sintesis de
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poliaminas, ocurre alrededor de 4 hr después de exponer el oocito

a progesterona (Sunkara y col., 1981).

2.6 Efecto de neomicina sobre la actividad Ptd Ins quinasa

La neomicina es un antibiético aminoglicosidico que inhibe
el metabolismo de los fosfolipidos de inositol en una gran
variedad de tejidos (Downes y Michell, 1981; Marche y col., 1983)
y que une directamente 2 Ptd Ins polifosfatos (Williams vy
Schacht, 1986). A bajas concentraciones la neomicina se une
gelectivamente a Ptd Ins(4,5)P= inhibiendo la fosfolipasa Cy 1la
liberacién de Ins(l,4,5)P= (Carney y col., 1985}.

Los resultados presentados en 1la Fig. 10 confirman
observaciones previas sobre la inhibicion de la fosforilacién de
Ptd Ins ,a concentraciones de neomicina superiores a 0,3 mM,en
fibroblastos tratados con el antibiético (Carney y col., 13883).

La inhibicién de la quinasa por neomicina es probablemente

consecuencia de la interaccibén de Ptd Ins con altas
concentraciones de la droga {Williams y Schacht, 1886), lo cual
disminuye la disponibilidad del sustrato; sin embargo, no puede

descartarse un efecto directo de la droga sobre la enzima
{posiblemente debido a una analogia estructural entre el
antibidtico y la cabeza del fosfolipido).

El efecto estimulatorio =a bajas concentraciones del
antibidético sobre 1las Ptd 1Ins xquinasa no ha sido observado
previamente y puede ser consecuencia de 1la accién de dos

procesos, un aumento en la actividad Ptd Ins quinasa o0 una
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disminucién en la hidrélisis del Ptd Ins(4)P preformado.

Se ha demostradoc en otros sistemas que la hidrélisis de Ptd
Ins{(4)P, catalizada por una fosfomonoesterasa, es inhibida por
bajas concentraciones de neomicina (Schacht, 1976; Smith vy
Wells, 1984), posiblemente debido también a una interaccién entre
el antibiético y el sustrato fosfolipidico.

Resulta particularmente interesante sefialar en relacidén al
efecto de neomicina y el metabolismo de los fosfoinositidos en el
oocito de Xenopus, que la microinyeccién del antibidético en estas
células inhibe la respuesta electrofisiolégica =a agentes
muscarinicos (Kaneko y col., 1887) y la maduracién meidtica del

cocito ($3tith y Maller, 1987).

2.7 Efecto de 2,3-bisfosfoglicerato sobre la actividad Ptd 1Ins

quinasa

Un hallazgo interesante es el efecto inhibitorio de 2, 3-
bisfosfoglicerato sobre la Ptd Ins quinasa en membranas de oocito
{Fig. 11). Este hallazgo es especialmente interesante porque
2,3-bisfosfoglicerato es un intermediarioc metabélico que alcanza
concentraciones éuperiores a 3 mM en algunas células como 1los
eritrocitos (Bunn y col., 1974). Se ha encontrado que este

compuestoc es un‘potente inhibidor de proteinas gquinasas y caseina

quinasa II (Hathaway vy Traugh, 1984). Mas relevante, sin
embhargo, es el hecho que 2,3-bisfosfoglicerato inhibe la enzima
5—fosfomonoeste§asa gque hidroliza Ins(l1,4,35)Ps a Ins(l, 4)P=
(Downes y col., 1982; Rana y col., 1s86). Este hallazgo ha

inducido a varios investigadores a incluir 2,3-bisfosfoglicerato
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(2 mM) en la mezcla de incubacién wusada para estudier la
liberacién de Ins(l,4,5)Ps después de tratar la preperacién de
membranas con agentes que promueven la liberacién de
Ins{i,4,5)Pas.

l.oe resultados de la Fig. 11 demuestran gque ademas de
inhibir la hidrélisis de 1Ins(1,4,5)Pa, la actividad Ptd Ins
guinasa puede ser tambien afectada por la presencia de 2,3-
hisfosfoglicerato. Ademas, este efecto en la sintesis de Ptd
Ins(4)P no puede atribuirse a un aumento en la hidrélisis del Ptd
Tns(4)P preformade (Fig. 13). Nuestro resultado, por lo tanto,
indica que la utilizacién de este compuesto para el estudio de la
fosfolipasa C podria llevar a conclusiones erradas, pues a las
concentraciones que se utiliza estarisa también inhibiendo casi

totalmente a la Ptd Ins quinasa.

¢

2. Efecto de acetilcolina, progesterona e insulina en la sintesie

de Ptd Ins (4)P y Ptd Ins (4,35)Pe.

Estudiocs realizados in vivo con oocitos de Xenopus intactos,
han demostrado gque acetilcolina estimula una fosfolipasa C y la
produccién de Instl,4,35)P= (Oron y col., 1985; Moriarty y col.,
1988).

Sin embargo, se desconoce el efecto del neurotransmisor

sobre la sintesis de fosfatidilinositol polifosfatos tanto in

vivo como en una preparacién de membranas de oocito. Puesto que

la sintesis de Ptd Ins(4)P y Ptd Ins(4,5)P- en membranas de
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coocitos es rapida, es posible gue las enzimas Ptd Ins quinasa y
Ptd Ins 4-fosfato quinasa sean importantes en la regulacién del
metabolismoe de los fosfatidilinositol polifosfatos. Festas
actividadesz determinan la concentracién de Ptd Ins(4)P y Ptd
Ins(4,5)P= en la wembrana vy podrian indirectamente modular 1la
velocidad de hidrélieis al controlar el aporte de sustrato a
fosfolipasa C.

Al estudiar el efectoc de acetilcolina sobre la sintesis de
Ptd Ins(4)P y Ptd Ins(4,5)P= en membranas aisiadas de oocito, no

se observé un efecto significative en la sintesis de ambos

fosfolipidos respecto al control no tratado con la hormona (Fig.

i2). Dunlop y Malsisse (1985) han observado wuna pérdida
importante de Ptd 1Ins(4)P y Ptd Ins(4,5)P= _ premarcados en
membranas de célula pancreaticsa de rata por acciébén de
carhamilcolina. Como se ha descrite en 1la Introduccién, esta

claramente demostrado gque la acetilcolina actuaria en el oocito

in vivo mediante 1la activacién de la fosfolipasa C gque liberaria

Ins (1,4,5Ps , Este caugaria un increwmento en la concentracién
de Ca®+* intracelular, lo que finalmente abriria canales de Cl-.
F.ste hecho se contrapone, de cierta manerasa, con nuestros datos
experimentales en los que no se detecta un efecto de 1la
acetilcolina sobre las fosforilaciones de fosfatidilinositol
fosfato y fosfatidilinositol 4-fosfato.

Este resultado negativo obtenido ig_vitro podria explicarse
de diversas maneras:

- FEl1 efecto del neurotransmisor podria estar enmascarado,
por cuanto, simulténeamente con un aumento en la sintesis de Ptd

inositolpolifosfatos puede haber un aumento en la conversion de
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Ptd In=(4)P a Ptd Ins(4,5)P- el que estaria eiendo hidrolizado
por la fosfolipasa C.

- Por otro lado, es posible que la cadena de reacciones para
la sintesis de Ptd 1Ins(4,5)Pe, a partir de Ptd Ins, esté
interrumpida por la virtual ausencia de la enzima Ptd Ins-4
fosfato quinasa en nuestra preparacién de membranas. Ademas,
esta enzima podria estar inactiva bajo las condiciones de ensayo
utilizadas.

-~ Por ultimo, la fosfolipasa C puede estar ausente en la
preparacién de wmembranas, o las condiciones de ensayo no fueron
las apropiadas para su actividad.

Resultarisa interesante, por lo tanto, en futuros
experimentos poder evaluar el efecto de acetilcolina en membranas
de ococitos preincubados con (ﬁp -3=pP)ATP,a fin de comprobar si el
neurotransmisor induce la pérdida de Pitd Ins (4)P vy Ptd 1Ins
{4,5)P. premarcados Yy la aparicién de inositol fosfatos en la
fase acuosa.

A pesar de que no se ha demostrado en otros sistemas un
efecto de progesterona en la sintesis y degradacidén de
fosfatidilinositol polifosfatos, los estudios de Stith y Maller

(1987) sugieren la participacién de estos fosfolipidos en la

maduracién meidtica de oocitos de Xencpus incubados con
progesterona. Nuestros estudios realizados con membranas de

oocitos muestran gue progesterona no tiene un efecto directo en
1a sintesis de fosfatidil inositel polifosfatos (Fig. 12) ni en
ia hidrodlisis de Ptd Ins(4)P (Fig. 153. Fstos resultados
indicarian que los fosfatidilinositol polifosfatos no seri;n

parte del sistema transductor de la sefial generada por la wunién
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de progesterona a su receptor. Sin embargo, no es posgible
desgcartar que estén involucrados en alguna de las etapas
inducidas secundariamente por la hormona durante la maduracién.

Fn diversas células =se he estudiado también un posible
efecto de insulina sobre el recambio de fosfoinositidos
encontrandose un aumento de la sintesis de novo de Ptd Ins, Ptd
Ins(4)P y Ptd Ins(4,5)P= (Pennington y Martin, 1985; Farese vy
col., 1982; pero no en otras (Sakai y Wells, 1986; Taylor y
col., 1885). Ademas, se ha encontrade que el receptor de
insulina gque es una proteina tirosina quinasa esta asociado con
una actividad Ptd Ins quinasa (Machicao y Weiland, 1984; Sale y
col., 1986).

Cuando se estudié el posible efecto de insulina en membranas
de oocito no se encontré un aumento en la sintesis de Ptd Ins(4)P
pi Ptd Ins(4,5)P= (Fig. 12). Fstos resultados coinciden con 1lo
ohservado en memhranas plasméticas de higado de rata (Taylor vy

col., 1985%).

4., Posible activacién de las fosfatidilinositol quinasas durante

1a maduracién meiética del oocito de Xenopus laevis.

Se ha observado que el producto de algunos oncogenes con
actividad tirosina quinasa y factores de crecimiento estimulan la
sintesis de fosfatidilinositol polifosfatos, ya sea porque
presentan actividad Ptd Ins gquinasa © porque controlan estas
gquinasas celulares. FEsto sugiere la i&ea que las Ptd Ins

guinasas juegan un papel en el control del desarrollo Yy
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proliferacién celular (Whitman y col., 1986).

La divisién meiética del oocito de X. laevis es una etapa
fundamental en el desarrollo del anfibio y constituye un modelo
apropiado para medir cambios cuantitativos en la actividad de las
quinasas responsables de la sintesis de fosfatidil inositol
polifosfatos, en dos etapas diferentes del desarrollo.

Los resultados de la Fig. 16 muestran que hay un notorio
aumento en la formacién de Ptd Ins(4)P y Ptd Ins(4,3)P= en
membranas de oocitos maduros respecto a lo observado en membranas
de oocitos no maduros. Estos cambios pueden ser interpretados
=omoc consecuencia de un aumento en la cantidad o actividad de las
enzimas Ptd Ins quinasa y Ptd Ins 4-fosfato quinasa en el oocito
madurao. Se ha comprobado un aumento en la sintesis proteica que
es regulada post-transcripcionalmente 2-3 hr después de iniciada
i1a maduracion meiética del ococito por progesterona (Bravo vy
col., 1978; Wasserman y col., 1982). Es posible suponer que en
esta etapa se produce un aumento en la sintesis de 1las Ptd Ins
gquinasas o0 se sintetiza un activador responsable del aumento en
la formacién de Ptd Ins(4) y Ptd Ins(4,3)P=. El1 hecho que
progesterona no tenga efecto directo sobre las membranas (Fig.
12) favorece la hipétesis que durante la maduracién del cocito se
produce un cambio que afecta la actividad de las quinasas.

Los cambios en la actividad Ptd Ins 4-fosfato quinasa no son
debidos probablemente a un aumento en la concentracién del
sustrato, ya que se ha demostrado que los niveles de Ptd Ins(4)P
no cambian durante la maduracién del ococite (Le Peuch vy col.,
1385). Esto no puede ser aseverado para la actividad Ptd Ins

quinasa, por cuanto se desconoce si los niveles de Ptd 1Ins
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aumentan durante la maduracién.
Varela y col. (1987) también han detectado profundos cambios
en 1la actividad de Ptd Ins quinasa durante las distintas etapas

del desarrcllo en Dictyostelium discoideum.

R. TNCORPORACION DE (=H)MIO-TNOSITOL ERN FOSFATIDILIROSITOL

FOSFATO IN VIVO USANDO OOCITOS DE Xenopus laevis

1. Microinyeccién e incorporacién de (3H)mio-inositol en Ptd Ins,

Ptd Ins(4)P y Ptd Ins(4,5)Pe

Los estudios de microinyeccién han permitido evaluar la
accién de algunos agentes sobre la incorporacién de (2H)mio-
inositol en fosfatidilinositocl fosfatos en oocitos intactos.

Andlogamente a 1lo obhservado previamente con membranas
aisladas, la incorporacién de 1la wmarca en condiciones de
equilibrio isotépico es mayor en Ptd Ins(4)P que en Ptd
Ins(4,5)§e {Fig. 17B ). Estos resultados no concuerdan con las
observaciones de Lacal y col. (1987) quienes utilizando el mismo
procedimiento para la sintesis y extraccién de los fosfolipidos
encontraron una relacién opuesta. Hasta el momento no hay
explicacién pars estas discrepancisas, ya que incluso en oocitos
incubados con (3%P) fosfato hemos encontrado que hay mayor
incorporacidén de la marca en Ptd Ins(4)P que en Ptd Ins (4,5)P=

(Fig. 17A).
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l.a incorporacién de (®H)mio-inositol en Ptd Ins puede ser
consecuencia de 2 reacciones enzimaticas. La enzima Ptd IJns
sintetasa cataliza una de las reacciones, utiliza CDP-
diacilglicerol e inositol como sustratos; esta enzima ha sido
encontrada en el reticulo endoplésmico y en la membrana
plasmatica de diferentes tipos celulares (Imai y Gershergorn,
1985; Takenawa y col. 1977). La otra reaccién enzimatica no
conduce a la sintesis neta de Ptd Ins; esta segunda reaccién
ocurre en ausencia de CDP-diacilglicerol y es responsable del
intercamhio de inositol en Ptd 1Ins (Takenawa y col., 1877;
Bileasdalh y Wallis, 1981). Cuando membranas de oocitos fueron
incubadas con (3H)mio-inositol y posteriormente se agregdé un
exceso de mio-inositol no radiactivo, los niveles de
radiactividad del Ptd Ins no fueron afectados durante la
incubacién con el compuesto no radiactivo (datos no mostrados).
Estos resultados sugieren que la incorporacién de (3H)mio-
inositol en Ptd Ins no es debida al intercambio de inositol y que
la enzima de recambio no estaria en forma activa en las membranas
de oocitos.

Aun cuando la incubacién de oocitos de Xencpus con (®H)mio-
inositol ha sido utilizado rutinariamente para la marcacidén de
los fosfeinositidos, no se ha estudiado la captacién de mio-
inositol en estas células (Nomura y col., 1987; Oron y col.,
1985). Los resultados de la Fig. 18 dindican que la captaciédén de
(3H)mio-inositol a2l interior de la célula es una etapa limitante
para la sintesis de fosfoinositidos en oocitos incubados con el
precursor.

Prepie y col. (1982) han comprobado que la captacién de mio-
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inositol en hepatocitos de rata es un proceso pasivo y ocurre a

través de un sistema transportador especifico. La K. aparente
para mio-inositol de este transportador es de aproximadamente O, 4
mM. Tambhién se ha comprobado en estas células que el transporte
de mio-inositol es alterado significativamente por una serie de
agentes entre los que destacan epinefrina, angiotensina vy
glucagon.

A fin de evitar posibles diferencias en la incorporacién de
{®H)mio-inositol en fosfoinositidos, como consecuencia de un
efecto de progesterona o acetilcolina en el transporte del
precursor radiactivo, este ultimo fue introducido al interior del

cocitc mediante microinyeccién. Una reduccién en la captacion de

glucosa, durante 1la waduracién del oocito, por efecto de
progesterona ha sido demostrado previamente (Carvallo y col.,
1981).

Nuestros resultados dejen en evidencia algunas de las
ventajas de la microinyeccién de un intermediario relativamente
impermeahle a la celula. L.La inyeccién de (Z*H)mio-inositol evita
el procesoc de transporte a través de la membrana plasmdtica, el
que puede ser alterado por una gran variedad de factores. Se
alcanzan facilmente concentraciones apropiadas del precursor en
el interior de 1la ceéeluls, lo gque permite ademas, utilizar un
pumero reducido de células. Con practica y wuna manipulacién
cuidadosa, la reproducibilidad de los experimentos es
extraordinariamente buena.

Fn general, la microinyeccién de ococitos de anfibio ha sido
utilizada ampliamente para el estudio del metabolismo

intermediarie (Ureta y Radojkovic, 1979), 1los factores que




104
controlan 1ls expresién génica (Gurdon vy Milton, 1981) y 1la
migraciog intracelular de proteinas nucleares (De Robertis vy
col., 1978).

Ademas, el hecho que el oocito de Xenopus rapidamente
sintetice proteinas funcionales cuando son microinyectados con
mRNA foraneos, ha permitido estudiar algunos canales iénicos
(Dascal y col., 1987), el mecanismo de accién de hormonas y
neurotransmisores (Snutch 1988) 1y el control del ciclo celular
{Featherstone, 1989).

Alguna de las desventajas de la microinyeccién de oocitos
como método de estudio proviene de las observaciones realizadas

en oocitos de Rana pipiens por Miller vy col. (1984). Estos

autores encontraron gque después de la microinyecci6on de los

oocitos, en un medio acuoso, hay pérdida del material
microinyectado y cambios en la distribucién de solutos
intracelulares, lo cual podria ser deletereo para el metabolismo
de la célula. Sin embargo, los autores encontraron que la

pérdida de material podria ser controlada si los oocitos son
incubados en aceite de parafina.

En nuestros experimentos los oocitos microinyectados con
{®H)mio-inositol se incubaron en ausencia de aceite de parafina,
por cuanto comprobames que bajo nuestras condiciones
experimentales, no habia pérdidé del material radiactivo, incluso
después de varias horas de incubacién.

La reproducibilidad de los experimentos fue muy buena y 1los
cocitos en que se detectaba pérdida de vitelo eran descartados.

Fe posible tamhién gque mediante la teécnica de microinyeccidn

el compuesto no sea introducido en el compartimiento apropiado.
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Se sabe que los compuestos son almacenados y ©participan en
determinados compartimientos metabé6licos (Ureta vy Radojkovic,
1979).

Es importante destacsar, come una futura proyeccién de los
resultados de esta tesis y en relacién a la microinyeccién de
mRNA, el coinyectar (*H)mio-inositol y el mRNA de la sub-unidad «
de una proteina OGo de oocitos de Xenopus y poder evaluar la
participacién de esta proteina en el sistema de la fogfolipasa C.
El gen de la subunidad « de la proteina Go de oocitos ha sido

recientemente clonado por Olate y col. (1989).

2. Posible interconexién o dialogo entre las vias de transduccién
de sefiales utilizadas por la progesterona y acetilcolina en el

ococito de Xenocpus laevis

Uno de los aspectos mas interesantes de esta Tesis resulta
del analisis comparativo del efecto de progesterona, insulina y
acetilcolina en la incorporacién de (*H)mio-incsitol en
fosfatidilinositoles en oocites intactos.

El auménto en la incorporacién de (ZH)mio-inositol en
fosfatidilinositoles aparece después de 3 hr de iniciada 1la
exposicibén dél oocito con progesterona (Fig. 18y, alcanza un
maximo que coincide con la ruptura de la membrana nuclear (Fig.
20) y es blogqueado si se utilizan inhibidores de la sintesis
proteica (Fig. 21 A). Estos resultados indican que el efecto de
la progesterona es consecuencia probablemente de la sintesis de

un factor proteico. Se ha sefialado previamente qgue
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aproximadamente 2 8 3 hr después de tratar los oocitos con 1la
hormona, se produce un aumento en 1la sintesis proteica que
precede a la aparicién de la actividad MPF y a la fosforilacién
de proteinas especificas del ococito (Cicirelli y col., 13588;
Wasserman y col., 1982).

El efecto de progesterona sobre la incorporacién de (=H)mio-
inositol en fosfatidilinositoles se acompafia de un aumento en la
hidrélisis de Ptd Ins(4,5)P: comc lo demuestra la mayor
produccién de Ins(l,4,3)Ps, Ins(1,4)P= e Ins(4) en oocitos
tratados con la hormona (Fig. 24B).

Estos resultados considerados en conjunto, demuestran que

durante la maduracién meidtica del ococito de Xenopus, inducido
por progesterona, se produce un aumento en el metabolismo de los

fosfolipidos de inositol. Ademas, sugieren que la hidrélisis de
Ptd 1Ins(4,5)Pe y la produccién de Ins(l,4,5)P> o diacilglicerol
es una etapa necesaria para la maduracioén.

A diferencia de lo observado con progesterona, la
acetilceolina +tiene un efecto réapidoc en 1la incorporacion de
{(®H)mio-inositol a fosfatidilinositol fosfatos y alcanza un
maximo antes de las 2 hrs de iniciada la incubacién de los
cocitos con el neurotransmisor (Fig. 22, Fig. 23). Ademas el
incremento causado por acetilcolina no depende de la sintesis de
proteinas (Tabla II).

El mecanismo de accién de acetilcolina en el oocito de
Xenopus ha side estudiado previamente y se ha comprobado que
ocurre peor la unién del neurotransmisor a un receptor de
superficie y la activacién de la fosfolipasa C a traves de una

proteina G, que es sensible a la toxina de B. pertussis (Moriarty
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y col., 1988). Los resultados obtenidos por Oron y col. (159835) y
los mostrados en la Fig. 25B indican que el neurotransmisor
induce en el oocito, al igual gque progestercona, un aumento en el
recambio de los fogsfoinositidos y en la produccién de
Ins(il, 4,5)P=.

Maller y ceol. (1984) observaron que la maduracién meiética
del ococito de Xenopug inducida por progesterona, es acelerada, si
los oocitos son tratados simulténeamente con acetilcolina.
También se ha comprobado que la microinyeccién de 1Ins(1,4,3)P=
acelera este proceso (S5tith y Maller, 1987).

Fstas ohservaciones Yy nuestros resultados, aunque no lo
prueban, pueden ser explicados si se postula la existencia de una
via de interconexién o dialoge entre las vias de transduccién de

sefiales utilizadas por progesterona y acetilcolina (Esquema IV).

1. Acetilcolina por =i sola no promueve la maduracidén del ococito;
sin ewmbargo, la wmaduracién por progesterona es acelerada por
acetilcolina y por Ins (1,4,5)Pz que es un 2° mensajero de la via
de transduccién de sefiales de acetilcolina. Fste hecho nos
sugiere que si bien acetilceolina no es responsable de la
maduracién, la via de formacién de Ins (1,4,5)Ps y DAG inducida
por el neurotransmisor es importante par; la maduracién.

l.a acetilcolina aceleraria 1la maduracién al estimular la
formacién de Inse(l, 4,3)Pa y DAG, mediante la activacién de 1la
fosfolipasa C. Amhos segundos mensajeros son activadores de la
proteina quinasa C (Ins(1,4,5)Pe) mediante la liberacién de Ca®=~

intracelular. La proteina quinasa C a su vez, participaria en

la fosforilacién de alguna de las proteinas requeridas durante la
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maduracién por progesterons, estableciéndose asi un dialogo entre
ambas viass de transduccion.

A este respecto, existen en la literaturs anteceden;es de
dialoge entre distintos sistemas de transduccién de sefiales en
diversos sistemas, oocitos (Otte y col., 1989, células de
pituitaria (Carvallo y Aguilera, 1930), células de Leydig (Ulisse
y col., 1989). En estos sistemas la via de transduccién de
sefiales dependiente de adenililciclasa es estimulada por
activadores de la proteina gquinasa C, como TPA y analogos de DAG.
Estos autores sugieren un didlogo entre dos sistemas efectores,
unoc acoplado a adenililciclasa, AMPc y proteina quinasa A Yy el
otro, acoplado a la via de Ins (1,4,5)Ps, DAG y proteina quinasa
C. También se ha discutido la posibilidad de dialogo en cocitos,
entre las vias de transduccién de sefiales dependientes de
proteina G, una sengible a la accién de la toxina de B. pertussis
y otra no sensible (Moriarty y col., 1989).

Algunos autores han observade 1la fosforilacién por 1la
proteina quinasa C de ia sub-unidad & de una proteina Gi (Katada
y cal., 1983), de la sub-unidad catalitica de la adenililciclasa
(Yoshimasa Yy col., 1987) y de una iscenzima de la fosfolipasa C
{Bennett y Crocke, 1987).

Segiin estos antecedentes, es posible suponer que la proﬁeina
quinasa C activada por DAG podria estimular 1la via de la
progesterona a nivel de una proteina G u otros pasos en la
cascada de reaccién gatillada por la progesterona.

2. Por otro lado, al tratar los oocitos s6lo en presencia de
progesterona, se encontro un aumento de la incorporacién de

(®*H)mio-inositol tanto en los fosfolipidos de inositol como en
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ins (1,4,5)Ps. Este aumento ocurre luego de 3 2 4 hrs de incubar
con la hormona y es bloqueado por inhibidores de 1la sintesis
protéica, sugiriendo que este efecto puede estar mediado por un
factor protéico probablemente MPF u otra proteina quinasa
ectividada o sintetizada en este tiempo.

Feta proteina con actividad quinasa podria estimular directa
o indireétamente la fosfolipasa C, y la produccién de DAG e
Ins (1,4,5)Ps. A su vez, el aumento en la incorporacién de (=H)mio-
inositol en los fosfolipidos de inositol, detectado en nuestros
experimentos, puede ser secundaria a ia hidroélisis de Ptd Ins
(4, 5)Pe.

l.a activacién de fosfolipasa C, podria ocurrir a traves de
diferentes mecanismos. Fxiste evidencia experimental que indica

gque la fosfolipasa C es fosforilada in vivo e in vitro por accibdn

de proteinas con actividad tirosina quinasa (Margolis vy col.,
1989; Nisghibe y col., 1989; Meisenhelder y col., 1889).

También 1la fosfolipasa C podria ser activada indirectamente
a través de una proteina G. Al respecto, se sabe que las
proteinas G son sustratos in vitro de la proteina quinasa C
{Katada y col., 1985; Sagi-Eisenberg, 1989) y de proteinas con
actividad tirosina quinasa tales como el receptor de insulina y
el receptor de IGF-1 (Zick y col., 1987; Zick y col., 1986).

Ademas, lia fosfolipasa C podria ser 'activada indirectamente
por un aumento en la disponibhilidad del sustrato. Fsto podria
ser consecuencia a la vez,de un aumento en la sintesis o de 1la
activacién de las enzimas involucradas en la formacién de Ptd
Ins{4, S)Pe. Fn este sentido resulta interesante seffalar que el

producto de =algunos oncogenes puede acelerar el recambio;de 1los
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fosfoinositidos al estimular las Ptd Ins quinasas y ésto parece
ser suficiente para le expresién del fenotipo transformado
(Whitman y col., 1986). Se ha demostrado jtambién que una Ptd Ins
guinasa es el sustrato para la actividad tirosina quinasa del
receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas y de la
proteina pp60Ov—*= (Kaplan ¥y col., 1987; Curtneidge y Hebe,
1987). La microinyeccién de la proteina pp&Ov~—="< en el oocito de
Xenopus acelera marcadamente la maduracién inducida por
progesteronsa (Spivack y col., 1989).

La conexién entre estas vias de transduccion de sefiales
proporcionaria al cocito la posibilidad de amplificar su
respuesta a la sefial generada por progesterona, e dilustra 1la
complejidad y variedad de mecanismos que han desarrollado las
células para regular 1la respuesta hormonal.

Seria importante precisar en futuros experimentos, cambios
en la actividad de 1la fosfolipasa C durante la maduracidn
meisética del cocito Yy poder corrrelacionarlos con la
fosforilacién u otro tipo de modificacion covalente de alguno de
los elementos del complejo de la fosfolipasa C.

Es importante destacar que el efecto de insulina en la

incorporacién de (3H)mio-inositol en los fosfolipidos de
inositol (Fig. 21B),  puede ser explicado también si se postula
una via de interconexién analoga a 1la propuesta para
progesterona. Este wltimo resultado es particularmente

interesante porque, a pesar que la progesterona e insulina
utilizan vias diferentes de maduracién, ambas vias requeririan la
participacién de los fosfatidilinositol fosfatos.

Para inducir la maduracién del oocito, fue necesario
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utilizar altas concentraciones de insulina (10 pMl. Fsta
ohservacién es explicable en parte, i se considera 1la baja
afinidad de 1la hormona por el receptor ubicado en la superficie
del oocito. Se ha determinado que con insulina se alcanza la
mitad de la respuesta maxima a8 unsa concentracién de 103 nM. En
cambio, el factor de crecimiento, tipo 1, analogo de insulina
(IGF.), es un potente inductor de la maduracién meidtica del
oocito; alcanzando 1la mitad de la respuesta maxima a una
concentracién de 0,4 nM.

Estos resultados han hecho suponer que la accién de insulina
estd mediada por la unién a un receptor para el IGF, (Maller y
Koontz, 1981).

Nuestros resultados no permiten descartar la posibilidad que
también ocurra un aumento en la sintesis de novo de
fosfatidilinositol fosfato, durante 1la maduracién del oocito
inducida por progesterona o insulina.

Carvallo y col. (1981) han observade que al madurar el
cocito, se cierra =a la captacién de nutrientes. Fste hecho
resulta interesante porque se produce coincidente con la ruptura
de 1la membrana nuclear e indica que en este momento se producen
drésiicos cambios en la permeabilidad de la membrana, que podrian

ser atribuidos a cambios en su composicién fosfolipidica.
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CORCLUSJORES

A. Estudioe con mewmbranas de oocitos de Xenopusg laevis.

Las membranas aisladas de oocitos contienen las quinasas
necesarias para la sintesis de Ptd Ins(4)P y Ptd Ins(4, 5)Pe. En
membranas de ococitos maduros, estas enzimas presentan una mayor
actividad (3 a 4 veces superior a la encontrada en membranas de
ooncitos no maduros).

l.a incubaciéon de wmembranas con ( 1\ ~3=P)ATP produce
mayoritariamente Ptd Ins(4)P y una pequefia cantidad de Ptd
Ins(4, 5)Pe.

Progesterona, insulina y acetilcolina y GTP—#&-S no tienen
efecto in vitro sobre la actividad de las quinasas en membranas

aisladas.

B. Estudios con ococitos intactos de Xenopus laevig

Al microinyectar (ZH)mio-inositol en el cocito hay
incorporacién de la wmarca en Ptd 1Ins, Ptd Ins{(4)P vy Ptd
Ins(4,5)P=. Esta incorporacién es mucho mas eficiente que cuando
gse incuban los oocitos con el precursor externamente.

La incorporacién de (3H)mio-inositol es aumentada en un 100%
en estos fosfolipidos por progesterona. El efecto es maximo a
las 4-5 hr de iniciada la incubacién con la hormona, es posterior

a la induccién de la sintesis proteica y coincidente con la
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ruptura de la membrana nuclear.

Insulina también aumenta la incorporacién de (3H)mio-\
inositol y su efecto requiere de sintesis proteéica.

La incorporacién de (3H)mio-inositol es aumentada por
acetilcalina casi 2 veces. El efecto es mas rapido, que el
ohservado con progesterona y alcanza un maéximo después de 2 hrs
de iniciada la incubacién con el neurotransmisor y no requiere de
sintesis proteica.

De acuerdo a 1lo descrito en la literaturs, se observoé un
aumento en la sintesis de inositolfosf;tos en los oocitos
t+ratades con la acetilcolinsg, pero tambien se observé un efecto
parecido en 1los cociteos +tratades con progesterona, lo cual
estaria indicando que tanto acetilcolina como progesterona
promueven un aumento en el recambio de los fosfatidilinositoles.

Al respecto, los resultados pueden ser explicados 81 se
paostula la axistencia de una via de interaconexién o dialogo
entre la via utilizada por acetilcolina y 1ls utilizada por

progesterona.
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