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En  egte  trabajo  tie  tesig  ge  egtucli6  la  pogible  participaci6n

de  log  ±ogf aticlilinogitoleg  en  la  maduraci6n  mei6tica  clel    oocito

de     Xenopug     laevig     en     clc]g  etapag  y  a  travEg  cle  clog  egtrategiag

experimentaleg  difer`enteB.

En  la  pri"era  cle  ellag  y  coma  una    et.ape    preliminar    a    log

egtuclioB  realizadog  con  oocitog  int.actog,     ge  egtudi6  la  gintegiB

cia    I cigfat.idilinositolpoli±osfat.og     en     membranag       aisladag       de

aocit,os     e  incubaclag  con   (tt -3BP)ATP.        En   la  geguncia   etapa  de   la

tegis,     ge  egtucli6  la  gintesig  de    fog±aticlilinogitolfogfatog    en

c}ocitog  int.act.og  microinyectaclog  con   (3H)Tnio-inogito|.

Log    egtucliog    realizaclog     con  "embranag  aiglaclag  indican  la

presenc=ia  tie  clog  actividadeg  Enzim5ticas,   la  Ptc±  Ing  quinaE5a  y   la

Ptcl  Ing  4-fogfatoquinaE5a,     regpongables  cle     la     sinteE;ig    tie     Ptd

InB{4)P  y  Ptcl   Ing   {4,5)Pa,   regpec3|ivamente.      La  int:ubaci6n  cle   lag

membranes  con !t\ -=EP)ATP   produce  mayoritaria"ente  Ptd   InE5(4)P  y

una   pequefia  cantidacl  de  Ptcl   Ing   {4,5)PE.

Se    caracteriz6     la    actividacl  mayoritaria  I.ef5poni5able  cle  la

sint.esig  de  Ptcl  Ing(4)P  encontrandose  que  la  enzima  poBee     alguna

de    lag    caracterigticas  de  egtas  enzimag  en  ot.res  sis.temas.       La

enzima  requiere  HgE.+  a  HnE+  pare  su  activiclad,      utiliz.a  ATP     pero

no  BTP  c=omo  gugtrato  claclor  de  ±osfat.a  y  tiene     pare  el  nucle6ticlo

uns      Kin    aparente     de     aproximaclamente     50     pM.           La     enzima     eE5

Estimulac±a  pop  polilisina  y  poliornit.ina,     pero  es    inhibida     per

2, 3-bigfos±oglicerato,   neomicina  y  altas  cone,entraciones  cle  Gag+.

Log     estudiog     realizad®s  en  pregencia  de  BTP-th-S,     Bugieren  qua
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una  prat.eina  8  no  egtaria  involucracla    en    la    regulaci6n    cle    la

actividad    Ptd     Ing    quinaga    de    oocito  o  que  pc]r  lo  menog  dicha

proteina    no    egt.aria    activa    en    la    preparaci6n    de    membranaB

utilizadaB.

Tambi6n    ge  identif ic6  en  membranes  de  oocitog  uns  activiclad

hidrolitica  qua  c[a  cuenta    de    la    pErclida    de    la    marca    en    el

(=E:P)Ptcl     Ing{4)P   pre±ormado.         Log   procluctog   cle  egta   reacci6n  no

hen  giclo  iclenti±icBc}oB  hasta  el  memento,      degconoci6ncloge     gi     la

reacci6n       eg       catalizacla       par       uns       ±ogfolipasa       C      a    una

±cigfomonoegteraga.

Log  regultados  indican  que  la    inhibici6n    cle    la    actividacl

hidrolitica     no  eg  I.egpongable  clel  aumento  en  la  ±ormaci6n  cle  Ptd

Ing   {4)P  obgervado  en  pregencia  de  polilisina.   Tampoco  un  aumento

en  la  hidr6ligig  de  Ptcl  Ing(4}P  pre±ormaclo  da  cuenta     clel     efecto

inhibit.orio     tie    2,3-big±og±oglicerato    en  la  gintegig  cle  Ptcl  Ing

(4)P.

Lag   act.iviclacles   cle  Pt.cl     Ins     quinaga     y     Pt.ci     InE5     4-I ogfato

quinaBa     no     Bcln  a±ectaciag  par  la  pregencia  de  progegterona  en  el

media   tie   incubaci6n;     gin     embargo,      ge     obgerv6     un     aument.a     cle

aproximaclamente     3-4     veces  en  la  formar.i6n  cle  Ptd   Ins   {4)P  y  Ptcl

Ing   (4,5)PE  en ,,membranag  aigladag  cl6   ocicit.os  macluradog  par  acci6n

de  progef5terona,      con  regpecto   a  lci.encon±racio     en     membranaE5     tie

oocitc]s  no  maduroB.

Lc)s    egtuc]iog     realizadog  con  oocitog  intactog  mogtrar`on  qua

la  incubaci6n  de    eBtas    celulag    con    progegterc]na,     ingulina    a

acet.ilcolina     ef=ti"ulan     la     incorporaci6n  c{e   {=H)mio-inogitol  en

Ptcl   Ins,      Ptcl   Ing   (4)P   y   Pt.cl      Ing      (4,5}PE:.                 En     el     caE;a     cia

progesterc]na,      egte  efecto, ge  acompafia  adeTnas  de  un  aumento  en  la
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producci6n  cle   Ing   {4)P,`    Ing   (i,4}Pe  e  lng     {l,4,5)Pa,      inclicanclo

que    egta    hormone,     al    igual    que  acetilcolina,     promueve  en  el

ciocitc]     de     XenoF)ug     un       aumento       en       el       recambio       de       log

±oBfatidilinogitoleg.

El     efecto    de  progegterona    eg  eBpecif icc},     ya  que  no  puede

ger  reproduciclo  pop  otrag  hormonag  egteroidaleg  y  a  diferencia  tie

lo  obBervaclo  con  acetilc3olina  eB  indirecto,     pueBto  que    requiere

que    ge    produzca  previamente  8integlB  prcit6ica.        La  regpuegta  a

progegterona  ge  detecta  clegpue8  de  3  hr  de  poner  en    contacto    al

oocito  con  la  hcirmona,      alcanza  un  maxima  degpu6g  de  4-5  hrg  y  eg

blciqueada  par  inhibidores  cle  la  gintegis  prot5ica.     El  efecto    de

ingulina  tiene  caracterigticag  Bimilareg.

El  efect.a  de  acetilcolina  sabre  la  incorporaci6n  cle   (3H)mio-

inogitol    a     log    ±og±atidilinositoles,    en  cambio,     es  mucho  mag

rapiclo  y  antececle  a  la  reE5puegta  a  pr`ogesterona,      ya  que  -  alcanza

un     maximo     a     lag     1.5  hr  luego  cle  iniciada  la  incubaci6n  de  log

oocitog  con  el  neurotrangmigor  y  no  es  bloqueaclo   per     inhibidor`eg

de  la  f5integiE5  proteica.

En     base  a  egtoE5  regultaclos,     y  junta  con  la  obgervaci6n  que

acet.ilcolina  acelera  la  maduraci6n  cle  log    ciocitos    trataciog    con

progegterona,     ge:   ha  fortalecido  la  pogtulaci6n  de  que  exist.iris

uns   pciE5ible  via  clp  interconexi6r}   a  c]ialogo  entre   log  BigtemaE5     cie

Lrangducci6n       cle'      gefialeg       utilizadog       por       progeBterona       y

acetilcolina  en  e.i   ooc=ito  de  XenoT]us  laevis.
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SLJHHARY

The  gynthegig  of  phogphatidylinogitol    polyphogphateg    using

isolated         oocyte    membranes     incubatecl    Tith   ( 4\ _3Ep)ATP,       veg

gtudiecl  in  the  ±irgt  Stage  of  the  Thegig.       In  the  Second    Stage,

the    gynthegig    of    phogphatidylinogitol    phosphate    using  intact

oocyteE5  microinjectecl  With   (=H)myo-inogitoi  veg  gtudiecl.

Studies    perf ormEd    vith    isolated    membranes    inclicate    the

presence  c]±  two  enzymatic  activities,     the  Ptd  Ing  kinage  ancl  the

Ptd  Ing  4-phosphate  kinage,       which         are    responsible    for    the

synthegig  of  Ptd  Ing   {4)P  ancl  o±  Ptd   Ing   {4,5)Pa,        respectively.

The  incubation  of  membranes  with   ( ft -3EP)ATP   procluceg   mainly  Ptd

Ing   {4)P   anc[   a  small   quantity   of  Pt.cl   {4,5)PE.

The  main  activity  responf5ible  for  the  phogphorylation  o±  Ptcl

Ins,   the  Ptd  Ins  kinage,       wag  characterized  in  detail  and  it  vaE5

I ound     that     the    enzyme    Shoves    gone     o±  t.he  char`ac=teristicg  of

similar  enzymes  founcl  in     other  gygtemg.        This     enzyme     requires

Mgg+     c}r     HnE+     fc}r     it-a   activit.y.         It   ugeg   ATP   but.   not   GTP   as  a

phosphate  cionor  gubgtrate  and  it  has  an  apparent  Kin     I or     ATP     c]f

about     50  pn.          This  enzyme  ig  Strongly  gt.i"ulat.ed  by  polylygine

ancl  polyornithine  but  it  ig  inhibitecl  by    2,3-biphosphoglycerate,

.  neo"ycin     and     high     CaE+     concentrat.ic]ng.      Stuc]ies     macle     in  the

presence  of  t3TP- tl -S  Suggest  that  a  8  prat.ein  ig  not     involved  in

the  regulat.ion  o±  the  oocy+e  Ptcl  Ing  kinase  activity  or  at    least

+hat  Such  a  protein  ig  not  active  in  our  membrane  prepar`ations.

Also,     a  hydrolyt,ic  activity  towards  phogphatic±yl  incisitol-4

phosphate  uas  detectecl  in  oocyte  membranes.      It  accountE5  for    the

Significant  legs  of  raclioact.ivity  observed  With  pre-formed     (-ii=P)
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Ptcl     Ing     {4)P.              The    procluct.g  of  this  reacticin  have  not  been

identif led  yet,     go  t.hat  it  ig  unknoun    uhether    t.his    hyclrolytic

reaction      ig      cat.alyzed       by       a       phogpholipase       C     or     by     a
i?

phogphomonoegterage.        i   Clur       regultg       Show,        hovever,           that
;

inhibit.ic]n    of    t.his    hyclrolytic  act.ivity    is  not  regpongible  for

+he  increaE}e  in  the  Ptd  Ing   (4)   formation  that    Tag     obgervecl     in

the    presence    of    polylygine.     neither    ie    an    increase    in  the

hyclrolygig  o±  Ptd  Ing   {4)P  reBpongible  for  the  inhibitory    effect

of     2,3  bigphogphoglycerat.e     in  the  Bynthesig  of  Ptcl  Ins   {4}P.

Ptcl  Ing  kinage  ancl  Pt.a  Ing  4-phosphate  kinage  activities  are

not    affected    by    the  presence  of  progesterone  in  the  incubation

meclium,   however,     a  3-4  I old  increase  in  the  I ormation  of  Ptcl  Ing

{4)P     and     Ptcl     lng      {4,5)Pg          wag   observed   when   using   membranes

igolatec]    from  oocyteg  that  were  mat.urecl  by  means  of  progesterone

action  as  compared  wit.h  immat.ure   oocyt.e  mgmbraneg.

Studies  wit.h  intact  oocyt.es  Showed  that    the     incubation     o±

these    cells    vith    progesteronE    or  acetylcholine  stimulates  the

incorporat.icin  of   (3H)   myo-inoBitol   in  Ptci  Ins,      Ptcl   In8   {4)P     and

Ptd    Ing  {4,5)P2.       Besides  this  effect,     there  ig  an  increase  in

the  release  of  Ins   (4)P,      Ins   (i,4)Pa  and  Ins   (i,4,5)P3,      ghowing

that         progesterone,     ag    well  as  the  acetylcholine,     promote  an

increase  in  the  pho8phat.iclylinositol  turnover  in    Xenopug     laevis

Oocyteg.

The  progegterc)ne  effect  is  gpeci±ic.     It  can  not  be  obgervecl

with  other  Steroid  hormoneg.     In  ac!dition,   this  effect  appears  to

be  inclirect  Since  the     stimulation     c}bserved     with     progeE5terc]ne-

incluced  mat.uration   requir`eB    previous  protein  synthesis,     in  that

inhibition  of  prcltein  synthesis  completely    bloc=k    the    increase.
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The  regponge  to  progesterone  Tag  ±ouncl  after  3  hours  of  treatment
i

of    t,he    oocyte  vith  the  hormone  and  it  reached    a  Tnaximum    af ter

4-5  hours.

On  the  other  hancl,     the  acetylcholine  effect    ig    fast.         A

maximum    Stimulation    ig    obtainecl     after  2  hours  exposure  o±  the

oocyte  to    the  neurotrangmitter.         It  also  cli±±erg  in  that  it  ig

not  blockecl  by  inhibit.ors  o±  the  protein  E5ynthesig.

These  regultB,   together  with  the  fact  that.  the  acetylcholine

accelerates    the    oocyte    maturation    t.reatecl    with  progesterone,

Strengthen  the  idea  that  there  may     be    int.eract.ion    ancl    ncrogs-

t.alkn     bet.veen  the  transduction  i;ystems     usecl  by  progegter`one  ancl

acetylcholine  in  the  Xenot]ug  laevis  oocyte.
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IrmRODiJccloH

A.      HETAB0LISH0  DE; FOSFOLIPIDOS  DE   IHOE;ITOL  F.H     EL     HECAHISH0     DE

ACCI0H   HOBHOHAL

En     lc]g     tlltiThog    afros     se     ha  estableciclo  claramente  que  la

acci6n  de  una  Eerie  cle  gefialeg  ext.ernas  gobre  la  meTnbrana  celular

t.iene  coma  congecuencia  un     aumento     en     el     metabolisTno     de     log

I osf olipiclos    de  lnogitol  y  un  increment.a  en  la  concentracl6n  clel

calcio  intracelular   {Berridge  e  Irvine,   19S9;   Downee,   1989).        Se

ha       cletectaclo       un       inc=remento       en     el     metabolif5mo     cle     egtog

I ogf olipidos,   en  regpuegta  a  una  gran  variedacl  de  egtimulog  tales

coma     hormonas      (Bone     y     col.      1984;      Kor€h     y     H6naco,         1986),

neurotrangmigoreg       (Ber`riclge       y       col.        19S3)     y     factoreg    de

t=reciTniento   (Berr`iclge  y   col.    1984;   Auger   y   col.      i989).        TaTnbien

se     ha  encontrado  un  efecto  parec:iclci  en  cElulas  trangf ormaclag  par

virus   oncogenico8   (KaLo  y   c3ol.,1987;   Jackpwski   y  col.,19S6).

Log  I cigf olipiclos  cle  inogitol  gen  uns  fraccl6n  minoritaria  cie

log  fosfolipic{os  cie  la  c€lula;     constituyen  aproxi"aclamente  el  5./.

clel     total     pero     gu     recambio     eg  mucho  mag  rapiclo  que  el  cle  log

otros   llpidoe   de  membrana   {Hokin,    1985).

Exigten     observacicines      experiment.ales    'que       gugieren       la

exigtencia    cle    dog  conjuntog  cli±er`entes  cle  fog±aticlilinogitoles.

Un  conjunto  mincir`itario,      que  conBtituye  aprox.imaclamente  el   10     a

20./.  del  total,     parece  estar  invcilucrado  en  la  regpuegta  hormonal

(n6naco,1987;   H6naco  y  col.,19a3).      Este  conjunto  Sensible  a  la

acci 6n       cle      una      gefial       extracelular,         estaria         confinaclo
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exclugivament,e  en  la  membrane  plagmatica   {Bana  y  col.,   i986a).

El    egquema  I  repregenta  log  regultadog  de  un  gran  nrimero  de

egtuclic)g  experimentaleg,     y  muegtra  el  congengo  de  opini6n     gobre

alguna    c]e    lag    complejas    viag  metab6licag  que  participan  en  la

91ntesig  y  c]egraclaci6n  dE    log    fogfolipidog     cle    inogitol.          La

egtimulaci6n    del    "etaboligmo    de    egtog    fogf olipiclog  puede  ger

gigtematizac[a  en  3  et.apag:   activaci6n  cle  la  fog±olipaE3a  C  mecliacla

par    el    receptor    de    la    gefial    extracelular,       hic±r6ligig      cle

fogfaticlilinogitol     4,5-bigfog±ato     (Ptd     Ing     (4,5)PE:)     papa  c]ar

inogit.ol  trigfogfato   (Ins   (1,4,5)Ps)   y  cliacilglicerol   (DAE;)   y   par

tlltimo  la  regintegig  cie  log    I ogf aticlilinoE5itc]l     polif ogfatog     c!e

manera  cle  poder  rest,ablecer  log  niveles  de  Ptd  Ing   (4,5)Pg.

i.   Ac+ivaci6n  de  la  ±ogfolipaga  C

La     estiTnulaci6n     de     la     enzima     fogfolipaga     C     {PLC)      que

hiclroliza  al  Ptc]  Ins   {4,5}Pa,   congtituye  una  etapa  funciamental  en

el  gigtema  cle  trangducci6n  cle  sefiales    en    que    participan         log

fogfolipiclos     cle     inogitc)i     (Majerug  y  col.,      19S6;     Rhee  y  col.,

19S9 ) .

Hast.a     el     momEnto     ge     nan       purif icado       y       caracterizaclo

±ogfcilipasa::     C     provenient.e     de     frac=cioneg     citoplasmaticag   ..de

variog  tipos  celulares   {Bennett  y  Croclke,   19S7;   Bebecchi  y  Rosen,

1987;   Fukui   y   col.,19S8).

TambiEri  la  presencia  de  I oaf olipasa  C  unic±a  a    una    fracci6n

particulada,.   ha  side  clemogtracla  par  lag  obs@rvacioneg  que  Ptcl   Ins

{4,5)Pe  puede  gel  hic±rolizado  al  estimular  membranag  aisladas  con

el   agonigta   (Harden   y   col.,      19S7;      SoTnmermeyer   y   c=ol.19S9).       La

±os±olipasa  C;  unida  a  la  membrana    ha     gido     purificada    a
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partir  de  cerebra  de  bovino   {Katan  y  Parker,   19S7)   y  cle  plaquetag

humanag      {Banno     y     col.         19S8).                Egt.udiog        bioquimicog        e

inmunol6gicog       inclican       que     la     enzima     unida     a     la     membrana

correBponde  a  uns  cle  lag  especiee  encont.radas  en     el     citoplaBma,

gugiriencio  que  gu  agociaci6n  con  la  membrana  puec]e  ger  reversible

{Lee   y   col.    1987;   Kozawa   y   col.    19S7).

Exigten    clatog     experimentaleg  que  inc[ican  que  la  activaci6n

cle  la  fogfolipaga  C   (PLC)   par  el     receptor     egtaria     mec]iac{a,      al

menog     en     algunog     cagog,      per     una     proteina     regulacla  par  6TP,

denominac]a   proteina   Bp   {nelin   P-H.   y   col.,19S6;   Cockroft,      1987;

Allende,      J.I:.,1988).        F.gtog  egtucliog  dEmuegtran   que   la  enzima

eg  inact.iva  a  log  niveleE5  cle  calcio  encontradog  en  el   interior  cle

la  celula,      a  menc}g   que  egta  enzima  interactde  ccin  un   proteina   C3p

(Smith  y  col.    1986).   PruebaE5  indirectag  gobre  un  posible  papel   de

proteinag     B     en     el     control   clE  la  activic±ac[  c]e  la  f oBf olipasa  C

provienen  de  experiment.og  I`ealizaclos  en  preBencia  cle  analogog     de

GTP     a     de     la     toxina   cle  BL  oertussiE;.         Se   ha   coTnprc]bado   que   la

hidr6lisis   de  Pt.d   InB   (4,5)PE   en   me"branag   preTnarcaclas   c=on      (=i=)P

±ogfato     o{=H)     incigitol     es  estiTnulada   per  GTP   a  sue   anilogos  no

hidrcilizableg   {Bonzalez     y     Crews,      1985;      Harclen     y     col.      19S7;

Sommermeyer     y   col.1989).         AdemaE;,      en   algunoE3   tipog   celulares

t.alee  coma   leucitos   (Smith  y   col.,      1987)   y     cElulaB     plagmatica8

{Nakamura     y     Ui,      1985),      el   efect.a  c[e  seffales  externas  Eobre   la

liberaci6n  cle  Ing{l,4,5)P3  puede  ser  bloqueac!o  si   lag  cElulag  gen

pre-tr.atadas  con  la  toxins  de  EL  p.ertugg±jEi.

El     proc[ucto     del     oncogen    rag,        la     proteina     P2l,        eBta

±uncionalmente  relacionacla  con  pr`oteinag   t3   (Barbacicl,      1987).      Se

ha  aborclaclo  el  egtuclio  cle  la  posible  participaci6n  cie  rag    en     el
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gigtema      de       trangclucci6n       de    gefialeg    que     involucra     a     log

fogfolipiclog  de  incigitol,     y     agi     ge    ha     obgervacio     en     cElulag

trangf ormadag     que     rag    egtaria  aument.anc]o  el  recaTnbio  de  dichoB

compuegt.og   (Fleigchman   y   col.1986;      Wolf man     y     Macara,19S7).

Ademas,     la     microinyecci6n     de     la     proteina  P21  en  el  ooclto  tie

Xenooug  parece  inducir  un  aument.a  en   la  gint.egig  de     Ing(i,4,5)P3

y  cliacilglicerol   {Lacal  y  col.    1987).

Log    egtudios     con  tcixina  de  EL  pertussig  indican  que  exigte

cierto       graclo       de       heterogeneidacl       en       lag       proteinag       t3p.

BEc=ientemente     ge     ha     comprobado     la     exigtencia   c]e   al   TnenoE5   clog

tipos  de  proteinag  Gp  en  celulag  CH0     cle     ovario     de     hamster     en

cultivo,     lag  c=uales   pueclen   ger  cliferenciadag   par  E5u  gengibilic±ac]

a  la  inhibici6n  con  la  toxina.        Ademag     ge     comprob6     que     egtag

prc)teinas    Bp  pueden  acoplar  gelectivaTnente  c±iferenteB  receptoreg

con   la   PLC   (AE5hkenazi   y   col.    1989).

El  hecho   que,   en  algunog   tipog   c=elulares,    la  eE}timulaci6n  cle
t

la  PLC  no  Sea  Sensible  a  la  acci6n  de  la  toxina  de  gi    p_e_rt,ugs±±,

sugiere    t.ambi6n     la     exiE3tencia     de     otros     mecanigmos     para     Bu

activaci6n,     inciependientes     de     proteinas    Bp.            La     evidencia

experiment.al     indica     que     el     aumento     en     el   metaboligmo  cle  log

fosfolipidos  cle  inositol  observaclo  en    presencia     del     fact,or     de:

crecimiento     epiclermal      {Et3F)      {Wahl     y     Carpenter,      1988)      a     en

presencia  clel  factor  de  creciTniento  derivado  de  plaquetag     (PDBF) '

{L6pez-Rivag     y     col.         19S7),         puede     ser     cc>nsecuencia     de     la

activaci6n  cle  la  enzi"a    par  fosforilaci6n.

Log  receptores  de   log  I actor`es  cle     crecimiento     I:6F     y    'PDC;F

tienen     activiclad     tirogina   quinaBa  y  ha  Siclo   cleTnost.raclo   que  e8ta

actividad  es  necegaria  para  promover  el  aumento  en  el  recambio  cle
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log  fog±olipidoB  cle   inogitol   {Egcobec]c)   y   col.      1988;      Hoolenaar   y

col.      19S8).      Tambien  ge  ha   encont.rado   que  la  fog±olipaga  CII,uns

cle  lag  igoenzimag  encont.raclaB  en  cerebra  de  rate,     eg  I os±orilacla

±   ±   a  in vjtry pop  acci6n  del  receptor  de  log  ±actoreg    EC5F
y   PDBF   (Meigenhelder   y   col..    1989;   Margolis  y  col.    1989;   Nishibe  y

col.,1989).

El  mecanigmo  par  el  cual  termina  la  acci6n  cle  I c>g±olipaga     C

es       desconocido    haste     la     fecha;       sin    eTnbargo     la    evidencia

experiTnental  gugiere  que     la     Proteina     quinagB     C     pclclria    egtar

involucrada  en  el     degacoplamientc]   cle  la     prat.eina  G     {Orellana  y

col.    1987;   Smith   y   col.    1987}.

2.   Hidl`6ligig  de  Pt.d  Ing   (4,5)Pe

La       hiclr6lisiE5       de     PtcI     Ing      {4,5)P=     catalizacla     per     la

I osf olipasa    C    genera     clog     moleculae     con     caracterigticaB       de

8egundo8       men8ajeros:     el     cliacilglic=erol         e     ino8itol     i,4,5-

tris±oE;fato.   I.i  diacilglic=erol,      que  puecle  provenir  tambien  cle  la

hiclr6lisis  de  ±o§faticlilinogitol   {Ptcl  Ins),     fo8faticlilinogitol  4

monofogfat.a      (Ptd     In      {4)P      (Majerus     y     col.         19S6)      y       otros

fo8folipidog     (Be8terman     y     col.1986;     Saltiel     y  col.1987),

interacttia  con  la    proteina  quinasa  C         y    con.    ello    activa    la

fcis±or`ilaci6n       de     varia8     protelnas     involucrada8     en     proceBOB

reguladoreg  y  proliferativos.        Es     impcirtante'  gefialar     que     loE3

Egtereg  de  I orbol,      que  scin  ±actores  proTnotores  tumoraleg,   tienen

una  egtructura  analoga  al  diac=ilglicerol  y  tambien  activan    a     la

proteina  quinasa  C   (Nishizuka,    1986).

La     producr.i6n  cle  Ins   {l,4,5)P3,        estimula  la  liberaci6n  cle

Ca=+     clesde     ciep6sitos     intracelul'areg     {Putney     y       col.        1989;
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Berriclge,1987).           IniciBlmente     ge  peng6   que  Gag+  era  liberaclo

excluBivamente  desde  el  retlculo  endopl6Bmico,   pero  recientemente

se     ha     gugerido     que     pr'ovendriB     tambien     clegcle       un       organelo

denominaclo  tentativamente   'calciogcma"   (Volpe  y  col.    19S8}.

El    calcio    liberaclo    al    interior    cle  la  cElula  puec]e  estar

involucraclo  en  la  regulaci6n   c]e  un  ntlmero  import.ante     de     enzimas

incluyenclo  a  la  proteina  quinaga  C  mencionada  previamente  y  otrag

proteina       quinagas       depenc]ient.eg       cie       calcio       y     calmoclulina

{NiE5hizuka,1989;      Aclelgtein  y   Klee,1981;      Hairn  y   col.      i9S5;

Xikkawa   y   col.,1989).

EI     Ins   {l,4,5)P3     proTnueve  la  liberaci6n  cle  calcio   a  travEg

cle  gu   interacci6n  con  un  receptor  especi±ico  de  TneTnbrana   (Spat     y

col.,1985;   Supattapone  y  col.,198S).      La  uni6n   de   Ins   (1,4,5)P=

a    gu    receptor    aument,aria  la  salicla  de  calcio  al  interior  cia  la

celula  descle  un  re8ervorio  intracelular  coma  conBecuencia    de    la

aperture  cle  un  canal  tie  Gag+,     el  Cual  parece  estar  estrechaTnente

asociaclc>   con   el   receptor   cle     In8     (i,4,5)P3     (Ehrlicb     y     WatraB,

|9SS )

Se       ban       descrito       clog       vlaB       inclepenclient.eg       pare     la

metabolizaci6n   de   Ins   {1,4,5}P3i,      ambas   generan   compuegtos  que  no

movilizan     calcio   clesclE  clep65itog  intracelulares   {Dovnes,      19S9).

Par   una   parte   lns   (i,4,5)P3   es   deE5fos±orilaclo   a   Ins      (i,4)PEE     pc]r

una      '5     fosfataE5a"      extremadament.e   activa   (Downeg  y  col.      19S2).

Est,a  enziTna  es  ±oE5f orilada  ±j±  ±z±±g  en  mtlltiples     sitios     pclr     la

proteina   quinasa  C,   lo  cual   aumenta  VariaB  veceB  gu  activiclacl.   Se

piensa     que  €E5te  eerla  un  mecanismo  para  controlar  log  niveles  de

Ins{l,4,5)P3  intracelular   (Connolly  y  col.      19S7).        EI   Ins   (i,4)

PE       es       po8teriormente     c]esf osf orilaclo     a     Ins    par     acci6n    de
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I osf ataBas  egpecif icag,   algunag  de  ellas  tienen  la  car`acterlgtica

cle  Ber     inhibiclas   par  Li+     (MajeruB,1988;      Berriclge     y     Downeg,

|9S9 ) .

Ademag     cle     egtaf5     ±ogf atagag  ge  ha  degcr`ito  una   quinaga  que

trangfiere  un  fogfato  clegde  el  ATP  a  la  pogici6n  3  clel   Ins(i,4,5)

P3  para  formar   Ing(i,3,4,5}P4   (Batt.y  y  col.      19S5;      Irvine  y  col.

19SEt).      Egta  via  eg  particularmente  interegante  porque  la  quinaf5a

puede  ger   regulada   per   Ca:=+   /Calmodulina   (Yamaguchi   y   col.      1988}

y   porque     Be     ha     propuegt.a     que     InB(i,3,4,5)P4     estimularia     la

entracla     de     CaE+     al     interior     tie     la     cElula  deE5cle  el  ext.erior

{Irvine  y  Moor,      1986)   y  que   geria  en  parte     reE3pongable     cie     lag

ogcilaciones  clel  Ca  intracelular   (Berriclge  e  Irvine,   1989).

Lag         rutag         metab6licas      en       que       participan             log

inogitc)lfoE;fatos  hen  regultaclo  ser  altament.e  cc)mplejaE5,.     hagta  el

memento,      alrec[eclor  cle  20  derivados  c]e  log     inogitolfogfatos     ban

giclo     descritc]g  en  digtintc]B  tejidos,     desde  mono  a  hexaf ogfatog,

pero   poco   se   c=onoce  acerca   de   su  rol   I igic)16gico   y   c6mo   6gtos  Son

gintet.izados   (Majerug  y  col.    1988).

3.   Sintegis  de  Pt.d  Ing   {4,5)PE

La  teicera   etapa   clel     metaboligmo     c]e     log     I ogf olipidc]g     cle

inogitol  es  la  regintegis  tie  loE3  fog fat,idilinositol  pc]lifosfatoE5,

cle     Tnanera.    que     log     niveleg     de     Ptcl     Ins      (4,5)PE     puedan     ger

restablecidos.

La    reacci6n    inicial    de    la    gecuencia     metab6lica    en     la

sintef3ig    cle    log    I osfatidilinogitoleg    la    congtituye  una  etapa

reverE5ible  catalizada     par     la     enzi"a    CDP    cliacilglicerol     mio-

inogitol  fogfatidiltranB±erasa   (Ptd  Ing  gintetaga).        Egta  enzima
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gintetiza  Ptcl  InB  a  partir  de  inoBlt.ol  y  COP  cllacilglicerol   {CDP-

DA6)   y  ha  glclo  identlficacla  tanto     en     el     retlculo     encloplaBmico

coma       en       la       membrane     plagTnitica     de     celulag     t3H3      (Imai     y

6erBhengorn,      1987a).        La  enzima  es   inhibicla  per  gu  'producto   Ptcl

Ing,      y     ge     ha     propuegto   que  la  regintegig  cle  Ptcl   Ing(4,5)PE.  eg

congecuencla  de  la  reTnoci6n  tie  la  inhibicl6n  par  proclucto,      en  la

medicla     que    el  nivel  tie  Ptd  Ine  decrece  c}urante  la  activaci6n  de

la  fo8±ollpaBa  C   (Imal   y  Bershengorn,    1987b}.

Jun'to  con  e8ta  reacci6n  que.conduce  a  la     81nte8is    neta     cle

Ptd     InB     se     ha     clescrito  el   intercambio  de  inoBitol  en  Pt.d   InE5.

Egte  proceso  es  catalizado  al  parecer  par  una  enzima,      ocurre    en

au§encia    .de     CDP-DAB     y  no  conduce  a   la  slnte8is  neta  de  Ptcl   Ins

(Bleagdale  y  Wallig,    i98l).

EI   Ptd   Ing   {4,5)Pig,      eg   generado   a   partir`   c±e  Ptd   Ins   per     la

fosforilaci6n    gucesiva    en     log    hidroxilos    4  y  5  del  inoBitol.

Egt,aE5  reacc=ionee  8on  catalizada8  pop  doe  enzima8     diferentes,      la

Ptcl  Ins  quinasa  y  la  Ptd  ln8  4-I o8fato  quinaga.

La     Ptd     In8     quinasa     que     cataliza   la   formac=i6r]   cle   Ptcl   InE5

(4)P,       eg   una   enzima      que      est5      unida      a     TneTnbranaE5.            Ha      E5iclo

enc=ontrada     en     muchos     tejido8,      en     cliferentes     compart.imientos

celulares  y  en  la  membrane  plasmatica   {0'Shea  y   col.    1986;   Imai   y

col.198E,;      Suarez-Quiam   y   col.1987;      Cockc=rofL   y     col.1985;

Schafer   y  col.,19S7;   Porter  y  col.19SS}.

Pop   otro   laclo,      la  Ptc]   Ing  4-I osf ate  quinaga,   rJesponsable  c{e

la   8intesis  cie   Pt.cl   Ins   (4,5)PE,   ha   Sido   encont.racla   en   membranaB   y

en  el  citoplasma  cle  cliferentes  sistemas   (Van  Rooijen  y  col.    1985;

lTnai   y   col.    19S6;    Cachet   y   ChaTnbaz,    19SEt;   Van   Dongen   y   col.    19S5;

Lundberg  y  col.   19S7;   Ling  y  col.      1989),      pero  la  relaci6n  entre
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la  enzima  Soluble  y  la  agociada  a  "embrana  eg  poco  clara.

El     mecanigmo     pars  regular.   la  reglntegig  cle  Ptcl   Ing   (4,5}Pe

no  ha  giclo  bien  clefinido  nagtEi  el  memento.        Se  ha     discutido     la

pogibilidad     que     la     hidr6ligig     tie    Ptd     Ing   (4,5)PE  remueva  la

inhibici6n  par  producto  cle  la  Ptcl   Ins  quinaga  y  cle  la  Ptcl     Ins  4-

fosfato  quinaga  al  clegcencler   log     niveleg     cle     egte     lipiclo     (Van

Rooijen     ycol.1985;      Smithywells,19S3).        Sinembargo,      la

naturaleza  ±igicoquimica  y  log  niveleg  fisiol6gicog  a  log    cuales

Ptc]   Ing   (4,5)PE   inhibe   lag   quinaE5as   eg  clesconociclo.

Besultadog  experimentaleg  inclican  que  un  mecanlgmo  adicional

pare     la    ref;integis  de  Ptd  Ins   {4,5)Pe  podria  operar  a  traves  cle

la  act.ivaci6n  de  lag  Ptd   Ing  quinaf5as.

Recientemente  ge  ha  digcuticlo   la  poE5ibiliclad   que   lag  Ptcl   Ing

quinagag  pueclan  gel  regulaclas  por   proteinas  6.        Se  ha     obgervado

que   la   incorporaci6n   de  3!=P   descle   {

es     increTnentada par     B,P-A
„ -3i±P)   ATP   en   Ptd   Ins    (4,5)Pig

-S   en   membranas   cle   cer`ebro   de   rata

(Smit.h   y   Jen   Chang,    19S9).

Lag  poliaminas  espermina  y  e8permidina,      que  ge  ha   postulac{c)

jugarian    un    importante  papel  regulatorio  en  varios  agpectos  del

metaboligmo     y     proliferaci6n     celular     (Tabor     y     Tabor,      1984),

auTnentan  la  activiclacl   de   lag  Ptcl   Ins  quina§as.        Se  ha   encontraclo

que  lag  pc]liaminas  egtiTnulan     la     I osf orilaci6n     de     Ptc±     Ins     en

TneTnbranas     aigladag     cle     celulas   A43l   (Vogel   y   Hoppe,       1986)   y   en

membranag  tie   oocit.os   de  XenoDus     laevis      {Gatica     y     col.      1987).

TaTnbien     las     poliaminas     ac=tivan     la     enzima     Ptcl     Ins  4-fosfato

quinasa  purificada  cle  cerebra   de  rata   (Lunclberg  y  col.    19S6}.

TambiEn   ge     ha     E5ugerido   la     posibilidac±     que     laE3     Pt.d     Ing

quinasaE5       puedan     ser     activadas     par    fosforilaci6n.             Se     ha
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iclentif ic=aclo  una  Ptcl  Ins  qulnaE5a  que  copurif ica  con     el     receptor

del     factor     de     crecimiento     derivaclo     c]e     plaquetag     {PDC;F)y   la

proteina  pp60e-.Pe,   hoTn6logo  celular  de  la  proteina  c]el  virus  del

8arcoma   cle  Roug.        Tanto   el   receptc}r   cle     PDGF     coma     la     protelna

pp6oe-are      tienen      actividad      tirogina    quinasa    y    I ogf orilan

protelnas  con  actlvidad  Ptcl  Ins  quinasa8     {Kaplan     y     col.      1987;

Courtneiclge     y   Heber,      1987).         Se   ha   coTnprobac±o   que   egta   Ptcl   Ins

quinasa  eg  di±erent.e  cle  lag    previamente    degcritas    y    fogf orila

egpecificamente    la    posici6n     3     dEl   inogitol  generando  un  nuevc)

product.o,   no   iclenti±icac}o   previament.e,      el     Ptd   Ins   (3)P   (Whitman

y   col.    1988).      AdemaB,    se  ha   c{emogtrado   que   inmunoprecipitados   tie

c6lulaB     trataclas     cc)n  el   I actor  PDGF  contienen  una  act.iviclaci  Ptcl

lng   quinasa  que  utiliza  cclmo  eugtratos  al  Ptcl  Ins   (4)P  y     al     Ptc]

Ing      (4,5)Pe   pare   generar   dos   nuevos   productoE5:   Ptcl   Ing   (3,4)PE:   y

Ptcl     Ins      (3,4,5)P=.           Se     pienga     que     est.c)a     fogfolipidog     E5c)n

mediadore8   en   la   acci6n   Tnitog5nica   clel   PDGF   (Auger   y   col.    1989).

Result.a     interesante    clestacar     que    el  receptor  cle  inE5ulina

poE5ee  una  actividad     tirosina     quinaga     que     copurif ica     cc]n     una

act.iviclac±  PLd   Ins   quinasa   (Sale  y   col.    1986).
\

Un  mecanismo  adicional   para   la  regintegig  cle  Ptcl   Ins   (4,5)P:=

puede     involucrar     a  la  proteina  quinaga  C.        Se  ha  obgervac{o   que

log  6E5teres  de  I cirbol,      que  act.ivan     a     la     proteina     quinasa     C,

proclucen    un    aumento     en     log  niveles  tie  I oaf aticlilinositoles  en

cElulas   intacta8   {Boon  y  col.      1985;     cle  Chaffoy     de  Courcelles  y

col.19S4;     Halenda  y  Feinstein,1984).      Sin  embargo,   no   exi8te

hasta  el  momento  evidencia  clirect.a  papa     la    acci6n     cle     protelna

quinasa  C  sabre  lag  Ptcl  InB   quinasas.

Junto     con     lag     quinagas   reE5pC}nf5ables   tie   la   sint.ef5is   cie   Ptcl
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InB(4)P,   Ptcl   InB(4,5)Pe  ge  hah  identificado  foBfomonoBteraBaB  que

participan  gu  degfogforilaci6n   (Knowleg  y  Lawrence,   19S5).   Aunque

lag   propiedac}es  de  ef5taE5  ±os±at.agag  hen  sido   clegcrit.as,      muy   poco

Be     Babe     respec=to   cle  su  real   importanc=ia  en   la  mantenci6n  cle  log

niveleg  de  est.os  I ogf ollpiclog.

a.   EL  00CIT0  DE  Xenopug   laevig  Y   EL  ESTUDI0  DE  LOS  HECAHISH05  DE

ACCI0H   HORHOHAL

El   ciocito   de  Xenooug   laevig  en  egt.ado  VI   eg     una     c6lula     de

gran     t.amafio     con     un     cliame+ro     aproximado     de     1200     a     1500   p,

8int=ronizacla  y  detenicla  figiol6gicamente     en     la     profaBe     cle     la

primera  clivisi6n  mei6tica.        r

Log     oc]c=itos     pueclen   responcler   espontaneament.e   ±n  vLz±±L9.  a   la

acci6n  de  progesterone,   insulina  y  acetilcolina,     para  lag  cualeE5

exieten     receptores  espec=1f icog  concentrac{oB  en  el  polo  animal  cie

la  cElula   {Sacller  y  Maller,    1982;   naller  y  Koontz,    1981;   Kusario  y

col.,       1982).            Ademas,         mediante     la     microinyecci6n     de     mBHA
i

eE5peci±icos     aislados     tie     cliferentes     tejic±os     Be     ha  lograclo  la

expre8i6n  funcional  cle  otros  receptores,     convirtienclo  al     oocit,o

en     una     c6lula     capaz     cle     responcler     'a     una     gran     variedad     de

neuro+ransmisores   {Gundersen  y  col.    1983;     Sumikava  y  col.      1984;

Sugiyama   y   col.      1987;      Kaneko   y   col.       1987;      DaBcal   y   col.    19S6;

Hirono   y   col.    1987;   Kline  y   col.    198S;   Homura   y  col.    1987).

Estas  caracterigticas  ban  convert.idci  al   oocito  c]e  Xenopus  en

un  protic}tipo   cle  moclelo  experiTnental   que  ha  permitido  egtudiar   log
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mecanlBmoB   de   accl6n   hormonal   (Haller,    1985;   Snutc=h,      1988)   y   log

fact.ores     que  controlan  la  clivigi6n  celular   (Feathergtone,     1989;

Dunphy   y   Newport.,    19S8;   Forcl,    19S5;   marx,    1989).

1.   EfecLo  de  progeglerona  e  ingulina  en  el  oocilo  de  XenoouB

laevig

En  presencia  de  progegt.erona  a  ingulina  el     oocito    reinicia

la  meiogi8  para  detenerBe  nuevamente  en  la  metaf age  de  la  gegunda

cliviBi6n  mei6tica.        EE5te  proceso,    que  tran8±orma   al   oocito  en   un

huevo     con     la     capaciclad     cle     8er       I ecunc]ado       e       iriiciar       la

embriog€nesiE5,    Be   conoce  coma   Tnac]uraci6n  mei6tica   (Haller,    1985).

El        detalle        c]e        loE5        mecanigTnog       moleculareg     de     c6mo

progeBt.erona  e  in8ulina  inducen  maduraci6n  clel   oocito  atin     no     ha

giclo   diluciclado   par   coTnplet.o.         A   continuaci6n   8e   reisumen   algunoE5

cia  log  aspect.og  mag  relevantes  regpecto  del  mecanismo     cle     acci6n

cle  estas   hormonag   en   el   c]ocito.    EsqueTna   11.

A    cliferencia     de     lo     estableciclo     para     la     acci6n    cle  lag

hormonag  eE5teroiclaleB  en  otroB  gistemas,   en  log  cuales  exiBte  una

interacci6n  de  un  recept.or  intracelular  con  la    cromatina    y    per

conBiguien+e     la  ac:tivaci6n  de  determinadog  genes   {Evans,      198S),
:

en  el   ooc=ito   cle  Xenopus     la  progesterone  tiene  gu  sitio  de  acci6n

en  la  membrana  plaBmatica  en  donde  exigte  un  receptor     pare     ella

{Sadler       y       Haller?        1982).        Proge8t.erona     inhibe     la     enzima

ac]enililciclaga  reclucienclo  log    niveles     intracelulares    cle     CAHP

(Jorc±ana  y   col.,      19Bla,   b     y   1982).      Egta  inhibici6n   requiere   la

participaci6n   cle  una  prat.eina  E,      pero     que     eg     clifer`ente     a     la

8ubuniclad  c[e   la  adenililcic=lasa  aBociacla  .con   la   inhibici6n
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Acetilcolina

Nucleo

P'd lns+ P I d  lns( 4) P+ P Id I ns (4,5)P2

I n s  p 3 +  /D G
-

E=\pQ-C`

Progesterona                              lnsulina

Membrane

/Siritesisprotei€aI
i

MPF
+

Fosf orilacio.n   de

proleinos     especificasl

Proleino-TIT-®~Proleina~Tir

ES0tJEHA     11.          Agpectog    moleculareg    del  mecanigmo  de  acci6n  de

ac:efilcolina,     progeglerona  e  ingulina  en  el    oocibo    de    Xenooug

laevig.         (PLC,   fosfolipaga  C;   G,   proteina  C;;   C,   aclenililciclaBa;

PO-C,         proteina     quinaga     C;        PQ-A,      protelna     quinasa     A;      DC;,

diacilglicerol;   Ins  P3,   inositol   (1,4,5)   trigfogfato;   MPF,   factor

promoter  c[e  maduraci6n.
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hormonal  en  otros  siBtemaB,      pueeto  que    el    tratamiento     de     lag

membranag     de     oocito     con     toxina     c±e     BLpertuggis  no  reduce  la

inhibici6n  c±e  la  ciclaga  par  la  progest.erona   (Olate  y  col.   19S4).

f.e  ha  obgervado   que  la  maduraci6n  inc]ucic]a  por  la  progegterona  es

•  inhibida  pop  la  microinyecci6p  de  la  gubuniclacl  catalitica    de    la

proteina     quinaga  clepenc[iente  de  CAMP  y  es  inducicla,      en  ausencia

de  la  hormona,      gi  ge  Tnicroinyecta     la  pr`oteina  regulaclora  cle     la

proteina  quinaga   (Maller  y  Krebs,    1977).

Aproximaclamente     2     horas     despueg     cle     exponer     el   oocito  a

progeE5terona  ge   proc[uce  un   aumento   de   alredeclor  de  2  veces  en     la

sintegi8     proteica     {Bravo     y     col.      1978)     que     e8  regulada  post

tranE3cripcionalTnente   {Waggerman     y     col.,      19S2).      Si     ge     agrega

inhibic{ores     de     la     f5intesis  proteica  anteg  cle  lag  2  hr  cle  haber

t.ratado  el  oocito     con     progeBterona     se     blc]quea     la     macluraci6n

{Bravo   y   ccil.,1978).

PoE5terior       a       la     inclucci6n     tie     la    sint.esis     proteica    y

coincidente  con  la  rupture  de     la     membrana     nuclear,      hecho     que

define     a  la  maduraci6n  clel   oocitc),        ge  cletecta  en  el  citoplasma

cia  la   cElula   un   factor   promotor  de  maduraci6n   (HPF).        Cuando     se

microinyecta     en  el   Oocito  un  extracto  citoplasTnat.ico   preparac]O  a

partir  de   ooc:itos  Tnaduros  y   que  c:c)ntiene  el  HPF,     :se     detecta     un

aumento  significat.ivo  en  la  fogforilaci6n  de  prat:1nas   {Cicirelli

y     col.,      1988;      Lohka     y   col.,      19S7)   y   se  inclucE   rapidamente  la

rupt.ura  cle  la   membrana   nuclear     en     ausencia     tie     progeE5ter`ona     a

gintesis  proteica   (nasui  y  Harket,   1971).

Becientemente     se     ha     podido     establecer     que     HPF     es    una

proteina   quinaBa   {Lohka   y   col.,      1987,      19S8)   y   es   hom6logci   de   la

protelna     P34     cclc2,      el   producto  clel  gen  cdc2+  dE  levadura  y  que



t.ambien  juega  un  papel  funclamental  en  el  control  cle     la     clivigi6n

en  egtag  cElulag   (Newport   y  col.   19S8).

El     mecanigmo     de  acci6n  de   ingulina  en  el   c>ocito   de  Xenc]Dug

ha  Biclo  menog  egtucliaclo   que  el   cle   progesterone;   Bin   embargo,      la-B

eviclenciag     indican   que  egtag  horTnonag  operarian  a  trav6E5  cle  viaE5

diferenteg.

Pare  inclucir  la  macluraci6n  clel  oocito     Be    requieren     altas

concentracioneg     de     in8ulina     {EC5c,     =     103  nH).        Esto   ha  hecho

suponer  que  su  efect,a  esta  mediado  For  la     uni6n     a     un     rec=eptor

pare     un     factor     cle     crecimiento     analogo  a  ]a  hormone  peptldica

c±enominado   It3F-1      (Haller     y     Koontz,1981).           El     receptor     c[e

insulina    y     el  de  otrog  ±actores  de  crecimiento  tienen  activic±acl

tirogina  quinasa  intrinBeca   (Helden  y  Westermark,      1984)     que     se

gupone     eg     r`egpongable     c}e     alguno     de  log  efectos  de   la  hormona

(Morgan   y   Both,19S7).       De   manera   analoga   a   c6Tno   ha   giclo   cleE5crito

en  otrog     gist.emas,      en     el     oocito     el     efect.a     cle     inBulina     eB

dependiente  cle  la  activiclaci  tiroE5ina-quinasa  del  receptor.     Se  ha

demostrado     que     la     micr`oinyecci6n     de     anticuerpoE5     que   inhiben

especlf icamente  la  actividad  quina8a  clel  receptor  de     insulina    y

de     log     receptore8     cle     It3F     bloquea     la  mac{uraci6n   inclucida   par

insulina   (Horgan   y   col.    19S6).    :

Result,a  importante    sefialar    en    relaci6n    a    la     acci6n     de

insulina  en  el   ovcicito   de  X__enop.uFIt   que     la          mit=roinyecci6n       de

prat.elna     quinasa     C     aislacla    de       cerebra       cle       rate       acelera

"arcadamente     la  "aduraci6n  de  oocito  inducicla  por`  inE5ulina,      sin

embargo  no  tiene  efecto  8obre  la  acci6n  de  progeBterona   {Stith     y

Haller,    1987).

Tambich  ge  ha   observaclo   que   la  microinyecci6n  cle   anticuerp.oB
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monoclonales     contra     el     proc]ucto     Clel   c}ncogen  rag,      previo  a  la

aclic:i6n  cle  ingulina  inhibe  la  macluraci6n  mei6tica,      mientrag     que

el     anticuerpo  no  bloquea  la  maduraci6n  inc§ucicla  par  progesterone

(Horn   y   col.    1987;   Deghpande   y   Hung,    19S7).

Birc.hmeir  y  col.    (1985)   habian  demogtraclo   previa'mente  que   la

microinyecci6n  cle  la  prat,eina  P2l   producto  .del  oncogen  rag  incluce

maduraci6n  del   oocito;     la  proteina  produc=to  clel  oncogen  activaclo

par     mutaci6n     clel     aTninoicido     12  e8   loo  vece8  mag  active   que  gu

an5loga,   proclucto  clel  proto-oncogen  que  contiene  glicina  en  dicha

posici6n.      Su  efecto  no  se  acompafia  tie  un  deBcenE5o  en  log  nivele8

tie     CAMP     pero,         cie     manera     analoga     a     c6mo     ocurre       con        la

progegt,erona,      eg     clependiente   cle   la   pr.oclucci6n   de  npF.      EstuclioE5

realizecloB  pop   Allencle  y  col.       {19SB),      muegtran   que   la     protelna

rag     oncog6nica     induce     la     maduraci6n     Gel     oocito,,     incluf5o  en

auBencia  de  ginteE5is     pr`oteica.

Regulta  inter`esante    gefialar     que     el     proclucto     del     pr`oto-

oncogen     mos,      la     proteina     Pp=9m°.,      eg     act.ivaTnente     traducicla

durante  i.a  inducci6n  de    la    slntesis    proteica    en    oocitos     que

maduran     par     acci6n     de     progest.erc}na      (Sagata     y     col.,      19S8).

Tambien   Be  ha   clemost.rado   que   la   microinyecci6n   del   mRNA   de   mos  en

el   oocito,      a:ctiva  al  HPF  e  induce     la     ruptura     tie     la     meTnbrana

nuclear     en    .ausencia     de  la  hormona   (Sagata  y  col.,      1989).        La

inhibici6n  d:   la  trac±ucci6n   del   TnRlqA  de  nag,      que  se  conBigue     al

"icroinyecta±   el   clesoxioligonucle6tido   coE3pleTnen+aria   c}el   mRNA   c±e

noB,      inhibe     tambien     la     Tnac{uraci6n     del     ciocito     ,inclucic]a     por

inE5ulina   (Sagata  y   col.,198S).

Estog  reE5ult.aclc]g,      junto   a   log  obtenidos     par     Birchmeier     y

col.      (i985),      citados  previamente,   han  r`.`echo   guponer  que  gi   bien
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progegterona  e  ingulina  degencadenan  la  macluraci6n  clel     oocito     a

t.raves    de    vlas    cliferenteg,     ambag  requieren    finalmente    cie  la

act.ivaci6n  cle  HPF.        Egte  tlltimo  hecho     egtaria     mecliac]o     por     la

Protelna  ppaolao.

2.   Efect,a  de  acetilcolina  en  el  oocit.a  cle  Xenopug  laevis

La     regpuesta     del     oocito  cle  XenoDug  a   acet.ilcc)lina  ha  giclo

bast.ante  egtucliada,      par  cuanto     fue     en     esta     celula     dcjncle     E5e

demc]gtr6       pc]r       primers       vez     una     conexi6n     directa     entre     el

metaboligmo  cle     log     I ogf olipiclc)g     de     inogitol     y     la     regpuef5ta

electrofigiol6gica  inducic]a  par  un  neurotransmisor.

Cuando    ge    trat.a    oocitos    con    acetilcolina  Be  detecta  uns

respuegta  electro±igiol6gica  bag;tante  compleja,   como  consecuencia

cia  un  aumento  del  flujo  del  i6n  cloruro  a  traveg  de     la     membrana

(Kusano   y   col.    1982).

Oron  y  col.   fueron  log  primercig  en   obgervar  un  aumento  en   la

proclucci6n     cle     Ins   (i,4,5)3  en   oocitoB  incubac]os   en   presencia   cia

acetilcolina  y  que  la  inyecci6n     intracelular     cle     InE5     (i,4,5)P=

remecla       la       regpuesta       electrc)figiol6gica       inducicla       par     el

neurot.ransmi8or     {Oron     y     col.      19S5).             Tant.cl     el     efect,a     de

acetilcolina     como     el     de     Ins(i,4,5)P=     gori     dependient.es  de  un

aumento  de  calcio  intracelular   (Gillo  y  ccil.    19S7).

Hast.a   el   moment.c),      se  piensa     que     log     eventos     ocurren     de

acuerclo     a     la    giguient.a     secuencia:     uni6n     cle     acetilcolina  al

receptor,     activaci6n  cle  ±osfc)lipasa  C,     hidr6lisis     cle    Ptd     Ins

{4,5)P:a,      aumento  en   log  niveleE5   intracelulares  de   Ins   (i,4,5)P3,

liberaci6n  de  calcio  cleE5de  log  dep6sitos  y  activaci6n  de  un  canal

de  cloruro  dependiente  de  CaE+   (Takahaghi  y  col.    1987).
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Se  ha  demo8t.raclo  que  la  magnitucl  de  la  corriente  cle     Cl-     eB

proporcional     a    la    concentraci6n    intracelular    de  Ing(1,4,5)Pa

{6illo  y  col.,1987).        AE;1,      cuantificanclo   el   flujo  de     Cl-Be

+iene  una  meclicla  indirecta  de  la  proclucci6n  cle   Ing   {1,4,5)P3  y   la

activiclad    I oaf olipasa  C.

Utilizanclo     egt.a     aproximaci6n,      ge     ha   obteniclo   in±ormaci6n

experimental  que  inclica  la  pogible  participaci6n  cle  uns    proteina

8  en  la  act.ivaci6n  de  I ogf olipasa  C  en  el   oocito  de  Xenopus.

Recientement.e     ge  ha   deTnogtraclo   que   la   Tnicroinyecci6n  de   lag

gubnidades  8       c±e  lei  proteina  8  aiglaclas  de  eritrocitc)     humane     a

cerebra       c[e       bovine     inhiben     la    reBpuegta     electr`ofiBiol6gica

inducida     par     acetilcolina     (Mciriarty     y     col.      1988).            Egtag

obgervacioneg     inclican  que  la  asciciaci6n  del   coTnplejo  f3       inhiben

la  trangc[ucci6n  de  la  gefial   al   agociarge  con  la  subuniclacl     c[,      cle

manera     analoga  a  coTno  ocurre  en  el  gigtema  cle  la  adenililciclasa

(GilTnan,    1987).    Ut.ilizando   oocitos   de   XenopuE5   microinyectadoB   con

mRNA  cle   cerebra     de     rat.a,      con     el     objeto     cle     expreBar     nuevoB

recept.ores     se     ha   podic]o  comprobar  que     la     microinyecci6n          cle

GTP-fl  -S remeda  la  respuest.a  del   oocit.o  a  acetilcolina     (Dagcal

y   col.,       19S6;    Kanekc)   y   col.,19S7;   Nomura   y   col.1987).       Aciem±B,

inc=ubanclo  el   ooc=it.a   con  toxina     Cle     BL     pertuBsis     se     reduce     la

respuegta     al     neurot.ran8Triisor      (Dagcal     y   col.,1986;      Kanekc]   y

col.,,1987;   Nomura   y   col.,1987;   Moriarty   y   col.,19S8).

A  pesar  que  la  respuesta  c[el   ocicitc}  a  acetilcolina  eE=ta   bien

caracterizada,     poco  se  Babe  respecto  al  papEl  fisiol6gico  de  log

receptoreg    colinergicog     muscarinicos     en     eE5tas    c5lulas.        Adn

cuando  el  oocitci  no  madura  par     acci6n     cle     acetilcolina,      se     ha

observado       que       la     madurac:i6n     inducicla     per     progest.erona     es
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acelerada    g1     la    cElula    ee    tretada    gi"ult6neaTnente    con      el

neurotrangmigor     (Dagcal  y  col.,19S4).        Egte  regultado  gugiere

que  alguno  cle  log  prcicluctog  de  la  hidr6ligig  de  Ptc]     Ing     (4,5)PE

clebe  egtar  involucraclo  con  alguna  via  gecundaria  utilizacla  par  el

oocito  durante  gu  mac]uraci6n.

Log     clatoe  experiment.aleg  que  ge  citan  a  cc)ntinuBci6n  apoyan

la  pogibiliclacl  que  el  recambio  de  log     ±ogf olipiclog     de     inosit.ol

egt.a   involucraclc)   en   la   maduraci6n   del   oocit.a   cle   XenoDug.

La  microinyecci6n  de   Ins(1,4,5)P3  en  el   ooc=ito,      anteg  de  la

aclici6n  de  progest.erona  a  ingulina,   aceleran   la  maduraci6n   (Stith

y   Maller,19S5).

Al    tratar     oocitog    ccin     12-0-tetradecanof orbol     12-acetat.o

{TPA),   un  6gter  de  ±c]rbol  analogo  egtructural  del  diacilglicerol,

ge  incluce  la  macluraci6n   {Stit.h  y  Maller,      19S7).      Este  regultaclo,

gin  embargo,      no  ha   gido  reproduciclo   en  nuegtro     laborat.orio     (C.

Allende,    comunic=aci6n   pErgonal).

La  incubaci6n  clel   oclcitc)  con  altas  concentracioneg  de  Caa+  a

en     presencia     c[el     ion6foro     A23ls7   inc]uce  macluraci6n   (Baltier  y

col.,1977,      Wagserman   y   nagui,      i975;      Wagserman   y   col.,      1980).

Ademas,   Horeau  y   col.    (1980)   han  detectadci  un   aumento  trangitorio

en  el   Ca€=+  int.racelular  en  oocit.og  tratados  con   progegterona.<

par    tiltiTno,     resulta    interegante    sefialar     que  la  prot.eina

pp60V-Ere,   la     forma     c)ncogenica       de        la       proteina   pp60e-St+e     y

que  I osforila   a   una   Ptc±   InE5     quinaE5a,      con     lo     cual     copurif.i,ca,

acelera     marcaciaTnente     la   maduraci6n   inclucic]a   per   pr`ogeE5terona   al

ser  microinyEctada  en  el   oocito   (Spivack  y  col.,    i9S4).      Llama  la

at.enci6n  que  el  HPF  purificado,   I ogf orila  a  la  proteina  pp60e--t^=

en  log  mismos  gitios  cloncle  eg  fogf orilada  dur`ante  la     mitogig     tie
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£ibroblagtog   {Shenoy  y  col.    1989).

OBJETIVOS   DE   LA   TE:;IS

CoTno     hemos     vigto     en  la   Introducci6n,      log  I clgf olipiclos  de

inositol   juegan  un  papel  importante  en     la    trangducci6n    cie    una

gran     varieclad     de     gefialeE;.           LaE5     quinagas     regpc)nsableg  cle   la

gintesig  de  Ptd  Ing   (4)P     y     Ptd     Ins     (4,5}PE     t.ienen     un     papel

protag6nico     al  proporcionar`  el  sugtrato  cia  la  fos±olipaga  C  pars

la    generaci6n    de    mol6culaB       encargaclas       de       trangmitir      jla

informaci6n  al  interior  c}e  la  cElula.        La  inf ormaci6n  obtenicla  a

partir  ciel  efecto  cle  algunoE5   oncogene8  y  factore8  tie  crecimiento,

gugiere   la  posibilidacl   que  un   aumento  en  el     met.aboligmo     cie     log

I osfolipidog     cle     inositol     puecla     ser  conBecuencia  clirecta  cle  la
+

estimulaci6n   en  la  activic±ac±  cle  egtas  quinasas.

La   macluraci6n   Tnei6tica   clel   oocito   de     XenoDug     laevis     puedE>

f5er     inclucida     o     aceleracla     par     diferent.Es     agent,es.          Esto  ha

permiticlo  realizar  estudiog  comparat.ivos  y: pocler  establecer     agi,

una   relaci6n   entre   el   fendmeno   cle  maciuraci6n   y   log   mecanigTnoE5   per

log  cuales  actuarian  difer`entes  hormonas.

Aclemag,      eviclenc=ia  experimental   c±e  ti.po   inclirecta  sugiere   la

POE;ibilidad   que  el   recambio   c±e   log  I oaf olipidos   c}e   inoE5itol     eat.i

involucracio     en  la  maduraci6n  mei6tica.        Todo  parece  inclicar   que

exigtirian  vies  de  intercomunicaci6n  c}  cli5logo  entre     el     sistema

de  trangducci6n  de  acetilcolina  y  el  utilizado  par  progegterona.
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De       acuerdo       con    egt.og    antecedentes,        log    ,objetivog    a

prop6gitog  cle  egta  tegig  Son:

a)   Egtucliar  lag  propieclacleg  de  lag  quinaBag  regpongableg     tie

la     glnt.egig     cle     Pt.cl     Ing      (4)P     y     Pta   Ins   (4,5)PE  en  membranag

aiglaclag  y  bugcar  clif erenciag  en  la  actividacl  de  egtas  enzimag  en

relaci6n   Ei   la   maclurBci6n   clel   oocito.

b)   Egtudiar  la  gintegis     de    fc]sfatidilinc]git.ol  fosfatoE5     en

oocitoB    intactos  a  fin  tie  evaluar  en  condic=ione8  fi8iol6gicag  el

ef ecto    de    ac=etilcolina,        progesterone    e    insulina    8obre       el

metaboligTno     cle     Egtog  fogfolipiclog  y   su  pogible  participaci6n   en

el     pror,ego     de     maduraci6n     mei6tica     clel     oocito     inducido     per

progesterona  a  ingulina.
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ADP,       GTP,       BDP,    BTP-#-S,    ATP,    DTT,    EDTA,    EGTA,    poliligina,

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

lns   (4,5)Pg,   Ptcl  Ser,      Ptcl  Col,      progegterona,      acetilcolina,17cK-

etinilestradiol,     gonaclotrofina  cori6nica   (humana),      ingulina   (cle

cerdo),         Trig-Hcl,           HEPES,           colagenaga        (Tipo        IA),           2,3

bif os±oglicerato,      piruvato  de  soclio,      I ormiato  de  amonio,      PMSF,

tolueno,    PPO,   POPOP,    gacaroga,    Trit6n   X-loo,    PHSF,    cicloheTnixida,

places  cromatograf icas  de  Silica  gel,     fueron  obtenida8  de    Sigma

Chemical   Co.

3-±ogfogliceroalclehido-dEghiclrogenaga     (de     levaclura),      L-a-

fosfogliceroldeghidrogenaga     (de     mdsculo     cle    conejo),        lactat.a

deshidrogenaE5a   (de  coraz6n   cle   porcino),   fo8fotrio8a   i8omerasa   (cle

mdsculo  tie  conejo),      3-foBfoglicerato-quinasa,      L-c[-'foBfoglicerol

{grac{o   A),    fueron   adquiridos   en   Calbiochem   Behring   Carp.

netanol,     clor`oformo,      acetona,      oxalato  de  potaBio,      places

cromatograficas  cle  polietileri-iminocelulosa  cle  E.   Herck  A.I;.

Log          compuest.og          rac±iactivos       D-mio(2-=H)-inogitol        1-

monof.o8fato   (i   Ci/mmol),      D-mio   {2-=H)-inositol   i,4-biBfosfato   (i

Ci/mTriol),    D-mio   (2-3H)    Incigitcil   i,4,5   trig±ogfato    {1   Ci/"Tnol),

D-Tnio         (2-3H)-inositol         (199     Ci/mmol},         3E:Pi     y     el     reactivci

I luorograf ico   Amplify,    fueron   obtenic{os  c!e  ATriersham.

La  columna  de  intercambio  ani6nico   `Partisil     10     SAX'     pare

HPLC,    se   obtuvo   cle   Whatman.

Lag     placas    c]e     incubaci6n  Petri  Dish  loos  ge  obtuvieron  tie
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Div.    Becton,    Dickingon  y  Co.

Lag     placag     pare     aut.orracliograf lag       X-OMAT-XAR-5       fueron

obt.eniclas   de   KODAX.

Lag       gales     inorginicag     {graclo     analitico)     y     log     acicloE3

inorganicog  y  organicos  ge  obtuvieron   de  Baker,   Merck  y  Sigma.

Lag  heTnbras  aclultas  cle  Xenooug   laevis  fueron     adquiridas     cle

South  African  Snake  Farm,   Cape  Province,   a.S.A.

a.    SIHTE5IS   DE   HUCLEOTID05   RADIACTIVOS

1.   5integig  de   {ft-=ep)ATP  y   {t-==P}6TP.

Para     la    gintegis    de :4^ -SEEP)ATP     ge     utiliza   el   mEtodo

clescrito   por  Walget,h  y  Johnson   (1979),      basado  en     una     serie     de

reacciones    enzimaticas  c]e  la  via  glicolitica.        Este  conf5iste  en

neutralizar   la  gctluci6n  acida  c[e  3:=Pi   en   Hcl   0,2  N   (50  mci),    a   pH

8   con   HaoH   2   H.         Luego   Ee   incuba   a   30°C   par   1   hr   en   un   mec{io   que
1

contiene     Tris   HCI   S0   mH,      pH   9,0:      DTT   io   mM;      c[-L-±osfoglicerol

0,24   mM;    HAD+   i   "M;   Hgcl.a   20   mH;    ADP   0,i   mH;       piruvato   cle   sodio   2

mM;        fosfoglicerol-c[eghidrogenaga        14        pg/ml        (0,a       unidad);

fosfotriosa       isomerasa          140          ng/ml           {0,7          unidac{) ;          3-

fof5fogliceralclehido     deE5hic{rc)genaga      14     pg/Tnl      {1,i   uniclacl);      3-

fogfoglicerato-quinasa     i,4     pg/ml      (0,6       unidac{);        y       lactatc]

deshiclrogenaE5a     7     pg/ml      (3,5   unidac]eE5),      en   un   voluTnen   final   cle

reacci6n  de  1  ml.        Lag  enzimas  utilizadas  eE5tan     sugpendidag     en

sulfate     cle     amonio,     par     lo     cual     Previo     a     su  utilizaci6n  8e
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centrifugan  a  7.000  x  g  par  10  min.        El  reglduo  ge  regugpencle  en

Trie-Hcl     50   TnM,      pH   9,0;      DTT   i   TnM   y   se   adicionan   a   la   mezcla   cle

reacci6n.        La  reacci6n  de  ±ogforilaci6n  de  ADP     ge    cletiene     por

calentamiento  a   100°C  par  2  min. El{M -=ep)6TP  ge  Bintetiza  per

el   Tnismo   proceclimiento,    pero   ge  utilize   BOP  en   lugar  cle  ADP.

EBte     procediTniento     permite     obtener     entre     un  80  -  90./.  cle

radiact.Ividad  incorporacla  el  nucle6tido.

2.   Analigig  y  pureza  de  log  nucle6t.idog  radiac+ivog

La     determinaci6n     cle       la       pureza       de       log       nucle6ticlos

sinteti2ados,   asi  coma  la  incorporaci6n  cle  la  marca  racliact,iva  en

log     pr`oducto8      (A     -Sap)ATP     y      {   ft   -3:=P)GTP,      8e     realiza   par

croTnatograf ia  aBcenc{ente  en  placa8  de     Polietilen     iminocelulo8a.

La     separaci6n     de     log     nucle6ticlos     Be     realize  ut.ilizando  coTno

solvente  una  8oluci6n   cle  KHgp041   n,   pH  3,5,      durante  45  minutoB,

con     lo     cual     el  ATP  Tnigra  con  una  cliBtancia  relati,va   (Rf )   entre

0,4  y  0,5  y  el   BTP  entre  0,3  y  0,35.

La   pogici6n   cle   log   nucle6ticlciE5,    utilizacloE5   come   patrc}neE5,    ge

determine     par     expogici6n    de     la     placa    cromatografica    a     luz

ultravioleta     de     onc}a     corta.          La     posici6n  cle  log  nucle6ticlos

rac{iactivos  E5e  cleterTnina     cart.ando     la     place     cromatograf ice     en

trozos     cle  0,=i  c:in  y  cuantificando   la  radiact.iviclac{  en   un  contaclor

c]e  centelleo  liquido.
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c.   pREPARAcloH  DE  HEnBRAHAs  pLAsnATlcAs  DE  OoclTOs  I   HUEvOs  DE

Xenopug  laevig  Con   ACTIVIDAD  PTD   IHOSITOL  0UIHASAS.

1.   Obtenci6n  de  ovario  cle  Xenot)ug  laeviB

Hembrag   aclult.ag   ge     anegt.egian     pot     hipotermia     a     4c'C;,      el

ovar`io    ge    extrae  quirtirgicamente  y  ge  aorta  en  pequefios  trozog.

Log  trozof5  cle  ovario  ge   lavan  con  una  goluci6n     galina     de     Berth

para     anfibios     y     Be     mantienen     en     egta     goluci6n     a4°C.        La

compogici6n   de   la   E5oluci6n   tie   Earth   eE5   Trig-Hcl   10     TnM,       pH     7,6;

ngs04   0,82   mM;       Caclg   0,74   mM;    Kcl   i.0   mM;    Ca(NC)3)a   0,33   mM;    HacI

SS    mM;    NaHCO=    2,4    TnM.

2.   Obtenci6n  de  oocitog

Log  oocitog  clesfoliculaclos     ge     obtienen     per     el     E;iguiente

procedimiento  enzimaticor   el   ovario  cortadc)  en  pequefios  trozoE5  8e

incuba     a     25°C  durante  3  hrs  con  agitaci6n  Suave  en  50  ml  cle  una

goluci6n   que   contiene:   Caclg   i   TnH,    Hacl   ilo   mH;      HEPES   10   mM,       pH

8,0     y     2     mg/ml     cle     colagenaE5a.           PoBteriormente,      log  oocit.os

diBociac}os  se     lavan     exhaugtivamente     ccin     soluci6n     Bart,h     pera

eliTninar  la  colagenasa   y   ge   agita  nuevamente  en  la  miE5ma  gctluci6n

clurante       otr`ag     3     hr6     papa     c]eE3prenc±er     el     regto.c±e     c6lulag

I oliculareg.        Log  oocitos  c[e  mayor  tamafio  corregpc)ncrientes  a  los

eE;taclog     V     y     VI   cleecritos   par  Dumc)nt   {1972),      se   separan   cle   log

oc)citog  cle  Tnenor`   tamafio   filtrados  a  trav±s  de  una   malla  de     nylc]n

(Nit.ex)    de   700   pTn.
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3.   Obtenci6n  de  huevog  degpl`ovigtog  de  gels+ina

Log     procec}imientog  Be  realizan  de  acuerdo  a  lo  deBcrito  par

Hewport   y  Kirgchner   {19S2).

Pare   induclr  ovulaci6n     en     una     heTnbra     aclulta     cle     Xenoous

±  ge  inyectan  50C)  unidacleg  cle  gonadotrcif ina  cori6nica  humana

en  500  pl  cle  ague  cleBtilac{a  a  23ac.   Con  tal   objeto  Be  utilize  una

jeringa     hipodErmica     que    ge     inyecta     bajo     el    tegumento  de  la

pierna.        La   ovulaci6n  se  procluce  a  lag   12-24     hr     y     es     ayuclacla

ejerciendo     pregi6n     con   log  declos  a   log  cogtaclos  clel  abcl6men   clel

anfibio.

Con  el  objeto  cle    eliminar    la    cubierta    de    gelatina,     log

huevoB  ge   incuban  clurante  5  min  y  con   agitaci6n  suave  en  50  ml  tie

uns     Boluci6p     de     ciBt.eina     Hcl     al  2./.  neutralizacla  a  pH  7,8  con

NaoH.      Posteriormente,      lcis  huevos     E5e     lavan     varias     veces     con

soluci6n    Earth    con    el    objeto    cle    clescartar    la  gelatine  y  la

cigteina.      Finalmente  se  guarclan  a  10°C  haE5ta  el  momEnto  de  usaf.

4.   Fraccionamiento  celular

Lag  membranes  ge   preparan  de  acuerdo   al   mEtodo  clescrito     per

Jordana   y   col.    (19S4).

Toclas   lag  manipulaciones  ge  rea.Iizan   a   4-C.        Log   oocitoE3  ge

homc)geneizan   en  un. volumen   cle   una  §oluci6n   que  .contiene   HEPES     50

inn,       pH   8,0;    EDTA   '1   mH;    DTT   1   mH;    PHSF   0,25   mM   y   sacarosa   0,S8   mH

(soluci6n     A).           La     hoTnogeneizaci6n     se     lleva     a     cabo     en     un.

hoTnogeneizador   Dounce,      con   lc)   pagadas   c[el   vastago   A   y   10   pa§ac{as

del  vastago  8.        F.i  extracto    resultante    E5e    centri±uga    por     i5

minutoB     a     i.000     x     g,        ge  separa  el  sobrenadante     t,enienclo  la

precauc:i6n  de  no  incluir  parte    del     precipitaclo    y    log    lipidoe
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concentracloB    en    la  Buper±icie  y  8e  centrifuge  nuevamente  par  20

minutog  a  20.000     x     g.      Se     toTna     el     nuevo     gobrenaclante     y     ge

a.entrifuga       par       2    hrs    a     loo.000    x    g.            En    egta    tlltima

centrifugaci6n    8e     obtienen     3    fraccioneg:     un     Beclimento    blen

adhericlo  al   fonc]o  del   tuba,      una  fracci6n  tie  aBpecto   `algoclono8on

par  encima  del  gedimento  y     un     gobrenadante    trangparente.          Se

extrae     la     fracci6n     nalgodonogan   y  se  cliluye  a  0,22  mH  sacarosa

c:on   uns   E5oluci6n   que   cant.iene:   HEPES   50   inn,       pH   a,0;      EDTA   i      mM;

PMSF   0,25  mM;      DTT   i   mM   (soluci6ri   a)   y   ge   centrifuga     per  2  hrg   a

loo.000  x  g.        Bajo  eE5tag  condiciones     ge     obtiene     un     gedimento

aclhericlo     al     fonclo   del  tuba   y   un   E5obrenaclante.        Finalmente,      el

sediment.o   ge  re§ugpencle  en   la   E5oluci6n  C   que     contiene     HEPES     50

mM,     pH   8,0;    DTT   i   TnM;    EDTA    i   mM:    PMSF   0,25   mM   y   gacaroga   0,22   H   a

una   concentraci6n  de   prot.einag  cle   entre   15  a  20  mg/Tnl   y   E5e  guarcla

en  voldmeneg   de  ZOO  pl   a   -S0°C  hasta   gu  usch

D.    EHSAY0   DE   LA   FOSFORILACI0H   DE   FO§FOLIPIDOS   DE   IHOSITOL   EH

HEHBBAHAS   AISLADAS

i.   Incubaci6n  de  meThbranag

Log     engayos     se     realizan     segbn  lo  degcrito   par  Lunclberg  y

col.    (19S5)   con   algunag  modificacioneg   {Egquema   Ill).      En.  geneI`al

la     digperE5i6n     de     log  cluplicaclos  pare  el  en8ayo  fue  inferior  al

10./..      Degpueg  c]e   preincubar  45  pl   cia  media     de     ensayo          a     30c.C

durante  i  minute,          la  reacci6n  E5e  inicia  par  la  aclici6n  de  5  ul
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de  proteina  de  "e"brana   (50  -  loo  pg)     pare     obtener     un     volumen

final     cle     50     pl   cle   media   gtandarc!   que  contiene:   HEPES   25  mM   {pH

7,5);       DTT   1   "M;       MgcIE   20   mM    {       3BP)ATP      loo      pM       (300      -      2.COO

cpm/mol).        Se  contintla   la  reacci6n  clurante     3  min     y     E5e  detiene

par  la  aclici6n  cle  400  pl  cle  una  mezcla  de  cloro±ormo  metanol     Hcl

(loo:200:0,i   vol/vol).

2.     Extracci6n    de    log    ±ogf ollpidog    de    inogitol    en  membranag

aigladag

L®s  fogfctlipiclof5     fosforilaclog     se     ext.raen     y     analizan     de

acuerdo     al     giguiente     procedimiento          (Egquema     Ill).      Una  vez

detenicla  la  reacci6n   ge  adiciona  50     pl     cle     ague     cleBtilacla,      la

soluci6n     se     agit.a          y     ge  mantiene  durante   15   -  30  min  a  25oC.

Posteriormente,     8e  agrega  loo  pl  de  clorof ormo  y   loo  pl  de     ague

degt.ilac±a     y     clegpu6s     cia     agitar     vigorogamente  se  centrifuge     a

3.000  x  g  c[urante  3  min.        Este  proceclimiento   perTnite  E5eparar     la

fase    acuoga    Superior,     la  faE5e  c)rganica  inferior  y  la  interfase

con  proteinag.        Se  aisla  la  fase  organica  y  la     fase     acucjga    ge

vuelve     a  ext,raer     cc)n   loo  pl  de  clorciformo.      Se  juntan   lag  faE5eg

organicag  y   ge   lavan   con     loo  pl   c]e   agua   saturacla   en     c=lorc]formo.

Luego     de     agitar  eg   cent.ri±ugacla  a  3.000  x  g  clurante  3  min,        se

remueve  y  clescarta   la  fase  acuoE5a.        La   faE5e     organica     libre     c[e

agua     que     cent.iene      log     ±osfolipidoE5     f5e     seca   con   Ng=   gageoE5o   y

resugpende  en   50  pl   de   r.Ioro±ormc).
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3.         SepBraci6n      cro.Btografica      de      log      fog±atidilinogitol

poli±Ogfat.Og.

A     le     goluci6n     de     cloroforTno     que     contiene  log  procluctog

±og±orilaclog  ge  le  agrega  2  pg     cle          Ptcl     Ins-(4)P     y     Ptd     Ing-

(4,5`)PE.,      utilizaclog  coma  marcadoreg,    log  lipiclog  fosforilac]og  ge

geparan   de  acuerclo     a   lo  degcrito   per  Machicao  y  Weilanc]     (1984}.

La    muestra     lipidica    ge    aplica    en  uns  placa  cromatograf ice  de

Silica  gel  cle  alta  resoluc=i6n     que     ha     E5ido     precorricla     en     una

goluci6n     cle     oxalat.a     de     pot.af5io   i./.   metanol   Hec)   (2:3   vol/vol)   y

calentacla   c±urant.e  3C)   min   a   100°C.         La     placa     posteriormente     ge

clegarrolla     durante     60     min     con     una     mezcla     cle     gcilventeE5   que

c.ontiene                 Cloforormo : acetona :metanol : acido                 ac6tico: H=C)

{40:15:i3:i2:a     vol/vcil}.           DegpuE.g     de   egt.a   etapa   lag   placas  Be

secar]   y   se   intr`oclucen   en  una   camara  con   I:a  pare     iclentif icar`     log

marcaclc]rEs.      Luego     ge   Bomete   a   autorrac!iograf ia   con   placag   Koc[ak

X-OTnat.        Lag   areas  corresponciientes   a   lag  manchas  racliactivaB     y

que   ccimigran   con   Ptc]   Ing   (4)P   y   Ptc]   InE5   (4,5)PE   se   extraen   c±e   lag

placag     y     ge     leg     cletermina     la  rac]iact.iviclacl  en  un   cant.aclor  de

centelleo  liquiclo.

F„    HABCACI0H   DE   FOE:F0IHCISITIDOS   Y   SIHTESIS   DE   IHOSITOL   FOSFATOS

EH   00CITOS   IHTACTOS.

1.   Obt.enci6n  y  geparaci6n  de  ooc=itog  en  estado  VI

Se  extrae  el   ovario     cle     una     hembra     adulta     como     ha     sic]cl
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degcrito     previamente.            Log     oocitog    ge     g,eparari     clel     ovario

manualmente,      en  pregenciB  de  la  cubier`ta  c[e  c€lulag     I oliculareB

utilizanclo     pinzag  c]e  relojero  Dumont  #5  y   obE5ervinclolog  bajo  uns

lupa.      Se  geleccionan   log  oocitog  de     estaclo     VI     c[e     i,2     mm     cle

diametro,      ge     mantenien     a     10°C     en     golucibn     Earth     para     ger.

utilizac±og  antes  cle  i  hr  en  log  experimentog  de  micrctinyecci6n     y

sint.esis  cle  Ptcl   Inogitcllf ogf atoE5.

2.   Hicroinyecr,i6n  de  oocitog

Log          oocitog       cle       estado       VI       gin       cles±olicular       son

microinyectacloB  en  el   citoplasma  Tnediante  una  aguja     capilar     con

50  nl   cle   una   soluci6n   de  Tris   Hcl   20   mH   {pH   7,2),    Nacl   70  mH,    que

cclntiene   lc)  pci   de   {=H)   mio-inogitol  per  pl.        Para  egte  objetivo

ge  utiliza  una   bomba  cle  microinyecci6n  Harighige,   USA,    Inc.

3.   Incubaci6n  de  oocit.og

Una  vez  microinyectados     log     oocitos     fueron     incubac{og     en

grupo8  de  8   o   16,      en   pequefia8  placas  de  plagtico  Pet.ri  DiE5h   loos

a   24oC   en   5   ml   cle  goluci6n   Earth   en   presencia   a   auE5encia     de     lag

hormonag.

4.   Ho"ogenizacidn  de  oocitoB  y  geparaci6n  de  ±ageg

La       extracci6n     cle     la   'fage     organica     que     contienen     los

I ogf olipic±os     y       de       la       ±ase       acuoga       que       contienen       log

inogitolf oE5f atos     ge  r`ealiza  de  acuerdo  a  lo  clescrito  per  Lacal  y

col.     (1987)    {Esquema   Ill).

Una  vez  terminada   la  incubaci6n   logs  c>ocitos  se     homogeneizan

en     tubc]E5   Eppenclorf   ccin   440   pl   de   metanol   Hcl   i   N   {10:1   vol/vol},
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en  Beguida  ge  adiciona  GOO     pl     cle     clorof ormo     y     la     8uBpensi6n

regultante    ge    agita     durant.e    i    hr  a  25°C.       Posterior.mente  ge

agrega   160  pl   de  ague  clegionizada,      ge  agita  y     congela     a     -SOoC

durante     15  min.        Luego  de  egta  etapa  ge  descongela  la  muegtra  y

8e  centrifuge  a  3.000  x  g  durant.e  3  min.        Con  e8te  proceclimiento

se    forTnan    3    rages:     una    Superior     acuosa,     una     interfage    de

naturaleza  prot6ica  y  una  I age  in±erior`  organica.

5.     Extraccidn  de  la  fage  organica  y  geparaci6n  cromatografica  de

log  I ogf oinoglLidog

Se    colecta    la  I age  organica,     y    el  regto  cle  la  muestra  se

vuelve  a  ext,raer  con   100  pl  tie    cloroforTno.          Posteriormente     ge

juntan     aTnbas     fases     org5nicaB  y  8e     agrega  220  pl   de  Hcl  0,i  H.

Luego  cle  agitar  vigorosamente  y  centri±ugar  a  3.000  x  g  ciurant.e  3

min  se  a,olecta  la  fase  clorof 6rmica  y  se  evapora  a     gequec]ad     con

Nz=  ga8eo8o.        Finalmente  Be  re8u6pende  en  50   ul   cle   clorof ormo   que

cant.iene  2  pg  de  cac±a   uno  de  log  siguientes  marcadoreg:   Pt.a     Ins,

Pt.cl   In8   {4)P   y   Ptd   Ins   {4,5)Pg   y   8e   guards   a   -20C.C   haste   su   uE5o.

La       I age        organica     preparac]a     previamente     E3e     clivicle     en

allcuotas  cle  26  pl.     Una  alit=uota  se  ut.iliza  para  cuantificar    la

incorporaci6n  de   (3H))mio-inoE5itol,   en  fage   organica   tc]t.al.

Log   lipic}og   contenic±og  en  el   regto   c±e   la   muestra,    ge   E5eparan

cromatograf'icametne     en     placaB    de    Silica     gel     cle     acuerdo     al

proceclimien-to  deecrito   en  D-3.      Una  vez   ic±ent,ificado   log     lipidos

pop     expogici6n  al  vapor  de  Ia,     lag  areas  corresponciienteg  a  log

foE5folipiclc!s     que     comigran     con     Ptd     Ins,      Ptd      InB{4)P     y     Ptd

lnB{4,5)P:=       6e       extraen       de     lag     places     y     8e     cletermina     la

incorporaci6n  de   (=H)mio-inositol   en     un    contaclor     c[e     centelleo
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1iquic]0.

6.     Extracci6n    de    la  ±age  acuoga  y  geparaci6n  cromatograf ica  de

log  inogit.0l  ±ogf aloB

El  resto  cle  la  Tnuestra  que  contiene  la    I age     acuosa     y     lag

protelnaB     ge     cent.rifuga     a   14.000  x  g  durant.e  10  min;     con  est.e

procedimiento  se  obtiene  un  gec±i"ento  adherido  al  I ondo  clel     t.ubo

y     un     gobrenaclante.          Se  colecta  el  gobrenaclante,      ge  evapora  a

gequedad   r.on     N=     gaBeogo     y     ge     I`eguspende     en     ZOO     pl      c[e     un

amortiguaclor     TriB     Hcl     20   mlt   {pH   7.2)   que   cont.iene   Nacl   70   mH   y

log   nucle6t.iclog   AMP,      ADP     y      ATP     en     cancer)traci6n     cle      loo      pM

utilizadog     como  marcadore8.        En  esta8  condiciones  la  mueE5tra  ge

congela   a   -20°C  hagta   gu   uE5o.

El    analisis    de       lag       fases       acuogaB       conteniendo       log

inogitol±og±at.og  ge  realiza  tie  acuerclo  a  lo  clescritc>  par   Irvine  y

col.    (i985)    {Ef5quema   Ill).      Se  utiliza  una  columna   cromatogr5fica

cle     intercambio   ani6nico     PartiBil   SAX-10  tie  0,46   cm  x   25   cm   y   un

cromat6graf c>   liquido   c±e  alta   presi6n.

La  columna  se  calibra  previamente       usando     come     Tnarcadores

Amp,      ADP,    ATP,    (3H)mio-inositol   1-±osfato,    (3H)mio-inoBitol   1,4-

bigfos±at.o   y   (=H)Tnio-inoE3itol     i,4,5-trigfog±ato.

Lag  Eases  acuoE5as   preparadas   previaTriente  ge   c]escongelan   y   se

inyectan  en  la  coluTnna   y  se  eluyen  con  un  flujo  cle     i,25     ml/min,

cia     ac=uerdo     al     siguiente  programa:   la  columna  ge   lava   durante  6

min  con   agua  deE5ionizacla.         Pc)St.eriormente,      clurante  un   intervalo

cle  24  min  ge  pasa  a  travEg  cle  la  columna  un  gradient\e   lineal,      EI

cual   comienza  con  agua  hast.a   llEgar`  a     un     loo./.     c]e     f orTniato     de

aTnonio     i   M   ajuE3tado   a   pH   3,7   con   5cidc.   ortofosf6ric`o.         E:i   flujo
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clel  amortiguaclor  formiato/I ogf ato  ge  mantiene  durante  5  min     pare

pogteriormente    reducirlo     linealmente    hasta  agua  pura  en  2  Thin.

Finalmente,     a  objeto  cle    preparar     la     columns     pare     una     nueva

inyecci6n,   ge  lava  durante  io  min  con   ague  degionizacla.

F,i     eluiclo     E;e  colect.a  en  fracciones  de  tiempo  de  0,25  min  y

se  gigue   la  eluci6n  de   log  marcadoreg     AMP,      ADP     y     ATP     par     gu

cletecci6n  egpectrof otomet.rica  a  260  nm.

A     lag  ±raccioneg  agi   obtenidas  ge  leg  micle  la  racliactiviclac]

en  un  contador  cle  centelleci   liquido.

F.    DETECCI0H   DE   HADURACI0H   DE   00CITOS

Como  m6todo  de  analisig   para   ver   madurac=i6n     c!e     oocitos     se

usa     la     aparici6n     cle     una  Tnancha   blanca  en  el   polo  animal   de  la

cElula.        Horgan  y  col.      (1986)   c]emogtr`aron   que   la     aparici6n     de

est.a     mancha     E5e     correlacic}na     c=on     la     ruptura     cle     la   membrana

nuclear  y  se  obs.erva   bajo  el   microscopio   clespu6s  cle  4   a  6  hrs     cie

tratar     el  oocito  con  insulina  a   progeE5terona.        La  diBoluci6n   cle

la  membrana  nuclear  se  comprueba  fijando   lag  cElulag  con     TCA     al

5./.   y   despueg  cle  romper`las  se   obgerva   bajo   microscopio.

G.    CUAHTIFICAC:Ion   I)E   LOS   PRODUCTOS   RADIACTIVOS

La     radiactivic±ad  de  lag  fracc=iones  organicas  y  lag  muestras

extraidas  cle  lag  placag    croTnat.ograficas    se     cuantif ican     en     un

contador     cle  centelleo   liquic]o  Delta  300,      con  3  Tnl  cle  una  mezcla
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tie  centelleo   que  contiene  0,08  gr  cle  POPOP  y  3,92  gr  de     PP0     par

litre  tie  tolueno.

A  lag  fraccioneg  acuogag  del  eluido  tie  la  columna  de  HPLC  ge

le     adicionan     0,5    ml     tie     agua     clegionizacla     y  ge  cuantifica  la

radiactiviclacl  en  presencia  cle  10     ml     tie     liquido     cle     centelleo,

Triton  X-loo   (2:1   vol/vol).

H.    IUT0BBADI0GBAFIAE5

I.aE5     placag     croTnatograf icas     que   contienEn   loE5  fogf olipiclog

marcaclog  con   =i=Pi   ge  exponen   a   autor`radioagraf ia   durant.e   12  hrs  a

-S0oC,    utilizanclo   pelicula8   X-OHAT-XAR-5.

Cuanclo          ge          utiliza          tritio          Pare            Tnarc:ar            lc>B

I ogf aticlilinogitoles,     lag    placas  cromatogrificas  ge  gumergen  en

50  ml   cle  un  reactivo  fluorograflco,    'Amplify`   de  Amergham  durante

30     min     a    25°C.            Pogteriormente     egtas     placag     ge     gecan     a

temperat.ura   ambiente  y  se  exponen  durant.e  20  cliag  a   -80oC.

Lag       autorracliografias       se       revelan       cle     acuerdo     a     log

procedimientog  I otograf icos  usuales.

I.    DETERr[IHAcloH   DE   pRc}TEIHAs

La   det.erminaci6n   cle     proteinas     Be     realiz6     per     el     mEtc>clo

descrito   par   Brac]ford   {1976).
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J.   TRATAHIEHT0   ESTADISTIC0  DE  Log   RESULTADOS

Log     clatog  obtenidog  cle  exper`imentog  en  velociclacl  inicial   ge

graficaron  uganclo  la  tranE5f ormaci6n  lineal  cle  Lineweaver     y     Burk

{1934).     Lag     congtanteg    cinEticas  se  calcularon  a  partir  cle  lag

graf icag  gecunclariag  tie  penclientes  e  intergeccioneg  obtenidas     de

lag    graf ices     ant.eriores.     Lag  curves  Be  ajustaron  a  log  valores

experimentales  par  meclio  clel   metoclo  cle  regregi6n  lineal.

Pare  c[eterminar  la  signif icancia  cle  log     reE5ult.aclos     en     log

eE5tudios     c±e      clegfoE5forilaci6n     de      (a:=P}   Ptcl   Ing{4)P,      ge   ug6   la

prueba  eE;tacligtica  no   param6trica  de  Wilcoxon,      pare     2     muegtras

independientes   (Hollander.  y  Wolfe).
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RF.SULTADOS

A.      ESTIJDI0S     DE     LAS     0UIHASAS     RESPOHSABLES     DE     LA   §IHTE§IS  I)I

FosF^TIDILIHoSIT0LES  poLIF0SFATos     DE     HEnBBAHAs     DE     ooclTos     DE

Xenooug  laevig.

Lcig     egtucliog     realizadog  en  la  primera  parte  cle  egta  Tegig,

tienen  par  objeto  iclenti±icar  lag    quinasas    responsableg    de    la

f5intesig     de  Ptcl   Ins   {4)P  y  PtcI   Ins   (4,5)P=  en   membranas  aigladas

cle   oocitc]g   cie   XenoDus   laevig.      Def inir   lag  conc]iciones   apropiadas

para   engayar`  guE;  actividades  y  podEr  evaluar  ±a  ±£±±=g    la     acci6n

de     hormonas     y  algunog  agentes  que  alteran  el   metabolismo  de  log

±og±olipidoB   cie   inogitol.      Pc}r   bltimo,      examinar   pogibleg  cambios

en     la     activiclad     Ptci         Ing  quinasa  y  Ptd  Ing  4  I oaf ate-quir]aga

deE5pu€s     cle     la     mac[uracion     mei6tica     del     oocito     inducicla     par

progegterona.

1.     IdenLificaci_6n    de    lag    actividadeg  Ptd  Incigitol  quinagag  en

nembranag  de  oocit.og.

Cc)n   el   objeto   de.identi±icar   lag   quinagaE5   ref5poinBableg  de   la

E5.integig   c]e   Ptc]   Ins   (4)P   y   Pt.cl   Ins      (4,5)Pa,      se     ex+rajeron     log

±os±c)lipidos     ±os±oriladc)s  de   lag  Tnembranas  clegpuEs  c[e   incubarlag

c.on    (
ft

_ 3i=P ) ATP .

La  autorradiograf ia  mostracla     en     Figura     i     indica     que     la

incubaci6n     c[e     lag     membranas     de   oocitos  con .3i±P)ATP   produce
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mByoritariamente  Ptd   Ing(4}P  y  una  pequefia   cant.idac]     cle     Ptcl     Ing

(4,5)Pg=.        En   general,   mag  del   90./.  cle   la  radiactividacl  recuperacla

c!ef5pu6g  cle  la     extracci6n     y     f5eparaci6n     croTnatogra±ica     de     log

±osfolipiclog     corresponc]e     a     Ptd     Ing     (4)P     y     g6lo     un     3  a  5./.

r,orregponcle  a  Pt.d     Ing     {4,5)PE.          La     adici6n     de     un     extracto

a.it.oplBE5"itico  al  medic  de  incuhaci6n   no  modific6  gugtancialmente

egtog   regultadoE5.

Al  calentar  lag  Tnembranas  a  al   incubarlas  con  EDTA  se   inhibe

la     incorporaci6n   de   (a:=P)   en   Pt.d   In`g   {4)P,      pero   la   preE5encia  cle

r]n=+  puecle  reeTnplazar   al  nga+  en  eE5ta  reacci6n.

2.   Caraclerizacidn  de  la  P.t.cl  InB  quinaga  en  membranag  cle  oocitog.

Engayo  y  facLoreg  que  conLrolan  gu  acLiviclad[.

Sienclo  el     Ptd     Ine     (4)P     el     producto     Tnayoritario     en     la

reacci6n     cle     ±og±orilac=i6n   en   TneTnbranas   cle   oocito   y  cle   acuerdo   a

lo  gefialado  en  la  lnt.roclucci6n  acerca  de  la  relaci6n  entre  la  Pt.cl

lns     quinasa     y     algunog       agentes       mitogenicog,        nos       pareci6

interesante     pocler     clef inir     lag     ccincliciones     aciecuadas     para  el

ensayc)  cle  egta  quinasa,     a  fin  de  evaluar     algunos    factores     que

pucl`ieran  regular  gu  actividad.

2.i.     Depenclencia  de  la  concentraci6n  cle  pro+einag  cle  "embranas

La     Figura     2     muegtra     la     depenc!encia     c±e     la     reacci6n  tie

I ogf orilaci6n   c±el   Ptcl   Ing  end6geno   c±e   lag   Tnembranas  c>on     regpectc)

a   la   concentraci6n  de  proteinag  cle  membranaE5.      La  ±ormaci6n  de
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254

FIGURA     i.       Autoradiogra±ia    de    log    product.og    ±og±orilaclog    y

Bnalizados  par  cromatografia  en  placa  fine.   Carril  i:)  experimento

control,   se     incubaron     aproximaclamente     75     pg     cle     proteinag   c±e

membranag   con   (
M _=BP)ATP   c±urante   3   min   a   30C'C      de      acuer`do      a      lo

c]escrito   en   Materialeg   y   Metc)dog.      Carril   2:   lag   meTnbranag   uE5aciag

fueron   previamente  calent.adas   a   80C'C   durant.e   5  Tnin.      Carril   3:   E5e

agreg6     EDTA   para   alcanzar  uns   concentraci6n   cie   20   mM   en   el   meclio

cle   incubaci6n.      Carril   4:   ge   utiliz6   Mnclg   10  mH   en   vez  de     Mgclg=

en     el     meciic)     de     incubaci6n.      La     reacc:i6n   fue  terminac[a   per   la

aclici6n   de  cloro±ormo:metanol:Hcl   y     log     fogfc)lipicios     extraic±os

±ueron     separadog  par  cromat.ografia  en  place  fina.        La   placa  rue

expueE5ta  para  autoracliograf ia  y  ge     identificaron     log     productog

radiactivos     cle     acuerdo   a   la   Tnigraci6n   cle   Ptc{   Ins   (4)P   y   Pt.cl   Ing

{4, 5)P:a   utilizaciog   come   marcadoreg.
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loo        200        300       400

Proteina    (   Hg   )

FIEURA    2.     Efeclo    de    la    concentracidn  de  proLeina  de  membrana

gobrelagintegig    de     (==P)Pt.d     Ins     {4}P.     El     ensayci     papa     la

sint.eE5is  de   (3i=P)Ptd   Ing   (4)P  se  realiz6   de  acuerdo   a   lo   clescrito

en     Mat,erialeg     y     Hetoc]os,      Salvo     que     ge  utilizaran  cliferentes

cant.icladeg   cle     prctteinas     cle     meTnbrana.           Una     vez     det.enicla     la

reBcci6n     ge     ext.rajeron     log     fogfc)lipidos     y     E5e     gepararon   par

cromat.ograf ia  en  place  ±ina.          Lag     places     fueron     sometic±as     a

autorracliograf ia     y     la  racliactividad  corregpondiente  a  la  mancha

que  comigr`aba   con  el   Pt.c]   Ins   (4)P  ge  cuant.ific6   en   un  contador   de

c:ent.elleo   liquido.
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Tiempo    (   min)

Flt5URA  3.     Efecto  del  tiempo  de  incubaci6n  gobre  la    Bintegig    tie

{=EP)Pt.d  |ng   (4}P:I  El  engayc)   para  la  gintegis  y  cuantificaci6n  de

(3i=.P)Ptc±     |ng      (4).P     se     realiz6     cle     acuerdci     a     lo     descrito   en

Materialeg  y   MEtodos,      Salvo   que   lag  membranas  fueran   incubac±as   a

difer`enteg  tie"pos.
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(2EP)Ptd     |ng     (4)P     eg     lineal     hagta     log     loo     pgC[eproteina,

alcanzanc[o   un   miximo   alredec]or  de  log   SOD  pg.      De   acuerc[o   a   egtog

regultac{os  log  engayog  giguienteg  ge  realizaron  con  50  -     loo    pg

de  proteina.

2.2.   I)ependencia  del  +iempo  de  incubaci6n

En     la     F`igura  3  ge  Tnuegtra  la  depenclencia  de  la  reacci6n   de

fogforilaci6n   con  reE5pecto  al  tiempo  de  incubaci6n.        La  reacci6n

eg     inic.ialmente  muy   r5pida   Eilcanzanclo   un   maxima   alr`edeclor   cle   log

5   minutos.         Degpu6s   cle   log   6   min   cle   incubaci6n,      ge   ctbserva     una

p6rclida     en   el    (3!=P)Ptcl   Ing   (4)P   ±ormaclo.      En   el   engayo   estanclar

pare  la  quinasa,   la  incubaci6n  ge  realiz6  durante  3  min.

2.3.   Fog±atidilinogilol  ex6geno  coma  gugtrato  papa  la  quinaga

Log  ensayos   previoE3   ge   realizaron   con   el   Ptc]   InB   Encl6geno   cle

la   preparaci6n   de     membranes.           Pare     ex`aTninar     gi     el     Ptc]     InB

agregaclo     ex6genamente     poclia  ser  utilizacio  coma  sustrato   para   la

quinasa,      ge   estucli6   la   sintegis     de     Ptcl     Ing      (4)P     clespu6E;     cle

aciicionar   Ptd   InE5.

F.n     la   Fig.      4   se   obgerva  un   increment.o   cle   aproximadamente   2

veces   en   la   ±orTnaci6n   tie   (3:=P)   Ptci      Inf5      `(4)P      cuandc)      Be     agrega

gust.rat,a   ex6geno   al   Tneclio   cle   inc=ubaci6n.      Se   alcanza   .un   maximo   c}e

activiclacl   a   una   concent.raci6n   cle   50   pH   cle   Ptd   Ing.
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Ptd   lns   cigregodo   (mM)

FIGURA     4.     Efecto     de  Ptd  .Ing  ex6geno  en  la  gintegig  de   {=EP)Pt.d

Ing   {4)P.     La  reacci6n     cle     fof5±orilaci6n     y     cuantificaci6n     cl.el

proc±ucto     ge     realiz6     c±e     acuerc±o     a   lo  degcrito  en  Hateriales.  y

MEtoc[og,      salvo   que   al   Tnec!io   de   incubaci6n   se     agreg6     c]iferenteg

cantidadeg     de     Pt.d     Ing     ex6gench         La   sugpensi6n   tie   Ptc£   Ing   fue

sonicac]a   anteg  cle  afiadirla   a   la  Tnezcla   cle  reacci6n.
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2.4.   Efect.a  de  cat.ioneg  en  la  for.aci6n  de   t-ep}  Ptd  Ing  (4}P

Se     egt.ucli6     el   e±ect.a  cle  cationeE5  gobre  la  fogforilaci6n   cle

Ptd  lns     encl6geno.          La     act.ividacl     relativa     cle     la     enzima     en

pregenr,ia   de  MgE+   a   MnE+  ge  muegtra  en   la  Figure   5.      Aunque  ambog

cationeg       cl.ivalentef5       permiten     actividac±,        ge     obtiene     mayor

proclucci6n  de   (=EP)   Ptcl   Ing   (4)P   en   pregencia   de   MgE+.

La  Tabla   I   muegtra  que     hay     una     digminuci6n     clel     proclucto

I ormaclo  en   preE5encia  c]e  altag  concentraciones   tie  CaE+  y  un  efecto

contrario    ge     obgerva    en     pregencia     cle    un  agente  quelante  del

cati6n.         Bajo   lag   migTnag     cc)nclicioneg     de     ensayo     Li+     no     tuvo

Efecto,

?..5.     Requerimient.a    de    nucle6tidog    y    efecto  de  ETP-    -S  en  la

formacidn  de   {=gp)   P+d  Ing(4}P

Come   muegtra   la   Tabla   I   ( A -3i=P)   r]TP   no   puecle   gust.ituir`   al

ATE   coma   daclor   cie   ±os±c>rilo,       pero   ge   coTnporta   coma   un      inhibiclor

competit.ivo   con  respecto   a   ATP   (Fig.   6).   La   Kin   aparente   calculado

pare     ATP  fue  50  pH  y   la  Ki   aparente   pare  6TP   I ue  aproximaclamente

200   pn.

IJn   analclgo   no   hic±rolizable   cle   BTP, el  GTP-t  -S

efect,a   en   la   formaci6n   de   (=!=P)Ptcl   Ing   {4)P   (Tabla   I).

no     mostr6
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F16URA  5.     E±ec:Lo  cle     cat.ioneg     divalenLeg     en     la     I ormaci6n     de

(3=P)Pt.d     Ing   (4}P.   La  reacci6n  de  fosforilaci6n  y  cuantificac=i6n

del.   proclucto  ge  realiz6   de  acuerclo  a   lo   c]egcrito  en   Mat.erialeg     y

M6t.odes,   excepto   que   la   incubaci6n  de   lag   membr`anas   se   realiz6   en

present:ia  de  cliferenteg  concent,raciones   cia  MgcIE   (a)   a   MncIE   (.).
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Fit;URA     6.     Bra±ica    de    LineTeaver-Burk    de  la  depenclencia  cle  la

vc.lor.idad  de  ginlegig  de   (=EP}Ptcl  Ing(4}P  c=on  la  concentr-aci6n  dp

{t -=iE±P)ATP.      Lcig  ensayos  ge   realizaron  r,on   50   ug   de   proteina     cle

membrana   c]e   acuerdo   a   lo   clegcrit.a   en   MaterialeE5   y   MEtctcloB,    usanclc]

dif erenteg    concentracioneg  de (A -3i=P)ATP   en   augencia   de   GTP    (o)

a   en   presencia   cle   50   pM   C5TP    {o)    a   200   pM   GTP   (x).       5e   calcul6   lcls

pTnoles   cie   (={=P)Ptd   Ing(4)P   prociuciclo   en   log   3   min   cle   incubaci6n   y

log   r`eE5ultaclc]s   6e   expresaron   en   un   grificc)   cle   clobleE5   r`eciprocos.
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TABLA   I

Efect.a  de  cationeg  y  nucle6tic[og  gobre  la  actividad

Ptd  Ing  quinaga  de  leDbrana  de  oocit.a  de

Xenooug  laevig
_---------------------------------------------------------

Moclificaci6n                                                 (3G2P)Ptc]   Ing    (4)    formadc)

•/.  tie  la  actividac±  control*

-------------------------------------------------- ~ ---------

Control

( Ir  -==.p , 6TP

+   GTP   50   pH

+   GTP   -S   10   pM

+   CacIE   loo   pH

+    EBTA    0,3   mH

+   Lic|   2   mM

loo

<5

58

95.

74

135

loo

*El   (3i=.P)Ptcl   Ins   (4)P   formado     ge     cleterTnin6      de     acuerdo     a     lag

condicioneg     degcritas     en  Haterialeg  y  MEtoclos,      en  pregencia  tie

log  compuestog  sefialac]os,      excepto  doncle

-=i=P ) ATP.

-3i=P}GTP   reemplaz6   al

E:i     experimento     se     realiz6   con  c]uplicadps  y   log  resultac±clE;

representan  el   porcentaje  promeclio  del   prociucto  formado     reE5pecto

clel   control.      Bajo   lag   conclicic)nes   de   ensayc)   la   diE5perE5i6n   de   log

c]uplicadog  ±ue  inferior  al   io./..
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2.6.   Erect.a  de  fogfolipidog  en  la  for.aci6n  de  {aep)Pta  lng  (4}P

Se    egtucii6     el     efecto     cle    variog    fogfolipidog    gobre     la

reacci6n     de     fogforilaci6n.           Pt,c]     Ser,      Ptc[     Ing      (4)P     y     Ptcl

Ing(4,5)Pe     egtimulan     la     reacci6n;     gin  emba.rgo,      Ptc]  Col   no   la

afecta  en  un  range  gimilar`  cle  concentraci6n.      La  Figure  7  muegtra

el  efecto  de  Ptd  Ser  y  Ptd  Ins   (4,5)PE.        Lag  concentracioneg     tie

Ptcl  Ins   (4,5)P  requericlag  para   la  egtimulaci6n   fueron  menoreg  que

pBra     Pt.c]     Ser,      alcanzanc]o     un     maxima     a     300     pM     y     clecayenclo

rapidamente  a  mayores  concentrac,ioneg.

2.7.   Efect.a  de  poliaminBg  en  la  gint.egig  de   {3EP}Ptc|  |ng   (4}P

La  pregencia  cle  pcllilisina  a  concentraciones  crlticag    puede

afectar     clragticamente     la     incorporaci6n     cle     (=EP)     en     el     Ptcl

Ing(4,5)P  en  la  reacci6n  catalizacla  per  la  Ptd   Ins  quinaga.

La  Figura  8  "uestra  el  efecto     c±e     algunos     policationes     en

eat.a  reacci6n.        En  SA   y  88  puede  verse   que  tanto   poliligina  co.mcl

polic}rnitina     pueclen     estimular    casi     3    veces     la     reacci6n       a

concentracioneE3        cia        50-60     pM;        concentracic)nes     mayoreB     son

inhibitoriaE5.           Sir]     embargo,        poliarginina     presenta     s6lc)     un

mocleracic>  efecto  inhibitorio  a  giTnilares  concentracioneg.

Se     realiz6     un   analiE5ig  cin±tico   clEl   efect.a   cle   poliliE5ina   y

poliornitina  gobre  la  velocidacl     c]e     fosf orilaci6n     a     di±er`entes

r.cincent.raciones   cle   ATP.      La   F`igura   9   muegtra   un   gra±ico   cle   c±obles

reciproccis     de     log     resultaclog     obtenidc}E5.            Se     obE5erva   que   la

presencia  cle  log  polipepticlos  basicos  no  a±ecta     la     Kin     aparente

para   ATP,    el   cual   eg   aproxiTnaclamente   50  pM.      La   eE5timulaci6n
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0,5                                         10

Concentroci6n   fosfolipido  (mM)

FlriuRA  7.       E±er.I.a  de  ±ogfolipidog  en  la  ginLegis  de  Ptd  Ing{4}P.

Lag     reacc.iones     ge  realizaron  en  pregencia  cie  50  pg  de  proteinag

de   Tnembrana   come   se   c]eE5cribe   en   Materiales   y   rfEtoc]os,    exceptc)   por`

la   ac{ici6n   c}e   c±iferent.es   concentr`acioneg   de   Ptcl   Ser   {o)   a   Pt.cl   Ing

{4,5)Pa      (a)      en     la     mezcla     de     reacci6n.           La     guspengi6n     cle

±osfo.lipicios  fue  sonicacla  antes  de  su   adici6n.
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0         20        40        60        80       loo

Concentraci6n     polipe'ptido    (~M)

FIEURA  8.     E±ecto  cle  poliaminag  gobre  la  gint.egig  de   {=EP)Ptcl  Ins

{4}P.     Lag     reacciones     para     la     gintegis     y     cuantificaci6n     cie

(gap)Ptd     Ins     {4)P  fueron  realizadas  de  acuercio  a  lo  descrito  en

Material   y   MEt.odos   excepto   que  ge   incluy6   Ptd   Ing   ex6genc>   0,6     mM

en     la     mezcla     cia     reac=ci6n.           En     A     se     eTnplearon     diferenteg

conceritracioneE5   de   poliliE5ina.         En   a,      E5e   ugaron   dos     polimerog:

poliornitina   (.)   y  poliarginina   (a).        PC)liliBina,   poliornitina  y

poliarginina     fueron     obt.enidos       cle       SigTna       y       tenian       pesos

"oleculares,      cleterTninados   pc)r   vigcosidad,    cie   24   kDa,    24   kDa   y   40

kDa,    respecti'vament.a.
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FJGURA  9.       Erafica  de  LineTeaver-Burk  de  la    dependencia    de    la

velocidad    de    gintegis  de   (aEP}Pt.d  Ing   (4)P  con  la  concenEraci6n

de  ` ft -==P)ATP.    en    augencia     a    presencia    de    poliaminag.     Lag

reac=cic]nes   pare.'  la   gintesis  y  cuant.ificaci6n   de   (3i=P)Ptc]   Ing   (4)P

se     realizaron     de     acuer`do  a  lo  descritc]  en  Materiales  y  Met.oclos

aclir.ionanc]o   Pt.cl,     Ing     0,6     mM     ex6geno     y     utilizando     diferentes

concent.raciones     de     ATP.         Se   calcul6   log   pmoles   de   (a:=P)Pt.cl   InE;

(4)P   producidos   en   lcig   3   Thin   cle   incubaci6n   en   ausencia   (a)      c]     en

presenc=ia   de   polilisina   45  uM   (.)   o   poliornitina   45  uM   (A).
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obgervBcla   eg   clebic]o   a   un   incremento   c]e   Bproximadament,e  4  vecee  en

la     velocidad     maxiTna     de     la  reacci6n.        Un  regultaclo  eiTnilar  ge

obtuvo  con  di±erentes  concentracioneg  del  otro  gugtrato    Ptd     Ing

(c]at.og   no   mogtr`adog).

2-8.   Efect.a  de  neomicina  en  la  gintegig  de   {3EP}Ptd  Ing   {4}P

I

Neomicina,      un     aminoglic6sic±o,      el     cual     ge  gabe  a±ecta  el

metaboligmo  de  log  ±ogfatidilinogitoleg,   tiene  un  efecto  bifagico

gobre   la     actividad     de     Ptcl     Ing     quinaE5a      (F`ig.10).      A     bajag

concentraciones       puecle       egtimular       un       50./.       mientrag     que     a

cT,oncentracioneg   gobre   0. 5  TnM   eg   inbibitorio.      Lag   concentracioneE5

Tn5s  altas  de  egte  antibi6tico  reducen   log  niveleg  cle  Ptd  Ins   (4)P

formado  a  valores  inferiores  que  el  control.

2.9.     E±ect.a  2,3.-big±ogfoglicerato  gobre  la  gintegig  de    Pta    Ing

(4)P

2,3-big±oE5foglicerato   ha   side  degcritc>   previamente,   come   un

±uerte        inhibic]or     c]e     lag     enzimaE5      "5-±og±omonoesterasaE5"      que

hiclroliza   InB   {1,4,5)P3   a   Ins   (i,4)PE   (Dc)wneB   y   col.,19S2).         En

esta     tegis  tambi6n  se  estucli6  el  ef.ecto  de  2,3-biE5fogfoglicerato

E5obre   la   gint.egig   de   Ptd   Ins   (4)P   ob.gervanc[ose   que   eg   taTnbien     un

potente     inhibidor  c[e  la  reacci6n  cle  fogfc)rilaci6n  cle  Ptcl  Ins,      a

concentracioneg  milimolareg.        Comc)  ge   observa  en   la   -Figure     11,

2,3-big±osfoglicerato       a       una     cc)ncentraci6n     cia     2     mM     inhibe

aproxiTnadaTnente   un   50./.   Ia   fc)rTnaci6n   de   Pt.d   Ins   (4)P.
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Neomicinc)   (  mM  )

FIGURA     10.          Efecto  de  neomicina  en  la  glnt.egig  de   {aEP)Ptd  |ng

{4}P.           Log     ensayos     pare     la     act.iviclad     Ptcl     Ing     quinaga     ge

realizaron     cle     acuerdo     a     lo     cleBcrito  en  Materialeg  y  net.oclos,

except.a   que  se  agregar`on  cligtintag  concentraciones  de  neomicina  a

la   mezcla  cle  reacci6n.
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Flt5URA    11.     Efecto  de  2,3-higfogfoglicerato  sabre  la  Bintegig  de

{=iE±P}P+d   Ing   {4)P.      Log   engayos   pare   la   activic]ad   Ptd   Ing   quinaga

se  realizaron   cle  acuerclc)  a  lo   clescrito     en     Material     y     M6toclog,

excepto     que     ge     aclicionaron     di±erentes  concentraciones  cle  2,3-

bigfoE5±oglicerat.a   a   la   Tnezcla   cle  reacci6n.
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2.10.     Efec+a  de  hor-onag  en  la  for.aci6n  de  Ptcl  InB   {4}P    y    Ptd

Ing   (4,5)Pt.

La     autorracliografia     cle  la  Figura  12  muegtra  que  la  adici6n

de  progegterona,     ingulina  a.  acetilcolina  al  meciio  cle     incubaci6n

no     tiene     efecto     gobre     la     formaci6n     c]e     (aEP)Ptc]     |ng     (4)P.

Aparentemente,      egtas  hormonag  tampoco     tienen     efecto     Bobre     la

gintegig     de      (a:=P)Pt.d     Ing   (4,5)Pg.         LaE5   cliferencias   obgervaclaE5

para   la  ginteE5is  cle   (=E:P)Ptcl   Ing     (4)P     egtan     dentro     del     error

experimental   eE5per.ado   pare   el   enE5ayo.

3.   Degradaci6n  lie   {aEP)Ptd  Ing   {4}P  pre±or"ado

Con  el   objeto  de  averiguar  la  cauga  c±el  efecto  cle  polilisina

y     2,3  -bisfogfoglicerato  en   la  reacci6n  cle  fc)rmaci6n  cle   (=gp)Ptcl

Ins(4)P   gel  egtuc±i6   la   p6rc{ida   cle   (a:=P)Ptd   Ins   (4)P     en     presencia

de  egt.os  agenteg.

Se     egtucli6     la   p6rdida   de   {=!=P)Ptd   Ing   (4)P   c]etectada   en   la

Fig.      3,      degpuEg     de     ciiluir     el     ATP     radiactivo.             En     egtos

experiTnentos     a     la     mezcla     de     reacci6n     preincubac±a     clurante  3

minutog   se  agreg6   un     exceso     de     ATP     fric}     para     impec{ir     nueva

incorporaci6n     c[e     {3!=P)     y  se  gigui6   en  el   tie"po   la  caicla  de   la

rac±iactividad   presente  en  Ptc±   Ing   (4)P.
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1234

-Ptd  lns  (4)P
_  Ptd  lns   (4,5)P2

-Origen

FIGUBA     12.          Cromatografia    en    placa    fina    de    lcig  llpiclog  cle

membrana  fog±oriladog.   Efec€o  de  hormonag.      Aproximadament.e  75  pg .

cle   prot.eina  de  membrana  I ueron   incubadas  con I.4^ -=E.P)ATP      per      3

Thin   a   30C.C   en   augencia   (i)   a   en   pregencia   de   10   prl   de   cacla   uno   cle

log     giguientes     agent.es:     acetilcolina     (2),        insulina     (3),      c>

progegter`ona   (4).        La   reacc=i6n  fue  .terminada   y     log     lipiclos     ge

analizaron     par    cromatograf ia     en  placa  I ina  come  ge  clegcribe  en

Hat.erialeg  y  n±toclog.        DeE5puEs  de  la  autorradioagrafia  lag  areas

col`reE5pondienteg     al      {=BP)Pt.d     Ins      (4)P     fueron  extraidag   cle   la

placa  y  se  cuantif ic6  la  radiact.iviclad.

El   experimentci   ge  realiz6   cc}n  duplicaclcis   y   ge  conE5igna   entre

parentegis     el     porcentaje     promedio     ciel     proclucto     Pt.cl     Ins(4)P

±ormado      regpec=to   clel   control.         i    (100./.),       2   (SS%),       3   (99./.),       4

( 9 5 ./. ) .



58

3-i.   Efecto  de  2,3-bigfofoglicerato

De     acuerdo     a     lo     obgervadc)     en     la  Figura   13,      no  exigte

c[iferenciaE3  gignif icativag     en     la     cinEtica     cle     la     p6rclicla     cle

racliactiv.ic±acl     debiclo     a     la     pregencia  cle  2,3-bigfogfoglicerato.

Por  lo  tanto,     el  efecto  inhibitorio  de  2,3-bigfogfc]glicerEito    en

la     reacci6n     de     fogforilaci6n    no     eg  debido  a  un  aumento  en  la

velocidad  de   la   p6rdida  tie  radiactiviclad  de   (3i=P)Pt.cl   Ing   (4)P.

3.2.   EfecLo  de  I)oliligina

La  Figura  i4  muegtra  la  p6rdic[a  de  radiactividad  en     preBencia     y

auE5encia   cie   polilisina.        La   p6rdida   cle  radiact.ividacl  en   (Sap)Ptcl

lnE5   (4)P   no      ge     acompafia     cle     un     auTnent,o     E5ignificativc)     en      la

aparici6n   de   Ptcl   Ing   (4,5)PE.        A  pegar   que  ge   observa   un   aumento

en   la   perdicla   cle   racliactiviclaci   en   (=!=P)Ptcl   Ins(4)P,   en     pregencia

de    polilisina,el  analigis  eat.adigtico  inclica  que  lag  diferenciag

no  son    gignificativas.          De     esta     manera,      el     aumento     en     la

±ormaci6n   de   Ptcl   Ing   (4)P,      obgervado   en  Figure   SA,    no   fie  explica

par     una     digminuci6n     en     la     velocidad       de       p6rclicla       de       la

radiactividad   del   (3EP)Ptcl   Ins.   (4)P.

3.3    Efet=|o  cle  Progeglerona

Se     eE5tucli6     tambien     el     efecto     cle     progesterona     gobre  la

pEr`dic]a   de   (=!=P)Ptd   Ing(4)P.      La   Figura   15   muegtra   que   la   adici6n

de  progest.erona     no     afecta     la     reacci6n     hiclr`c)litica     c]et.ectada

clespues     cie   log   5  miri   cle   incuhaci6n   y   que  da   cuenta   de   la   p6rc]icfa

de   (Si=P)Ptd   lns(4)P.      Tampoco   ge   observ6   un  aumento   gigni±icativo
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FIEURA  13.       E±ecto  de  2, 3-big±og±ogliceraLo  en  la  degradaci6n  de

{aap}Ptd     |nB     (4)P.      Pare   obtener   formaci6n   de   (=EP)Ptc]   Ing   (4)P

lag  membranas  fueron   preincubadas  clurante  3  min  en  preBencia  cle   (

A-=ap)ATP  cle   acuerdo     a     lo     degcrito     en     Mat.eriales     y     M6todoB.
Seguic]aTnente,      a     tiempo     cero     en     el   gra±ico,      con   el   objeto  cia

bloquear   nueva   fcirmaci6n   de   (=!=P)Pt.c!   Ing   (4)P   ge     agreg6      ATP     no

rac]iactivo.           A     un     conjuntc)     de     tubas     juntc)     con     el     ATP   no

racliactivo  ge   aclicic)n6   2,3-biE5fosfoglicerato   (.);     egte  dltimct  no

gel   agreg6   en   log   tribog   control   (a).   La   concent.raci6n   final   de  ATP

y     2,3     bis±oE5±oglicerat.a     alcanz.acla     en        la     mezcla   cia   reaccic>n

±ue   c{e        10     mM     y'   5     mM,      respectivamente.      Se     detuvieron     lag

reacciones    a  log  tiempos  inclicados  en  el  graf ice  y  ge  cuantif ic6

el    {=E.P)Ptd   InE5   (4)P     reTnanente     de     acuerdo     a     lc>     clescrito     en

Materialeg  y   Metodos.
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FJriuBA  14.   E±ect.a  de  poliligina  en  la  degradaci6n  de   {aEP)P+d  |ng

{4)P.      Para      obt.ener     fcirmaci6n   cle   (3E:P)Ptc[   Ing   (4)P   lag   membrang

I ueron   preincubadaE5  clurante  3  min  en   presencia  cle in -=i±P ) ATP.

Seguic{amente,      a     tiempo     cero     en     el   gra±ico,      cc)n  el   objeto   tie

bloquear   nueva   formaci6n   de   (=EP)Pt.d   Ing   (4)P   ge     agreg6     ATP     no

radiactivo.           A     un     conjunto     de     tubes     junta     con     el     ATP   ncl

radiactivo  ge  ac±icion6   pclliligina   (a),   egte  dltimo  no  ge  agreg6   a

loE5     tubof5     cent.rol      (®).           La     concentraci6n     final     cle     ATP     y

poliligina     alcanzacla     en   la   mezcla   cle   reacci6n   ±ue   cle   10  mM   y   2C)

pM  regpectivamente.

Se   c±etuvieron   laE5   reaccioneE5   a   log  tiempos   indicaclos     en     el

graficct     y     ge     cuanti±ic6     el      (=E.P)Ptcl     Ing   (4)P   remanente.      De

acuercio    al     analisis    egtaclistico,        clegcrito     en    Materiales    y

M6todos,   lag  clif erencias  nc]  gc]n  gignif icat.ivas.
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Figure     15.     Degradaci6n    de     {3ep}Pt.d     Ing       {4}P.        Efecto       de

progegterona.     Se  incubaron  membranag  en  pregencia  de EE
-=EP ) ATP

de     acuerc[o     a     lo     ciegcrito  en  MaterialeB  y   M6todos  para   obtener

±ormaci6n   cle   (=E.P)Ptc]      Ing{4}P.            A      log      3     min      de      incubaci6n

(sefialaclog     par     la     flecha),      a   un   con'junt.ci   de   tubes   se   adicicin6

progeE3terona   alcanzanc±o   una   ccincentraci.6n   final   de   10     pM     en     la

mezcla   c]e   reacci6n   (ct);      mient.raE5   que   pr`ogegterona   no   Be   aclicion6

a  log  tubas  cent.rol   (.).        Se  detuviEron     lag     reaccioneg     a     log

tiempos     indicaclos     en     el     gr`±±ico     y     ge   cuantific6   el   {=i=P)Pt.c]

Ins(4)P  remanente.
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en   la   aparici6n   de  Ptd   Ing   (4,5)Pe   (c]atog  no   mc>gtradog).

4.     Colparaci6n    de    lag  actividacleg  Ptd  InB  quinaga  y  Ptcl  Ing  4-

f ogfat.a  quinaBa  en  membranag    de    oocitoB    y     huevog    de    Xenot]ug

laevig

Lag     actividadeg     relatives     de  lag  enzimas  Ptcl  InE5  quinaBa,

Ptd   Ing  4-±ogf at.a   quinaga  pr`egenteg  en   lag  membranag  clel   oocito   y

huevo   de   Xenopus   laeviE;,    ge   muest.ran   en   la   F`ig.    16.

Al   analizar  A  y   a  ge  puecle  comprobar  que  tanto  en  el   oocit.a

como   en   el   huevo   c]e   XenoDug   ge   procluce   mayoritar`iament.e     Ptd     Ins

{4)P   y   una   pequefia   cantidac]   de   Ptd   Ins   (4,5)PEE.

En  16A,   ge  observe  que  la  actividad  egpecif ica  cle  la  Ptd  Ing

quinaga     pregente     en     la     preparaci6n     c[e     meTnbranag     de  oocitog

maduradoE5  ±n  vitro   per  acci6n  c]e  progef5terona,    eg  aproximadamente

2  veces  gupericir  a  la  encont.racla  en   lag  Tnembranag  de     oocitoB     no

madurc]s.      Tambien     E5e   observ6   un   incremento   cle   cagi   3  veceg  en   la

act.ividad  especifica     de    la     otra    quinasa,     Ptci     Ing    4-fogfato

quinasa   (Fig.    168).

IclEinticos     resultadog   se   obtuvier`c)n   c3on   membranas  de   oc]citos

ovuladog     per     acci6n     de     gonaclotrofina     cori6nica        (datog       no

in a g t. r a ci c` a ) .
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FIGURA  ]6.     Actividacl  pgpeci±ica  de  lag  pnzimag  Ptd  Ing-quinaBa  y

Pt.cl     Ing    4-±og±at.a     quinaga     de    membrana     de     ooci+a  y  huevo  dp

Xenopug  laevig.      A   part.ir   c]e   una   rana   adulta   de   Xenoclug   laevig   E5e

obtuvieron  oocitos  etapa  VI,   exhaustivamen+e  degfoliculadog  .      Se

prepararon  membranag   a  partir  de  una  fracc,i6n  cle  oc)citog  trat.adog

con     progegterona     io     pM     hasta     E5u  macluraci6n  y   a   partir  de   una

fracci6n  de  oocitog  no  trat.aclos  con  la  hormona.

Secletermin6      la     formaci6n     cle      (=`=P)Ptd      Ins      (4)P      (A)      y

{=:=P)Ptd     Ing      (4,5)Pa   (a)      con   cliE5tin+as   cantidades   de   prcit.einas

c[e      membr`anas      cle      oocitoE5      maclurog      (.)      a         no         tratacloE5        con

progesterona   (o).

Todog     log     proceclimientos     se     realizaron     cle     acuerdo  a  lo

clegcrito   en   Haterialeg  y   M6t.c)clog.
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8.      ESTLJDI0S   DEL  HETAB0LISH0  DE  LOS  FO§FOLIPIDOS  DE     IIlosITOL     Efl

.00CITOS  DE  Xenot)ug  laevig.

liog     egtuc]iog     realizBdog  en  ef5ta  geguncla   par`te  de   la  TegiB,

tienen  per  objeto,     evaluar  la  acci6n  de  acetilcolina  y    hormonaB

que     participan     normalmente  en  el  proceso  cle  Tnaduraci6n  mei6tica

del     oocito     de     XenoDug     laevig     gobre     el     metabc]liE5mo     de     log

±ogfolipidog  de  inogitol.        Se  egtudia  el  e±ecto  tie  egtoB  agenteB

en  la  inc=orporacion  de   (=H)mio-inogitol  en  fogfatidilinogitoleg  y

en     la     prclducci6n     de  inogitolfosfatos  c]egpuEg  de    microinyectar

(=H)mio-inogitol  en  el  citoplasma  de  la  celula.

I.   Sintegig  de  ±ogfatidilinogit,ol fogfatog en  oocitoB  intactog.

1.1  Incorporaci6n    de     {=H)mio-inogitol    y     {aEP}fog±ato    en    log

fog±ollpidoB  de  inogitol

En  una  etapa  preliminar  de  log  eE5tudios  con  oocit.og  intactog

ge    analiz6     la    sintegis    tie  I osf otidilinosit.oleg  utilizancfo  dos

precurgoreE5     cliferentes.             En     la     Figure     17     ge     muegtra     una

autorradiograf ia       cie     log     digt.intog     I ogfolipidog    de     inoE;itol

±ormaclos     clurante     la     inr,ubaci6n        clel        ciocito        en        preE5er]cia

cle('=i=P)fogfato       (A}    y   cleBpuEE5   de      Tnicroinyectar      (=H)Tnio-inc]git.ol

( I, } .

F.n     ambog     casoB     ge     obgerva     que        el        producto        I ormaclo

mayoritariamente    eg     el  Pt.d   lns,      edemas  se  congerva  la  relaci6n

entre  el  Ptd   Ins   (4)P  y  el  Ptd   Ins   (4,5)P,a  encontraclo  durant.e     la

incubaci6n   de   lag  membranag  cc]n   ( -=i=P)ATP    (Fig.    i,.
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-Ptd  lns

-Ptd  lns   (4)P
-Ptd  lns  (4,5)P2

-Origen

FIEURA     17.     S:int.egig    de    ±og±at.idilinogi+ol  fog±atoB  en  ooci+og

int.ar,i.cig.      En   A  ge  inr.ubaron     10  oocitog     clegf oliculadog  en   i     ml
\

de     solur,i6n   Barth  que  contenia  3  pci   cia   (3g)P  fogfato.        En   a  se

Tnicroinyect.aron   8  oocitos,      gin  cleg±olicular   cc)n          0,25     pci     cle

(3H)Tnio-inogitol.         Despueg   de   15  hrf5   cle   incubaci6n     a   25c'C,      log

oocit.os  ±ueron   homogeneizadog,      se  extr`ajeron   log   lipiclog  y   6Btos

ge  resolvieron  per  croTnatografia  en  placa  fina  de     acuerdo     a     lo

descrito  en  Haterialeg  y  HEtoclog.

En     A,      la     placa  fue  expuegta  a  But.orradiografia  ciurante   12

hr;     y  en  a  la  placa  ±ue  tratac±a     previamente     con     uns     goluci6n

intensif icaclora         clurante         30       Thin       y       luego       expuest,a       a

autorrac±iograf ia  durante  5  dias.
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Degpu6g  de  la  autorradiograf la,   lag  6reae  corregpondientee  a

log    cliferenteg    I ogf olipidog     fueron     extraic±og  de  la  place  y  ge

cuantific`,6     la     rEidiactividacl     incorporada.               Log       resultac]og

ohtenidog       al       microinyectar       (aH)mio-inogitol     ge     gefialan     a

r.ontinuar.i6n:    (3H)Pt.cl   InB    (117SO   cpm);       (=H)Ptcl      Ins      (4)P      (1720

cpTn);    (=H)Pt.cl   Ing   (4,5}PE   (2S3   cpm).    La   e±iciencia   de   cant.eo   para

lag    muest.rag  con  tritio  extraidas  c[egde  lag  placag  c]e  Silica  fue

cT.err.ana   al   12./„

1.2.       CinEtica    de    incorporacidn    de     {aH}mio-inogitol    en    log
\fogfollpidog  de  inogitol

Se    determin6     la  ef iciencia  relativa  en  la  marcaci6n  de  log

fogfolipiclog  de  inogitol  mediante  dog  procedimientoE5     cliferenteg:

microinyectanclo   a   incubanc±o   externamente   lof5   oocitog  con   (=H)mio-

inogitol,

La        Figura     ls     muegtra     que     aunque     ambog     procec±iTnientog

perTniten  marcaci6n,      ge  alcan7.a  un  nivel   muy  Superior  y   a  tiempog

TnaE5     cart.Og     cuanclo   el   precurE5Or   eg   introc[uciclo   al   interior   cle   la

r.Eilula,      a  pesar  de  que  se  utiliz6  una  cantidac±     cle     is6topo     pop

oocito   r.uatr`o   vec3es   menor.

Al     deterTninar     la  cligtribuci6n   de  la  marca  en  Ptd   Ins,      Ptci

lns   (4)P  y  Ptc]   Ins   (4,5)Pg  ge  encontr6   que  Egto     era     similar     en

los  dos  procedimientos  utilizadog  .para  el  marcaje.
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FIGURA  18.     Incorporaci6n  de   (=H)mio-inogitol  en  llpidoB    totaleB

en     func:idn     clel     t.iempo.           Un     grupo  de  BOO   oocitog  previamente

c±eg±oliculEiclc)g  ge  incub6   en   3  ml   cle  goluci6n   Earth     que     contenia

BOO   uci/ml   de   (=H)mici-inogit.ol   (.).      Otro   grupo   de   50   ocicitoB   gin

clegfolicular   fue  microinyectac±o   con   0,25  pci   de      (=H)mio-inc]E5it.ol

(o).           A     log     tiempog     de  incubaci6n   inclicadog  en  el   gr5fico   ge

+om.aron  8   oocitos  cle  cac]a  grupo  y  ge  cuant.ific6   la     incorporaci6n

tie     la     marca     en     lipidos     i.otales     de     acuerclo  a  lo  c{egcrito  en

Mat.erialeg     y     MeitcidoE5.       Log     regultac±c)a     eE5tan     re±ericlog     a      la

racliar,tividacl   inc.orporado  en  un  oocito.
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2.       Efpct.a      de    hor.onag    y    acetilcolina    en    la    Blnt.egiB    de

±og±atidilinogit.ol      fog±aloB  en  oocit.oB  intactoB

Pars    egtucliar    el    e±ecto    tie    progesterona,        ingulina       y

acetilcolina    en    la    gint.egig  de  fof5fatidil  inogitol  ±ogfatctg  ge

utiliz6  un  enfoque  cinetico.     Log  oocitog  ±ueron     microinyectac[og

con        (3H)mio-inogitol       y     ge     determin6     la     incorporaci6n     clel

cc>mpueErto  racliactivo   en  Ptd   InB,    Ptd   Ing   (4)P  y   Ptd   Ing   (4,5)PE   a

di±erent.es  tiempog  degpueg     cle     iniciacla     la     incubaci6n     con     la

borTnona  pero  anteg  de  alcanz.ar  el  equilibrio  isc]t6pico.,

2.1.   Efer=to  de  progegterona

I.a     inr.ubac=i6n     de     ooc=itos     con     la     progeE5terona   inc±uce   un

aumento  en  la  gint.esis  de  ±osf atidil   inc)gitol  I os±atog.        Come  ge
/

observa  en  la  Figure   19  hay  un   aumento  cle   aproximac±amente  2  veceg

en   la   inc=orpc)raci6n   de   (3H)mio-inogitol   en   Ptcl   Ins,      Ptcl   Ing   (4)P

y   Pt.cl   Ing   (4,5)Pg±  en   log   ciocitos   tratadoB   con   la   hormona.           EE5te

efecto     eB     cletectado     despueE5  tie  3  hr  de  iniciacla  la   incubaci6n,

alcanza  un  Tnaximo  entre  lag  4  y  6  hr  y  decae   posterictrment.e  a   log

niveleg   observac[og  en   log     oocitog     control      {Fig.      20A).           Cabe

degtacar  que  la  mayor  incorporaci6n  deE5crita   previamente  coincicle

a,on   el   maxima   pore,ent.aje  de   mac]uraci6n   (Fig.    208).

La     incorporaci6n     cle     (3H)mio-inositol   en   Ptcl   Ing,      Ptd   Ins

(4)P   y   Ptd   InE5   (4,5)PE  se  redujo   a   log   niveleg   obgervaclog     en     el

r.ant.rol       cuancio       ge       incubaron       gimult5neamente     c)ocitoB     con

progegterona  y  cicloheximicla  a  una  concentraci6n     inhibitoria     de
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FIEURA            19.             Incorporaci6n           de          { aH } mio-inogitol         en

±ogfatidilinogiloleg.     E±ect.a  de  progeglerona.     OocitoB  etapa    VI

E5eleccionados     y     E5eparadcig     manualmente     clegcle     el   ovario   fueron

microinyectaclos   c=on   0,25     pci   cle   (=H)mio-inogitol   e     incubadcig     a

25°C   en     auE5encia   (a)   o   en   presencia   de   progef5terona   10   pM   (.).    A

log     tieTnpog  de  incubaci6n   indicac]og  en  el   grafico   8,      E5e  tomaron

grupog  de  a  oocitos  y  E5e  cuantific=6   la  incorporaci6n  de  la     marca

en     Pt.cl      Ins,      Pt.d      Ins(4).P   y   en   Ptd   Inf5(4,5)P:=,      d'e   acuerdo.  a   lo

clescrit.a   en   Mat.eriales  y     Metodog.      La     curva     cle     maduraci6n     Be

r,onfecc3ion6        deterTninanc]o       el        porcentaje       de       oocitc)g       que

present.aban   una  mancha   blanca   en  el   polo   animal.
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FIGURA  20.     Inr,orporaci6n  de   {=H)mio-inogilol  en  lipidog    totaleg

durant.a     18     maduraci6n    mei6t.ica.        E:n  A  ge   incubarc)n   oocitog  en

ausenci.a   (ZZZ)   a   en   presencia   tie   prc)gesterona   10     uM      (   I  ).           A

diE5t.intos   : tieTnpog     cle     iniciada  la   incubaci6n  ge  Tnicroinyectaron

grupoB  cle   a   oocitos   con   0,25  pci   cia   (=H)mio-inositol.              Despu6g

dp  2  hr  de'  la  microinyec.,i6n,      se  cuantif ic6   la  marca  incc]rpc]racla

en  ±ase  c]rganir,a  total     de  acuerclo  a  lo  descrito  en  Hater`iales     y

Hetoclo'g.      F.n        a     se     clet.ermin6     el     pore,entaje     cle     oocitog     que

presentaban   manc:ha   blanca  en   el   polo   aniTnal   a     cligtintos     t.iempog

de  iniciacla  la  incubaci6n  con   progesterona.
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la  gintegig  prat.eica   (Fig.      21A).      Bajo  egtag  conclicioneg  taTnpoco

ge  obgerv6  maduraci6n  de  log  oocitog.

El     egtracliol,        una     hormone     egteroiclal     que       no       induce

maduraci6n  del  oocito  y  utilizado  come  control,   no  tuvo  efecto  en

la     gintegig  cia  ±ogf atidil  inogitol  ±ogfatog,      inclugo  degpuEE5  de

10  hr   de   incuhaci6n   (Table   11).

?..2.   Efer3to  de  acetilcolina

De     Trlanera     analogs     a     lo       obgervado        con        progegterona,

acet.ilcolina        induce     un  at]Tnento  en   la   incorporaci6n   cle   (3H)mio-

inogitol   en   Ptcl   Ing,      Ptd   Ing   (4)P   y   Ptcl   Ing   (4,5)Pg      (F`ig.      22).

Egte     e±ecto  ee  rapido  y  tienc[e  a  alcanzar  un  maximo  clegpuEs  de  2

hr   de   poner   loE5   ocic:itog   en  contact.a   Con  el   neurotrangmiE5or.         Lag

c.6lulas       utilizadag     coma     cant.rol,        maduraron     por`     acci6n     de

progegtercina,   lo  cual  no  ocurri6  con   acetilcc]lina.

A  clif erencia  de  lo   c)bE5ervado  con   la   progeE5terona,      el   efecto

cle     ]a     ar,etilcolina     no  es  revE>rt.iclo  gi   loE;   oocitos  son  tratac]os

simultaneamente  con   un  inhibidor  cle  la   E5integis     protEica     (Tabla

11).

Un     experimento     comparative     del     e±ecto     de   progegterona  y

acetilccllina   a     tiempcjg     cortc)B     c]e     inr.ubaci6n,      en     el     que     ge

ut.ili7.aron   oocitog   provenientes  del   mismo   civario  se  TnueE5tr`a  en   la

Figura  23.     De  acuerclo  a  lo  descrito  previamente,   la  acet.ilcolina

estimula  rapidament.e  la  incorporaci6n  cle   (3H)mio-inositol,      a  log

30  min  c±e  iniciacla   la   incubaci6n  se   obE5erva   una  clara  cli±erencia
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A

Flr]URA    21.     E±ect.a  de  ciclohexinida  en  la  gintegig  de  ±ogfa€idil

inogitoleg  en  ocicT.it.og  gomelidoB  a  .aduraci6n  con  progegt.erona   (A}

a  ingulina   {8).     Se     microinyectarc)n     oof,itos     con     0.25     uci     de

(3H)mio-inoE;itol,    y   se   incubaron   en   grupc}s  cle   a   8,    en   ausencia   cle

hc]rmonas  y/c]   I,icloheximicla    (I  ),  en   pregencia  de  hormonag     10  pH

{tzzz])i   ct   en   pregencia   cle   horTnona   10   uH   y   cicloheximicla   lc)   pM   {EZZ}).

DeE3pues     de  8  hrs  cle   incubaci6n  y   una   vez  detectacla   la  maduraci6n

en   aquEllog   oocitog   trataclc]g   g6lo   con   horTnona,      E5e  cuanti±ic6     la

incorporaci6n/    cle   (=H)mio-inogit.ol   en   Ptcl   Ing,      Ptd   Ins(4)P   y   Ptcl

Ing(4, 5)Pg.           Lag       barrag       represent.an          el        promeciio  de  dog

cleterminaciones  ±     la  cligpergi6n  y  ge  expresaron  en  relaci6n  a  la

incor`poraci6n  de  la  marca  en  el  experimento  control.
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TABLA   11

Incorporacion  de  (-H}II]ogitol  en  ±og±at.idil  inogitoleg.

EfecLo  de  her-onag  y  acetilcolina
-----------------------------------------------------------,-----

F}adiactividad

Page  organica

c:pin/S   ooc=itog

•/.  de   la  marca

respecto  del

control

A

Control

Ar,etilcolina   ]0  pM

Ar,et.ilcolina   10  pH   +

Cicloheximida   10  pH

8

Cant.ro1

Progegterona   10  pH

Egt.radiol   10   pM

12.GOO   ±       200

31.700   ±   2200

31.BOO    ±    18C)O

14.700   ±   3000

29.300   ±     500

18.000   ±   190C)

259

_-_-----------------------------------------------------------___

Se     microinyectaron     oocitog     et.ape     VI     con   0,25  pci   c]e   (=H)mio-

inogit.ol  y  ge  incubaron  en  augencia   (control)   a  en     pregencia     de

diferent.es     compuegt.os.           Al     t.erminar     la   incubaci6n   f5e  tomaron

grupog  de  a  oocitog  y  ge  a,uanti±i66   la  racliactiviclacl     incorporada

en     lipiclos     t.otaleg     de    acuerdo     a     lo  descrito  en  Mat.erialeg  y

HE»toc{og.      I:n   A   la   incubar.i6n   se  realiz6   ciurante  2  hr   y   en   a   hagta

detect.ar  un   loo./.     cie     maduraci6n     en     log     oocitos     t.ratadog     con

progegt.erona.           Log     resultadog     represent,an  el   promeclio  tie  treg

cleterminacioneg   ±   la   degviaci6n  estar)clarc±.
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024
Tiempo:   horos

F16URA         22.             Incorpor.acion         de            { aH } mio-inogilol            en

±ogfat.idilinogiloleg.     E±ecto  de  acetilcolina.     Log  oocitc]s  etapa

VI   gelecc=ionac[os  y  gepar`adog   manualmente  deBde  un     ovario     fueron

microinyectaclos                    con          0, 25       pci        c]e        {3H ) mio-inogitol.

Post.eric]rmente,      grupoE5   de   oocit.oS   ge   incubaron   en   auBencia   (o)   o

en     preE5encia     cle     acetilcolina     10     pM      (®).       A     log     t.iempog   cle

incubaci6n   indicaclcig   en   el   grafico,      Be  toTnaron   8   oocitog   cle   cac[a

grupo   y   se  c]et.ermin6   la   radiactivic{ac]   incorporada   en   Ptcl   Ins,    Ptc]

Ing(4)P   y   Pt.cl   Ing(4,5)P:=  de   acuerdo   a   lo   cleBcrit.a   en   Hat.erialeg   y

n E' t a d a g ,
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Fir.URA    23.     Incorporaci6n    cle     {=H}mio-inogitol     en  fogfolipic[og

+ot.aleg.     E±ect.a  de  progegterona  a  acet.ilco]ina  a  tiempog    c:ortog
/

cle       incubaci6n.     Oocitog     etapa     VI     geleccionados     y     E5eparados

manualmente   clegdEi   un   ovario   ±ueron   micrc}inyec=taclos   con     0,25     pci

de   (3H)mic]-inogitol.      Posteriormente  ge  incubaron   en   augencia   (4)

a   en   pregencia   c[e  progegterona   io  pM   (®)      a     acetilcc>lina     lc)     pH

(a).      A     log     t.ieTnpog     de     incubaci6n     indicaclog   en   el   graficc>   se

tomaron  grupos  c]e  a     oocitos     y     ge     cletermin6     la     radiactiviclad

incorporacla     en     rage     lipiclica  i.otal  cle  acuerclo  a  lo  clegcrito  en

Materialeg   y   MEtodoB.
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r,on  regpecto  a     log     oocit.og    trataclog    con     progegterona,     egtoe

dltimog     mac]uraron     degpu6g     de     Ei     hr     de     incubaci6n.           Nc>     ge

detect.aron  diferenciag  gignificat.ivag  entre  log  oocitog  control  y

log  tratados  con  progegterona  anteg  c]e  lag  2  hr    cle    iniciada     la

incuhaci6n.

2.3    Efecto  de  ingulina

La  insulina,   que  induce  la  maduraci6n  mei6t.ice  clel   oocito  cle

Xenopug  laevig  aparentemente  por`  via  clifer`ente  a  la  utilizada  por

la  progegt.erona   (ver   Introclu.cci6n),      tambiEn   aumenta     la  gintegiB

de  fogfaticlil   inogitol  ±os±atog.        Come  se  obE5erva  en     la     F`igura

218,        hay       un       incremento     de     alrecleclor     tie     2     veceg     en     la

incorporaci6n   cle   (=H)mio-inogit.ol   en   Pt.c]   Ing,      Ptc]   Ing   (4)P   y   Ptcl

lnE5      (4,5)Pg     en     oocitog     mac]uraclos   per   acci6n   de   ingulina.         De

lnanera  an5loga  a   lo  ciegr.rite  con  la  progegterona,      ef3t.e  efecto  es

bloqueaclo     gi     log     oocitoE;     son     trataclos  gimultaneamente  con   un

inhihic]or  de  Ja  gint.esig  proteica.
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3.     Procluccidn  de  inogitol  fog±atog  en  oocitoB  de  Xenooug  |Bevig.

Ef ec:to  de  progegterona  y  ar€tilcolina

Coma     cc]mplemento     de     log     egtuciiog     del   metabc)liBmo   cle   log

fog±atidilinogitoles  ge    investig6     la     proclucci6n     cle     inogitc>l-

foE3fatos       en     oocitog     microinyectaclcis     con      (=H)mio-inogitol     e

incubadog  en  pregencia  c]e  progegterona  a  acetilcolina.
r

En  la  Figura  24  ge  muegtra  log  niveleg  cle  inof5itol     foE5fatog

degpueg     de     5     hr     de     incubar     log   oocitog  en   auE5encia   (A)   a   en

pregencia  de   progegterona   (a).        En   pregencia   cle     la     hormona     Be

enr,ontr6     un   aument.a   del   103./.   en       Ins   (4)P,    73./.   en        Ing   (i,4)PE

y   un   65./.   en   Ins   (lt4p5)P=     en   re|aci6n   al   cont.ro]   no  trat.aclo   con

progegterona.

En  oof,itog  trat.ados  durant.e  2  hrB  con  acetilcolina,      tambiEn

se  encontr6   un  aument,a  de   Ing  fosfatoB    (Fig.  258).
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FIBl)BA  24.       Efecto  de  progegt.erona  en  la  produccidn  de    inogit.ol

±ogfatcig     en     oocitog     de    Xenooug     laevig.      AnaligiE=     pop    HPLC.

r}ocitog  etapa   VI   seleccionadog  y  separadog  manualmente     ciegde     un

ovario     ±ueron     microinyectaclos     0,25     pci     de     {3H)mio-inogitol.

Post.eriormente     grupog  c]e   16   oocitoB   ge.incubaron   en   ausencia   (A)

a   en   preE;encia   cia   pro6egterona   10  pM      (a).           Degpueg     de     5     hr,

r.uando     un     50./.     cle     log     oocitoe     t.ratacios  con   la  hormona   habian

maduraclo,   se  determin6   la  prc)ducci6n   de   (3H)mio-inogitol  fosfatog

utilizando     una  columna     Partigil   10  SAX  de  acuerdo  a  lo  clef=crito

en   Materiales   y   MEtodcis.           Log     valc)res     cleter`Tninaclog     en          log

oocitos   cent.rol     fueron   Ing  (4)P   (114©®   cpm),   Ins    (1,4,)Pe  35®   cpm,

Ins   (i,4,5)P3,    22®   cpm.
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Ndmero     de       Fraccio'n

FIENRA  25.     Produccidn  de  inogitol  fogf at.og  en  oocitog  de  Xenooug

laevig  en  pregencia  de  acetilcolina.     AnaligiB  par  HPLC.     Oocitog

etapa     VI     seleccionaclos     y   eeparados  Tnanualmente  clescle  un   ovario

fuerc)n     microinyectadog     con     0,25       uci       de        (=H)mio-inositol.

Pogteriormente,           grupos  cle   16  oocitoE5  ge  incubaron     en  augencia

{A)   o   en   presencia   tie   acetilcolina   10  pH.        Degpu6s  de     2     hr     cle

incubacidn        E;e        determin6     la     producci6n     de      (=H)mio-inoE5itol

ut.ilizando  una  columna     Partisil   lo-SAX  de  acuerdo  a   lc)     degcrito

en  Materiales  y  M5todos.
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DISCuSI0H

A.      SIHTESIS   IH  VITR0  DE  PTD   IHS(4)Pe  USAHD0   HEnBRAnAS  DE   00CIT0S

DE  Xeneoug  laevig.

I.     Lor.alizaci6n    y    act.ividad  relat.iva  de  lag  fog±aticlilinogit.ol

quinagag.

F.n  egta  teE5ig  f5e  ha  clegcrito   la  pregencia  de  lag  enzimag  Ptcl

]ns  quinasa   y  Pta   Ing  4-foBIato   quinasa  en  membranag     aiBlaclag  cle

oocit.os  tie  XLfipji2]2j£  ±  (Fig.   i).     La  enzima  Ptcl  InB  quinasa  es

regponBable  de   la  transf erencia   de  un   grupo   I oE;±ato   cleBc±e   el     ATP

al  Ptd   Ing  pare  generar  Ptd   InE5(4)P  y  la  enzima  Ptc]   In8  4-fcigfato

quinaga,   a  su  vez,   fosforila  el  Ptd  InB(4)P  a  Ptd  Ing{4,5)Pa.

LOB     resultadoB     presentaclos     en     eet,a     TeBis  t=on8tituyen  la

primera  caracterizaci6n  de  lag    I ogfataidilino8itol    quinagas    en
anfibios.         En  muchos   aE5pecto8   la   enzima   cle   oocitog  de   Xenooug   Be

parece  a  la  deE5crita  en  mamlferos   (0'Shea  y  col.,1986;     Jergil   y

fiunc{ler,    1983).

F.n     la     preparaci6n  de  memhranag  se  utiliz6  el   proceclimiento

descrit.a   par   Jorc±ana  y  ccil.      (1982)   que  proporciona  una     fracci6n

alt.ament.e     enriquecida     en     membrana     plasmat.ice,      de     acuerclo   al

r.nit.erict  Tncirf ol6gico  y  al  cctntenido  cle     la     enzima     adenilciclasa

utilizac]a     como     marcaclor.             F.sto     nos     hace     suponer     que     laE5

act.iviclade8  enzimatica8  cleE5CritaB  Previamente,   egtarian   asociaclas

a   la   membrana   plaE5matica   del   oof,itc);      gin   eTnbargo,      no   es   posible

cleEcartar,      cle     acuerdo     a     6BtoB  resultaclog,      la   poBibilic}aci   que

pertenezcan   a  uns  ±racci6n  microgomal  contaTninante.           La     enzima
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Pt.cl  lng  quir]aga  ha  gic]o  encontrada  en   otrog  tipog  celulareg  en   la

membrana     plagmitica     (Imai     y     col.,1985)     pero     tambi6n  en   el

Aparato  de  Golgi,        en   log   lieosomag  y     en     membranaB     de     ttlbulo

+rangvergo   (Carragco  y  col.,      198S;   Collir.t.s  y  Wells,19S3;   Jergil

y   Bundler,   1983).      La  Pt.d   Ing  4-fog±ato   quinaga   per  gu  parte,      ha

gido     clegcrita     principalmente     en     membrana     plaE5matica     y  en  el

citoplagma   (Vogel   y   Hctppe,      1986;      Lundberg   y  col.,      19S6),      pero

aclemaB,           en     otroB     gigtema§     meTnbranogos   (Ouigt   y   col.,19S9;

Carragco            y  col.,19SS).

La  adici6n  de  un  extract.o  citoplagm5tico  cuando  ge  incubaron

membrana8       en       pregencia       tie          (tl    Sap)ATP          no          modific6

significativaTnente     la     cant.iclacl     ni   la  relaci6n  cle  Ptcl   Ing(4)P  y

Ptd      Ing(4,5)PE     forTnaclos.               Tampoco     E>e        observaron        mayoreB

cliferenr,ias     cuanc]o     E5e     utiliz6     riembranas     plasmaticas  aigladaE5

manualment.e     desde     el     oocito      (clatos     no     mogtradog).              EE5tos

regultaclos  nos  hacerl   suponer,      con  cierto  grado  de  seguric]acl,    que

lag    en7.i"as    degcritas    previament.e    ge      encuentran       realmente

aE5o..iaclag  a   la   meTnbrar]a   plagmatica   del   oocito.

De  manera   analoga   a   c6mo   ocurre  en  membranas   plagTnaticas   de

cElulas   A43l    (Vcigel   y   Hoppe,    19S6),    la   incubaci6n   de   membranaB   c[e

oocito     con   (M-Sap)ATP  resulta  en  la.marcaci6n  Tnayoritaria  de  Pta

Ing{4)P.        Huy   poco   Ptcl   Ins(4,5)Pg  radiactivo   fue   encontrado   bajo

lag  condiciones  de  engayo  utilizadag.

La     pregencia     cle     una     fog±olipaga     C     alt.amente  active   que

hidrolice   preferencialTnente   Pt.d   Ins{4,5)Fg=  en      lag     membranaE3     c]e

oocitog     y  celulas  A431,      pc>clria  explica=  estag  diferencias.        La

I og±olipasa     C     ha     gido     encc)ntrada     as®ciada     a       la       membrana

plasmatica     en   algunas  c6lulag   pero  no   er:T;  otraE5   (Bennet   y   Crooke,
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1987;   Rebecchi  y  Rogen,    1987).   Tambien   lag  cliferenciag   obgervadaE}

pueclen  Ber  atribuidag  a  la     auBencia     de    la    Ptd     lns    4-I oBf ato

quinaga     en     lag     meTnbranag     de     oocitog.          Egta     enzima  ha  gido

encontrada  en  la  fracci6n  Soluble  de  otrag  celulas   (ITnai  y    col.,

1986 ) .

Con     el     I in    c]e     poder     clegcartar     eetas    pogibiliclades    Be

jncuharon   oocitog   int.actog   con   {=EP)±oE5fato   {Fig.    16A).      En   egtag

f,onclicioneg,   tambi6n  el  Pt.d   Ing   (4,5)Pe  racliactivo  Be  encontr6  en

f,oncentraciones  muy  bajas.        Toclo  parece  inclicar  que  en  el  oocito

de     Xenopus   la  enzima   Pt.d   Ins   4-I oE5fat.o   quinaBa  es  menos  act.iva   a

se  enr.uentra  en  Tnenor   cantidac]   que   la  Pt.ci   lng   quinaga.

Bumbe  y   Loren8tein   (1986)   hen   cleBcrito   la     foBforilaci6n     no

enzimat.ice     de   Pt.d   InB   y   Ptcl   Ins(4)P   en   preE5encia   de   ATP,      en   una

reacci6n  cat.alizada  por   iones  clivalentes.        Cuando   lag     membranes

cle     oocito  fueron  inactivaclag  per  calentamiento  a   100°C  durante  5

min  no  hubo  gint.esis  de  Egt.og  ±osfolipiclog   (Fig.   i,   Carril  2),   lo

que  descartaria  el  papel  cle    e8ta     reacci6n     no    enzimatica     bajo

nuestrag  conc{iciones.

Come     un     pr-e-requisite     pare  egtuc±iar  el  metabolisTno  de   log

±oE5±aticlilinc]sitoleg     en  oocitog  intactos     ge     ha     egtudiac[o     log

fact.ores     que    controlan     ir    vLz±±|9.  Ia  activiclad  Ptcl  Ing  quinaga,

presente  en  la  preparaci6n  cie  membranas.

Junta  con  la  reacci6n  de  sintesig  de    Pt.d     Ing(4)P,     se

ha     detectaclo     tambi6n     en     meTnbranas     de     oocito     una     activiclad

hidrolit,ica   que  cia  cuenta  cie   la   perclida  de  marca  degde     el      (=i=P)

Pt.cl      Ins(4)P     preformado      {Fig.       3).         Hasta   el   momento   no   se   hen

examinado   log   productos  de  clegradaci6n     .y     ge     cleE5conoce     por     lo

tant.a,si  la  reacci6n   ocurre  pop  acci6n  cie  una  fosfcimonoesterasa  a
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uns     fog±olipaga     C.      Sin     embar`gc>,      la   pErclicla   de   Ptcl   Ing(4)P   no

puecle  ger  atribuida  a  uns  reacci6n  cle  cleacilaci6n  per    cuanto     no

ge    ham     identif icaclo    en  lag  placag  cromatogri±icae  productog  cle

reacc,i6n  r,on   un  8±   corregponclient.e  a  un  ligoclerivado.

Se  ha     coTnprohado     que     la     hidr6ligig     de     Ptcl     Ins(4)P     eg

conger,uenr.ia     cle     la     acci6n     de     ±ogfomonoesteragag     en  membrana

plagmat.ica   c±e   cElulag   cle   agtrcicitoma   huTnano   (Knowleg  y     Lawrence,

1985),      y  en   la  envolt.ura  nuclear  cle  hepatocitog  cle  rata   (Smith  y

Wells,    1984).

Cualquiera     gee     la     naturaleza     Cie     eE5ta     reacci6n    en     lag

membranag  cle  oocito,     eg  importante  tener  en  cuenta  gu  exigtencia

al     int.erpretar     el     efecto     cle    determinadoE;     agenteg    gobre     la

ginteBig     de     Ptcl     Ins(4)P.         E;in     embargo,      lag     velocic[acleE5     cle

incorporaci6n   de  fog±ato   =EP   gen  mucho   maE5     rapidag     que     lag     cle

pgirdicla     cie     la     radiact.ivic±acl     inccirporac}a     al   Pt.d   Ing(4)P   y   log

ensayog   cia   la   Pt.cl   Ins  quinasa   ge  realizan   c}on   incubacioneg     c±e     3

minutog.           F.st.a  conclici6n  recluce  congiderablemente  la  incic]encia

cia     la     ac:tividacl     hidroliti.ca     en     log     eat.uc]iog     que     Tniden     la

incorporar,i6n   de   (Sap).

2.   Propiedadeg  cle  la  Ptd  Ing  quinaga

2.i    Efecto    de    cationeg    diva|enteg    gobre  la  actividad  Ptd  Ing

quinaBa

La  activic±ac]  Pt.d  Ing  quinaga  es  dependiente  c]e  la     presencia
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de     ion     HgE+   oMnE+,      giendongE+     mage±iciente   {Fig.      5).         De

igual  Tnanera   a   lo   observec]o  en  gr6nulog  cle  cE.lulag  plagTnaticag  la

enzima  alcanza   gu  TnixiTna  act,iviclacl  a  una  concentraci6n   de     20     mM

cle     HgE±+.           En     el   migmo   gigtema  MnE+   reemplaza   completamente   al

Hge+  y  ge  alcanza  una  regpuegta  Tndxima  a  una  concentraci6n     cle     2

mM   {Kurogawa   y   Parker,      19S6).      Concentracioneg   gimilares  de  Hg2+

pare  alcanzar  un  maxima  cle  actividad  gen  requericlog  par  la  enzima

preBente  en  ligosoma  tie  higado  c]e  rata   (CollinB  y     Wells,      1983).

I.a     inf luencia   cle  MgE=+   E5obre   la  actividad  Ptcl   Ing   quinaga  ha  gido

egtuciiacla  coma  un   pogible  mecanigmo  de  regulaci6n     en     la     en7.ima

purificada     clescle     tltero     cia     bovine   {Porter  y  col.,19S8).        La

enzima  tiene  un  comport.amiento  alof5tErico     por     ef ect,a     de     Hg=+.

E:in     eTnbargo,      ge     degconoc:e     el     gigni±icado     biol6gico  de  estag

ohgervar.iones  par  cuanto  la  concent,raci6n  c{el   i6n  en  la  c6lula  eE3

relativamente  egtable.

A  dif erenc=ia   de  lci   que  ocurre  con  rlg:=+   el   nivel   de     Ca:a+     en

el     citc]plagTna     aumenta     en    regpuegta     a    una     gran     variedad  de

E5efiales,     en  particular,     en  regpuesta  a  agentes  que    alteran     el

metaboliBmo     cle   log   foE5folipidog   cle   inogit.ol   (Introclucci6n).         La

pogibilidad  de     que     Caa+    pueda     regular     la     actividaci     de     lag

I ogf atidilino:itol   quinagas  ha  E5iclo  est.udiacia  par  varios  autoreB.

To.eke   y   col.    .  (19S4)   obgervaron  un   descenso   cle   aproximac[amente  20

veceg  en   la   a:tiviclacl  Ptd     Ir]g     quinaga     en     membrana     plagmatica

tie     un     tumor     cle     celulas  a,      r,uando  la  concentraci6n  cia  Caa+  ge

aumerit.6   degde.  i   a   5     pM.           La     inhibici6n     cle     esta     enzima     par

cionc,ent.raf,ioneg   ±isiol6gicag   del   r.at.i6n   I,a   E;ida   c>bservacla   t.aTnbi5n

en   ot.ros   sistemaE5   (Coiling  y   Wells,      19S3;      0'Sheaty   col.,      1986;

Kurosava  y  Parker,1986,   Carrasco  y  col.,19S8).      C.ongigtente  con
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egt.ag  obgervacioneg  ge  ha  er}contredo  que     la     act.ivic[acl     Ptd     Ing

qulnaga     es     egtimulada  pclr  un  antagonigta  cle  calTnoclulina   (Take  y

r.ol.,         1984).         TaTnbiEn     c>t.roe     autoreg     ham     obgervado     que     la

fog±orilac.i6n        cle        Ptcl     Ing      (4)P     eB     clepencliente     de     CaE+     y

c,almoclulina   (Hayaghi   y   Amarava,    1985).

F.n  nuegtro  t.rabajo  con   memhranag  de  oocit.a  ge     encontr6     que

CaE+    inhibe  la  en7.ima   pero  a  conr,er]trac,ioneg  mucho  mag  altag  que

lag   figicil`6gicag.         Sin   eTnhargo,      tambien     ge     obE5erv6     que     F,r]TA

estimula    gignif icativamente     a     egt.a     quinasa.     La     egtimulaci6n

cibgervac]a   en   pregencia   de   E:ETA   (TBbla   I)      puede          deberse     a     la

quelaci6n     de     CaE+  presente  en  la  preparaci6n   cle  membranag.        La

pogibiliclac]   que  CaE±+   puecla   figiol6gicamente  regular   egta   quinaE}a,

a  travEis  cle  la  int.eracci6n  con     un     tercer     componente     tal     c3omo

calmodulina,     protelna     quinaga    C    a  a  trav6s  tie  una  interacci6n

direc=ta     cc)n     la     enzima,        debe     E5er     egtucliada     con     la     enzima

puri±icacla  y  en  conclicioneg  que  ge  pueda  conocer   la  concentraci6n

real   cle  Caa+  en  el  medic   cle  r?acci6n.

Se     ha  estimaclo   que  la  concentraci6n  int.racelular   c]e  ng.a+  es

tie   apr®xiTnaclament.a   0,37   mM    {Cor`key   y   col.,       i9S6).             AciemaE5,       ge

Babe   que  en  otrog  gist.emag,      alt.ag  r,c)r}r,entracioneg  cle  este  cati6n

antagonizan  la  inhibici6n  par  Ca:±+  c]e  la  Ptcl  Ins  quinasa  en  otrog

sigt.emag      {Forbeg     y   col.,      1988).      Log   estuc[ios   con   la   enzima   c{e

oocit.o   ge  realizaron   en   presencia  de   10     mrl     cle     Mg.a+,.      par     egt.a

raz6n     ger.ia     necegario     evaluar     el     efecto     cle     Cat=+     a  menoreg

Concent.raciones   de   Mg.i.+.
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2.2  K.  para  ATP  de  la  enzi.a  Ptd  Ing  quinaga

La  Kin  aparente  pare     ATP,      cleter"inada     pare     la     enzima     de

oocito      (Fig.      6)      {50     pM)   no  eB  muy  diferente   c]e   la   Kin   aparente

determinado  pare  lag  enzima8  encontradas  en  hepatocitos  cle  rate  y

lint ocitog    T     de    rat6n,      lag     cuales    Son         90     pM     y     140     pn

regpectivamente   (0'Shea  y  col.,1986;   Gergil   y  Sundler,1983).

La     formaci6n     cle     Ptc]   InE5(4)P  no   aunenta   linealTnente  con   la

cant.idad  tie  proteina  de  membrane    utilizada     en     la    reacci6n     de

fof5forilaci6n     (Fig.      2).  Eat.C>  Podria      atribuirse  a   que  alguno  de

log  guE5tratoB  E;e  hace  limitante  al  trangcurrir     la     reacci6n.      I)e

hecho,          Hiclalgo  y  col.      {1983)   hen   degcrito   18   presencia  de  una

actividad   ng-ATpaBa   en   membranaB   cle   tubulo   transverBo   cle     Tritisculo

esquelEtic®     c]e    rana,      la     cual     hicir.eliza  el  ATP  pregente  en   la

soluci6n.        Con  el  objeto  cle  mantener  una  concentraci6n  conslante

c±el  gugtrato  ATP,     egtos  autoreg     ban  utilizacio  Trit6n  X-loo;este

altimo,      inhibe     la     ng-ATpasa      (Hiclalgo     y     col.,        t=omunicaci6n

personal),pero  no   la  Pta   InB   quinasa   (Collins  y  Wells,1983).    Atin

cuanclo  log  ensayog  pars  la  actividacl  Ptd  Ins  quinasa  de  oocito  ge

realizaron     en     ausencia     c]e  un  gistema  regenerador  de  ATP,      a  cle

Trit,6n  X-loo,      ge  utilizarc}n     concent.raciones  altas  tie  ATP  cle   loo

iiH.    Bajo   eE5taB   conclicione8   y   con   50   pg   de   proteina   de   Tnembrana   en

el     meclio     cle       inc=ubaci6n   la  reacci6n  c±e  I osf orilaci6n   es   lineal

hast.a   log  5  min  cle   incubaci6n   (Fig.      3).      El   ensayo   egt.anclar     usa

s6lo  3  minut,os  de  incubaci6n.

Bajo  lag  condiciones  cia  ensayo  ut.ilizaclas  para   la  enz.ima   cle

oocitc]  ge  enr,ant.r6   que  el   BTP  no   eg  utillzaclo   come  gugtrato   daclor

de   fosfat.a;      aunque  si   eB   un   inhibiclor   coTnpetitivo  clel   ATP.      EBt.a
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caracterigtica  eg  cli±erente  cle  la  enzima  cle  lint ocito  T  de    rat6n

{0'Shea     y     col.,      1986)      que   g1   puecle   utilizar.   GTP   come   claclor   cle

I a E; I a t a .

2.3  F.fecT.t.a  de  ±ogfolipidog  gobre  la  act.iviclad  Pta  lng  quinaga

Aunque  ge  degconocen  log  ±actoreg   que  controlan   ±±    vLz±±z±    la

act,tiviclacl  Ptd   lng   quinaga  y   Ptcl   InE5   4-I og±ato   quinaga,    ge  cligpone

de     alguna     in±ormaci6n     regpecto     de     la  regulaci6n   ±E  !z±±=±2.  per

foEfatic]ilinoE5itoleg   poli±ogfatos.      Mac  Donald   y  col.       (19S5)   nan

observado     que  la  actividad  Ptc{   Ins   quinaga  engayacla  en  preBencia

de     cletergentes       en       una       ±racci6n       me"branoga       cle       cElulag

trang±ormaclag,      eg     inhibida     per     Ptd     Ing(4)P.           TaTnbiEn  ge  ha

observaclo  que  la  enzima  Ptd   In8  4-I ogfato  quiriaga   obtenicla  de     un

gobrenac]ante     de     cE.lulas     cle     retina     cle     bovino     y   engayacla  con

guBtl`ato   ex6geno,      eg   inhibic}a   par   Pt.d   Ing(4,5}PE   (Van   Rcioijen     y

r,ol.,    |9S5).

Egtog  regultadog  ham  gugerido   la  posibiliclad  de  que  ±n  vLz±±zg

estas  enzima6  sean   inhibidas  pop  su  reE5pectivos  procluctoB.        EBta

hip6tegis  eg  atrar,Liva,      porque  eg  congiE5tente  c,on  la  ic±ea  de  que

un     aument.a     en   la   ±os±orilaci6n   cle   Pt.c]   Ing   a   Pt.cl   Ins(4)P   y   a   Ptd

lng{4,5)Pr=  en   la  cElu]a   intact.a     puecle  ser       congecuencia     de     la

remcici6n     de     la     inhibici6n     per     prociucto  de  lag  quinasas  en   la

Tneclida   que   el     Pt.cl   Ing   {4,5)PIE   eg   hiclrolizaclo   per   la     fosfolipaga

C.

Contrariament.e  a   lo  desc=rito   previamente,    Imai   y   col.    {1986)

utilizanclo     membranas     plagTnaticas  de  c6lulas  6H=  encontraron  que

tantc)  la  actividacl  Ptcl  Ing  quinasa  y     Pt.cl  Ine     4-I osf ato     quinaga
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Son     egtimulaclag     pop   Pt.cl   Ir]g(4,5)Pe.        F,i   experimento   Be  realiz6

ut.iliz.ando  log  guBtratog     liplclicoB     end6genog     pregenteB     en     la

preparaci6n  de  membranag  y  en  auBencia  de  detergenteg.

Log     estucliog  preBentaclos  en  egta  Teeig  egtan  mag  de  acuerclo

cT.on  egt.os  tilt.imos   autoreg   pueg  t.aTnbien  Tnuegt.ran   que  la     activiclad

Ptd   Ing   quinaga  eg  egtimulada  par  la   ac±ici6n  tie  Ptd  Ing(4,5)PE  al

media     cle     reacci6n   (Fig.      7}.        Sin   embargo,      a  diferencia  de  lo

obgervaclo  pop   Imai  y  col.      el  efecto  de  e8te  fosfollpido  eg  menciB

especifico     par     cuanto     Pt.d     Ser  y  Ptd  Ins(4)P  +ambien  egtimulan

signi±ir.ativamente  la  reacci6n  de  fogforilaci6n.

F.i   gignificado  figiol6gico     cle     que     P.t.d     Ing(4,5)PE     y     Ptd

Ins(4)P  estimulen  la  actividad  de  la  enzima  clentro  de   la  membrane

plasmatica     eB     poco  clero.        Huegtrog  resultac]og  y  log  de  Imai  y

r,ol.    (i9aE.),    sugieren   que  en   la  meclida   que  log  niveleg  cle  Ptcl   Ing

(4,5)Pg=  disminuyen,      lag   actividades   Ptd     Ing     quinasas     ±E    VLZ±|z!

cleben     clef,recer     en     vez  cle  aument.ar.        F.Bte  efecto  cle  inhibir  la

resinteE5is  de  Ptcl  Ing{4,5)PE  Poclria   ger  un  mecanismo   pare  limitar

la  generaci6n   cie   lng(1,4,5)P=  durar)te  expogici6n  prolongada  c[e   la

c6lula  a  un  agente  que  acttla  a  trav6s  cle  lei  hicir6lisiB  de  Ptcl  Ing

{4,5}PE,    lo   que  llevaria   a  una   "desensibilizaci6n"   ciel   E5ist.ema.

Sin  embargo,     la  int.erpretaci6n  cle    6gtog     regultadog    y     la

comparaci6n     clel     efecto     cle     fogf olipic}os     sabre  la  activiclacl  de

estag  enziTnag  eg  coTnplicado  y     debe     realizarse     cc)n     precauci6n,

puesto     que         se     ban  utilizaclo  diferentes  metoc]os  y  conclicione§

experimentales.        F.n   particular,      el  uE5o  tie  clistintoB  c{etergentes

en     algunas     de     lag  incubacione8  puecle  alterar  prof unclamente  log

reguJtaciog   obt.enidog  con  fogfolipidos  ex6genog.

par   otro   lade,      no   puede  Clegcart.arse  la   poE5ibiliclacl     que     el
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efecto     obgervado     puec]a  ger  congecuencia  cle  uns  alteraci6n  en  la

cT.ompogici6n  fog±olipic±ica  de  la  membrane  y  reflejo  de  variacioneg

en  la  fluidez  c[e  la  membrane   (Yeagle,      19S9)   y     no     a     un     efecto

clirecto    del     I oaf olipido    gobre    la  quinaga.        En  tal  Bentido  e8

important.e  gefialar   que  Shutz  y  col.      (1982)   hah   obf5ervado  que  Ptcl

lng(4,5)PE     aumenta     la   moviliclad   lateral  cle  proteinag  c[e  membrana

en  eritrocitog.

I)e  manera  analogs  a  cOTno   ocurre  con  la  ptcl   Ins     quinaga,      en

otroB   gist.emaE5,      la   enz.ima   de   ooc=it.a   utiliza   r,oTno   guBtrato  el   Ptci

ln8  encl6geno   pregente  en  la  preparaci6n  de  membranag.      Al  agregar

Ptcl     Ing  ex6geno,      ge  obgerv6   una  egt.imulaci6n   considerable  de  la

activiclad  cle   la  quinasa   {Fig.      4).        La  interpretaci6n     cle    eat.os

resultadciB     eg     ambigua.     Podria  ocurrir  que  la  enziTna  utilize  el

Ptcl  Ing  ex6geno  coTno  sugtrato  receptor  c]e  I osf ate     a     podria     ger

que     egte     lipiclo,      al     igual     que  log  derivaclos  mag  I ogf or`ilaclos

t.ambiEn  egtimule  la  actividacl  enzimatica.        Para  c]ilucidar    egtag

alternat.ivaB    8e    poclria  usaf  Pt.d  Ins  tritiado  y  tratar  tie  ver  su

I.onversi6n     a     Pt.c}     Ins(4)P     a     alternativament.e,      lag     meTnbranaB

cleberian     ger     tratac±ag       con   la  enzima  I ogf olipaga  C  previo  a  la

reacci6n     c±e     fogf orilaci6n.             E8te       proc=ec}imient.a       removeria

eE;per,i±ic,aTnente  el   grupo:  inogitol  de  log  fog±olipidos  end6genos  y

ha     E5ido     ut.ilizacio     con  este   prop6gito   con   membranag   cle  r]olgi   en

hepatocit.os   cle   rat.a   (6ergil   y   S`iuncl]er,    1983).

2.4  Pogible  regulaci6D  pop  pro€einag    6    dp    la    enzima    Pt.cl    Ing

quinaga

Log       mecanismos    que    regulan    la    sintesig    de    I ogfatidil
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inogitol  polif og±atog     no     hen     giclo     hagta     la     ±echa     cle±inic{og

aclecuaclamente.           La   pogibiliclacl  que   la  activic]acl  Ptcl   Ing   quinaga

puecla  ger  controlacia   per  proteinag  G  I ue  examinacla     en     membranag

cia     oocitog,      pero     log     regultadog  ±ueron  negativog.       (Table   1}.

Becient.ement.e   ge  ha   in±c]rmado   que  I;TP- tl -S  aumenta     la     act.ividad

Ptc[   Ing   4-±og±ato   quinasa   er]   membranag   cle  placenta   humana   (UrumoT

y     Wielancl,      1986)      y     en     membranag     cle  cerebra   de   rate   (Smit.h  y

Chang,      1989).        TEimbien     ge     ha     encontrado     que     el     fact.or     de

crecimiento     epidermal     induce  un  aumento  en   la  activlclacl  Ptcl   Ins

quinaga   en   celulag   A43l   (Pike  y  Eakeg,      1987)     pr`egumiblemente     a

t.ravEg     de     uns     proteina     G.          Regultadog     gimilares  sabre  egt.a

quinaE5a   f3e  ban   obgervado   en   hepatocitog  par     acci6n     tie     glucag6n

(Wbippg   y   col.,19S7).

La  I alt.a  tie  e±ecto  de  GTP-# -S  en   la  gintegis  cle   Ptd   InE3{4)P

en  nueE5trog  experimentog  con   membranag  Cie  oocitog   gugiere   que  una

prat.eina     r.    no  egtaria  invo]ucrada  clirect.aTnent.e  en  la  activaci6n

de  la  Pt.c]  Jns  quinasa  en  est.ag  r.elulas.     I.gt.a  gugerencia     regulta

I art.aler,icia  par  el  hecho   que  GTP-tr -S  gi  act.iva  la  ac±enililciciasa

de     esa     migma     preparaci6n     de     membranas  de  oocito   que  contiene

variag   prat.einas  t3   (Olat.e  y   col.,19S4).

2.5  E±ecto  de  poliaminaB  gobre  la  actividad  P±cl  Ing  quinaga

Lag     poliaminas     espermina,        egpermidina     y     putregcina     se

encuentran     ampliament.e  distribuidas  en  log  gigtemas  biol6gicos  y

E5e  cree   que  juegan  un   papel   regulatoric>  muy   import.ante  en     varies

af5pectos     del   met.aboligTnc)   y   proliferaci6n  celular   (Tabor   y  Tabor,
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1984).        Lag  poliaminag     tambien     ham     giclo     involucraclag     en     el

procego     de     "adurBci6n     Tnei6tica     clel     oocito     de  Xenooug   laevig

(Sunkara  y   col.,19Sl).

Vogel  y   Hoppe   {19S6)   encont.raron  un  efect.a  egtimulatorio     c[e

poliaminag       incluyenclo       poliligina       y    poliarginina    gobre     la

±og±orilaci6n   de  Ptd  lng  en  membranag  de  c6lulas  A431.           Tambien

encont.raron     un     e±ecto     giTnilar     con     higtona     H|     la  cual   pogee

secuenciag  ricag  en  pcililiginag.

Result.adog  gimilareg  ge  nan  obE5ervado  con   la     actividacl     Ptci

lng     4-±oB±ato     quinaga     c±e     cerebra     cle    rata     en     pregencia     tie

egpermina  y   egpermiclina   (Lunclberg   y   col.,1986}.

Ref.ientement.e     ge     ha     observado        que        poliaminaE5        y        un

polipe.pticlci     gintetico     correspondiente     a  log   14  aminoacicloB  c[el

extreTno  carboxilico  del     producto     del     protcioncogen     C-Ki-rag     2

i.iene     la     capacidad  cle  eat.imular  la  activiclad  Ptcl  Ing  quinaga  en

membranag  de  ocicitog  de  Y£±  laevig   (6atica  y  col.,19S7;      Carragco

y   cc>l.,19SS).

Log       regultadog     pregentadog     en     egta     TegiE5     conf irman     y
1

ext.ienclen  lag  obf5ervacioneg  previag  clel  ef ecto     estimulat.orio     de

poliaTninag     gobre     la  activic[acl  cle  la  Ptd  Ing  quinaga  presente  en

Tnembranag   de   oof.it.oB   (Fig.      a)   y   sugieren   que   la   gengibilic[acl     c±e

lag     Pt.cl     Ins  quinasaB  a  Poliaminas  Poclria  ger  una  caracterigtica

cT.omtin   de   est.ag   en?.imag.

Log     result.adog     incluyen     una     iTnportarite     observaci6n     que

muestran     que     la  egtimulaci6n   per  polilisina  c±e  la  fos±orilaci6n

cle     Ptcl     Ins     no     eg     debicla     a     la     inhibici6n     cle     la     reacci6n

hicirolitica     que    eg    regpongable  par  la  pErdida  cle  racliactiviciad

del      (=8P)      Ptc[     Ing(4)P     forTnac±c).              En     efec=to,         el      analigis
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eegtBdigt.ico    indica    que    poliligina    no    alters  la  velocidad  de

pEirclida  cle  radiact.iviclacl   (Fig.      14),      un  hallazgo   que  gugiere   que

la  enzima  regpongable  de  la  reacci6n  hiclrolitica,     pregente  en  la

membrane     de]     oof,ito,      no     eg     a±ecLacla     par     poliaminag.Es   eE5pe-

cialmente  important.e  notar  que     el  200./.  de  aumento  en  la  reacci6n

de  fo8±ori]aci6n,llevacla  a  cabo     en     pregencia     clel     pollmero/   no

puecle    gel    explicado     en     base     a     la    regeneraci6n    c[e  gugtrato

Bclicional   para  la  quinaga.

LOB  I.egultadog  del  e±ecto  tie  Poliligina  y  pciliornitina  E3obre

la    velocidad    cle    la    reacci6n    de    fogforilaci6n    a    diferentes

concentracioneE5  de  ATP   (Fig.      9),   gugieren   que  el   efecto  de  ef5tog

pcilicationes  no  eg  c±ebido  a  un  cambio  en  la  af iniclacl  relative     cle

la     enzima     par  gu  gugtratc)  gino   mag  bien  c}ebiclo   al   aumento  en   la

eficiencia  clel  proceso  catalltico.

Puesto  que  egtos  experlmentos  hen  siclo     realizaclog    con     una

preparaci6n     c{e     membranes,      eg     impogible     llegar  a  conclugioneg

de±initivas  acercT.a  de   la  nat.uraleza  molecular  clel     mecanismo     par

e]     cual   lag  poliamir)aB  pueclen   af ectar   la  activiciaci  cle   la  Pt.c{   Ins

quinaga.        F.I     hallazgo     que     poliarginina     no     tenga     un    efecto

similar,   girl  embargo,   inc]ica   que  ]a  carga  clel  pc)licati6n  no  es  el

hnico  fact.or  responsable  cle  su  efec=to.

La       egtimulaci6n       caugacla        par       poliaTnina       puede     ef5tar

relacionada  a  un  e±ecto  clel  policati6n  sabre  la  estructura  de    la

membr`ana  a  puede  ser  clebida  a  un  eject.o  gobre  la  egtructura  de   la

enzima.          La     capacic[acl     de     poliligina     pars     romper     membranag

celulareg  ha   E5ic!o   bien   document.acla   descle   log   trabajof=     originaleE5

cle     Ouinton     y  Philpc)tt   (1973).        Recientemente,      poliornitina  ha

gicio  uBada  para  permeabili7.ar     membranas     y     transformer     cElulas
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animaleg   con   DNA   foraneo   {Boncl   y   Wold,    1987).

En     relaci6n    a     la     pogibiliclad     que    poliaminag  afecten  la

egtructura  cle  la  enzima  y   por  encle  gu   activiclacl,      E5e  ha     clegcrito

que     poliliE;ina    egtimula     la     actividac]     cle    variag     enzimag    de

membrane.      t5atic=a  y  col.      (19S7),      hah   observado     que     polili8ina

egt.imula  la  actividad  de  la  aclenililcic=lasa  pregente  en  membranag

de     oocitos     cle     Xenooug.          Mag     recientemente     ge     ha  vigto  que

poliliE5ina  tambien  estiTnula     la     act.iviclad     tirogina-quinaE5a     del

receptor  cle  ingulinai     probablemente,     a  traves  de  la  interacci6n

entre  la  poliamina  cargacla  poE5itivamente     y     una     regi6n     acldica

altamente  conger.vada  en  receptores  con  actividad  til`ogina-quinasa

(Morrigon   y   col.,1989).

Tambien     ge    ha     obgervado     que     poliligina     actda     gobre  la

I,ageina   quiriaE5a   11   aiglac±a   clegcle  una   fracci6n   Soluble  tie     coraz6n

cle  bovino,    aument.anclo   varies   vece8  su   actividacl   (Hamrack,    1989).

Eg     interegante  gefialar  que  Hastoporan,     la  toxins  peptidica

clel  veneno     de    avigpa     e8     capaz     tie     activar     directamente     una

prat.eina     Go.             Se     ha     demogtraclo     que     Magtoporan     posee     una

estructura       ci-h6lice       anfif llica,          semejante      al         Segment.a

citoplaBmatico    del     receptor     8  aclrenErgico  a  travEB  c]el  cual  el

receptor   interacttia  con   la   proteina   6   {HigaE5hijiTna  y  t=c>l.,198S).

Se  ha  especulado   que  poliligina     poclria     egtar    .imitanc{o     el

papel     de     una     mol6cula     e±ectora     de  importancia  fi'E5iol6gica  al

t.erier   un  dominio  a  segmento  eat.ructural   comtin.      Si   E5e   intenta   c]ar

una   interpret.act.i6n  ±igiol6gica   al  e±ecto  cle  poliamina8     gobre     la

acT.tiviciac]     Ptcl     Ins     quinaE;a     y     gu     relaci6n     `con     el   proceBo   c{e

macluraci6n  mei6tica,      debe  tenerse  en   cuenta  que  la  inducci6n     cle

la  en7.iTna  ornitina  clescarboxilaga,      r`eE5ponsable  cle   la   sint.esis  cle



94

poliaminag,   ocurre  alrededor  cle  4  hr  deBpu6g  de  exponer  el  oocito

a   progeE5terona   {Sunkara  y  col.,1981).

?..r.  Efecto  de  neo.icina  gobl`e  la  actividai]  Ptd  Ing  quinaga

La  neomicina  eg  un  antibi6tico  aminoglicosidico     que    inhibe

el     metaboligTno     de     log     I ogf olipidog     de     inogit.cil     en  una  gran

variedad  cle  tejidog   (DOTnes  y  Hichell,19Sl;   Harche  y  col.,1983)

y  que     une     c]irectamente     a     Ptcl     Ins     polifosfatog     (Williamg     y

Schacht.,19S6).           A     bajag     concentraciones   la  neomicina  ge  une

gelectivamente   a  Ptd   Ing(4,5)PE   inhibienclo   la   foE5folipaE5a  C  y     la

liberac:i6n   cle   Ing(i,4,5)P3   (Carney  y   col.,1985).

Log       resultados       pregentac[os     en     la     Fig.        10    cctnfirman

observaciones  previag  gobre  la  inhibici6n  cle  la  fogf c]rilaci6n    de

Pta     Ing  ,  a     concent.racioneB     cle  neomicina  8uperioreg  a  0,5  mH,en

fibroblastos  Eratac[os  con  el  antibi6tico   (Carney  y  col.,1985).

La   inhibir,i6n  de  la  quinaBa   por  neomicina     e8     probablemente

r.onsecuencia       de       la       interacci6n       cle       Pt,cl       Ins    con    alta8

r,oncentrar,ioneg  cie  la  droga   {Williamg  y  Schacht,      1986),      lo  cual

disminuye   la   disponibilidacl  clel   guEjtrato;        Sin   embargo,   no  puede

i]eBcart.arse  un     efecto     directo     de     la     droga     Bobre     la     enzima

(pogiblemente        clebiclo       a     una     arialc>gia     eat.ruc=tural     ent.re     el

antibi6ticc)  y   la  cabeza  clel  fogfolipiclo).

El     efect.a     egtimulatorio     a       bajaE;       cc)ncentracioneg       clel

antibi6ti'co     sobre     lag     Ptd     Ins     quinasa     no     ha  gido  cibE5ervaclo

previa"ente     y     puecle     ger     consecuencia     cle     la     acci6n     de     clog

procesos,      un     aumento     en     la     activiclacI     Ptc±     Ins   quinaE5a   o   una
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cligminuci6n  en  la  hidr6ligig  del  Ptcl   Ing(4)P  preformac]o.

Se  ha  demc)gtrado  en   otrog  gigtemag  que  la  hiclr6ligig  de     Ptcl

Ing(4)P,      catalizac]a  per.  uns  fogfomonoegteraga,      eg     inhibida  par

bajag  concentracioneg  de     neomicina     (Schacht,           1976;     Smith    y

Wells,   1984),   pogiblemente  clebiclo  tambi6n  a  uns   interacci6n  entre

el  antibi6t.ice  y  el  gugtrato  fogfolipidico.

Regulta    particularmente    int.eregant.e  gefialar  en  relaci6n  al

efecto  de  neomicina  y  el  metaboliBmo  cle  log  I oaf oinositido8  en  el

oocitci   cle  XenopuB,    que   la   microinyec=ci6n  del   antibi6tic=o  en   egta8

c6lulag         inhibe     la     reE5puegt.a     elec:trofigic)16gica     a       agenteB

mugcarinicoB      (Kaneko   y   t=ol.,      1987)   y   la  maduraci6n   mei6tica  del

oocito   {!3tith  y  Maller,    1987).

2.7  Efect.ci  de  2,3-higfog±oglicerat.a  gobre  la    act.iviclacl    Ptd    Ing

quinaga

Un    hallazgo     interesante    eg    el  e±ecto  inhibitorio  de  2,3-

bigf ogf oglicerato  gobr`e   la  Ptd   Ing  quinaga  en   Tnembranas  cle  oocito

(Fig.11).        Egte  hallazgo  eg  egpecialmente     interegante    porque

2,3-big±ogfoglicerato     eg  un  intermecliario  met.ab6lico  que  alcanza

concentracioneg  :uperioreg  a  3  inn  en     algunag     c6lulag    come     log

eritrocitog     (Bunn     y     col.,1974).          Se  ha  encontraclo  que  este

r,ompueE5to  eg  un  potente  inhibiclor  de  proteinas  quinagag  y  cageina

quina8a   11      {Hathavay     y     Traugh,19S4).           teas     relevante,      gin

embargo,      es     el   hecho   que  2,3-big±ogfc>glicerato   inhibe  la  enzima

5-±osfomonoegterasa     que     hiclroliza     lns(i,4,5)P3     a       Ing(i,4)Pa

{Downeg     y     col.,      i9S2;      nana  y   col.,      i986).         Este  hallazgo  ha

inducic]o  a  varies  invegtigadores  a  inr,luir    2, 3-biE5fos±oglicerato
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(2     mM)     en     la     mezcla     de     incubaci6n     ugac±a     pare     eBtucliar   la

liberaci6n  de  Ing(i,4,5)Pa  c]egpuEs  cle  tratar     la     preparaci6n     cle

membranaB       con       agenteg       que       promueven       la       liberaci6n     de

lng ( 1, 4, 5 ) P3.

I.og  regultadog  de     la     Fig.      Ii     demuegtran     que     aclemag     de

]nhibir     la     hiclr6liBiB     cle     InB{l,4,5)P3,      la     activic]acl   Ptcl   InB

quinaBa   puecle  ger  t.ambi6n     afect.acla     par     la     preBencla     de     2,3-

rijgfogfoglicerato.          Ademig,      egt.e    efect.o  en  la  glntegis  de  Ptcl

lnB{4)P  no  puecle  atribuirse  a  un  aumento  en  la  hidr6lisi8  del   Ptcl

lng(4)P  pre±or`mado   (Fig.      13).      Nuegtro  resultaclo,      per   lo  tanto,

inclica  que  la  ut.ilizaci6n  de  egte  compuegto  para  el  egtudio  c[e  la

±ogf olipaga     C     podria  llevar  a  concluE5ioneg  erradag,      pueg  a  lag

concentracioneB  que  ge  utiliza  egtaria    taTnbi6n     inhibiendo    cagi

totalmente  a  la  Ptd  Ins  quinaga.

3.  Efect.a  de  acetilcolina,   progegterona  e  ingulina  en  la  gintegig

de  Pt.d   lng   {4)P  y  Pt.cl   lng   {4,5)PE.

Estudiog   realizac]oB   ±j|  ±Z±|ZLEL  con   oocitos   de   XenoouE5   intactos,

hah     demo8t.raclo     que  acet.ilcolina  estimula  uns  lo8f olipasa  C  y   la

producci6n   cle   lns(1,4,5)P3   {Oron   y   col.,      1985;      Horiarty   y   col.,

I 9a8 ) .

Sin     eTnbargo,      ge     clegconoce     el     ef ecto   del   neurotransmif5or

gobre  la  sintegiE5  de     fcig±aticlilinositcil     poli±ogfatog     tant.o     ±E

vivo   como   en  uns   preparaci6n   de  membranas  de   c]ot=ito.         Puegto   qua

la  gint.egig   de  Ptd   Ing(4)P     y     Pt.d     Ing(4,5)PE     en     membranag     cle
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oocitog    eg  r6pida,     eg  pogible  que  lag  enzimag  Ptcl  Ing  quinaBa  y

Ptc[  Ing  4-±oE5f atci  quinaga  Sean   i"portanteg  en  la     regulaci6n     del

metaboligmo     de     log    I ogf atidilinogitol     poli±og±atog.            EE5tas

ac:tiviclacleg  determinan  la  concentraci6n     tie     Ptd     lng(4)P     y     Ptd

lng(4,5)PE     en     la     membrana     y   poclrian   inclirectamente  moclular   la

velocidac]  c]e  hidr6ligig  al  controlar    el    aporte    de    gugtrato     a

I ogf olipaga  C.

Al    egtucliar    el  efecto  de  acetilcolina  gobre  la  gintegig  cia

Ptd   Ing(4)P   y   Ptd   lng(4,5)PE   en   Tnembranag  aiglac±ag   cle   oocito,      no

ge     obgerv6     un    efecto    gignificativo     er!     la     gintegig  cle  ambog

±ogfolipiclog  respect.o  al  control   no  tratado  c=on   la  hormona     (Fig.

12).            Dunlop     y     Halaisge      (i9S5)      ban     obf5ervaclo     una     pErclicla

importante  de   Ptd     Ing{4)P     y     Ptc]     Ing(4,5)Pg±     `    premarcados     en

TnEJmbranas       c[e       cElula       pancreatica        cle     rate     per     acci6n     cle

r.arhamilr,olina.      Come  E5e  ha  clescrito     en    la     Introducci6n,      egta

cilarament.e    clemogtrac]o     que  la  acet.ilcolina  actuaria  en  el  oocito

in  vivo  mec]iante   la  act.ivac=i6n   cle   la   ±og±olipaE5a   C   que     liberaria

Ins   (i,4,5)P3     .    Este     cauE5aria   un   inc=reT88n€o   en   la   concentraci6n

cle  Cai=+  intracelular,      lo  que  I inalmente  abriria  canaleg  cle     Cl-.

F.gte     hechct  se  cent.rapone,      de  cierta  Tnanera,      con   nuestr`os  clatos

experiment.aleg     en     log    .que     no     E5e     detecta     un     ef ecto     tie     la

acet.ilcolina     gobre     lag     I oE5f orilaciones    c]e     I clg±atic{ilinciBitol

±ogfat,a  y  I oE5faticlilinogitol  4-fosfato.

Este  regultaclo  negative   obt.enido  ±Ii vitro  poclria     explicarge

cle  diversag  manerag:

-     F.i     ef ecto    del  neurotransmigor  podria  egtar  enmascaraclo,

par   cT,uanto,      giTnultaneamente   con  un   aument.a   en   la   gintegig  cle   Ptd

inosito.Ipolif ciE5f atos     puecie     haber  un   auBento   en   la  convergi6n   tie
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Ptcl   Ing(4)P  a  Pt.cl  Ing(4,5)PE  el   que     egtaria     Biendo     hiclrolizaclo

pop   la   ±ogf olipaga  C.
-  Pop  otro  lade,   eg  pogible  que  la  cadena  de  reaccioneB  para

la     gintegig     c]e    Pt.cl     Ing(4,5)PE,      a     partir     cle     Ptcl   Ing,      egtE

interruTnpicla  pot  la  virtual     augencia     de     la     enzima     Pt.d     Ing-4

fogfato     quinaga     en     nuegt.ra  pr`eparaci6n  de  membranag.        Aclemag,

egt.a  enziTna  poclria  egtar  inactiva  bajo   lag  conclicioneB  cle     engayo

uti1i7.adas.
--Par     tiltimo,      la     fog±olipasa  C  puecle  egtar`  augent.e  en   la

preparar,i6n  de  membranag,      a   lag  condicioneg  de  engayc)  no     fueron

lag  apropiaclas  para  gu  activiclacl.

Resultarla      intere8ante,        par       lo      tent,a,       en    I uturoB

experiTnentog  poder  evaluar  el  efec+a   de  acetilcolina  en  membranaE5

de  oocitog  preincubaclog  con in -=[=P}ATP, a   fin   c]e   comprobar   gi   el

neurotrangmiBor  induce  la  perdicla  de     Ptd     Ins     (4)P     y     Ptd     InE;

{4,5)Pg     premarcado8     y     la     aparici6n  de  inogitol  fosfato8  en   la

I age  acuosa.

A   pegar   cle  que     no  ge  ha   demostraclo     en     otrog     gigtemaf5     un

efecto       cle       progegt.erona       en     la     gintesig     y     clegrac±aci6n     cle

fosfatidilinogitol  polifoBfatoE5,      lc)8  egtuclios  de  St.ith  y     Haller

{1987)     sugieren     la     participaci6n     c±e     egtog  fogfolipicios  en   la

maduraci6n     mei6tica     de     oocitos     de       Xenopu8       incubados       con

progeE5terona.           Nuegtros     egLucliog     reali7,aclog     c=on   membranag   de

oocitcis  muestran  que   progesterone  no  +iene  un   efectc}     clirecto     en

la     slnteE3i8  de  fogfaticlil   ino§it.o]   polifosfatoB   {Fig.      12)   ni  en

la   hicir6ligig  tie  Pt,ci     Ins(4)P      {Fig.15).                F.gtos     resultaclog

indicarlan     que    log    ±osfaticlilinoE5itol    polifogfatos    no  gerian

pEirte  clel   gist.ema  trangc±uctor  Cle  la  gefial  generacla  par     la     uni6n
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cle     progegterona     a     gu    receptor.     Sin     embargo,      no    eg  pogible

clegcart.ar       que     egt.6n     involucracloB     en     alguna     cle     lag     etapag

indur,iclag  gecunclariamente  per  la  hormone  clurante  la  macluraci6n.

F.n     divergag     cElulag     ge    ha     egtucliaclo     tambi6n  un  pogible

efecto    de     ingulina    sabre    el       recambio       cie       I ogf oinogitidos

encontrEndoge     un  aumento  de  la  gintegis  cJ±  nL9±£g  de  Ptd  Ing,      Ptcl

lns(4)P   y   Ptd   In8(4,5)PE   {Pennington   y     Hartin,      1985;     FareBe     y

col.,19S2;           pero   no   en   otraf5   (Sakai   y   WellE5,1986;      Taylor   y

col.,1985).        Ademag,      geha     encontraclo     que     el     receptor     tie

ingulina     que     es  uns  proteina  tirogina  quinaga  eBti  agociaclo  c2On

una   activiclad   Pt.d   Ins   quinaga   (Machicao   y  Weilanc],      19S4;     Sale  y

r.ol.,    |9S6).

Cuando   ge  eE5t.ucli6   el   pogible  efecto   cle   ingulina  en  membranag

tie   oocT,it.a  no   Be  encontr6   un  aumento   en   la  ginteBi8  de  Ptd   InB(4)P

rij   Ptcl   lng(4,5)Pg   (Fig.      12).         F.gtc)g  resultaclog   coinciden  con   lo

ohgervado   er}   .membranag   plagTn5tic,as  de  higado   de     rata     (Taylor     y

r.o].,1985).

4.,    Pcigible  act.ivaci6n  de  lag  fog±atidilinogi€ol  quinagag  clurante

la  II]aduraci6n  meidt.ica    del  ooci±o  de  Xenopug  laevis.

Se   ha   observado   que  el     product.a   de     al9unog     oncc)geneE5     con

actividacl  tirosina  quinasa  y  factores  cle  creoimiento  egtimulan  la

gint.eE5is     de     fog±aticlilinositol     Polif og±atoE3,        ya     gee     porque

pregentan  actividad  Pt.d  Ins     quinaga     o     porque     I.ontrolan     est.as

quinasag     celulareg.     I,Bto     Sugiere          la     idea     que     lag  Ptc}   InB

quiriagas     juegan     un     papel     en     el     control     c{el     desarrollo       y
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proliferaci6n  celular   {Whitman  y  col.,1986).

La     divigi6n     mei6t.ice    del  oocito  c]e  Y_  laevig  eg  una  et.apa

fundamental  en  el  degarrollo  clel  ant ibio  y  congtit.uye    un    modelo

apropiado  pare  medir  cambiog  cuantitativos  en  la  actividad  de  lag

quinagag    regpongableg    de    la    glntegiB    cle    I osfaticlil  ino8it,ol

polifogfatog,   en  clog  etapag  diferenteg  clel  desarrollo.

Log  regultaclog  cle   la  Fig.      16  muegt.ran   que     hay     un     notorio

aument.a     en     la     formaci6n     de     Ptd     InB(4)P     y   Ptd   Ing(4,5)Pe  en

membranaB  de   oocitos  maclurog  regpecto   a   1o   observado  en  membranag

de  oocitog  no  maclurog.        Egtog  cambio8  pueden     ser     interpretadoB

r3omo   ccingecuencia   de  un   aument.a   en   la  canticlacl   a   act.ividad  de   lag

enzimas     Ptd   lng  quinaga  y  Ptc]  Ing  4-fogfatc)   quinaga  en  el  oocito

maduro.        Se  ha   I,omprobaclo  un   aumento  en  la   E51nteBis   proteica   que

eg    regulada  post-transcripcionalmente  2-3  hr  clespu6g  de  iniciacla

la  maduracion  mei6t.ice   clel   oocito     par     progeE5terona          (Bravo     y

col.,      1978;      WaBserman  y  col.,19S2).      £g  pogible  guponer  que  en

esta  etapa  se  produce  un  aumento  en  la  sint.eBis  cle     lag     Ptd     Ins

quinasaB     a  8e  sintetiza     un  ac=t.ivador  responsable  c}el   aumento  en

la   forTnaci6n   de   Ptcl   Ing(4)      y     Ptcl     Ins(4,5)Pi=.            El     hecho     que

progesterona     no     tenga     eject.a  directo  gobre  lag  Tnembranag   (Fig.

12)   favorece  la  hip6t.egig  due  durante  la  macluraci6n  del   oocit,a  se

produce  un  cambio   que  afecta   la  activiclad  de  lag   quinasag.

Log  r,ambios  en   la   act.ividacl  Ptc±   Ins  4-I ogfato   quinaga  no  gen

debidos   pTobableTnente     a     un     aumento     en     la     concentraci6n     clel

sugtTato,      ya   que  se  ha   de.mostrado   que  los  niveles  cle  Ptd   Ing{4)P

no   r,aTnbian  durant,e   la   maduraci6n   del   oocito      {Le     Peuch     y     col.,

198`5).           Esto     r}o     puecle  E5er   ageverado  para   la   actividad   Pt.d   InB

quinasa,     por  cuanto  ge  desconoce    si     log    niveleg    cle    Ptd     Ins
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aumentan   c]urante  la  Tnac]uraci6n.

Varela   y   col.    {19S7)   t.ambi6n   nan   detec=t.aclo   pro±unclog   cambiog

eri     la     activ]clacl  cle  Pt.cl   Ing  quinaga  durante  lag  c[iBtintas  etapag

del  ciegarrollo  en  Pictvogteliu_a  cligcoicleuTn.

A.         IHcoBpoRAcloH     DE      {3H}nlo-IHcislTOL     in       FosFATIDILII.oslTOL

FOSFAT0   IH   VIV0  LJSAHD0   00CITOS  DE  Xenot}ug   laevig

I.   Hicroinyecci6n  e  incorporaci6n  de  (aH}.io-inogitol  en  Ptd  InB,

Ptd  InB{4}P  y  Pt.d  InB{4,5)Pe

Log     egtuciiog     de     "icroinyecci6n     hah     permiticlo  evaluar  la

acci6n  de  algunog  agenteB     eobre     la     incorporaci6n     de     {3H)mio-

incigitol  en  fos±aticlilinoE5it.ol   fos±atog  en  oocitog  intactog.

Analogamente        a     lo     ob8ervado     previamente     c3on     membranes

aiBlaclas,        Ja     inc.orporaci6n     cle     la     marca     en     conclicioneg     cle

equilibrio       i8ot6pico     es     mayor     en     Pt.a     lns(4)P     que     en     Pta

lng(4,5)PE   (Fig.      178   ).         F.gtog  resultados  Ilo   concuerdan  con   lag

obBervaciones  tie  Lacal   y   col.       {1987)   quiene8   utilizanclo   el   miBmo

proceclimiento  pare  la  sintesis  y  extracci6n  de    log    I o§folipidos

encontraron     una     relEici6n     opue8t,a.           Hagta     el     memento  no  hay

explicaci6n  pars  estas  digcrepancias,     ya  que  incluso  en     oocitcis

incubacloE5     con      {3a=P)      fos±ato     hemog     encont.rado     que     hay   mayor

incorporar,i6n   cle  la   marca  en   Ptd   Ing(4)P  que  en  Pt,cl     Ins      (4,5)P2

Fig.    17A).
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I.a     incorporaci6n     de     (3H)mio-inogitol  en  Ptd  Ing  puecle  ger

r,ongecuencia  de  2    reaccioneg     enzimaticag.     La     enzima     Ptcl     Ing

gintetaga      cataliza      una      de    lag    reacciones,       utiliza    CDP-

diacilglicerol  e  inogitol  Come  gugtrEitog;     egta    enzima    ha     giclo

encontrada       en       el     reticule     encloplfgmico     y     en    la    membrane

plagmatica  tie  cliferenteg  tipog    celulareg     (Imai     y    Gerghergorn,

1985;     Taker]awa     y     col.1977).        La  otra  reacci6n  enzimatica   no

concluce  a  la  glntesiE;  nets  cle     Ptcl     Ing;     egta     geguncla     reacci6n

clcurre    en     augencia     cle     CDP-diacilglicerol  y  eg  regpongable  del

intercambio  de  inogitol     en     Pt.d     Ing     (Takenawa     y     col.,1977;

Fl,Jeagdalh     y   Wallig,1981).         Cuanclo   membranag   c[e   oocitog   fueron

jnr.ubaciag  con   (=H)mio-inogitol     y     post.eric)rTnente     ge     agreg6     un

excego       de       mio-inogitol       no       radiactivo,        log       niveles     cle

racliactiviclac]     clel     Ptcl     Ing     no     fueron    afectadog    clurante       la

incuhar.i6n     con     el  compuesto  no  radiact,ivo   {datog  Ilo  mostraclos).

Egtog     resultado8     gugleren     que     la     incorporaci6n     de     (3H)mio-

inogit.ol  en  Ptci  lng  no  eg  clebicla  al   intercambio  cle  inogitol  y   que

la  enzima  de  recambio  no  eE5taria  en   forTna  active  en   lag  membranas

cle   oocitos.

Atin     cuando   la   incubaci6n   de   oocit.og  de   Xenooug   con   (3H)mio-

inositol  ha  giclo  ut.ilizado  rutinariaTnente  pare     la    marcaci6n     cie

log     fogfQinogitidoE5,      no     ge     ha     eE;tudlaclo   la   captaci6n   cie   mio-

jnogit.ol   en   egtag  cElulas   (Nomura  y     col.,      1987;      Oron     y     cc}l.,

]SJS5).      I.og  resultadoB  cle   la   Fig.    18     indican   que   la   captaci6n   cle

{=H)mio-inositol  al  interior  tie  la  cT,elula  eg  uns  etapa     limitante

para     la     sint.egig  de  ±ogf oinogit.iciog  en  oocitos  incubaclos  con  el

precursor.

Prepie  y   col.    {1982)   han   comprobaclo   que   la   c=aptaci6n   c[e   mio-
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inogitol  en  hepatocitog  de  rat.a  eg  un  procego  pagivo  y    ocurre    a

t.raveg    cle    un  gigtema  trangportador  egpecif ice.        La  Kin  aparente

pare  mio-inogitol  cle  egte  t.rangportac!or  eg  c[e  aproximac]amente  0,4

mH.      Tambi6r)   ge  ha  compr`obaclo   en  egtag  celulag   que  el     trangporte

cle     mio-inogit.ol     eg  alterac±o  gignif icativaTnente  per  una  eerie  cle

agent.eg     entre     log     que     deE;tar.an     epine±rina,        angiotengina     y

glucagon.

A     fin  tie  evitar`  posibleg  cli±erenciag  en  la  incorporaci6n  c[e

{=H)mio-inogitol   en     ±og±oinoE5iticIog,      Coma     congecuencia     c]e     un

efecto    tie    progesterona    o    acetilcolina    en    el    trangporte  del

precursor  radiactivo,   egte  dltimo  ±ue  intr`ocluciclo  al  interior  del

ciocit.o  mediante  "icroinyecci6n.      Uns  reducci6n  en  la  captaci6n  cle

glucoga,        clurante     la     mac[uraci6n     clel     oocito,      par     efecto     cle

progesterone  ha  gido  clemogtrado     previaTnente     {Carvallo     y     col.,

i9Si ) .

NueBtrog    regultados     clejan     en     eviclencia     algunag  de  lag

vent.ajag  cle  la  mir,roinyecci6n   cle  un     int.ermecliario     relativamente

impermeable  a   la  r,EluJa.        La   inyecci6n  cle   {=H)mio-inosit.ol   evita

el   procT,esci  cle  transport.e   a   trav6g  cle  la  membrana     plagmatica,      el

que     puecle     gel     alteradc)   per  una  gran  variec±ad  de  factores.        f,e

alcan7.an  facilTnent.e  r,one,entraciones  apropiaclas  Clei     precurf5or     en

e]     int.erior     cle     la  a,Elula,      lo   que  permite  ac[eTnas,      utilizar`  un

ntlmer`o  reducido   de  c6lulas.         Con     pract.ica     y     uria     manipulaci6n

c.uidadosa,         la       reproclucibilic[ad       de       log       experiTnentctg       eE5

ext.raordinariaTnente  buena.

F,n  general,      la  microinyecci6n  de  oocitog  de  ant ibic)   ha  siclo

utilizacla       ampliamente       para       el       egttldic)       del       metaboligmo

intermecliario     (Uret.a     y     Radojkovic,      1979),      log     fact.ores     que
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r.ontrolan     la     expregi6n     g6nica     (6urclon    y     milton,      19Sl)   y   la

Tnigraci6n  int.raf.elular  cle     proteinag     nucleareg     (De     Robert.ig     y

r.ol.,1978).

Aclem5g,      el     hecho     que     el     oocito     de     Xenooug  I.ipidamente

gintetice  prcitelnag  funcionales  cuando     gen    microinyectadog    c:on

mRNA     foraneoB,      ha     permiticlo     estucliar     algunog  canales  i6nicog

(Dagcal   y   col.,      1987),      el   mecanigTno   de     acci6n     tie     hormonag     y

neurotrangmigoreg     {Snut.ch    l98S)     y  el  control  clel  ciclo  celular
a

{Feathergtone,    1989).

Alguna  cle  lag  degventajas  cle  la     microinyecci6n     cle     oocitos

c:omo     mEitodo     tie  egt.uclio   proviene   de   lag   observaciones  realizac[Bg

en   oocit.og   c±e   BLE£2L±  Dioiens   Per     Miller     y     col.       (i9S4).            Egt.og

autores     encontraron     que    despues     de     la    "icroinyecci6n  cle  log

oof.i+og,        en     un     media     acuogo,        hay     perclicla       del       material

Tnic:roinyer.tac{o       y       cambios       en        la     dist.ribuci6n     cle     solutos

intracelulares,     lo  cual  podrla  8er  delet,ereo  pare  el  met.aboliE5mo

tie     la     c6lula.          Sin     eTnbargo,      log     autoreg  er]contraron  que  la

pgirc]icla  de  material  podria  ser     controlada     gi     log     oocitog     E5on

incubaclos  en  aceite  cle  paraf ina.

En     nueE5tros     experimentcis     log     oocitog  microinyectaclog  con

(=H)mio-inogitol  ge  incubaron  eh  ausencia  de  aceite  cle     parafina,

pop          cuanto        ccimprobamos        que        bajo       nuegtras       c=oncliciones

experimentales,   no  habia  pErclicla  del  material  r`acliactivo,   inclugo

deE3pues  de  variag  horag  de  inr,u.baci6rh

La  reprociucibilidad  tie  log  experimentog  fue  muy  buena     y     log

c`or,itog  en  que  ge  det.eat.aba  perdic±a  de  vitelo  eran  descartadog.

F.e   pogible  tamhiEn  que  mediante   la  t.6cnica  de  microinyecci6n

el      compuegt.a     no   gee   introducicio   en   el   compar`timiento   apropiaclo.
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Se  gabe   que     log     compuegt.og     gen     almacenadoB     y     participan     en

cleterminaclog     compartimientoe     met.ab6licos     {Ureta     y  Raclojkovic,

1979 ) .

Eg  import.ante  degtacar,      coma  una  future  proyecci6n     de     log

re8ultados     cie     e8ta    tesig    y  en  relaci6n  a  la  microinyec=ci6n  cle

mRNA,      el   coinyectar   (3H)mio-inogito]   y   el   mRNAclela   E5ub-unidad   a

de     una     protelna     t3o       de  oocitog  de  XenoouB     y  poder  evaluar   la

participaci6n  de  egta  proteina  en  el  gistema  de  la  ±ogfolipaga  C.

El   gen   cle  la  gubunidad   a  de  la  proteina  Bo     cle     oocit.og     ha     giclo

recienteTnente  clonado  par  Olate  y  col.    (19S9).

2.   Pogible  int.erconexi6n  a  dialogo  ent.re  lag  viag  de  t,rangducci6n

de    gefialeg    u€ilizadag    par  la  progegt.erona  y  acet.ilcolina  en  el

oocit.a  de  Xenooug  laevig

Uno   de   log  a8pectoB  mag   interesante§  cle  eBt,a     TeE5ig     reE5ulta

clel     analiBi8     comparative     del  efecto  de  progesterone,inE5ulina  y

acet.ilcolina     en     la       incorporac=i6n       cle        (3H)mici-inositol       en

±oBf aticiilinogitoleg  en  oocitof5  int.actos.

El     aumen+a     en     la     incorporaci6n     de     {3H)mio-inoBitol     en

I osf atidilinositoles  aperece  de8puEs    de    3    hr    de    iniciada    la

expo8ici6n  clel   ciocito   con  progesterone        (Fig.19),        alcanza  un

maxima   que   c=pincide  ccin   la   rupture   cle   la  membrana     nuclear      (Fig.

20)      y     eg     bloqueado     E;i     se  ut.ilizan   inhibicloreE;  de   la  gintegig

proteica   (Fi,g.   21   A).        EgtoB  regultaclcig  indican  que  el   efecto   c±e

la  progegterona  es  congecuencia  probablement.e  cle  la     gi,ntesig     cie

un  factor  proteicch               Se         ha         gefialado       previament.e       que
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aproximadament.e  2  a  3  hr  cleBpueB  cle  trat.ar     log     oocitog     con     la

horTnona,      ge     produce     un     aumento     en     la     glnteeig  prat.eica   que

precede  a  la  aparici6n  de  la  activiclad  rlpF  y  a     la     fogforilaci6n

cle     proteinag     egpec:ificas     c]el     oocito   (Cicirelli  y  col.,      1988;

Waggerman   y   col.,    |982).

El  efecto  de  progegterona  gobr.e  la  incorporaci6n  de   (=H)mio-

inogit.ol  en  I ogf at.iclilinof3itoleg  ge  acompafia  de  un  aumento  en     la

hiclr6lisig        de       Ptd     Ing(4,5)Pg     come     lo     clemuegtr.a     la     mayor

producci6n     de     InB(i,4,5)P=,      Ing{l,4)Pg     e     Ing(4)      en     oocitos

trat.aclog   con   la   hormone   (Fig.    248).

F.gt.os     reE5ultadog     congiclerados  en  conjunto,      deTnuegtran   que

clurant.e   la  maduraci6n  meidtica  del   oocit.a     cle     XenoDug.      induciclo

par   progest.erona,      ge  produce  un   aument.a   en   el   met.aboligmo   c±e   log

±og±olipidos  de  inositol.     Aclemas,      gugieren  que  la  hiclr6ligie  de

Ptcl     Ing(4,5)PE     y   la  proclucci6n  de   Ing{l,4,5)P=   c]   c]iacilglicerol

es  una  etapa  necesaria  para  la  maduraci6n.

A       c±iferencia       de       lo       obgervado       con       progesterona, la

acetilcolina     tiene    un    efecto    rapiclo    en     la     incorporaci6n  c]e

(=H)Tnio-inogitc)i     a     fogfatidilinositol     fogfatog     y     alcanza     un

maxima     anteg     de     lag    2     hrg     c]e     iniciada  la  incubaci6n  cle   log

oocitos  con     el  neurotran8misor   (Fig.   22,      Fig.      23).        Ademag  el

increTnent,a     caugaclo  per  acetilcolina  no  clepencle  de   la  Bint,egis  cle

prat.einag   (Tabla   11).

El  mecanismo  de  acci6n     c]e     acetilcolina     en     el     oocito     cie

XEnclpus     ha     sic[o     egt.udiado     previamente     y   se   ha   comprobado   que

oc:urre     par     la     uni6n     clel     neurotrangmisor     a     un     receptor     c{e

E5uperficie     y     la     act.ivaci6n  Cle  la  ±os±olipasa  C  a  trav€s  cle   una

proteina   6,    que  eg  sensible   a   la  t.oxina  de  a.    Deft.usE=iE5   (Moriarty
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y  col.,1988).      Log  regultaclog   obteniclog   par   Oron  y  col.    (19S5)   y

log  mogtradog  en  la     Fig.     258    indican     que    el     neurotrangmiBor

induce  en  el  oocito,   al  igual  que  progeBterona,     un  aumento  en  el

recambio       de       log       fogf oinogit.iclog       y    en     la     producci6n     c[e

lng ( I , 4, 5 ) Pa.

Maller  y  col.      (]984)   obgervaron   que  la  mac]uraci6n     mei6tica

clel   oocito  cle  Xenopug  inducida  por`  progegterona,   eg  acelerada,   gi

log       oar,itog    gcin     tratados    gimultaneamente    c:on     acetilcolina.

Tamhien  ge  ha  comprobaclo   que   la     mir.roinyecci6n     cle     lng(i,4,5)P3

acT,elera  egte  proceso   (St.it.h   y  Maller,    i987).

F:Stag     ohgervar.ioneg     y     nuestrog     regultadog,      aunque  no  1®

prueban,   pueden  ger  explicaclog  gi  se  pogtula  la  exigtencia  de  una

via  cle  inter`conexi6n   a  dialogo  entre  laE5  viag  cia  t.ranBc]ucci6n     cle

sefialeB  utilizacla8  pop  proge8terona  y  acetilcolina   {EBquema   IV).

i.   Acetilcolina  par  Bi  gol`a  no  promueve  la  maduraci6n  del  oocito;

gin     embargo,      la     maduraci6n     par     progesterona  es  aceleracla  par

ar,et.ilcolina  y  par   lng   (i,4,5)P3  que  eg  un  2°   mengajero  de  la  via

cle  trangclur,ci6n  cle  gefialeg     cle     acetilcolina.          F.ate     hecho     nag

sugiere    que    gi     bien     acet.ilcolina    no    eg    regponsable    cle    la

Tnacluraci6n,       Ja   via   cle   forTnar,i6n   c]e   lns   (i,4,5)P3   y   DAB      inc]ucicla
t.\

par  eJ   neurot.ransmigcir  es  importante   pare  Ja  mac]uraci6n.

I.a     act,et.ilcolina     aceleraria     la     maduraci6n   al   eE5timular  la

formaci6n  de   lns(1,4,5)P3  y   DAB,      Tnecliant.e  ]a     activaci6n     de     la

±og±o]ipaga     C.         Amhog   segunclog   mensajeroE:   E5on   activacloreg   cle   la

proteina   quinaE5a   C   (Ing(1,4,5)PE)      mediante   la   liberaci6n   cie   Ca:=+

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

la  ±ogforilaci6n  cle  alguna  cle  lag  prcit.einag  requericiag  clurante  la
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maduraci6n  per  progegterona,   egtableci6ndoge  agi  un  dialogo  entre

ambag   vlag   de   t.rBnE5c±ucci6n.

A  egt.e  regper.to,     exist.en  en  la  literature    antecedenteg    cle

dialogo     ant.re     digtintog     BiBt.emaB  cle  tranBducci6n  cle  gefialeB  en

clivergog  gigtemag,      oocitog     (Ot.te     y     r.ol.,1989),      celulag     de

pituitaria   (Carvallo  y  Aguilera,   1990),   c6lulag  cle  Leydig   {Uligge

y     col.,1989).           F,n     estog     E5igt.eTnag   la   via   cle   trangclucci6n   cle

Befialeg     depencliente     de     aclenililciclaE5a       eg       egt.imulacia       par

activadores   de   la   prat.elna   quinaga   C,    cclmo   TPA   y   analogos   cle   DAC5.

Egtog     autoreg     gugieren  un  c]ialogo  entre  dog  gigtemag  efectoreE5,

uno  acoplado   a  aclenililciclaBa,      AHPc  y  protelna  quinaga  A     y     el

ot.ro,      acoplaclo   a   la   via   de   Ins   (1,4,5)P3,   DAB  y   prcltelna   quinasa

C„      TambiEn   se   ha   ciif5cut.iclo   la   pogibilic±ac±   c±e   clialogo   en   oocitog,

entre     lag     vlag     cle     transducci6n     cle     Befialeg     clependienteB     cle

proteina  8,   una  sensible   a   la   acci6n  de  la  toxina  de  BL.    Deft.uBE5ig

y  ot.ra  no   sensible   (rloriarty  y  a.ol.,1989).

Alguno8     autores     ban     obBervado     la     foB±orilaci6n     par     la

prat.elna  quinasa  C  de  la  sub-unidad   a  cle  una   proteina  r]i      (Katacla

y  col.,1985),     de  la  Sub-unidad  c:atalitica  c[e  la  ac±enililciclasa

(YOBhiTnaga     y   col.,       19S7)   y   cle   una   isoenzima   cle   la   fosfolipaE5a   C
:

(Bennett   y   Crocke,    19S7).

Segtin  eE;t.os  antececlenteg,   eB   pogible  8uponer  que  la   proteina

quinasa     C     activacla     per     DAB     poclria     estimular     la     via    'de   la

progegterona  a  nivel   de  uns     prot.eina     fi     u     otros     paE5os     en     la

caE5cacla   cle  reacci6n   gatillac±a   por   la   progeE5terona.

2.     Par     otro     laclo,      al     tratar  log  oocit.og  86lo  en  presencia  cle

progegterona,      E3e  encontr6   un     auTnent.a     de     la     incorporaci6n     cle

(3H)mio-inogit.ol     tanto     en     log  fos±olipidoB  cia   inogitol   coma   en
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lnB   (1,4,5)Pa.      Egte  aumento   ocurre  luego  de  3  a  4  hrg  cle  incubar

c.on  la  hormone  y  eg  bloqueaclo     pop     inhibic!oreg     de     la     gintegig

protEica,     gugirienclo     que  egte  e±ecto  puecle  egtar  mediaclo  por  un

factor     prat.eico    probablemente    npF    u    otra    proteina       quinaga

activiclada  a  gint.etizaclB  en  egte  tiempo.

F.eta  prat.eina  con  actividad  quinasa  poc]r`1a  egtimular  c[irecta

a     indirec,tamente     la     ±oBfolipaga     C,      y     la  proclucci6n  cle  DAt5  e

Ins   (1,4,5)P3.A   su   vezr.,    el   aument.a   en   la   incorporaci6n   de   {3H)mio-

inoBitol  en  ]oB  foBfollpidos  cle  inogitol,     detectaclo  en    nuegtroB

experiment.og,      puecle     E5er     gecunciaria     a  ia   hiclr6ligig  de  Pt.C[   InE5  L

( 4 , 5 ) Pe.

I.a  ar,t,ivar,i6n  de  I os±olipasa  C,      poclrla  or,urrir.  a  t,rav6g     cie

cli±erent.eg  mer,anismog.        F.xigte  eviclencia  experiment.al  que  indica

que  la  I ogfolipaga  C  es  ±og±orilada  in  vLz±±z±  e  in  vLzi±g  per  acci6n

cle  proteinas  con  activic]acl  tirogina     quinasa     {MargoliB    y     col.,

1989;   Itighibe  y  col.,1989;   tteisenhelder  y  col.,1989).

Tambien     la  I osf olipasa  C  poclrla  Ber  activada  inclirectamente

a  trav6E3  de  una   proteiria     6.      Al     reBpecto,      se     Babe          que     lag

proteinag     t3     gen     guE5t.ratog     ±j±    ±zi±=g    tie  la   proteina   quinaga  C

(Hat.ada  y  col.,      1985;     Sagi-Eigenberg,      i9S9)   y  cle  proteinag   con

ar.t.iviclad     t.irogina     quinasa  tales  cc)mo  ei  receptor  c]e  ingulina  y

eJ   recept.or   de   16F-i   (Zick   y   col.,1987;   ?ick   y   col.,.   i986).

AdemaE;,      la  fog±olipaga  C   pociria   ger'activada  inclirectamente

per     un     aument.o  en   la  c±isponihilidad   clei  gustrato.        I:gto   poc]ria

Ber   cT,onsecT.uencia   a   la   vezrde   un   aument.o   en   Ja   Einte6is     a     cle     la

ac:tivaci6n     de     lag     enzimas     involucrac{as  en   la   I ormaci6n  cle  Ptcl

lns(4,5)Pg=.         F.n   eE5te   E5entic]o   resulta   intereE5ante   gefialar   que     el

procluct.o     cie     algunos   oncogenes  puecle   acelerar  el  recambio,icle   log
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fos±oinoE5iticiog  al   eBtimular   lag  Pt.CI   InB   quinaBag  y     Egto     parece

ger     gu±lciente    pars     la    expregi6n     del     fenot.ipa     t.rangformado

(Whitman   y   col.,1986).      Se   ha   clemogtrado®tambien   que   una   Ptd   Ing          I

quinaga  eg  el  guE3trato  para  la     actividad    tirogina     quinaga    clel

receptor    clel  factor  de  crecimiento  derivado  cle  plaquetag  y  de  la

pro+elna  pp60v-.re   (Kaplan     y     ccil.,      1987;     Curtneidge     y     Hebe,

1987).   La  microinyecci6n  de  la  prciteina  pp60v--ne  en  el   oocito  cle

XenoDus       acelera       marcaclamente        la       maduraci6n     inducida     pc]r

progesterone   {Spivack  y  col.,19S9).

La   c3onexi6n  entre  e8taB     vlaB     de     tranBciucci6n     de     Befiales

proporcionarla       al       oocito     la     posibilidad    de    amplif icar     E5u

regpuegt.a  a  la  f5efial  generacia     par     progegt,erona,     e     ilugtra     la

complejidad     y     varieclad     de     mecaniBmc]g  que  ban  degarrollado   lag

ce.lulas  para  regular  la  regpuegt.a  hormonal.

Sepia   iTnportante  precigar  en  I uturog     experimentoE5,      cambiog

en     la     activiclacl     de     la     foBfolipaea     C     clurante     lamac]uraci6n

mei6tica    del       oocito      y       poder       corrrelacionarlog      con       la

±oef orilaci6n     u  otrci  tipo  de  modi±icaci6n  covalent.e  de  alguno  de

log  elementos  del  complejo  de  la  I os±olipaga  C.

Eg  importante  ciegtacar  que    el     e±ecto     de     ingulina    en     la

incorporaci6n       de     {3ri)mio-ino8itol     en     log     fogfolipicloB         cle

inoBitol   {Fig.      218),    .puede  Ber  explic=ado   tambi6n  gi   ee     po8tula

una       via       de       inter6onexi6n       analoga       a     la     propue8ta     para

progeBt.erona.          Este       tiltimo       re8ultado       es       part.icularmente

intereBant.e     porque,      a     Pe8ar     que     la     progest.erona     e  in8ulina

utilizan  viag  cli±erentes  de  mac±uraci6n,   ambag  viag  requeririan  la

participaci6p  cle  log  ±ogfatidilinogitol  I os±atog.

Para     inducir     la     maduraci6n     del     ooc:ito,        ±ue     nece§aric]
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utilizr.ar     altaB    concent.racloneg     cle     ingulina     (10     pH).          I:gta

obgervar.i6n  eg  explicable  en     parte,     gi     ge    congidera    la    baja

afinidacl     de     la  horTnona  pop  el  receptor  ubicaclo  en  la  guperf icie

del  oocito.        Se  ha  det.erminaclo  que  can  ingulina     ge    alcanza     la

"itad     de     la   regpueE5ta  mExiTna  a  una  concentraci6n  de   103  nM.      En

cambio,     el  factor  de  crecimient.o,     tipo  i,     analogo  cle    ingulina

(16F|),      eg     un     potente     incluctor     de  la  macluraci6n  mei6tica  del

oocit.o;,     alcanzanclo     la     mitad     cle     la     reBpuegta     maxima     a     una

cT,oncentracT,i6n   cle   0, 4   nn.

F.Bt.oB  reE5ultadog  hen  hecho  guponer   que   la   acci6n   de   ingulina

eBta     mediacla     par     la  uni6n  a  un  receptor  pare  el   16F£   (Maller  y

Kctont.7.,     ]9Sl).

Nuegtrog  regultados  no  permiter]  de8cartar  la  poeibilidacl  que

I   tambiEn     ocurra    un    aumento    en       la       gintegis       §ji      nLg¥!      de

I cigfaticlilinogit.ol     ±ogfato,      clurante     la     macluraci6n     clel   oocito

inducicla  pop  progegterona  a  ingulina.

Carvallo  y  col.      (1981)   hen     obBervado     que     al     maclurar     el

oocito,      se     cierra     a     la     c=aptaci6n  de  nutrient.eg.        F.ate  hecho

regulta  interef5ante  porque  ge  produce  coinciclente  con  la    rupture

cia     la     "eTnbrana  nuclear  e  indica  que  en  egte  memento  ge  proc[ucen

c]rasticos  cambio8  en   la  permeabilidacl  de   la  meTlibrana,    que  podrlan

E5er   atribuidog  a   cambios  en   E5u  composici6n   I ogf olipiclica.
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Lrangducc=i6n      de      gefialeg      utilizadag      pop      progegt.erona      y

acet.ilcolina.
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COHCLl]SI0HES

A.   EgLudiog  con  Detbbranag  de  oociLog  de  XenoT}ug  laevig.

Lag  membranag  aiglaclag  de     oocitog     contienen     lag     quinagag

necegariag     para   la  ginteBis  c]e  Ptd   Ing('4)P  y  Ptd   Ing(4,5)PE.      F.n

membranag  de  oocitoB  maduros,      egtag  enzimas  pregentan  uns     mayor

at:tivic]ad     (3     a  4  veceg  Superior  a  la  encontracla  en  membranag  de

oocitos  no   maduroB).

I,a     incuhar.i6n     de     Tnemhranas     con -=EP ) ATP        produr,e

mayoritariamente     Pt.cl     Ing(4)P     y     una     pequefia     r,ariticiad     de   Pt.d

I ng ( 4, 5 ) PE.

Progegt.erona,      insulir]a  y  acetilr,olina  y  6TP-{r-S  no    tienen

e±ecto     in    vitro  gobre  la  actividad  cle  lag  quinasas  en  membranas

aigladag,

8.   Egtucliog  con  oocitog  intactog  de  Xenooug  laEvig

Al     microinyectar     (=H)mio-inogitol       en       el       ®ocito       hay

inr,orporaci6n     de     la     marc'a     en     Ptd     Ins,      Ptci     Ins{4)P     y     Pt.cl

Tng{4,5)PE.      Egta   incorporaci6n  es  mucho  mag   eficient,e   que  cuando

ge  incuban   Lcls  oocit.og  con  el   precursor  externamente.

La  int3orpoTaci6n   c[e   (,3H)mio-inogit.ol   eg   aumentada   en   un   100%

en  ef5tog  I oaf olipidc>g   par  progegt.erona.        El   ef ecto   eg     maxima     a

lag  4-5  hr  de  iniciada  la  incubaci6n  con  ia  hormona,   es  post.erior

a    la    inducci6n    de    la    gintegig    proteica  y  coincident.e  con  la
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rupt.ura  de  la  membrane  nuclear.

Insulina     tambi6n     auTnenta     la     in..orporac,i6n     de        (=H)mio-\

inogitol  y  gu  ef er.to  requiere  de  gintegig  prot6ica.

La     incorporaci6n     de     (3H)mio-inogitol     eg     aumentada     por

aceti]ci,®]ina  cT,asi  2  vec,eg.      F,i     efecto     eg     mag     ri.pido,      que     el

ohBervado  cT.on   progegterona  y     alcan7.a  un  miximo     deBpueB  de  2   hrg

cle  iniciacla  la  inr.ubaci6n  con  el  neurot.rangmigor  y  no  requiere  cle

gintegig  proteica.

De     acuerclo     a     lo  clesc:r`it.a  en  la  lit.eratura,      ge  obgerv6  un
L,

aumento    en    la    gintegig    cle     inogitolf og±atog    en     log     oocitog

+ratac±og    con  la  acetilcolina,      pero  tambien  ge  obger.v6  un  e±ecto

parecido  en     log     c)ocitog    tratadog    con     progeeterc]na,      lo    cual

egtaria      indicanclo     que    tanto    acetilcolina    coma     progeBterona

proTnueven  un  aumento  en  el  ref.ambio  de  log  I ogf atidilinogit.oleg.

Al  regper,t.a,      log  regultaclos  pueden     ger`     explicadog     gi     ge

pciE5tu]a     la     exist.encia     de     una     via  cle  interaconexi6n  a  dialogo

entre  la  vja    ut.ilizr.ac]a     par     acet.ilcolina    y     la     utilizada     par

pr0geE3terc`na.
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