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REstHEN

El  oociEo  de  Xenoptls  laevis  es  rna  celula  amplia-

mente utilizada para el estudio de  la transducci6n de  sefiales
extracelulares puesto que posee recep€ores para acetilcolina,

progesterona  e  insulina  y,  ademas,  la  microinyecci6n  de  rna
serie  de mRRA ex6genos  correspondientes  a diversos  receptores

de  membrana  conduce   a  la  expresi6n  funcional   de  ellos.   El

receptor end6geno para acetilcolina y varios receptores expre-
sados  en  esEa  c6lula  estan  acoplados  a  la  fosfolipasa  C,  de

forma €al que la estimnlaci6n del sistema conduce a la produc-

ci6n de inositol 1,4,5-trisfosfato y diacilglicerol,  dos mol6-
culas que actiian como segundos mensajeros  intracelulares . Asi,

el oociLo presenta rna serie de ventajas y aspectos de inter6s

para  el  estudio  del  papel  de  los  fosfoinositidos  e  inositol
fosfatos   en  la  transducci6n  de  sefiales.   Sin  embargo,   esEos

estudios  requieren un conocimiento previo sabre las  transfor-
maciones  metab6licas  que  sufren estos  compuestos  en el  oocito

y  hasta  la  fecha  exisEia  escasa  informaci6n  al  respecEo.
Trabajos  previos   de  este  laboratorio  habian  de-

mostrado   que   al   incubar   membranas   aisladas   de   oociLos   de

Xenopzls    laevis    con    [y-32P]    ATP    se    sinteEiza    [32P]    fosfa-

tidilinosiEol   monofosfato   a   partir   del   fosfatidilinosiEol
end6geno  de  la  membrana.  Esta  reacci6n  es  inicialmente  rapi-
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da,  pero  a  partir  de  los  5  minutos  la  formaci6n  del  producto

pierde  su  linearidad  debido  a que  el  [32P]  fosfatidilinositol
monofosfato  comienza  a  ser degradado par  la misma preparaci6n

de  membranas.   De   aquf   surgi6   el   objetivo   central   de   es€a

tesis,  el  cual  fue  estudiar la degradaci6n de dicho compues±o

(qiie mayoriLariamente  result6  ser  fosfatidilinosifol  4-mono-
fosfato)  en membranas  aisladas de oocitos,  con el prop6sito de

definir  las  vias  que  dan  cuenta  de  su metabolizaci6n en este
sisEema.   Tambi6n  se  propuso  estudiar  algunas  de  las  enzimas

involucradas,  con  el  de  caracterizarlas  y  analizar  posibles
f accores hormonales o metabolitos que pudieran estar regulando

su  ac€ividad.

A €rav6s  de este  estudio  se pudo  establecer que el
fosfatidilinositol  4-monofosfato,  sincetizado  como  se  sefial6
a partir del  fosfa€idilinositol end6geno de la membrana y ATP,
a bien agregado ex6genamente,  es mayoritariamenEe degradado en

las membranas  aisladas de oocitos  a trav6s  de una reacci6n hi-

drolitica  caEalizada  par  rna  fosfomonoesterasa,   siendo   los

productos fosfatidilinositol y fosfato inorganico.  Esto ocurre
•'    en  las  mismas  condiciones  en  que  se  observa--`la hs.intesis  del

compuesto,  es  decir,  en  presencia  de  Mg+2y  en  ausencia  de  Ca+2

agregado  (el  calcio  total  end6geno  es  15  pM) .

Ademas,   en  las  condiciones  ya  sefialadas  de  Ca+2  y

Mg+2,  existe rna pequefia pero significativa hidr6lisis del fos-

fatidilinositol  4-monofosfato,  catalizada  por  una  actividad
fosfolipasa  C,  con  la  generaci6n  de  inositol  i,4-bisfosfato.

.`:
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Por  otra parte,  se  demostr6  que  el  fosfatidilino-
si€ol  que  resulta  de  la   degradaci6n  del    fosfatidilinositol
4-monofosfato,  e:  a  su vez  hidrolizado  a  trav6s  de  la  acci6n
de rna   ac€ividad  fosfolipasa C   para  formar  ino,sitol  1-mono-

fosfato,   el  cual  es  degradado  hasEa  inositol  libre  por  rna
fosfomonoesterasa presente en las membranas de oocito.  En este

sistema  tambien  se  encontraron  fosfomonoesterasas  capaces  de

hidrolizar  inositol  1,4,5-trisfosfato  e  inositol  1,4-bisfos-
fato  hasta  inositol.

Una vez  establecidas  lag  reacciones  que dan cuenta
de  la  degradaci6n  del   fosfatidilinositol  4-monofosfato,   se

procedi6 a es±udiar dos enzimas  involucradas en el proceso,  la
fosfatidilinositol 4-monofosfato fosfomonoesterasa y la fosfo-
|ipasa  c.

I]a  actividad  fosfomonoesterasic}a  de  las  mehoranas
de   oocitos   no   requiere   Ca+2   ni   mg+2,   presenta   un  pH   6ptimo

enEre  7  y  8,  es  inhibida  por  fosfaEo  inorginico  y  estimulada

por  tartrato,  mientras  el  fluoruro  presenta  un  efecto  esti-
mulador  o  inhibidor  segiin  su  concentraci6n.  La  actividad  en-

zimaEica  es  fuertemente  irinibida  por  fructosa  1, 6-bisfosfato

y  por  a:-glicerolfosfato,  efecto  que  no  se  observa  con  otras
hexosas  mono  o  bisfosfato,  a-glicerolfosfato,  fosfatidilgli-
cerol  ni  cardiolipina.

La neomicina result6 ser un irinibidor de la activi-
dad  fosfomonoesterasica,  pero  a  bajas  concentraciones  ejerce

un  efecto  activador.  A su vez,  la  espemina y  la  espemidina
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€ambien disminuyen la hidr61isis del  fosfatidilinositol 4-mo-
nofosfato.

La acetilcolina en presencia de GTP-y-S,  la proges-
terona y la  insulina  no  al€eran  la  acfividad  de  la  enzima.

En  cuanEo  a  la  actividad  de  la  fosfolipasa  C  pre-
sence  en  las  membranas  del  oocito,  fambien  fue  caracterizada

parcialmente,   en   especial   con   respecto   a   su   acci6n   sobre
fosfa€idilinositol.  Con este snstrato,  la enzima presenca rna
acEividad  significativa   en   ausencia   de   Ca+2,   aunentando   al

doble  con  Ca+2  100  pM.   Con  fosfatidilinositol  4,5-bisfosfa€o

como   sustrato,   la  enzima  es  totalmenEe  dependiente  de  Ca+2,

presentando  la  maxima  actividad  a  5.0  pM.
La actividad enzimatica es afecEada pc>r polilisina,

poliaminas y neomicina,  de las cuales la polilisina,  la esper-
mina y la neomicina presentan efecto activador a inhibidor`,  en
diferentes grados ,  segdn las concentraciones utilizadas , mien-
tras  que  la  espemidina  s6lo  ejerce  una  acci6n  estimuladora.

La hidr6lisis del fosfatidilinositol y del fosfati-
dilinositol 4,5-bisfosfato en este sistema de membrana aislada

no  es   afecEada  por  GIP-y-S,   acetilcolina  o  carbamilc'olina,

progesterona  ni  insnlina.
La  acEividad  de  la  fosfolipasa  C  es  estimulada  en

forma importante por el acido fosfaEidico,  aunentando al doble

con  una  concentraci6n  de   700   iim,   usando   fosfatidilinositol

como  sustrato.  Este  efecto  parece  ser  especifico,  puesto  que

no  se  obtiene  con  ningfin  otro  fosfolipido  ensayado.
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Oocytes  obtained from the  amphibian Xenopus laeTris

are widely used for the study of transduction of external gig-
nals,  since they posses  acetylcholine,  progesterone and insu-
lin receptors  and,  in addition,  have the capacity for expres-
sing  functional  receptors  from their microinjected mENAs.  The

endogenous  receptor  for  acetylcholine  and  several  receptors
expressed  in  these  cells  are  coupled  to  phospholipase  C  and
the  stimulation  of  the  system  results  in  the  generation  of
inositol 1, 4 ,5-Erisphosphate and diacylglycerol, two molecules

which  function  as  intracellular  second messengers.  Thus,  the

oocyfe  system  presents  several  advantageous  and  interesting
features  for  the  istudy  of  the  role  of  phosphoinositides  and..'
inositol   phosphates   in   signal   transduc€ion.   These   studies
require a previous knowledge of the metabolic transfomations
of   these   compounds   in   the   oocyte,    however,    only   limited

information  has  been  available  in this  area.

Previous  studies  from this  laboratory  have  demon-
strated that the incubation of isolated membranes  from J¥enopzzs

laetris oocy+es with  [y-32P]  AIP   yields radiolabeled phosphati-

dylinositol  monophosphate  from  endogenous  phosphatid¥linosi-
1tol.  This reaction is  initially rapid,  but after 5 minutes  of
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incubation  the  formation  of  the  product  phospha±idylinositol
4-monophosphate loses  linearity due to  its  degradation by the
same membrane  fractions.  The  central  objetive  of  this  thesis

emerged from these results,  that is,  the study of the degrada-
Lion of phospbatidylinositol monophosphaEe  (which proved ±o be

mainly   phosphatidylinosiEol    4-monophosphaEe)    in    isolated

oocyfe membranes  in order Co clef ine the pathways that are res-

ponsible  for  its  metabolism  in this  system.  In  addition,  the
characterization of  some  enzymes  involved in that process  and
the  ef feet  of  additional  f actors  which  may  act  to  regulate
tbeir  activity was  also  proposed.

During  these  studies  it was  shown  that  phosphati-
dylinositol 4-monophosphaEe ,  synthesized from endogenous phos-

pha€idylinositol  and ATP,  or  added  exogenously,  is  preferen-
tially degraded in  isolated oocyEe membranes  through a hydro-
lyfic   reaction  catalyzed  by  a  phosphomonoesterase  to   form

phosphatidylinositol   and   inorganic   phosphate.   This   occurs
under  the  same  conditions  in which  the  synthesis  of  the  com-

pound  is   observed,   that  is  with  Mg2+  and  without  added  Ca2+

(endogenous  C.a2+  15   prl  total) .

In addition,  in the conditions previously indicated
of  mg2+  and  Ca2+,  there  is  a  small  but  significant  hydrolysis

of phosphatidylinosi€ol 4-monophosphate,  through a phospholi-

pase  C  activity,  to  give  inositol  1,4-bisphosphate.
The  present  work  has   also  demonstrated  that  the

phospbatidylinosicol produced from phosphatidylinositol 4-mo-
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nophosphaEe  is  subsequently hydrolyzed Lo  form inositol  1-mo-

nophosphate,  which  is  in turn degraded to  free  inositol  by  a

phosphomonoestera:e of the  oocyte membrane.  Also  confined in
the  system was  the  presence  of  phosphomonoesterases  that  can

hydrolyze  inositol  1,4,5-trisphosphate  and  inosiEol  1,4-bis-

phospha±e  Eo  produce  free  inositol.
Once the reactions responsible for the degradation

of phosphatidylinositol 4-monophosphate in the isolated oocyfe
membranes were established,  the next approach was Eo study two

enzymes  involved in the degradation of that phosphoinositide,
the phosphomonoesterase that hydrolyzes the phosphatydilinosi-
€ol  4-monophosphate  and  the  oocyte  phospholipase  C.

The  phosphomonoesterase  that  hydrolyzes  the  phos-

phatidylinositol  4-monophosphate does  not require Ca2+ or Hg2+,
exhibits  a  pH  optimum between  7  and  8,  is  inhibiced  by  inor-

ganic  phosphate  and  stimulated  by  tartraEe,  while  fluoride
increases  or  decreases  its  activity depending  on  the  concen-

\.

tration of this  ion.
Fruc€ose  1, 6-bisphosphate  and  a:-glycerolphosphate

are  potent  inh-ibitors  of  the  enzyme  and  this  ef fec't  i§-  .n-cjt

observed with other hexoses mono-or bisphosphate,  a-glycerol-

phosphate ,  phosphatidylglycerol  or  diphosphaEidylglycerol.
Neomicyn was  shown  to  be  an  inhibiEor  of  the  phos-

phomonoesterase but  i€  is  an activaEor at  low concentrations.
Spemine  and spermidine  also  decrease the hydrolysis  of phos-

phatidylinositol  4-monophosphate.

xxiv



On the other hand,  the presence of GIP-y-S,  acetyl-

choline,  progesterone or  insulin does  not modify the phospho-

monoesterase  activity.
The  phospbolipase  C  activity  of  the  oocyte  mem-

branes  was  also  partially  characterized,  principally  using

phosphaEidylinositol  as  a  substrate.  The enzyme has  a signif-
icant activity for phosphacidylinositol degradation in the ab-
sence  of  Ca2+,  increasing  2-fold  at  100  pM.  On the  other hand,

the  phospbolipase  C  activity  against  exogenous  phospha€idyl-
inositol  4,5-bisphosphate presencs  a total  dependence on Ca2+,

with  an  optimum  concentration  of  50  |iM.

Polylysine,   polyamines   and   neonicyn   modify   the

phospholipase  C  activity.   Polylysine,   spemine  and  neomicyn
act as acEivators or inhibitors fo dif ferent degrees depending
upon  their  concentrations,  while  the  enzyme  is  stimulated by
spenddine .

The hydrolysis of phosphatidylinosi€ol and phospha-
Eidylinositol  4 , 5-biphosphate with the membrane  fraction rised
in this work are not affected by GTP-y-S,  acetylcholine and/or

carbanylcholine,  progesterone  or  insulin.
Interescingly,  phosphatidic  acid  is  an  ef fective

activator  of  the  phospholipase  C,  increasing  its  activity 2-
fold  aE   700   pM  and  with  phospha€idylinosicol   as   shosErate.

This  ef feet  seems  to  be  specific  and  iE  is  not  observed with
other phospholipids  tested.

-



INIRODUCCION

i

A. -     ESQt7EIA GENERAL E  114pORTANclA DEL ESTUDIO DEL IHTABOLlsro

DE  II0S  FOSFOLIPIDOS  DE   INOSITOL

El  mecanismo  de  transducci6n  de  la  sefial  extrace-

lular  de  una  serie  de molsculas  reguladoras,  entre  ellas  hor-
monas,  neurotransmisores  y factores  de  crecimiento,  involucra

la  hidr6lisis  y  resintesis  de  fosfolipidQs  de  inositol  pre-
sentes  en  la  membrana  celnlar.  La  acEivaci6n  de  una  variedad

de  receptores  de  la membrana  conduce  a  la  hidr6lisis  del  fos-

faEidilinosiLol  4,5-bisfosfato   (Ptdlns  4,5-P2)   por  acci6n  de

una  fosfodiesferasa  especifica  (fosfolipasa  C),  con  la  gene-

raci6n de  inositol  1,4,5-trisfosfato  (Ins  1,4,5-P3)  y  diacil-

glicerol   (DAG),   ambas  moleculas   con  caracteristicas   de   se-

gundos   mensajeros    (Majerus,1992).    Como   se   muestra   en   el

Esquema  I,   Ins   1,4,5-P3  se  une  a  receptores   especificos   que

ac±fian  como  canales   de  Ca+2   (Supattapone  y  col,   1988;   Ferris

y  col,   1989;   Barnard,   1992)   provocando  la  liberaci6n  de  Ca+2

desde  dep6sitos  intracelulares,  localizados  probablemente  en

el  reticulo  endoplasmico   (Berridge  e  Irvine,   1989;  Berridge,

1990).     A  su  vez,   DAG  y  Ca+2  activan  a  la  proteina  quinasa  C

(Itishizuka,   1988;   Rando,   1988) .   De  esta  manera  se  regula  una





serie  de  procesos  celulares  que  incluye,  enEre  o€ros,  varias

vias  meEab6licas,  secreci6n  de  hormonas  y  neurotransmisores,

contracci6n  y  proliferaci6n  celular  (Rhee  y  Choi,   1992) .

Los  fosfolipidos de inositol son una fracci6n mino-
ritaria de  los  fosfolipidos  de  la cslula,  constituyendo  alre-
dedor del  8%  del total.  Pres  son los  fosfoinositidos  cuantita-

Eivamente mss importantes,  fosfatidilinosiLol  (PLdlns ) ,  fosfa-

ti.dilinositol 4-monofosfaco  (Ptdlns  4-P)  y fos`fatidilinositol

4,5-bisfosfato,    los  cuales    corresponden  aproxinadanente  al

5-7%,  1% y  0,4%  del  total  de  los  fosfolipidos,  respectivamente

(Majerus  y  col.,1984).

Se  debe  considerar,  sin  embargo,  que  hay  datos  ex-

perimentales  que  indican  la  existencia  en  la  celula  de  dife-
rentes   compartimentos   de   fosfoinositidos.      En   el   caso   del

PLdlns   los  estudios  realizados  en  celulas  WRK-1  estimuladas

con  vasopresina  indican  que  el  compartimento  sensible  a  hor-

monas  corresponderia  a .alrededor  del  17%  del  total  del  Ptdlns

(Monaco,1982;   Monaco  y  Woods,1983).

En  el  mismo  tipo  de  celulas   se  ha  demostrado  que

alrededor  del  60%  del  Ptdlns  4,5-P2  intracelular  proviene  del

conjun±o  de  Ptdlns  sensible  a  hormonas,   siendo  este  conjunto

de  Ptdlns  4,5-P2  Eambi6n  sensible  a  hormonas.  Por  su parte,  el

40%   resEante   del   Ptdlns   4,5-P2  provendria   del   conjunto   del

Ptdlns  no  sensible  a hormonas  y constituiria un compartimento

estable  en  el  tiempo  y  no  afecLado  por  vasopresina   (Koreh  y

Monaco,1986;   Monaco,1987).



Con respecto al Pfdlns  4-P,  el precursor del Ptdlns
4,5-P2,  se  han  obfenido  resultados  experimentales  que  indican

que  en  algunos  tipos  celulares  s6lo  una  pequefia  fracci6n  del
monofosfato  serviria  como precursor  del  bisfosfato  en c6lulas

estinuladas.   Pal   es   el   caso   de   los   linfocitos   (Inokuchi  e

Imboden,1990).

En cuanto  a  la  localizaci6n  subcelular,  por muchos

afios  se considers que  los  fosfoinositidos  que participan en la

respuesLa frente a estimulos  extracelula±es se encontraban ex-

clusivamente  en  la membrana  plasmatica  (Sekar  y  Hokin,   1986) .

Esta  visi6n  esta  cambiando  desde  que  el  grupo  de  Irvine  des-

c±ibi6  en  1991  la  presencia  de  fosfolipidos  de  inositol  en

n6cleos  de  c6lulas  3T3,   los  cuales  participarian  en  la  res-

puesta  celular  ante  la  uni6n  del  f actor  de  crecimiento  seine-
jante  a  insulina-1  (IGF-1)  a  su  receptor  en  la membrana  plas-
matica   (Divechea  y  col.,1991).

EI  Ptdlns  4,5-P2 y el  Ins  1,4,5-P3,  asi  como  tambi6n

el  DAG,  los  compuestos  claves  en  la  transducci6n  de  las  sefia-

les  a  trav6s  de  la  mehorana  celular,   son  intemediarios  de
complejas  rutas metab6licas  en que participan los  fosfoinosi-

tidos  y  un  elevado  nrfuero  de  inositol  fosfatos,  entre  mono  y

hexakisfosfa±os.  Una visi6n global del metabolismo de los  com-

puestos  derivados  del  inositol  se  presenfa  en  el  Esquema  11.
En     este     esquema     se    puede     apreciar     que     el

Ptdlns  4,5-P2,  precursor  directo  de  los  segundos  mensajeros,

se sintetiza a partir de Ptdlns por medio de dos  fosforilacio-
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nes  sucesivas,  catalizadas  por  diferentes  quinasas.  Luego  de

ocurrida  la  hidr6lisis   del  Ptdlns   4,5-P2,   los   dos   segundos

mensajeros  generados  pueden  ser  a  su  vez  utilizados  para  la

resinEesis  de  los  fosfoinositidos.  En  efecto,  el  Ins  1,4,5-P3

es   hidrolizado   en   forma   secuencial   para   generar   inositol

libre,,   mientras   el   DAG  se   transforma   en  acido   fosfatidico

(PtdoH)   y  luego   en  citidina  difosfato-diacilglicerol   (CDP-
DAG) .  Finalmente,  CDP-DAG e  inositol consfituyen los  precurso-

res direc€os  del Ptdlns,  cerrandose asi los  denominados  "ciclo

de  los  inositol  fosfatos"  y  "ciclo  lipidico"   (Berridge,  1987;

Berridge  e  Irvine,   1989)

Ademas,  como  se  observa en el  Esquema  11,  las  rutas

metab6licas  de  los  inositol  fosfatos  involncran tambisn a los

inositol   tetra,   penta  y  hexakisfosfatos.   A  6stos   se  deben

agregar los  inositol  fosfatos  ciclicos,  los  cuales no aparecen

en  dicho  esquema.

Por oEra parte,  en los  dltimos  afios  se ha demostra-

do  que  se  sintetizan tambi6n en  la  c6lula otros  fosfoinositi-
dos,  ademas  de los mencionados  anteriormente.  Ellos  son fosfa-

tidilinositol  3-monofosfato  (Ptdlns  3-P) ,  fosfatidilinositol

3,4-bisfosfato   (Ptdlns   3,4-P2)   y   fosfatidilinositol   3,4,5-

Erisfosfato  (Ptdlns  3,4,5-P3) .  El  primero  de  ellos  es fa  siem-

pre  presente  en  las  celulas   (Cunningham  y  col.,1990),  mien-
tfas  que  Ptdlns  3,4-P2  y  Ptdlns  3,4,5-P3  se  producen  en  forma

transitoria  en  respuesta  a  agonistas  y  factores  de  creci-
miento.     Se  ha  postulado  que  estos  fosfolipidos  de  inositol



participarian   en   la   inducci6n   de   la  mitogsnesis,   formando

parte   de   un   sistema   de   segundos   mensajeros   intracelulares

(Ullrich  y  Schlessinger,1990;   CanEley  y  col.,1991),  puesEo

que  en  c6lulas  estimuladas  por  f actores  de  crecimiento  o  en
celulas  transformadas  con  ciertos  oncogenes  existe  un  nivel

elevado   de   ellos   (Auger  y  col.,1989;   Varticovski  y  col.,

1989;   Serunian  y  col.,1990).   Sin  embargo,   su  funci6n  en  la

c6lula   no   esta   atin   totalmente   dilucidada   (-Majerus,1992).

ESEos  fosfoinosi€idos esEerificados con fosfato en la posici6n

3   del  anillo   inositol  estan  presentes   en  la  c6lula  en  muy

pequefia  cantidad,  representando  s6lo  el  1  al  2%  del  nivel  en

que  se  encuenEran  los  fosfoinositidos  anEeriormenEe  conocidos

(Varticovski  y  col.,1989;   Auger  y  col.,1989;   Lips  y  col.,
1989) .  Es€os  polifosfoinositidos  no  son  hidrolizados  por  las

fosfolipasas  C  conocidas   (Lips  y col.,1989;  Serunian y  col.,

1989)  y  por  lo  Canto  no  es  evidente  c6mo  podrian  servir  como

precursores   de   algdn   inositol   fosfato   que   constituya   un
segundo mensajero.  Los  inositol  fosfaEos  que  se  derivarian de

estos    fosfoinositidos   por   hidr6lisis    catalizada   por   una
hipot6tica    fosfolipasa    C    serian    inositol    1,3-bisfosfaEo

(Ins  i,3-P2),    inositol    1,3,4-trisfosfafo    (Ins    1,3,4-P3)    e
inositol  1,3,4,5-€eErakisfosfato  (Ins  i,3,4,5-P4) ,  lo`s  cuales

estan  presentes   en   la   celula  puesto   que   se   forman   en   las

reacciones  del metabolismo  de  inositol  fosfatos  (Esquema  11) .

En c6lulas estimuladas,  el nivel de estos  inositol  fosfatos  es

10-50 veces mayor que el  de los  fosfoinositidos  que  los  origi-



narian.   (Majerus,   1992)

a.-     HETABOLISHO  DE  FOSFOINOSITIDOS

Hay  una  amplia  literatura  sobre  el  me€abolismo  de

los  fosfoinosiEidos  que  seria dificil cubrir en detalle en la
InEroducci6n de esta tesis.  Por esta raz6n la discusi6n de los

antecedentes bibliograf icos  se centrara en el conocimiento ac-
tual  sobre  las rutas  de utilizaci6n o sintesis  del Ptdlns  4-P,

ya  que  el  trabajo  realizado  se  ha  concentrado  principalmente
en  el  metabolismo  de  este  fosfoinositido  en  las  membranas  de

oocitos  de  Xenopus  laevis.

a.1.  Sincesis de fosfa€idilinosiEol 4-monofosfafo y su uLili-
zaci6n para la generaci6n de fosfaEidilinosiEol 4 , 5-bisfosfaEo

EI  Pfdlns  4-P  se  sintetiza  a  partir  del  Ptdlns  a
trav6s  de  una  fosforilaci6n  con ATP  catalizada  por  la  Ptdlns

4-quinasa.

Endemann  y  col.,   (Endemann  y  col,1987)   separaron

dos  tipos  de  Ptdlns  4-quinasas  de  cerebro  de  bovino  por  den-

trifugaci6n en gradiente de sacarosa.  Estas  dos enzimas poseen

pesos  moleculares  aparentes  de  55000  y  230000.     La  enzima  de

55  kDa  es  similar  en  todas  lag  propiedades  es€udiadas  a  la  de

fibroblastos   descrita  por  Whitman  y  col.,   (Whitman  y  col.,

1987) .  Caracteristicas semejantes  se ban descrito tambi6n para

la   enzima   de   membrana   plasmatica   de   eritrocitos   hunanos

(Endemam  y  col.,1987;   Graziani  y  col.,1992),   de  fitero  de
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bovino   (Porter  y  col.,1988)   y  celulas  A431   (Walker  y  col.,

1988) .   En  los  dos  tiltimos  icasos  mencionados  la  enzima  ha  sido

purificada   a  homogeneidad.      A  esta  Ptdlns   4-quinasa   se   le
denomina    "tipo   11".    ESLa   fuertemente   unida   a   la   membrana

plasmatica,  requiere  detengente  para  su  extracci6n y  no  esEa
presente   en   forma    signif icativa   en   la   fracci6n   soluble

(Carpenter y Cantley,1990) .  Esta Ptdlns  4-quinasa presenba la
caracteristica de  ser  inhibida por  adenosina y ADP y activada

por  detergentes   (Whitman  y  col. ,   1987) .

La  enzima  de  230  kDa,   llamada   "tipo  Ill",   taHfoi6n

est.a  asociada a  la membrana y,  ademas  de  cerebro  de bovino,  ha

sido  descrita en titero  de bovino  (Li y col. ,1989) ,  cerebro de

rata   (¥amakawa  y  Takenawa,   1988)   y  Saccharomyces  cerevisiae

(Belunis  y  col. ,  1988) .  Posee mayor EL para ATP  y es  resisten-
te  a  la  inhibici6n por  adenosina  (Carpenter y  CanLley,  1990) .

Cabe  sefialar  que  la Ptdlns  quinasa  "tipo  I"  corres-

ponde a la Ptdlns  3-quinasa,  la cual cataliza la fosforilaci6n
del Ptdlns  en la posici6n 3  del  anillo inositol.    Esta quinasa

es  resistente  a  la  inhibici6n  por  adenosina  y por  ADP,  mien-

tras  si es  inhibida por defergentes  no  i6nicos  (Whitman y col.

1987)  .

Un CDNA que codifica para la Ptdlns  4-quinasa  "tipo

11"   ha   sido   aislado   a   parEir   de   rna   genoteca   de   CDNA   de

cerebro  de  rata.   La  secuencia  de  aminoacidos  deducida  de  la

secuencia  de  nucle6tidos  da  una  proteina  de  697  aminoacidos,

con  dos  posibles  dominios  transmembrana  y  varias  secuencias
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hacia el exEremo N-terminal que representan sitios pocenciales

de  fosforilaci6n  por  la  proteina  quinasa  dependiente  de  cArm

y  la  dependiente  de  calmodulina   (Yamakawa  y  col.,1991) .

En  cuanto  a mecanismos  de  regulaci6n  que  esb6n mo-

dulando  la  acEividad  de  es€a  enzima,  no  se  Liene  atin  un  cono-

cimiento  claro  al  respecLo.  En la literaEura hay antecedenf es

que indican que la actividad de la enzima estaria af ectada por
cArm    (Holl.and   y   col.,1988;   Kato   y   col.,1.989)    6steres   de

forbol    (de   Chaffoy   de   Courcelles   y   col.,    1984;   Halenda   y

Feinsfein,    1984;   Boon   y   col.,    1985)   y   GTP-y-S    (Chahwala   y

col.,1987).   Todos   estos   resultados   sugieren  que   la  enzima

podria estar regulada por proteinas  quinasas,  par proteinas  G
o por  ambas.  Sin embargo,  no  hay ninguna evidencia directa que

indique  que  la  enzima  se  fosforile  o  que  est6  siendo  afectada

por  alguna  proteina  quinasa  o  proteina  G.
Las  poliaminas,  espermina  y  espermidina,  para  las

cuales  se ha postulado un importante papel regulador en diver-

sos  aspectos  del metabolismo y proliferaci6n celular  (Tabor y

Tabor,  1984) ,  activan  en  forma  notoria  a  la  enzima  de  membra-

nas  de  celulas  A431.  Un  efecto  similar  ejercen  la  polilisina

y  las   histonas   (Vogel  y  Hoppe,1986).   Tambi6n  la  enzima  de

membranas  de ooci€os  de Xenopus  laevis es  accivada por polili-

sina   (Gatica  y  col.,1987;   Carrasco  y  col.,1988).

Como  ya  se  indic6,  la  enzima  "Eipo  11"  es  inhibida

por  adenosina   (Whitman  y  col. ,   1987) .   Esta  inhibici6n  podria
ser   fisiol6gicamente   relevante   bajo   condiciones   en   que   se
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depleta  la  celula  de  ATP   (Doctrow  y  Lowestein,   1985) .   For  su

parte,    S-adenosil  homocisEeina  inhibe  la  sintesis  de  Ptdlns
4-P en neutr6f ilos  in vivo y es un inhibidor competitivo de la

enzima   de  membranas   del  mismo   sistema   in   vitro   (Pike  y  De

Meester,1988).

EI  Ptdlns   4-P  es  transformado  en  Ptdlns   4,5-P2  a

trav6s   de   una      segunda   fosforilaci6n,    catalizada   par   la

Pfdlns  4-P  5-quinasa que utiliza ATP  como dador del  grupo  fos-

forilo.  Esta  enzima ha  sido  encontrada en membranas  plasmati-

cas  y  en  citoplasma  en  diversos  sistemas   (Van  Dongen  y  col.,

1984;   Van  Rooijen  y  col.,1985;   Imai  y  col.,1986;   Cochec  y

Chambaz,1986;  Lundberg y col.,1985;  Ling y  col.,1989;  Smith

y  Chang,1989;   Bazenet  y  col.,1990).

De  la  membrana  del  eritrocito  se  ban  separado  dos

formas   de  la  Ptdlns   4-P  5-quinasa,   "tipo  I"  y   "Eipo  11".   La

enzima  "tipo  11"  es  id6ntica a  la Ptdlns  4-P  5-quinasa  soluble

encontrada   en   el   citosol   del   eri€rociLo   (Bazeneb   y   col.,

1990) .  Funcionalmente,  sin embargo,  hay similitudes y diferen-

cias  entre  la  enzima  citos6lica y  la unida  a membrana,  depen-

diendo  del  tipo  celular.  En  la mayoria de  los  casos,  ambas  son

estimuladas  par  poliaminas,  disminuyendo  el  requerimiento  de

Mg+2  para  su  actividad  6ptima   (Lundberg  y  col.,1986) .

Al  igual  que  en  el  caso  de  la  Ptdlns   4-quinasa,

poco  se  sabe  de  la  regulaci6n  de  la  Ptdlns  4-P  5-quinasa.  La
enzima  citos6lica  de  cerebro  de  rata  (Cachet  y  Chainbaz,  1986)

y  la  de  membranas  de  eritrociLo  (Ling  y  col.,1989)   es  esti-
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mulada por fosfatidilserina.  A su vez,  la Ptdlns  4-P  5-quinasa

de  membranas   de   cerebro   de   raLa   es   estimulada   por   GTP-y-S

(Smith y Chang,1989) .  Par  su parEe,  la  enzima  de membranas  de
cerebra  de  bovino  es  fuertemente  estimulada  por  PtdoH  en  una

acci6n especifica que no se obtiene con ningtin otro  fosfolipi-

do  ensayado   (MoriLz  y  col.,1992) .

8.2.  Sfntesis  de  fosfoinositidos  fosforilados  en la posici6n
3  del  inositol

Como se plante6 anteriormente,  se sintetiza Lambien

en   la   c6lula  un  conjunto   de   fosfoinositidos   que   poseen  un

grupo   fosforilo   en   la   posici6n   3   del   inositol.   Estos   son
PEdlns   3-P,   PEdlns   3,4-P2  y  Ptdlns   3,4,5-P3   (Majerus,1992).

Las  vias  metab6licas  que  conducen  a  la  sintesis  de

estos compuestos no estan afin dilucidadas,  existiendo tres  hi-

p6tesis  al  respecEo,  las  cuales  se  resumen  en  el  Esquema  Ill.
En   la  primera   de   ellas      (Esquema   III-A)      se   involucra   al

Ptdlns  4-P,   asi  coma  Cambien  al  Ptdlns  y  PEdlns  4,5-P2,   como

precursores directos de los fosfoinositidos fosforilados en la
posici6n  3,  a  traves  de  reacciones  caEalizadas  por  una  o  mss

quinasas    especificas    para    fosforilar    en    dicha    posici6n

(Whitman  y  CanEley,   1988) .

Por su parte,  las evidencias experimentales obteni-
das trabajando con plaquetas hunanas estimuladas con trombina,

ban  llevado  al  grupo  de  ltajerus  a  postular  un  modelo  en  el

cual el Ptdlns  3-P  se  sintetiza a partir de Ptdlns,  para luego
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generarse    los    otros    fosfoinosiEidos    por    fosforilaciones
sucesivas  en  4  y  5   (Esquema  Ill-8)   (Cunningham  y  col.,1990;

Cunningham  y  Majerus.,1991;   Yamamoto  y  col.,1990;   Majerus,

1992)  .

Por  filtimo,  el  grupo  de  Irvine,  basado  en  los  re-

sulfados  obtenidos  Erabajando  con  neutr6filos  activados  con

formilmetionil-leucil-fenilalanina,  proponen  las  vias  que  se
mues€ran en el  Esquema  III-C,  en que  la enzima,.clave  seria una

Ptdlns   4,5-P2  3-quinasa   (SEephens  y  col.,1991).   Esce  modelo

no descarta la participaci6n del Ptdlns  4-P como precursor del

Ptdlns   3,4-P2.

8.3.  Hidr6lisis de fosfoinosiEidos  caEalizada por la fosfoli-

pasa  C

8.3.1.  I-as  isofomis  de  la  enzima

La  fosfolipasa  C  especifica  Para  fosfolipidos  de

inositol  es  la  enzima  clave  involucrada  en  la  hidr6lisis  de
fosfoinositidos   acoplada   a   receptores   de   membrana,   con   la

generaci6n  de  segundos  mensajeros   (Majerus,   1992) .

Median€e t6cnicas de purificaci6n de proteinas ,  asi
coma   bambien  de   clonamienEo   a  parfir  de   CDNA,   se  ha  podido

conocer  la  exisfencia  de  tres  isoenzimas  de  la  fosfolipasa  C

en  Eejidos  de  mamiferos.  Se  denominan  a,  y  y  6,  y  cada  rna  de

ellas   comprende   a   su  vez   mss   de   un   subtipo   (Rhee   y   Choi,

1992)  .
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a.3.2.  Especificidad  de  susEraEo

Cada  una  de  las  tres  isoformas  de  la  fosfolipasa  C

caEaliza  in  vitro  la  hidr6lisis  de  los  tres  fosfoinositidos
mss  comunes,  Ptdlns,  Ptdlns  4-P  y  Ptdlns  4,5-P2,  para  generar

inositol   1-monofosfafo   (Ins   1-P) ,      inositol   1,4-bisfosfato

(Ins   1,4-P2)    e   Ins   1,4,5-P3,    respectivamente,   y   DAG.    Todas

ellas   son   dependien€es   de   Ca+2   (Wilson  y   col.,1984;   Ryii  y

col.,1987;   Holrma  y  col.,1988;   Rhee  y  Choi.,1992).

Las  fosfolipasas  C  esLudiadas  presentan  una  mayor

afinidad  por  Ptdlns  4-P  y  P€dlns  4,5-P2,  pero  a  baja  concen-

€raci6n  de   Ca+2   el   sustraLo  preferido   es   el   segundo   de   los

mencionados    (Wilson   y   col.,    1984;    Bennet€   y   Crooke,    1987;

Homma  y  col.,1988).

Por  otra  parte,   la  afinidad  par  Ptdlns  4,5-P2  es

mayor   en  el   caso   de   la   fosfolipasa   C-a,   comparado   con   las

isoformas   y  y  6. (Ryu  y  col. ,   1987) .

Un aspecto que resulta controvertible en la litera-
Eura es  el que tiene relaci6n con la especificidad de sustrato

de  la  fosfolipasa  C  in  vivo,   si  bien,   como  se  plante6  ante-

riormente,   todas  las  fosfolipasas  C  conocidas  hidrolizan  in

vi±ro  a  los  tres  fosfoinositidos.

En  los  afros  50  y  comienzos  de  los  60  se  obtuvieron

las  primeras  evidencias  experimencales  que  indicaban  que  en

diferenEes   sistemas   existe  un  recambio   aumentado  de  Ptdlns
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frenEe  a una  serie de  esLinulos  extracelulares.  La  atenci6n  se

centr6  en  este  fosfoinositido  y  llev6  a  la  postulaci6n  de  la.

hip6tesis   del   "ciclo   del   Ptdlns   -PtdoH",   que   proponia   la

hidr61isis   del   Ptdlns   a   inosiLol   monofosfato   y   DAG   y   la

posterior  fosforilaci6n de  6ste  para  formar  PtdoH,  el  cual  se
transformaria  a  su  vez   en  CDP-DAG.   Este  filtimo  reaccionaria

con  inositol para  generar  nuevamente  el  Ptdlns  (Sekar y Hokin,

1986 )  .

Cuando      se      encontr6      que      el   Ptdlns   4-P   y   el

Ptdlns    4,5-P2   tambien   experimentan   un   rapido   recambio   en

c6lulas   estimuladas   por   diversos   agonistas,   se   plante6   la

cuesti6n  de  cual  o  cuales  de  los  fosfolipidos  de  inositol  de

la    membrana    cons€ituye    el    sustrato     fisiol6gico    de    la

fo§folipasa  C  activada  por  la  uni6n  de  una  sefial  al  recepcor.
I]os  primeros  experimentos  disefiados  para dilucidar

esfe punto,  midiendo el contenido de  los  distintos  fosfoinosi-

tidos  en c6lulas  sometidas  a diversos  estimulos,  deteminaron

que  la  velocidad  inicial  de  desaparici6n  del  Ptdlns  4,5-P2  es
similar  a  la  velocidad  total  de  desaparici6n  del  Ptdlns  y  de

aqui  se  postul6  que  el  sus+rato  f isiol6gico  seria  el  bisfos-

fato,  mientras  el  Ptdlns  se  iria  consuniendo  para  la  resin-
tesis    del    PLdlns    4,5-P2     (Weiss    y    col.,     1982;     Billah    y

Lapetina,1982) .  Sin elhoargo,1os  resulfados  de estos  frabajos

no  descartan  la  posibilidad  de  que  el  Ptdlns  tambi6n  sea  un

blanco  de  acci6n  de  la  fosfolipasa  C  y  que  la  disminuci6n  del

Ptdlns  4,5-P2  sea  s6lo  consecuencia  del  nivel  disminuido  de  su
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ademas  de  la hidr6lisis  del PLdlns  4,5-P2,  fundanentalmente en

condiciones   de  esfimulaci6n  prolongada   (Imai  y  Gershengorn,

1986;   Ackermann  y  col.,1987;   Ichorn  y   col.,1987;   Balla  y

col.,1988).

Un  estudio  cin6tico  realizado  en  c6lulas  acinares

de  par6£idas,  deLerminando  las  velocidades  de  flujo  a  traves

de  una  serie  de  inositol  fosfabos  intemediarios,  indica  que
Eanto   la  aparici6n  de   Ins   1,4-P2     como   de   inosifol   4-mono-

fosfato     (Ins  4-P)      (producEo    de  la    desfosforilaci6n    del

Ins   1,4-P2)   e  Ins  1-P   (producto  de  la  hidr61isis  del  Ptdlns

via   fosfolipasa   C   o   bien   de   la   desfosforilaci6n   de   otros

inosiLol  fosfatos)  pueden explicarse a ±rav6s  de la   metaboli-

zaci6n del  Ins  1,4,5-P3,  sin necesidad de  introducir  al modelo

la hidr6lisis  directa de Pcdlns  o Ptdlns  4-P  (Hughes y Putney,

1989) .  NuevanenEe,  este  es€udio  no  descarEa  del  €odo  la  posi-

bilidad     de   la   acci6n  de   la   fosfolipasa  C   sobre  Ptdlns   o

ptdlns  4-P.

Cabe  sefialar  que  el  sistema  es  €remendamente  com-

plejo y presenta muchas  dificultades para los estudios cineti-
cos  que  se  requieren para  precisar  los  aspecEos  en discusi6n.

Por ejemplo,  la existencia  de  compartimencos  de  fosfoinosiEi-

dos metabolicanente activos e inactivos,  sensibles a no sensi-

bles   a  hormonas   (Monaco,   1982;   Monaco  y  Woods,   1983;   Kor6h  y

Monaco,    1986;    Monaco,    1987;    King   y   col.,    1987)    introduce

serios  inconvenientes  en  la  interpre€aci6n  de  los   analisis
cineticos  y  de  velocidades  de  recalnbio.
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La   hip6tesis   de   la  participaci6n  de   Ptdlns,   de

Pfdlns  4-P  o  de  ahoos  como  sustrafos  de  una  fosfolipasa  C  en

la respuesLa de  algfin tipo  de c61ulas  f renLe  a todas  o  algunas

de  las  sefiales  exLernas  se  ha  mirado  con  inter6s  puesLo  que

significaria  la  producci6n  de  un  finico  segundo  mensajero,  el

DAG,   sin  la  generaci6n  de   Ins   1,4,5-P3  y  por  lo   Canto,   sin

movilizaci6n  de  Ca+2  desde  dep6siLos  inEracelulares,   lo  cual

conf iguraria una respuesta celular dif erenfe a la esperada con
la generaci6n de  los  dos  segundos mensajeros  actuando  en forma

simultanea   (Hughes  y  Putney,1989).

8.3.3.  Regulaci6n  de  la  fosfolipasa  C-a
Durante  la  decada  pasada  se  actimul6  una  gran  can-

tidad  de  evidencias  indirecLas  acerca  de  la  participaci6n -de

profeinas  G  en  la  activaci6n  de  la  fosfolipasa  C por  hormonas

y  neurotransmisores   (Fain  y  col. ,   1988) .
I.a  estimulaci6n par  GTP  a  sus  analogos  no  hidroli-

zables  de  la hidr6lisis  de Ptdlns  4,5-P2 ha  sido  demostrada en

una  variada  gama  de  membranas  prem:rcadas  con  32P±  o   [3H]   ino_

siEol    (Gonzalez   y   Crews,    1985;   Cockcroft   y   Gomperts,    1985;

Lifosh  y  col.,1985;  Wallace  y  Fain,1985;   Straub  y  Gershen-

gorn,    1986;    Bojanic   y   Fain,    1986;    LiLosh,    1987;    Taylor   y

Exton,1987;   Sommermeyer  y  col.,1989;   Claro  y  col.,1990).

Sin ehoargo,  s6lo  en  1991 parece  dilucidarse  la naturaleza  de

la proteina  G que  se  acopla  a  la  fosfolipasa  C.  En  efecto,  el

grupo   de   Sternweis    (Smrcka   y   col.,    1991)   demostr6   que   una
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mezcla  de  las  subunidades  a  de  proteinas  Gq  y  G]„  purif icada

de  cerebro  de  bovino,  es  capaz  de  activar  una  preparaci6n  de

fosfolipasa  C  del  mismo  origen,   parcialmente  purificada,   en

presencia de AIF4-.  A su vez,  el  grupo  de Exton  (raylor y col. ,
1990;  Taylor y col. ,   1991;  Taylor y Exton,   1991) ,  purific6  una

mezcla  de  las   subunidades   ¢q  y  a:11  de  higado  de  bovino  y  con

ella  se  logr6  1a  activaci6n  selectiva  de  la  fosfolipasa  C-P[

de  cerebro  de  bovino,   en  presencia  de  GIP-y-S,  mientras  las

fosfolipasas  C-T]  y  C-61  no  son  estimuladas.  Esfe  mismo  grupo

ha  purificado  la  forma  trimerica  (c£By)  de  dos  proEeinas  de  la

fanilia  Gq,   1as   cnales   acLivan  a   la   fosfolipasa  C-B]  en   la

presencia  de  GIP-y-S  o  de  AIF4-   (Blank  y  col. ,   1991) .   Tambi6n

se  ha  logrado  reconstituir  un  sistema  de  eritrocitos  de  pavo
en  que  una  proteina  G  inmunol6gicamente  similar  a  Gq  activa  a

la  fosfolipasa  C-B[   (Waldo  y  col.,1991) .

En  experimentos   en  que   se   ±ransfecta.ron   c6lulas

Cos-7  con  CDNA  correspondiente  a  diferentes  subunidades  cz  se

observ6  que  s6lo  el  CDNA  de  o!q  o  a!L[  produjo  un marcado  aunento

en  la  producci6n  de  inosi€ol  fosfacos  al  estimular  con  AIF4-.

La  cotrasfecci6n  de  CDRA  de   a!q  o   a!LL  con  CDRA  de     fosfolipasa

C-P]  produjo  un  aunento  adn  mayor.   Por  su  parte,   1os  CDNA  de

a!zt   a!ont   ace  y  o!T  no   Luvieron  ningfin  efecEo   (Wu  y  col.,1992) .

ULilizando  este  mismo  disefio  experimental,  Lee  y  col.   (Lee  y

col.,1992)   demoscraron   que   ¢q,    a!L],    czL4  y   a:16,   Eodos   miembros

de  la  familia  a:q,  estimulan  a  la  fosfolipasa  C  P-1,  siendo  los

mss   eficiences   a:q  y  c€[]   (Lee  y  col.,1992) .
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Con  respecfo   a  la   fosfolipasa  C   a-2,   1a  cual  ha

sido  recien€emenEe  clonada  a partir  de una  genoLeca de  CDRA de

celulas  EL-60,   se  ha  visto  qTie  no  es  estimulada  por  ¢q   (Park

y  col.,1992),   siendo  a:16  la  que  mss  eficientemente  la  activa

(I]ee  y  col.,1992).   De  estos   resultados   se  ha   sugerido  que
existiria  especif icidad  en  la  inEeracci6n  de  los  diferentes

miembros  de  la  fanilia  Gq  con  las  distintas  fosfolipasas  C-B

(I.ee  y  col.,1992;   Park  y  col.,1992).
Enfre  log  receptores  que  activan  a  la  fosfolipasa

C-a  a  traves  de  una proteina  Gq o  Gil  se  encuentran el  de  Lrom-

boxano A2,  bradiquinina,  angiotensina,  hisEanina,  vasopresina

y  acetilcolina  de  Lipo  muscarinico   (Rhee  y  Choi,   1992) .
Usando  el  receptor muscarinico m],  una mezcla  de  Gq

y Gil y la  fosfolipasa C-P„  se  logr6  la primera reconsLiEuci6n
de    la    via    compleLa    que    conduce    a    la    hidr6lisis    del

Ptdlns   4,5-P2   a   partir   de   sus   componentes   purificados.   En

efecto,  al  coreconstituir  estas  proEeinas  en vesiculas  lipi-
dicas,   la  acLividad  de  la  fosfolipasa  C-PL  aunenEa  en  mss  de

diez  veces  por  la  adici6n  de  carbanilcolina,  en presencia  de

GIP-y-S   (Berstein  y  col.,1992) .

a.3.4.  Regulaci6n  de  la  fosfolipasa  C-y
La uni6n de los  f actores de crecimiento derivado de

plaquetas   (PDGF),   epid6rmico   (EGF)   y  neural   (HGF)   a  sus  res-

pectivos    receptores  produce  la  activaci6n  de  la  fosfolipasa
C-y].  El  tratamienLo  de  una  serie  de  Lipos  celulares  con estos
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facLores  de  crecimiento  promueve  la  asociaci6n de  la  fosfoli-

pasa  C-y[  con  el  receptor,  1a  cual  es fa mediada  por una  ince-
racci6n  de  gran  af inidad  entre  ciertos  dominios  de  la  enzima

y sifios especificos del recept.or autofosforilados en Lirosina

(Koch  y  col.,1991) .

La fosfolipasa C-y[ es  fosforilada en tirosinas por

la  actividad  tirosina  qTiinasa  de  los  recepEores  de  PDGF,  EGF

y ltGF,  y  los  sitios  de  fosforilaci6n parecen ser  los mismos  en.
Ios  ±res  casos   (Kin  y  col.,1991).   Tambien  es  fosforilada  en

serinas  For  rna  actividad  enzimitica  afin  no  definida  (Rhee  y

Choi,1992).

El efecto de la fosforilaci6n sobre la actividad de

la enzima no  es  afin bien comprendido.  Por ejemplo,  escudios  in

vitro  hah demosErado  que  la  enzima  fosforilada ¥  la  no  fosfo-

rilada  muestran  la  misma  actividad  (Kin  y  col.,1991) .

Sin  embargo,  en  c6lulas  3T3  LransfecEadas  con  fos-

folipasa  C-yL  mutada  en  las  tirosinas  771,   783  o  1254   (las  3

tirosinas   fosforiladas   por   el   recepLor)   y   esEimuladas   con

PDGF,   se  demostr6  que  la  fosforilaci6n  en  tirosina  783  y  en

menor  grado  en  la  1254  es  fundamental  para  la  estinulaci6n de

la  producci6n  de  inosiLol  fosfatos  en  la  celula  in±acta.  I.a

enzima  mu€an€e   en  tirosina   783   se   asocia  al   recep€or  y  es

fosforilada en serina en respuesfa a PDGF,  lo cual  sugiere que

ni  la  asociaci6n  al  receptor  ni  la  fosforilaci6n  en  serinas
son  eventos  suficientes  para  la  activaci6n  de  la  fosfolipasa

c-y]   (Kin  y  col.,   i99i).
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A  su  vez,   los  experimenf os  realizados  en  celulas

que   expresan  mucantes   del   receptor   de   EGF   que   no   posee   la
Cirosina  992  (en  el  dominio  de  uni6n  del  recepfor  a  la  fosfo-

lipasa  C-yL)   han  demostrado  que  tanLo  la  interacci6n  con  el

receptor como  la  fosforilaci6n de  la  fosfolipasa C-T[ en tiro-

sinas  son pasos  necesarios  para  la  ac±ivaci6n  de  la  enzima  in

vivo   (Vega  y  col,1992).

a.3.5.  Regulaci6n  de  la  fosfolipasa  C-6
Con   respecto   a   la   fosfolipasa   C-6   no   se   conoce

hasta  ahora mecanismo  alguno  que  est6  regulando  su  actividad.

Ho  se  ha  descriLo  ningfin  receptor  ni  ningth  transducfor  de

sefiales  que  es±e  acoplado  a  ella   (Rhee  y  Choi,   1992) .

a.4 . Hidr61isis de fosfoinosi€idos caEalizada por fosfomonoes-
Lerasas

Como  se  ha  sefialado,  exisEe  un  rapido  recambio  de

los  fosfoinositidos  de  la  membrana  celular  al  unirse  un  ago-

nisfa  a  un  receptor  acoplado  al  sistema  de  la  fosfolipasa  C.

La  Ptdlns  4-quinasa,  la  Ptdlns  4-P  5-quinasa y  la  fosfolipasa

C  cunplen  una  funci6n  fundamental  en  dicho  recambio.
Sin  elnbargo,  en varios  sistemas  en  que  se  ha  esEu-

diado  la  sintesis  y  degradaci6n  de  fosfoinositidos   ante  un

estinulo   externo   se   han   encontrado   tambien   otras   enzimas

capaces  de  hidrolizar  al  Ptdlns  4-P  y  al  Ptdlns  4,5-P2.  Estas

enzimas  son  fosfomonoesferasas  que  hidrolizan  los  fosfatos  5
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y  4  del  Pfdlns   4,5-P2  y  se  ignora  si  ellas  ±ienen  o  no  una

participaci6n  importante  en  la  regulaci6n  de  los  niveles  de
los  fosfoinositidos  en  la membrana  celular y,  por  consiguien-

Ee,   si  es fan  desempefiando  o  no  algfin  papel  fundamental  en  el

mecanismo   de   transducci6n   de   sefiales   que   involucra   a   los

compuestos  derivados  del  inosiEol.

En   la   literafura   existe   poca   informaci6n   sobre

estas   enzimas;   se  hah  descrito   en  diversos   sistemas,,   pero

exiscen   escasos   estudios   sistemaLicos   tendientes   a   carac-

terizarlas .
Pfdlns  4-P  fosfomonoesLerasa,  PLdlns  4,5-P2  5-fos-

fomonoesterasa  o  ambas  se  han  encontrado  en  sinaptosomas  de

cerebro  de  cobayo   (Harwood  y  Hawthorne,1969),   en  fracciones

subcelulares  de  corteza  cerebral  de  cobayo  (Schacht,1976)  en

una   fracci6n   compuesta   por   mi€ocondrias   y   sinaptosomas   de

cerebro  de  rata  (Jolles  y  col. ,   1981) ,  en membranas  plasma±i-

Gas  de  eritrociLo  de  rata  (Marche  y  col.,1983)   en  envoltura

nuclear  de  hepatocitos  de  rata  (Smith y Wells,  1984) ,  en men-

branas plasmaficas  de c6lulas  €umorales  de rata  (Tooke y col. ,

1984),   en  membranas   plasmaticas   de   astrocitoma   T-24   humano

(mowles   y   Lawrence,    1985)   y   en   membranas   plasmaticas   de
cerebro  de  rafa   (Claro  y  col.,1989;   Claro  y  col.,1990).

I.a  dnica  de  ellas  some€ida  a  una  caracterizaci6n

sisEematica es  la Ptdlns  4-P de envoltura nuclear de higado de

raEa   (Smith  y  Wells,1984),   donde  los  mismos   autores  habian

enconErado   sinEesis   de   Ptdlns   4-P  y  Ptdlns   4,5-P2   (Smith  y
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Wells,    1983),    proponiendo    con   esLos    antecedentes    que    la

interconversi6n   de   Ptdlns   en   P±dlns   4-P   en   esLe   sistema

ocurriria   a   Cravss   de   una   via   simple   de   fosforilaci6n-

desfosforilaci6n,  permitiendo una rapida y precisa regulaci6n
de   los   niveles   de   PLdlns   4-P.   En  este  modelo,   los   autores

descartan  la parEicipaci6n  de una  fosfolipasa  C.  Sin embargo,

es±e   esEudio    sobre   envolfura   nu-clear   cobra   ahora   mayor

interes     puesto     que    el     grupo     de     Irvine    ha    descriLo

recienfemente  la exis€encia del  ciclo  de  los  I os-foinositidos
en los  nficleos  de  c6lulas  313,  bajo el control  del receptor de

IGF-1  de  la  membrana  plasmatica,   con  la  gene-raci6n  de  DAG  y

rna  aparenfe  translocaci6n de  la pro±eina  quinasa  C  al  nficleo

(Divechea  y  col. ,   1991) .
Con  respecto  a  los   fosfoinositidos  que  poseen  el

grupo   fosforilo  en  la  posici6n  3,   se  sabe  que  ellos  no  son
afacados por las  fosfolipasas C especif icas de fosfoinosi€idos

conocidas    (Ijips   y   col.,1989;   Serunian  y   col.,1989)   ¥   se

piensa que en su metabolizaci6n y por consiguienfe en la regu-
1aci6n de su nivel en la celula,  participan solanente quinasas

y  fosfomonoesEerasas.    Estas  enzimas  han  sido  poco  estudiadas
hasLa  el momento,  existiendo  escasos  antecedenf es  en  la  life-

ra±ura.  En c6lulas  3T3  se encontr6 una  fosfomonoesLerasa en la

fracci6n  soluble  qTie  remueve  especificamente  el  fosforilo  de

la  posici6n   3   del  Ptdlns   3-P,   no  utilizando   como   sustrato

PLdlns   4-P  ni  Pfdlns   4,5-P2.   Iampoco  presenta  acfividad  con

Ins   1,3-P2   (Lips  y  Majerus,1989).



26

En  cerebro  de  raLa  se  ban  descrifo  en  la  fracci6n

soluble  dos  isoformas   ("Lipo  I"  y  "Lipo  11")   de  una  fosfomo-

noesterasa  que  u±iliza  como  susbrafos  Canto  P€dlns   3-P  como

Ins  1,3-P2.   La  enzima   "tipo  I"   contendria  s6lo  la  subunidad

ca±alicica  de  65  kDa,  mien±ras  la  "tipo  11"  seria  un  hetero-

dimero  constituido  ademas  por  una  subunidad  reguladora  de  78

kDa.  La enzima  "fipo  11''  hidroliza  al  PLdlns  3-P  con una velo-

cidad  dos  veces  mayor  que  la  velocidad  de  hidr6lisis  con  la
"£ipo   I".   A  su  vez,   la   "Eipo   I"   cataliza  la  hidr6lisis   de

Ins  1,3-P2   con  una   velocidad   cinco   veces   mayor   que   con   la
"fipo  11".  Estas  diferencias  estarian  dadas  por  la  presencia

o  ausencia de  la subunidad reguladora  (Caldwell y col. ,1991) .

c.-    RETABOLlsro  DE   INOslTOL  FosFATOs.   acclon  DE  FOsFomNO-

ESTEFLasAs

Puesco que par±e de  los  es±udios  realizados  en esta

tesis  se  cen±raron en las  fosfomonoesterasas  que  catalizan  la

desfosforilaci6n  del  Ins  1,4,5-P3  para  generar  inosi€ol  libre

en membranas  de  oocitos  de Jrenopus  laevis,  en  esca  secci6n  se

revisaran  algunos  aspectos  de  la  acci6n  de  estas  enzimas:

H20      Pi                              H20        Pi                         H20     Pi

Ins  1,4,5-P3 ±1J>  Ins  1,4-P2 -|JL> Ins  4-P u> inosit;1

C.1.  I.a  inosiEol  polifosfaEo  5-fosfomonoesferasa
EI  Ins  1,4,5-P3  es  hidrolizado  a  Ins  1,4-P2  por  la
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inosiLol  polifosfaLo  5-fosfomonoesLerasa,  enzima  dis±ribuida

en±re    las    fracciones    soluble   y   parLiculada    en   diversos

£ejidos.   Ademas,   fanLo el   inositol   1,3,4,5-£etrakisfosfa€o

(Ins  1,3,4,5-P4)  como  el  inosifol  1:2,4,5-trisfosfa€o  ciclico

(Ins   1:2,4,5-P3)   £ahoi6n  son  sustrafos  de  la  enzima.   En  pla-

quetas  hLmanas   se  ham  descrito  dos  formas  citos61icas  de  la
enzima,   "€ipo  I"  y  "tipo  11",  y  alnbas  hidrolizan  a  los  mismos

~susLratos,   pero   la   primera   requiere   mg+2 ~y   los   parametros

cin6ticos   y   el   PIE   son   diferentes   (majerus,1992).   S6lo   la

enzima   "fipo   I"   es   fosforilada   por   la   proteina   quinasa   C

(Connolly y  col. ,   1986)  y  la  fosforilaci6n  esta  asociada  a un
aunento  de  su  acLividad  (Connolly y col. ,1986;  molina y Vedia

y  col.,1986;,   King  y  Ri££enhouse,1989).   La  enzima  ha   sido

tandi6n  caracterizada  parcialmente  en  ot.ros  tejidos  y  estos

esLudios  sugieren  que  existirian  otras  isoformas,   ademas  de

las   enconfradas   en  plaqueLas   hunanas   (Dounes  y  col.,1982;

Storey  y  col.,1984;   Seyfred  y  col.,1984;   Rana  y  col.,1986;

Hansen  y  col.,1987) .

Un  CDHA  que  codifica  para   la  enzima   "±ipo   11"   de..

plaquetas  hunanas  ha  sido  aislado  de una  genoteca de  CDRA para

proteinas   de   fusi6n  con   P-galactosidasa  en  el  vector  lgt][

(Ross  y  col. ,   1991) .  El  analisis  de  la  secuencia  de  aminoaci-
dos  deducida para  la enzima muesLra varios  sitios  poLenciales

de   fosforilaci6n   por   diversas   proLeinas   quinasas,   estando

ausence  la  secuencia  de  consenso  para  la  proteina  quinasa  C

(Hemp  y  Pearson,1990),   y  esto   coincide  con   los   resultados
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obfenidos  con  la  enzima  nativa,   la  cual,   a  diferencia  de  la
"tipo  I",  no  es  fosforilada  por  dicha  proEeina  quinasa.

C.2.  I-a  iDosicol  polifosfaEo  1-fosfomonoesEerasa
Tanco  el  Ins  1,4-P2 como  el  inositol  1,3,4-trisfos-

fafo  (Ins  1,3,4-P3)  son  suscra€os  de  esEa  enzima,  siendo  la in

para es€e filfimo  cinco veces mayor.  Cabe  sefialar que  la enzima
no hidroliza a o±ros  inosi±ol polifosfafos  que poseen un grupo

fosforilo  en  la  posici6n  1  del  inosiLol   (majerus,1992).   I]a

enzima  ha  sido  encontrada  en  varios   sis±emas,   entre  ellos,

cerebro   (Inborn  y  col.,1987;   Inborn  y  Majerus,1988;   Gee  y

col.,1988   a)    e   hfgado    (Shears,1989).   Existen   evidencias

experimen€ales  que  indican  que  esta  enzima  da  cuen€a  de  la

mayor parLe  de  la  hidr6lisis  del  Ins  1,4-P2  (Inborn y majerus,

1987) .   Requiere  Mg+2   como   co factor  y  es   inhibida  por  Ca+2   en

concentraciones  fisiol6gicas   (Inborn  y  majerus,   1987;   Inhorn

y  Majerus,    1988)    asi   como   Lambien   lo   es   por   Li+   (Inhorn  y

majerus,1987;   Inhorn  y  ltajerus,1988).

I.a   inositol   polifosfato    1-fosfomonoesterasa   de

cerebro  de  bovino  ha  sido  clonada y el  CDHA se  ha  expresado  en

Escj2ericj2ia  coli.  La  enzima  recombinante  se  comporta  en  forma

similar  a  la  enzima  naEiva   (York  y  Majerus,   1990) .

C.3.  IIa  inosi±ol  monofosfaEo  fosfononoesferasa
Esta enzima caLaliza la hidr61isis del filtimo grupo

fosfafo  de  los   inositol  polifosfafos  para  generar  inosicol
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1ibre.   Todos   los   inosifol   monofosfaLos,   con   excepci6n   del

inositol  2-monofosfato   (Ins  2-P) ,   son  susEratos  de  la  enzima

(Inborn  y  col.,1987;   Ackermann  y  col.,1987).   Requiere  mg+2

como  co facLor,   Ca+2  y  in+2  la  inhiben  compe€itivanente,  mien-

Cras  Li+  lo  hace  en  forma  no  competiEiva  (Hallcher  y  Sheman,

1980) .  La inositol monofosfato  fosfomonoesterasa de cerebro de

rata  y  de  bovino   ba   sido  purificada   a  homogeneidad   (Gee  y

col.,1<988  b)   y  constituye  un  dimero  de  subunidades   iguales

(Hallcher  y  Sherman,1980;   Gee  y  col.,1988  b) .
Por  filcimo,   se  ha  aislado  un  CDRA  y  la  enzima  ha

sido   expresada   en   Escherichia   coil,    enconErindose   que   la

proteina recombinante presenta las mismas  caracteristicas  que
la  enzima  nativa   (Diehl  y  col.,1990).

D.-     EL  COCITO  DE  ¥enopzzs  laeTris  Y  EL  ESTUDIO  DE  II0S  RECANIS-

res  DE  TENSDuccloN  DE  sEriAREs  EXTFLacELul]AREs

D.1.  La mduraci6n nei6fica  del  oociEo
La  maduraci6n  mei6tica  del   oocito   constituye  un

sistema  modelo  para  el  estudio  de  los  mecanismos   de  acci6n

hormonal  y para  el  gatillamienEo  de  la  divisi6n  celular.
El  oocito  de  Xenopus  laevis  en  estado  VI   es  una

celula deLenida en  la prof ase  de  la primera divisi6n mei6tica

y  la  exposici6n a progesterona o  insulina reinicia  la meiosis

para  detenerse  nuevamente  en  la metaf ase  de  la  segunda  divi-
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EI

si6n  mei6tica.  Es±e  proceso  Eransforma  al  oociLo  en  un  huevo

con  la  capacidad  de  ser  f ecundado  e  iniciar  la  embriogenesis

y  se  conoce  como  maduraci6n  mei6Eica   (Italler,   1985) .
Los  mecanismos  noleculares  a  ±raves  de  los  cuales

progesferona  e  insulina  inducen  la  maduraci6n  nei6tica  del
oocifo  no  esLan  completamente  dilucidados.  A  continuaci6n  se

resunen algunos de los  aspecf os mss  relevanf es conocidos hasta

la  fecha:  a diferencia de  lo establecido para la acci6n de las

hormonas  esLeroidales  en oEros  sistemas,  en los  cuales  existen

receptores  nucleares  y  una  inLeracci6n  a  nivel  de  DRA  (Wahli

y Martinez,  1991) ,  en el  oocito  de Xenopus  Jaevis. Ia progeste-

rona  actaa  a  nivel  de  la melfrorana  celular-,  en  donde  existiria

un receptor para ella  (Sadler y miler,1982) .  Es±a bien est.a-

blecido  que  la maduraci6n  inducida por progescerona  involucra

la   inhibici6n  de   la   adenililciclasa  del   oociLo   (Jordana  y
col. ,1981  a;  Sadler y Maller,1981;  Finidori-Lepicard y col. ,

1981)  y  la  consecuente  disminuci6n en  la  actividad de  la pro-

Leina  quinasa  dependiente  de  cArm.  I]a maduraci6n  inducida por

la  progesterona  es   inhibida  al  microinyecfar  al  oocifo   la
subunidad  caLaliEica  de   la  proteina  quinasa  dependiente  de

cAin  y,  por  el  contrario,  es  inducida  si  se  microinyecta  la
subunidad reguladora de dicha pro±eina quinasa,  en ausencia de

la  hormona   (maller  y  Krebs,   1977) .

Cuando se expone el oocito a progesterona se produ-

ce  un  aunenfo  de  la  sintesis  proteica  de  alrededor  de  dos

veces y esto ocurre aproximadamente 2  horas despu6s  del trata-
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miento  con  la hormona  (Bravo y col. ,  1978) .  Los  inhibidores  de

la  sintesis  proLeica bloquean  la maduraci6n del  oocito,  agre-

gados  anLes  de  las  2  horas  luego  de  haber  traLado  el  oociLo
con  progest.erona.

Posterior a  la  inducci6n de  la  sintesis  proLeica ¥

coincidenLe con la rupfura de  la meribrana nuclear,  proceso que

define   la  maduraci6n  mei6tica  del  oociLo,   se  detecLa  en  el

ciLoplasma  la„ aparici6n  del  factor  promotor  de  la  maduraci6n

(REF) .  Al microinyectar  el  oocito  con un  extracto  ciLoplasma-
±ico   obLenido   a   partir   de   oocitos   maduros,   se   deLecLa   un

aunento  signif icafivo  en la  fosforilaci6n de proteinas  (Lohka

y  co.i.,1987;   Cicirelli  y  col.,1988),   jun€o  con  lo  cual  hay

ruptura  de  la  mefrorana  nuclear.   ESLo  ocurre  en  ausencia  de

proges€erona  y  sin  sinEesis  de  proteinas.
EI MPF esEa constituido por dos proLeinas,  la cdc-2

quinasa y la ciclina.  Esta dltima es  sinfecizada c!e novo  luego
de  la inducci6n homonal de  la maduraci6n del  oocito y se  sabe

qTie  su uni6n a  la  cdc-2  quinasa es  fundamental  para obtener un
rmF  ac€ivo   (Lewin,1990).

La insulina,  a su vez,  gatilla una via de Eransduc-

ci6n de sefiales  diferente,  en la cual parece  ser importanfe  la
acfividad Lirosina quinasa del  recepcor para es fa hormona.  Se

ha  demosfrado  que  la microinyecci6n de  anticuerpos  monoclona-

les  que  inhiben  la  actividad  tirosina  quinasa  del  recepEor,
bloquean la maduraci6n mei6tica inducida por  insulina  (morgan

y  col.,1986) .  Sin  embargo,  la  via  por  la  cual  acttia  la  insu-
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lina Eiene  de  comtin con la de progesLerona el requerimienLo  de

sinfesis  de  proEeinas  y  la  activaci6n  del  MPF   (Smith,1989),

de  I orma  tal  que  ambas  hormonas  estarian  actuando  a trav6s  de

vias  diferent.es  pero  convergentes.
Tambien  la microinyecci6n  de  la  proEeina  producfo

del   oncogen   ras   induce   la   maduraci6n   mei6tica   del   oociEo

(Birchaeir y col. ,  1985) .  Es€e  efec€o  se  observa  atin en ausen-
cia  de  sintesis  proceica   (Allende  y  col.,1988),  y  por  otra

parte,  se  ha  demostrado  que  la  microinyecci6n  de  anticuerpos
monoclonales  confra  la  proteina  ras,  previa  a  la  adici6n  de

insulina,   inhibe   la  maduraci6n  mei6Lica   inducida  por  6sta,

pero  no  bloquea  la maduraci6n  inducida por  progesterona  (Horn

y  col. ,1987;  Deshpande  y Rung,1987) .  De  estos  resulEados,  se

ha  posfulado  que  la  proteina  producto  del  oncogen  ras  y  la

insulina  estarian  participando  en  diferentes  puntos  de  una
misma via de €ransducci6n de  sefiales  en la maduraci6n mei6tica

del  oocito.
Por dltimo,  la incubaci6n de oocibos  con altas  con-

cenfraciones  de  Ca+2  o  en  presencia  del  ion6foro  de  Ca+2  A23187

induce    la   maduraci6n   mei6tica    (Wasserman   y   Masui,    1975;

Wasserman  y  col.,1980) .   Tambi6n  se  ha  detecEado  un  aumento

transitorio   del   Ca+2   in±racelular   en   oocitos   tratados   con

progesterona  (Moreau  y  col.,1980),  pero  es€e  hallazgo  no  ha

sido  confirmado   (Smith,1989).
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D.2.  Papel de los  fosfoinosiLidos  en la Cransducci6n de sefia-
1es  en  el  oociEo

Es fa celula es un modelo  ampliamente uEilizado para

el esfudio de  los mecanismos  de transducci6n de  sefiales  extra-

celulares puesLo que posee receptores para progesLerona,  insu-

lina  y  acefilcolina  y  ademas,   su  gran  tamafio   ha  permitido

microinyectar  una  serie  de  mRNA  ex6genos  correspondientes  a

diversos recep±ores  de membrana,  siendo estos  expresados  en el

oocifo  en  forma  funcional  (Gundersen y  col. ,   1983;  Sumikawa  y

col.,1984;  Dascal  y  col.,1986;  Sugiyama  y  col.,1987;  Hirono

y   col.,    .1987;    Homura   y   col.,    1987;    Mclntosh   y   CaLt,1987;

Coats  y  Navarro,   1990) .   Una  serie  de  estos  dlEimos,   asi  como

tandi6n el recepLor end6geno para acetilcolina estan acoplados

en  el  oocifo  a  la  fosfolipasa  C   (SnuEch,   1988) .

Ijos  oocitos  de Xez2opus  laevis  poseen  recepLores  de

Lipo muscarinico,  los cuales,  en respuesLa a acetilcolina,  ge-

neran una corriente  lenta y oscilatoria de Cl-  (Kusano y col. ,

1982) .   Se  ha  demostrado  que  la  estimulaci6n  del  recepEor  par

uni6n  de  la  acetilcolina  provoca  un  aumento  del  Ins  1,4,5-P3

intracelular  (Oron y col. ,1985;  Nomura y col. ,1987;  MclnLosh

y   CatE,    1987),    asi   como   tambi6n   que   la   microinyecci6n   de
Ins  1,4,5-P3   imiLa  la  respuesfa  elec±rofisiol6gica  inducida

par  el neurotransmisor  (Oron y col. ,  1985) .  A su vez,  tanto  el
efecto  de  ace€ilcolina  como  el  de  Ins  1,4,5-P3  microinyectado

son  dependienfes  de  un  aumenLo  del  nivel  de  Ca+2  intracelular

(Gillo  y  col. ,  1987) .  Con  estos  antecedentes,  se  ha  propuesto
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la  siguiente  secuencia  de  eventos  para  explicar  el  efecto  de

la  ace¢ilcolina  en  el  oocifo:  uni6n  del  ligando  al  receptor,
activaci6n de  la  fosfolipasa C mediada por proceinas  G y gene-

raci6n  de  Ins  1,4,5-P3,  liberaci6n  de  Ca+2  desde  dep6sitos  in-

tracelulares  y apertura en  la meinbrana  celular  de  un canal  de

Cl-dependienfe  de  Ca+2   (Takahashi  y  col.,1987) .

Consisfentes con este modelo  son Cambi6n los resul-

tados  encontrados  al  estudiar el  ef ecto  de  acetilcolina  sobre
el recalhoio  de  fosfoinositidos  en el oocico enfero.  En efecLo,

al  microinyectar   [3H]   inosiEol   en   el   oocifo   e   incubar   con

acetilcolina,  se  encuentra un  aumenfo  Lemprano  de  la  incorpo-

raci6n del precursor marcado  en los  fosfolipidos  de  inositol,

1o  cu.al  se  puede  apreciar  en tiempos  cortos  luego  de  iniciada

la  incubaci6n  con  el  neurotransmisor  (Carrasco y  col.,1990) .

Por otra parte,  tambi6n hay evidencias experimenta-

les  que  sugieren  que  el  proceso  de  maduraci6n mei6fica  en  el

oocito  esLa  conecfado   con  cambios   en  el  mefabolismo   de   los

compuesEos  derivados  del  inositol.  Se ha demostrado que  la in-

ducci6n  de  la maduraci6n mei6tica por  el  Lratamiento  con pro-

gesterona o insulina resulta en un aumento  signif icativo de la
incorporaci6n  de  [3H]  inositol  en  los  fosfolipidos  de  la men-

brana.  ESEe  incremento  es  tardio  si  se  compara  con   el  efecLo

de  la  acetilcolina,  haci6ndose  evidente  a  las  3-6  horas  des-

puss  de  iniciada  la  incubaci6n  con  la  hormona  y  coincide  con
el  inicio  de  la  rupLura  de  la  envoltura  nuclear,  uno  de  los

eventos  de  la  maduraci6n  mei6tica  del  oocito.   En  el  caso  de
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progesferona,   el  efecto  se  acompafia  de  un  aumento .de  los  ni-
veles   intracelulares   de   inosiLol   Iris,   bis   y  monofosfaLo

(Carrasco  y  col.,1990).

D.3.  HeEaholismo de  fosfoinosi€idos  e inosifol  fosfaEos  en el

oociEo  de  Xenopzls  laevis

A pesar  de  constiLuir el  oociLo  un  sistema  frecuen-

Lemente  utilizado  para  el  esEudio  de  la  funci6n de  los  fosfo-

lipidos  de  inosifol y de  los  inositol  fosfaLos  en la Eransduc-

ci6n  de  sefiales  y  en  la  movilizaci6n  de  Ca+2  desde  dep6siLos

intracelulares,  exisLen may pocos  esLudios  detallados  en esLa

celula  sobre  las  vias  mefab6licas  que  dan cuenta de  la  since-

sis  y  uEilizaci6n  de  los  compuestos  derivados  del  inositol,

asi   como   tampoco   los   hay  con  respecto   a   las   propiedades   y

caracterisLicas  de  las  enzimas  involucradas.
Con  respecto  al  metabolismo  de  los   inosiLol  fos-

faEos  en  el  oocito,  se  ha  descrito  la  generaci6n  de  inositol

Iris,   bis   y   monofosfato   en   el   oocito   premarcado   con   [3H]

inosibol  y estimulado  con acetilcolina  o  serotonina  (Nomura y

col.,1987).   A  su  vez,   Irvine  y  col.,   (Irvine  y  col.,1986)

demoscraron   que   alrededor   del    80%   del    [2-3H]    Ins    i,4,5-P3

microinyecEado  en  el  oocito  es  desfosforilado  a  inosiEol  en

alrededor  de  30  minntos,  encontrandose  s6lo  trazas  del  bis  y

monofosfaEo.    Pero,    una   proporci6n   apreciable    (10-20%)    es

convertida rapidamenEe en un inosicol tetrakisfosfato,  presu-

miblemente  Ins  1,3,4,5-P4,   lo  cual  indicaria  la  presencia  en
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el  oocito  de  una  Ins   1,4,5-P3   3-quinasa,   enzima  ampliamenLe

disEribuida  en  diversos  sistemas   (Majerus,   1992) .

Sin einbargo,  a pesar del hallazgo del Cetrakisfosfa-

t.o,   no   se  encontr6   Ins   1,3,4-P3   (Irvine  y  col.,1986),   com-

puesco  que  es  generado  a parcir  del  anterior por  acci6n de  la
inositol  polifosfafo  5-fosfomonoesterasa,  oEra  enzima  que  se

encuentra  presenfe  en  todos  los  tejidos  estudiados   (Majerus,

1992)  .

Un  esLudio  realizado  por  el  grupo  de  Cat±   (Ji  y

col.,1989)   demosfr6  que,   luego  de  6  horas  de  incubaci6n,   la

mayor  proporci6n  del  [3H]  inositol  microinyectado  y meEaboli-

zado  en  el  oocico  se  encuen±ra  incorporado  en  inosi+ol  Iris,

bis  y  monofosfaEo,   asi  como  Eambien  en  glicerofosfoinositol

fosfato  y   glicerofosfoinositol.   Luego   de   1'5   y   30   horas   se

observa  la  aparici6n  de   inositol  penfakis  ,y  hexakisfosfaEo
€ri€iados   respectivamente,   y   ambos   continfian   acumulandose

hasEa   las   72   horas.   Los   estudios   cin6€icos   sugieren  entre

ellos  una  relaci6n  precursor-producto,   generandose  el  hexa-

kisfosfato  a  partir  del  pentakisfosfato.   Tainbi6n  se  defecta

una  pequefia  pero  significativa  proporci6n  de  un  inositol  te-

£rakisfosfato  Eritiado  que  coeluye  en  HPLC  con  un  patr6n  de

Ins   3,4,5,6-P4.

Para esfudiar directamente  el meEabolismo  de  es€os

polifosfatos  en  el  oocito,  ambos  se  microinyectaron  en  forma
separada.  Asi  se pudo  observar  que  el  pentakisfosfat.o  es  pro-

gresivanente Lransformado en el hexakisfosfato,  pero no genera
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inosiLol  fosfaLos  de  menor  grado  de  fosforilaci6n,  a6n  luego

de  72  horas  de  incubaci6n.  A  su vez,  el  hexakisfosfaLo  no  su-

fre  ninguna Eransformaci6n durance  las  72  horas  posteriores  a

su  microinyecci6n   (Ji  y  col.,1989).

Como  puede  apreciarse  de  estos   antecedenEes,   las.

ru±as  metab61icas  en  que  participan  los  inositol  fosfafos  en

el  oociLo  de  Xenopus  laevis  no  estan  afin  bien  establecidas  y

ninguna  de  las  enzimas  involucradas  ha  sido  objeto  de,^estudio

para  caracterizarla.
Con respecto  al metabolismo  de  los  fosfolipidos  de

inositol,  los  finicos  estudios  detallados  se  ban  realizado  en

esfe  laboraEorio y  se  refieren a  la reacci6n de  fosforilaci6n
del  Pfdlns  para  generar  fosfaEidilinosiLol  monofosfafo.   Los

experimen€os    realizados    incubando    membranas    aisladas    de

oocitos   de   Xenopus   laevis   con   [y-32P]   ATP   y   utilizando   el

Ptdlns  end6geno  de  la  membrana  o  bien  Ptdlns  ex6geno,   demos-

Eraron que mss  del  90%  de  la radiactividad que  se  incorpora en

productos de naturaleza lipidica lo hace en fosfatidilinosiLol
monofosfaco y s6lo alrededor del 5%  en fosfatidilinositol bis-

fosfaco  (Carrasco y col. ,1989) .  En estos  trabajos  no  se  defi-

ni6  si  el  producto  mayoritario  de  la  reacci6n  era  Ptdlns  4TP
o  ptdlns  3-P.

La  enzima  responsable  de  la  sintesis  del  fosfati-

dilinosiEol monofosfato  a partir de Ptdlns  es  una  fosfatidil-

inosifol  quinasa  de  la  membrana  del  oocito  y  ha  sido  carac-

Eerizada  en  este   laboratorio.   La  enzima  requiere  Mg+2  o  Mn+2
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como  co factor,   el  GTP  no  reemplaza  al  ATP  como  dador  de  fos-

forilo,   1a  presencia  de  fosfatidilserina  y  Ptdlns  4,5-P2  es-

timulan su acEividad y 2,3-bisfosfoglicerabo es un potente in-

hibidor   (Carrasco  y  col.,1989).   Tambien  la  polilisina  y  la

poliarginina  aumenfan  la  actividad  enzimatica,  en  una  acci6n

que  aumenEa  la  Vmax  de  la  reacci6n  sin  modificar  la  RI  apa-
renEe  para  ATP   (Carrasco  y  col.,1988) .

ObjeEivos  de  es€a  Eesis

De  los  antecedentes  anLeriormente  presentados,  se

puede  concluir que  el  oocito presenta una  serie  de ventajas  y
aspectos  de interes para el estudio del papel de log  fosfoino-

sitidos  en la transducci6n de  sefiales.  ESEos  esEudios,  sin em-

bargo,  requieren de  un conocimiento previo  de  las  transforma-

clones  metab6licas  que  afectan  a  estos   fosfolipidos  en  esEe

sistema  celular.   Hasta  la  fecha,   se  habfan  realizado  pocos

trabajos  detallados  sobre  las  reacciones  que  involucran a  los

fosfoinositidos  en el oocito y sobre las  enzimas  que catalizan

dichas  reacciones.

En particular,  nuestro  interes  se  despert6 por una
observaci6n   consignada   en  este   laboratorio   al   estudiar   la
reacci6n  de  fosforilaci6n  del  fosfaEidilinosiEol  para  formar
fosfatidilinositol  monofosfato  utili-zando  una  preparaci6n  de

membranas  aisladas  de  oociLos  de  Xenopus  laevis   (Carrasco  y

col. ,1989) .  Esta  reacci6n es  inicialmente  rapida,  alcanzando

un estado  esfacionario  a los  5 minutos  de  incubaci6n.  A partir
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de  este  tiempo  se  observa  una p6rdida  del  [32P]  fosfatidilino-

sitol monofosfato  sintetizado  (Carrasco  y  col. ,1989) .  La  de-

saparici6n de  la radiactividad en es€e compuesto puede  ser me-

jor estudiada  si  se permite  su sintesis  a partir de  [y-32p]  ATp

y  fosfatidilinositol  end6geno  o  ex6geno  durante   3  minutos,

para  luego  bloquear una  posterior  incorporaci6n  de  32P  en  fos-
fatidilinositol  monofosfato  diluyendo  el  ATP  radiactivo  con

ATP   no   radiactivo   (Carrasco  y  col.,1988;   Carrasco  y  col.,

1989 )  .

Estos   resultados   experiment.ales   hicieron   surgir

nuestro   interes   por  conocer  la  respuesta   a  la  pregunta  de

cuales  serian  las  reacciones  que  estan  dando  cuenta  de  la  de-

saparici6n del  fosfatidilinositol monofosfato  en estas  condi-

ciones   experimentales,   es   decir,   en  membranas   aisladas   de

oocitos    y    en    presencia  de  Mg+2  en  concentraci6n  cercana  a

10  mM  y  de  Ca+2  total  no  mayor  de   15   iiM.

La btisqueda de  la respuesta a esta pregunta  se con-

virti6  en el  trabajo  que  se  presenta  en esta  tesis,  cuyos  ob-

jetivos  se  pueden  resumir  en  los  siguientes  puntos:
A)   Establecer    las  rutas    metab6licas    que    dan  cuenta  de  la

utilizaci6n  del  fosfatidilinositol  monofosfato  en  membra-
nas  aisladas  de  oocitos  de  Xenopus  laevis.

a)  Caracterizar  algunas  de  las  enzimas  de  la membrana  que  re-
sulten  involucradas  en  dicho  proceso

C)  Estudiar   factores   hormonales   o   metabolitos  que pudieran
regular la actividad de algunas de  las enzimas  involucradas
en  el  metabolismo  de  los  fosfoinositidos.
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IIATERIAIES  Y  IETODOS

A.-  REACTlvos  y  ANIImlEs  DE  ExpERIRENTAcloN

ATP,   ADP,   AMP,   CAMP,   adenosina,   GTP-y-S,   PEdlns,

Ptdlns   4-P,    PEdlns   4,5-P2,    liso   Ptdlns,    liso   Ptdlns   4-P,

Ins  1-P,  Ins  1,4-P2,  Ins  1,4,5-P3, mioinositol,  L-a!-fosfatidil-

colina ,      L-a:-fas fatidileEanolamina,      L-tt-fosfatidilserina,

D ,L-Q!-acido fosfatidico , L-a-fosfatidilglicerol , cardiolipina,

D-glucosa    6-fosfato,    D-glucosa    1,6-bisfosfato,    D-fructosa

6-fosfato,  D-frucfosa  i,6-bisfosfato,  D-fructosa  2,6-bisfos-

fato,   acido   2,3-bisfosfo-D-glic6rico,   L-a!-glicerol   fosfaEo,

a-glicerol  fosfato,   creatina  fosfato,   progesterona,   acetil-
colina,   carbamilcolina,   espermina,   espermidina,   neomicina,

polilisina    (pesos   moleculares   promedios   de   12000   y   24000,

determinados  por viscosidad) ,  colagenasa  (Tipo  IA) ,  DTT,  EDTA,

EGTA`,  Iris,  IIepes,  seroalbdmina  de bovino  ( fracc.i6.n V')-.;  Trit6n

X-100,   PPO,   POPOP,   y-(meLa-criloxi)-propil   trimetoxisilano,

piruvato  de  sodio,  formiato  de  amonio,  placas  cromatograficas
de  silica  gel  de  alta  resoluci6n y placas  cromafograficas  de

polietilenimino  celulosa  fueron  obtenidos  de  Sigma  Chemical
CO.I

Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa ( de levadu-

ra) ,  L-a:-glicerol fosfato deshidrogenasa y triosa fosfato iso-
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merasa    (de   mtisculo   de   conejo),    lacLato   deshidrogenasa    (de

coraz6n  de  porcino) ,   3-fosfogliceraLo  quinasa  (de  levadura) ,

creatina  quinasa   (de  mfisculo  de  conejo),  y  HAD+  fueron  adqui-

ridos  a  Boehringer  Mannhein  GinbH  Biochemica.

Insulina    (de   bovino)   y   Chaps   se   adquirieron   a

Calbiochem  Behring  Corp.

Sacarosa,  oxalato  de  potasio,  tartrato  de  sodio  y

potasio  y  yodo  se  obtuvieron  de  E.  Merck  A.G.
Acetona,  cloroformo  y  metanol,  Eodos  grado  anali-

tico,   fueron  obtenidos  de  E.   Merck  A.G.   a  Riedel  -de  Haen,

A.G.

Las  sales  inorganicas  y  los  acidos,  tanto  inorga-

nicos  como  organicos,  todos  grado  analitico,  se  adquirieron a

Sigma   Chemical   Co.,   E.   Merck  A.G.,   Riedel   -de   Ha6n  A.,G.   o

Fluka,   A.G.

I.a   colul[ma  de   intercambio   ani6nico   "Partisil   10

Sax"  para  HPLC  se  obtuvo  de  Whatman  International  Ltd.

Las placas  para autorradiografia  "X -Onat -XAR-5"

fueron  adquiridos  a  Eastman  Kodak  Co.

Ptd   [2-3H]   Ins   fue  obtenido  de  Amersham  Interna-

tional   (18,3  -19,3  Ci/mmol);   Ptd   [2-3H]   Ins  4-P  se  adquiri6

a  Amersham  International   (1  Ci/mmol),   asi  como  tambien  a  New

England   Nuclear   Research   Products    (9,9   Ci/mmol).       De   este

tilcimo  Ealnbi6n  se  obEuvo  Ptd   [2-3H]   Ins   4,5-P2   (8,8  Ci/mmol) .

De  Amersham   International   se   obtuvieron   ademas

[2-3H]      mio-inositol      (82,5      Ci/mmol),       [2-3H]      Ins      1,4-P2



42

(1  Ci/Irmol)  y  la  mezcla  de  inositol  fosfaEos:   [2-3H]   Ins  1-P,

[2-3H]    Ins    1,4-P2   y    [2-3H]    Ins    1,4,5-P3,    cada   uno   con   una

radiactividad  especifica  de  1  Ci/mmol.
32P± se  adquiri6  Eanto  a Amersham International Como

a  New  England  Nuclear  Research  Products.

Las hembras  adultas  de Xenopus laevis fueron adqui-

ridas   en  South  African  Snake  Farm,   Cape  Province,   R.S.A.   y

mantenidas  en  tanques  a  22°C.

a.-OBTENCION  DE   [y-32P]   ATp

Se utiliz6 el m6todo describo por Walseth y Johnson

(Walseth   y   Johnson,    1979),    que   se   basa   en   rna   serie   de
reacciones  enzimaticas  de  la  via  glicoliLica   (Esquema  IV).

8.1.  Sin€esis  enzj]naEica

Se procede de la siguienEe manera:  una soluci6n que

contiene  50  mci  de  32P±  en  Hcl  2  N  se  lleva  a  pH  8-8,5  con  NaoH

2   N.   A  conEinuaci6n,   se   incuba  duranEe   1  hora   a  37°C  en  un

medio   que  conti.ene   ariortiguador  Tris-Hcl   80  mM,   pH  9;   Mgc12

20  mM;   DTT   10  mM;   L-a:-glicerol   fosfato   0,24  mM;   piruvato   de

sodio  2  mM  (reci6n  preparado) ;  NAD+  1  mM;  ADP  0,1  mM;   L-c[-gli-

cerol  fosfafo  deshidrogenasa  14  Hg/ml   (0,8  unidades) ;   triosa

fosfa€o  isomerasa  140  pg/ml  (0,7 unidades) ;  gliceraldehido 3-P

deshidrogenasa  14  pg/ml  (1,1 unidades) ;  3-fosfoglicerato  qui-

nasa  1,4  Hg/ml  (0,6  unidades)  y lactato  deshidrogenasa  7  Hg/ml

(3,5  unidades),   en  un  volunen  total  de  1  ml.   Las  enzinas  se
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encuentran suspendidas  en  sulfaLo  de  amonio  3,2  M por  lo  cual,

previo  a  su  utilizaci6n,  una  mezcla  de  ellas  en  la  relaci6n
adecuada   se   centrifuga   durante   10  minu€os   a   7000   x   g  y  el

residuo  se  resuspende  en  100  pl  de  una  soluci6n  consti€uida

por  amortiguador  Tris-Hcl  50  mM,   pH  9  y  DTT  1  mM,   para  luego

adicionarla  al medio  de  incubaci6n.  La reacci6n de  fosforila-

ci6n  del  ADP  se  detiene  calentando  durante  2  minutos  a  100°C.

a.2.  Analisis  de  la pureza y cuantificaci6n del  [y-32p]  ATp

La determinaci6n de  la pureza del  [y-32P]  ATP  sinte-

tizado,  asi  como  tainbien  del  rendimiento  de  la  incorporaci6n

de  la marca radiactiva en dicho compuesto,  se realiza a trav6s

de  una  cromatograf fa  ascendente  en  placa  de  polietilenimino

celulosa,  utilizando  como  solvente  una  soluci6n de  fosfato  de

potasio   1   M,   pH   3,5.    En   dicha   cromatografia   se   usan   como

patrones   AMP,   ADP   y  ATP   y   sus   respectivas   migraciones   se
determinan   exponiendo    la   placa    cromacograf ica   a    la    luz

ulEravioleta  de  onda  corta.

Una  adecuada  separaci6n  se  obtiene  en  aproximada-

mente  45  minufos  y  el  ATP  migra  a  una  disEancia  relativa  (Rf )

en€re  0,4  y  0,5.

Para cuan€if icar la radiacEividad incorporada en el

[y-32p]   ATP,   se   corta   la   placa   cromaLografica   en  trozos   de

0,5  cm  y  se  determina  la  radiactividad  asociada  a  cada  Erozo

por  espectrometria  de  cenEelleo  liquido.
Con  el  m6todo  utilizado  para  la  sinEesis  se  logra
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una  incorporaci6n  en€re  80  y  90%  de|  32p±  en   [y_32p]  ATp.

a. -  OBTENcloN  DE   [4-32p]   FosFATIDILINoslTOI.  4-IroNOFosFAro

Para  la  preparaci6n de  [4-32P]  P€dlns  4-P  se  disefi6

un  procedimienEo  basado  en  el  metodo  enzimatico  descrifo  por

Knowles  y  Lawrence   (Knowles  y  Lawrence,   1985) .

Este  filtimo  consiste  en  la  fosforilaci6n de  Ptdlns

con  [y-32P]  ATP,  utilizando  una preparaci6n  de membranas  plas-

maticas   de   higado   de   rata,   donde   esta   presenfe   la   enzima

Ptdlns    4-quinasa,    de   bal    forma   que   se   lleva   a   cabo   la

reacci6n:

Mg+2
ptd|ns  +   [y-32p]ATP  ->   [4-32P]   Pfdlns  4-P  +  ADP

E|   [4-32p]   Ptdlns  4-P  asi  sin€etizado  se  purifica

a  traves  de  una  cromatografia  en  capa  fina  preparativa.

En  la  realizaci6n  de  esta  €esis   se  reemplaz6  la

preparaci6n de membranas  usada  en  el  meLodo  original  por  otra
obtenida  de  oocitos  de Xenopzzs  laevis,  donde  tambi6n  se  tiene

actividad  Ptdlns  4-quinasa.  Con esta preparaci6n  de membranas

mss  del  90%  de  la  marca  provenienfe  del   [y-32P]ATP  que  se  in-

corpora  en  compuestos  lipidicos  lo  hace  en  Ptdlns  4-P,  mien-

Eras  que memos  del  5%  de  dicha marca  aparece  en  Ptdlns  4,5-P2,

producto  de  una  segimda  fosforilaci6n  con ATP,  catalizada por
la  Ptdlns  4-P  5-quinasa  (Carrasco  y  col.   1989) .

El  procedimiento    utilizado  se  muestra  en  el  Es-

quema  V.
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C.1.  Sin±esis  enziriEica
La  fosforilaci6n del  Ptdlns  se  realiza en  24  tubos

en  paralelo,,   cada  uno  de  los  cuales  contiene  50  pl  del  si-

guien€e medio  de  incubaci6n:  amorEiguador Hepes  25 mM,  pH  7,5;

Chaps   0,32  mM;   DTT   1  mM;   PLdlns   56   pM;   Mgc1210  mM;    [y-32p]   ATp

50   iiM   (1600   dpm/mmol)   y   165   pg  de  proteinas   de  membranas   de

oocitos  de Xez2opus  Jaevis,  preparadas  segdn  se  indica en MaEe-

riales  y  Metodos   (secci6n  D) .

EI  Ptdlns  esta  disuelto  en  cloroformo   (0,5  iig/ml)

y  a  cada  €ubo  se  agregan  5   pl  de  esta  soluci6n,   para  luego
evaporar  a  sequedad bajo  N2.  A conLinuaci6n,  se  adicionan  5  lil

de  Chaps  3,2  mM y  se  agita  durante  5  minutos.  Luego  se  agrega

el    res€o    de    los    componenEes    del   media,    exceptuando    las

membranas,  y  se  sonica  durante  5  minutos  en  un  sonicador  de

pozo.  Finalmente,   se  adiciona  la  preparaci6n  de  membranas.
Se  incuba  durante  5  minu€os  a  30°C y la reacci6n se

de€iene  agregando  a  cada  Eubo  400  lil  de  una  mezcla  de  cloro-

formo   :  metanol   :   Hcl  concentrado   (10:20:0,01  vol/vol).

C.2.  Eatracci6n de  los  fosfoinosiEidos

Se  procede  segdn  la  tecnica  de  Kano  y  col.   (Kano  y

col.,1984) .   A  cada  ±ubo  se  agregan  50   Ill  de  H20,   se  agiEa  y

luego  se deja reposar durante  30 minutos  a Eempera€ura  alnbien-

Ee.  A  continuaci6n,   se  agregan  100   prl  de  cloroformo  y  100   Hl

de  H20,   se  agiEa  durante  1  minuto  y  se  centrifuga  a  3000  x  g

durante  10  minutos.  Con  esLe  procedimiento  se  separa  una  fase
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orginica  (inferior)  y rna  acuosa  (superior) ,  quedando  la pro-

teina  en  la  inLerfase.   Se  separa  la  fase  organica  y  la  fase

acuosa  se  vuelve  a  extraer  con  100  lil  de  cloroformo,  agiEando

por  1 minuto.  Luego  de  cenErifugar  a  3000  x  g  durante  10  minu-
tos,  se  separa  nuevamente  la  fase  organica  y  se  junta  con  la

anterior.
La  fase  organica  total   se  lava  con  100   pl  de  H20

saEurada  con  cloroformo,   agitando  duranEe  1  minuto.  A-conti-

nuaci6n  se  centrifuga  a  3000  x  g  duranLe  10  minutos  y  se  des-

carta  la  fase  acuosa.   Para  eliminar  completamente  cualquier

fracci6n residual  de  I ase  acuosa en esta eLapa,  se mantiene la

fase   organica   duranfe   1-12   horas   a   -   80°C.   Irmediatamenfe

luego  de  descongelada,   se  cenfrifuga  a  3000  x  g  durante   10

minuEos  y  se  descarfa  el  H20  residual.

Las  fases  organicas  asi  obtenidas  de  los  24  tubos

se  evaporan  a  sequedad  bajo  N2  gaseoso,   se  resuspenden  en  una

mezcla  de  cloroformo  y  metanol   (1:1  vol/vol)  y  se  juntan.

Alrededor  del  0,5%  de  la  radiactividad  de|  [y-32p]

ATP  ucilizado  se  recupera  en  la  fase  organica  total.

C. 3.  Purificaci6n del  [4-32P]  fosfafidilinosiEol 4-monofosfaEo
sinEeEizado

Se realiza  a trav6s  de una cromatograf ia prepara-

Liva  en  capa  fina  y  se  procede  de  la  siguiente  manera:  480  lil

de la fase organica total,  conteniendo los  fosfoinositidos,  se

aplican  a  lo  ancho  de  6  cm en una placa  cromatografica  de  si-
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lica  gel  de  alta  resoluci6n  de  10  cm  x  10  cm,  la  cual  ha  sido

precorrida  en  una  soluci6n  de  oxalaEo  de  potasio  al  1%  p/v  en
una  soluci6n de meEanol  :  H20  (2:3  vol/vol)  y  activada  duranEe

1  hora  a  110°C.     El  cromatograma  se  desarrolla  en  un  sistema

de  solventes    constituido    por    cloroformo  :  acetona  :  meta-

nol    :    acido   acetico   glacial    :I   H20    (40:15:13=12:8   vol/vol)

(Kano  y  col.1984).   A  continuaci6n,   la  placa   se   seca  y  el

[4-32p]  p€d|ns  4-P  se  localiza por media  de una  autorradiogra-
fia  con  placas  Kodak  X-Omat-XAR  5.

C.4.   Estracci6n  del   [4-32P]   fosfa€idilinosiEol  4-monofosfa€o

desde  la placa  cromaEoglafica preparaEiva
La  silica  gel  correspondiente  a  la  zona  donde  se

|oca|iz6  al  [4-32P]  Ptdlns  4-P  se  raspa y se  extrae  4  veces  con

400  pl  de una mezcla  de  cloroformo  :  metanol  :  Hcl  concentrado

(10:20:0,1  vol/vol)   (Knowles  y  Lawrence,1985),   agitando  por

15  minuEos  cada vez  y separando  la  silica  gel  por  centrifuga-

ci6n  a  5000   x  g  durante   15  minutos.   A  los   extractos   se   le

agrega   400   prl   de   cloroformo  y   400   pl   de  H20,   se   agita  y  se

centrifuga  por  10  minutos  a  3000  x  g,   lograndose  una  separa-

ci6n  de  las  fases  acuosa  y  organica.  La  fase  acuosa  se  reex-

Erae  con  400  pl  de  cloroformo.  Se  juntan  los  ex€ractos  cloro-

f6rmicos  y  se  lava  1  vez  con  400  lil  de  H20  saturada  con  cloro-

formo,   centrifugando  luego  durante  10  minutos  a  3000  x  g.   Se

separa  la  fase  organica  y  se  elimina  la  fase  acuosa.   EI  H20

residual  se  descarta  congelando  la  fase  organica  durante  1-12
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horas  a -80°C y  luego,  inmediatamente de  ser descongelada,  se

centrifuga  a  3000  x  g  durante  10  minutos.  Finalmente,  la  Ease

organica  se  evapora  a  sequedad bajo  N2 y se  redisuelve  el pro-

ducto  en  100  Hl  de  cloroformo.

I]a  radiactividad  en  la  I ase  organica  se  deEermina

por  espectrometria  de  cenEelleo  liquido.  Alrededor  del  0,2%
de|      32p      de|   [y-32P]ATP     utilizado      se     recupera     en     el

[4_32p]  ptd|ns  4-P  extraido  de  la  placa  de  silica  gel.

C.5. malisis de la pureza .del  [4-32P]  fosfa€idilinosi€ol 4-mo-
nofosfa€o  sin€eEizado

La  pureza  del  producto  sinEe€izado  se  analiza  por

cromatograf ia  en  capa  f ina  en  dos  sisLemas  diferentes  de  sol-

ven€es:  el producEo  radiactivo  obtenido  comigra  con un patr6n

de  Ptdlns  4-P  en  el  sistema  de  solventes  ya  descrito  en  C.3,

consti€uido por cloroformo  :  acetona  :  metanol  :  acido  acetico

glacial   :   H20   (40:15:13:12:8  vol/vol)   (Kano  y  col,1984),   asi

como  tambien  en  un  segiindo  sistema  consisLenEe  en  una  mezcla

de    cloroformo   :  metanol   :  hidr6xido  de  amonio  concentrado  :

H20   (17:13,2:2,8:1  vol/vol)    (Pike  y  Bakes,1987).

Las  placas  cromaEograf icas  se  revelan  con  vapores

de  yodo  para  localizar  los  compues€os  patrones.
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D.-PREPARACION  DE  IEIERAIIAS  DE  OOCITOS  DE  Xenopus  laeTris

D.1.  Obcenci6n  de  ovarios  de Xenopns  laevis

Hembras  adul€as  se  anestesian par hipofermia en un

bafLo  de hielo y agua,  el  ovario  se extrae quirdrgicamen€e y se

corta  en  trozos  pequefios.  Estos  se  lavan  con  soluci6n  salina

de  Earth para  anfibios  y  se mantienen  en  esta  soluci6n  a  4°C.

La  composici6n  de  la  soluci6n de  Earth  es  la  siguiente:  amor-

tiguador  Tris-Hcl   10  mM,   pH  7,6;   Mgs04   0,82  M;   Cac12   0,74  mM;

Kcl-1,0   mM;   Ca(N03)2   0,33   mM;   Nacl   88   mM;   NalICoi-2,4   mM.

D.2.  ObEenci6n  de  oociLos

Los  oocitos  desfoliculados  se  obtienen par un pro-

cedimienEo enzimatico :  trozos pequefios de ovarios provenientes

de  8  ranas  se  separan  en  2  porciones  y  cada  una  se  incuba  con

agitaci6n  suave  durante  2  horas  a  25°C  en  50  ml  de  una  solu-

ci6n  que  contiene:  amortiguador  Hepes  10  mM,  pH  8;  Cac121  mM;

Nacl  110  mM y  colagenasa  3  mg/ml.  Este  €ratamiento  disocia  al

teiido  del  ovatio,  dejando  oociLos  libres  y una  suspensi6n de

capas  de  c6lulas  foliculares.  Estas  tiltimas  se  eliminan apro-

vechando  el  hecho  de  que  sedimentan mss  lento  que  los  oocitos.

Los  oociEos  disociados  se  lavan  exhaus€ivamenEe  con  soluci6n

de Earth para eliminar la colagenasa y se  agita nuevamente con

la misma  soluci6n para  desprender  el  resto  de  las  c6lulas  fo-

liculares .
Los oocitos de mayor tamafio,  correspondientes  a los
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estados  V y VI  descriEos  por  Dumont  (Dumont,1972) ,  se  separan

de  los  mss  pequefios  f iltrando  a  trav6s  de  una  malla  de  nylon

de   700   Hm   (Burzio   y  Koide,1977),   en   la   cual   los   primeros

seran  retenidos  y  los  filtimos  no.

D. 3.  FraccionamienEo  celular

Las membranas  se  preparan  segdn  el metodo  descriEo

par  Jordana  y  col.   (Jordana  y  col.,1984) .
Todas   las   manipulaciones   se   efectfian   a   4°C.   Los

oocitos  se  homogeneizan  en  1  volumen  de  una  soluci6n  que  con-

tiene:   amortiguador  Hepes   50  mM,   pH  8;   EDTA  1  mM;   DTT  1  mM;   y

sacarosa  0,88  M   (soluci6n  A).   La  homogeneizaci6n  se  realiza

con un homogeneizador Dounce,  con  10  pasadas  de vastago A y  10

pasadas  del vastago a.  El homogeneizado resultante se   centri-
fuga  durante  15  minutos  a  1000  x  g.  El  sobrenadante  obtenido

se  filcra a trav6s  de  lama de vidrio y el  I iltrado  se centri-
fuga  durante  20  min  a  20000  x  g.   NuevamenEe,   el  sobrenadante

se  f il€ra a traves  de lama de vidrio y el  f iltrado  se centri-
fuga  durante  2  horas  a  100000  x  g.  En  esta  fil€ina  cenErifuga-

ci6n  se  obtienen  3  fracciones:  un  sedimento  bien  adherido  al

fondo  del  tubo,  una  fracci6n  de  aspecto   "algodonoso"  por  en-

cima  del  sedimenEo  y  un  sobrenadanEe  transparenEe.   Se  giiarda

el  sobrenadanEe.  Se aisla la  fracci6n  "algodonosa"  y se diluye

con  una  soluci6n  que  contiene  amortiguador  Hepes  50  mM,  pH  8;

EDTA  1  mM  y  DTT   1  mM   (soluci6n  a),   de   forma  tal  que  la  con-

cenEraci6n  de  sacarosa  quede  0,22  M,  y  se  centrifuga  nueva-
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mente  durante  2  horas  a  100000  x  g.   Asi  se  obEiene  un  sedi-

menfo  adherido  al   fondo  del  tubo  y  un  sobrenadante.   Final-

menfe,   el  sedimento  se  resuspende  en  una  soluci6n  que    con-

tiene  anortiguador  Hepes   50  mM,   pH   8;   EDTA  1  mM;   DTT   1  mM  y

sacanosa  0,22  M  (soluci6n  C),   de  modo  de  ob€ener  una  concen-

Eraci6n  de  pro±einas  entre  10  y  20  mg/ml,  y  se  guarda  en  ali-

cuotas  de  100   pl  a  -80°C  hasta  su  uso.

E.-     EXTRACCION  DE  FOSFOINOSITIDOS,   INOSITOL  FOSFATOS,   INOSI-

TOL Y  FOSFATO  INORGANICO.  RETODO  UTILIZADO  EN Iios  ENSAIOS

ENZ IHZHICOS .

En  algunos  ensayos  enzimaticos  que  se  deballaran

mss  adelante en esEa tesis,  es  necesario proceder a la extrac-
ci6n     de     los     fosfoinositidos      (Ptdlns,     Pfdlns     4-P     y

PEdlns    4,5-P2).    En   otros,    se   requiere   extraer   compuestos

hidrosolubles  como  inositol  fosfatos  e  inosiEol.  Por  filtimo,

en ciertos ensayos  interesa la extracci6n Canto de fosfoinosi-

tidos  como  de  inositol  fosfatos  e  inositol  o  bien  de  P±.

En  Eodos  los  casos  se  utiliza  el  mismo  meEodo  y  es

el  que  se  describe  a  continuaci6n:  una  vez  detenida  la  reac-

ci6n  enzina€ica  correspondiente,  por  la  adici6n  de  400  pl  de

una    mezcla    de    cloroformo     :    metanol    ,:     Hcl    concentrado

(10:20:0,01  vol/vol)  a  los  50  6  60  Ill  del medio  de  incubaci6n,

segdn  el  caso,  se  procede  a  extraer  los  fosfoinositidos  segdn

el  mstodo   descriEo  por  Kano  y  col.    (Kano  y  col.,1984).   En

primer  Lermino,   se  adicionan  a  la  mezcla  anterior  50   pl  de
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H20,   se  agita  y  se  mantiene  durante  30  minuEos  a  Eemperafura

ambiente.     Se  agregan  luego  100  prl  de  cloroformo  y  100  pl  de

H20,  se  agiEa  duran€e    1  minuto   y   se    cenErifuga   durante  10

minutos    a    3000    x    g,    separandose    2    fases:    una    superior

(acuosa),  y  rna  inferior  (organica) ,  quedando  la  proteina  en
la  inferfase.  Se  guarda  la  fase  organica.

La  fase  acuosa  se  reextrae  con  loo  pl  de  clorofor-

_ mo,  agitando  durante  1 minuto,  para  luego  centrifugar  durante

10  minutos  a  3000  x  g.  Se  guarda  a  se  descarta  la  fase  acuosa,

segfin  el  ensayo  de  que  se  .trate.

Cnando interesan los  fosfoinositidos,  la fase orga-

nica resultante de la segunda extracci6n se  junta con   la pri-
mera y  la  Ease   organica  total  se  lava  con  100  ul  de  H20  satu-

rada  con  cloroformo,   agicando  durante   1  minuto,   para  luego

centrifugar a  3000  x  g durante  10  minutos.  Se  descarta  la  fase

acuosa  y  la  fase  organica  se  guarda  por  1-12  horas  a  -80°C,

procedimiento  que  se utiliza para separar complefamente el H20
remanente,  para lo cual,  irmediatamente despu6s   de   desconge-

lar  la  fase    organica,  se  centrifuga  a  3000  x  g  por  10  minu-

tos.

La  fase  organica  contiene  los  fosfolipidos  de  ino-

sifol,  mienEras  que en la  fase acuosa quedan los  inositol  fos-

fatos,  inositol  y  P±.
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F.-     sEPARAcloN  DE   I]os   FosFOINOslTIDOs   POR  cRonlATOGRAFIA  EN

CAPA  Elm.   RETODo  t]TILlzADo  Elf  LOs  ENSAyos  ENzlHATlcos.

En la mayor parte de los ensayos enzimaticos reali-

zados  en  esta  tesis  y  descritos  mss  adelante   (Materiales  y

Metodos,  H,   I,   J,  K)   se  procede  a  la  separaci6n  por  medio  de

una cromatografia en capa  fina de  los  fosfoinositidos  extrai-
dos  del media de  incubaci6n,  y a la posterior determinaci6n de

la radiactividad asociada a uno a mss  de ellos.  Para fal efec-

to  se  procede  de  la  siguiente manera:  la  fase  organica,  obEe-

nida  como  se  describi6  en  E,   se  evapora  a  sequedad  bajo  N2  y

se  resuspende  en  50   Ill  de  cloroformo.   A  cada  tubo  del  expe-

rimento  se  le  agrega  Ptdlns,  Ptdlns  4-P  y  PEdlns  4,5-P2  (2  pg

de   cada  uno)   como   patrones   de   croma€ografia  y  la   soluci6n

clorof6rmica  se  aplica  en  una  placa  cromatografica  de  silica

gel   de      alba   resoluci6n,   de   10   cm  x   10   cm,   precorrida   en
oxalato   de  potasio   al   1%   en  metanol   :   H20      (2:3   vol/vol)   y

activada duranEe  1 hora a  110°C.  El cromatograma se desarrolla

en un sistema de solventes  constituido por cloroformo  :  aceto-

na    :   metanol    :    acido   ac6tico   glacial    :   H20    (40:15:13:12:8

vol/vol),   segiin   el   procedimiento   descrito   por   Kano   y  col.

(Kano  y  col.,1984).

En  aquellos  experimentos  en  que  in€eresa  conocer

ademas   la   radiactividad   asociada   a   lisofosfatidilinosicol

(liso   Ptdlns)   o   lisofosfatidilinositol   4-monofosfato   (liso
Ptdlns  4-P)  se  adicionan tambien dichos  compuestos  como patro-

nes  para  la  croma€ografia.
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A continuaci6n,  las  placas  se  secan y  los  compues-

£os  patrones  se  localizan  revelando  con  vapores  de  yodo.   En

las  ocasiones  que  se  indican  se  someEe  la  placa  cromatogra-

f ica    a    rna    au€orradiograf ia    con    placas    radiograf icas
Kodak-X-Omat-XAR  5.

Para  deEerminar  la  radiac€ividad  en  el  compuesto

que  interesa,  se raspa  la  silica en  la mancha correspondiente
y  se  cuanfifica  por  especErometria  de  cenEelleo  liquido.

G.-     SEPARACION    DE    IHOSITOL    FOSFATOS,     IHOSITOIi    I    FOSFATO

IHORCENICO   POR   CROHATOGRAFIA   LIQUIDA   DE   AIITA   PRESION.

IETODO  UTILIZADO  EN  Iios  ENSAYOS  EHZIHATICOS.

En  varios  ensayos  enzimaticos  que  se  describiran

mas  adelanfe   (Materiales  y  M6todos,   J.2.,  K,  L)   es  necesario

separar  los  inositol mono,  bis  y trisfosfaEo y el  inositol,  y
determinar la radiactividad asociada a uno  o mss  de estos  com-

puesEos.  A su vez,  en el  ensayo  de  la actividad  fosfomonoeste-
rasica  sobre Ptdlns  4-P  usando  [4-32P]  Pfdlns  4-P como  susfrato

(descrito en Materiales y MeEodos,  J.2 . ) ,  es necesario  separar
P± y  cuantificar  la  radiactividad  en  el.

ESLa  separaci6n  se  lleva  a  cabo  a  traves  de  rna

cromaEografia lfquida de al fa presi6n  (cromat6grafo liquido de

alLa  presi6n  Shimadzu,   modelo  LC-6A)   usando  una   columna  de

inbercambio  ani6nico  Partisil .10-Sax  de  0,46  cm  x  25  cm.

Lag  fases  acuosas  de cada tubo  se evaporan a seque-

dad  bajo   N2  y   se   redisuelven  en   300   Hl   de  H20   desionizada.
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Luego  se  inyecEan  en  la  columna  y  se  eluyen  con  un  flujo  de

1,2  ml/min  segdn  el  siguiente  programa  (Irvine  y  col,1985):

se   pasa   H20   durante   6   minuEos;   a   conEinuaci6n   se   pasa   H20

desionizada  y  formiafo  de  amonio   1  H   (ajustado  a  pH  3,7  con

H3P04 concentrado) ,  de  foma Lal de lograr una gradiente lineal

de  formiato  entre  0  y  1  M,   la  cual  se  desarrolla  durante  24

minu€os.  El  formiaEo  1  M  conLinda  pasando  duranEe  10  minuEos,

para luego reducir  linealmente  su concentraci6n con H20,  hasta
llegar  a  0  en  2  minutos.   Finalmente,   se  pasa  H20  duranbe  21

minutos.  El  tiempo  total  de  una  corrida  es  de  63  minu€os.

El  eluido  se  colecta  en  fracciones   de  tiempo  de

0,25  minutos,   lo  cual  corresponde  a  volrfuenes  de  300   pl.   La

elnci6n  se  controla  a  trav6s  de  los  patrones  ART,  ADP  y ATP,

adicionados   a  cada  muestra  en  concentraci6n  de   100   pM  cada

uno,  los  cuales  se detectan espectrofotom6tricamente  a 260  nm,

con  el  detector  U.V.  del  ins€runento.

La  calibraci6n  de  los  voltimenes  de  eluci6n  de  los

inositol  fosfatos  e  inositol  se realiza  inyectando  una mezcla
de  mio-inosi€ol     (0,04  pmoles,   7000  dpm)   e  Ins  1-P,   Ins  1,4-P2

e   Ins   1,4,5-P3,   todos  marcados   en  la  posici6n  2   del   anillo

inositol  con  3H  (3,3  pmoles  y  7300  dpm  de  cada  uno) .   El  volu-

men  de  eluci6n  de  P±  se  de€ermina  inyecEando  32P±   (10  pmoles,

7500   dpm) .

A las  fracciones  obtenidas  se  les  determina  la ra-

diactividad  por  espectromeEria  de  centelleo  liquido.
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H.-     DETERHmlAcloN  DE  I]A  ACTlvlDAD  DE     IA  FOsFATIDILINoslTOL

4-QulNASA.    INcORpoRAclon   DE    [32p]    FOsFATO   EN   FOsFATI-

DILIHOSITOL  4-HONOFOSFATO

Mg+2
P€dlns  +  ATP  ->  Ptdlns  4-P  + ADP

El m6todo  se  basa  en  cuantificar  el  [4-32P]  PEd|ns

4-P  f ormado  a    partir  de    Ptdlns    end6geno  de  la  membrana  y

[y-32p]ATP.

Los ensayos  se realizan segtin el procedimiento des-

crito pot Carrasco y col.   (Carrasco y col. ,1989)   (Esquema VI) .

H.1.   Incubaci6n  de  membranas

25-98  pg de proteinas  de membranas  se  incuban en un

media  que  contiene:     amortiguador  Hepes   25  mM,   pH  7,5;   Mgc12

10   mM;    DTT   1   mM   y    [y-32P]    ATP   50    pM    (1600    dpm/pmol),    en   un

volunen  total  de  50  Lil.   Se  incuba  durante  3  minuEos  a  30°C  y

la  reacci6n  se  deEiene   adicionando   400   Hl   de  una  mezcla  de

cloroformo:  metanol:   Hcl  concenErado   (10:20:0,01  vol/vol).

H.2.  Extracci6n de  los  fosfoinosiEidos
Se  procede  como  se  describi6  en  E.

H.3.  Separaci6n  de  los  fosfoinos£Eidos

Se  efecEda  como  se  sefial6  en  F,   cuantificando  la

radiacEividad  incorporada  en  Ptdlns  4-P.
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I.-     DETERHINACI0N   DE   IA  ACTIVIDAD   DE   LZL  FOSFATIDILINOSITOL

4-roNOFosFATo   5-QulRELSA.   INcORpORAcloN  DE   [32p]   FOsmro

EN  FOSFATIDILINOSITOL  4 , 5-BISFOSFAT0

Mg+2
Ptdlns  4-P  +  ATP  ->  PEdlns  4,5-P2  +  ADP

El  m6todo  empleado  es  basicamenEe  el  mismo  que  se

utiliza para determinar  la actividad de  la  fosfatidilinosiEol
4-quinasa  (ver Materiales  y Metodos,  H) :  se  procede  a  cuanfi-

ficar   el   Ptdlns   4,5-P2   radiactivo   sinteEizado   a  partir  de
Ptdlns  4-P  ex6geno  y  end6geno  de  la  membrana  y  [y-32p]  ATp.

I]os  ensayos  se realizan segdn el procedimienEo des-

criEo par Carrasco y col.   (Carrasco y col. ,1989) ,  adicionando

Ptdlns  4-P  ex6geno  en  concentraci6n  de  100   pM.

I.1.  Incubaci6n  de  membranas

36-60  iig de proteinas  de membranas  se  incuban en un

media    que  contiene:  amortiguador  Hepes  25  mM,  pH  7,5;  Ptdlns

4-P   loo   p]a;   mgc12   1o   mm;   DTT   1   "  y   [y-32p]   Alp   5o   plf   (i6oo

dpm/pmol) ,  .en un volumen  de  50  lil.  Se  usan  tubas  silanizados.

Se  incuba durante  5 minutos  a  30°C y la reacci6n se

deEiene   adicionando   una  mezcla  de   cloroformo:   metanol:   HCI

concenErado   (10:20:0,01  vol/vol).

EI P±dlns  4-P  esta disuelto en cloroformo  (1  L[g/lil)

y  a  cada tubo  se  agrega  5  pl  de  esta  soluci6n,  para  luego  evaL

porar  a  sequedad  bajo  N2.   A  continuaci6n  se  adicionan  todos
los  componentes  del medio  de  incubaci6n,  exceptuando  las  men-
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branas,   se  agiEa  durante  5  minutos  y  se  sonica  por  5  minutos

en  un  sonicador  de  pozo.

I.2.  Extracci6n de  los  fosfoinosibidos
Se  realiza  segfin  el  metodo  sefialado  en  E,   con  el

cual  los  fosfoinositidos  permanecen  solubles  en  la  fase  orga-

nica,

I.3.  Separaci6n de  los  fosfoinosifidos
Se procede como se describi6 en F,  cuantificando  la

radiactividad  que  se  incorpora  en  Ptdlns  4,5-P2.

I.-     DETERHIItACI0N   DE   IA  ACTIVIDAD   DE   LEI  FOSFATIDILINOSITOL

4 -MONOFOSFATO  FOSFOHONOESTERASA

Ptdlns  4-P  +  H20  ->  Pcdlns  +  P±

I.1.  Ensayo  uEilizando  susEraEo  end6geno

El  m6todo  se  basa  en  sintetizar  [4-32P]  Ptd|ns  4-p

a   partir   de   [y-32P]   ATP   y  Ptdlns   end6geno   de   la   membrana,

detener  la  incorporaci6n  de  la  marca  diluyendo  con  un  exceso

de  ATP  no  radiacfivo  y por  tilLimo  determinar  el  [4-32P]  PLd|ns

4-P  remanenEe  luego  de  incubar  durante  un  tiempo  determinado

(Carrasco  y  col.,1988)    (Esquema  VII-A) .



® Ooclloi  ..Iado  Vl

(A)  Su8tralo  "do'g.no                    |                        (a)   Suslralo  ®x6g.no

Prelncuboci6n  con

[r-32p]ATP

Dllucl6n de la  marca
con  ATP  no
rodiooctlvo

(  Tl.mpo  c.ro)

lncubocl6n t

'

M e rrl b r a n a g

Cloroformo: melonoh  }
Hcl

'                   H2o                   '

'

EL

Cloroformo!     H20

-___
Fo8e  org6nlca:  fosfoinosrlldos

I n c u b a c I o. n c a n

[4-52p] P'd  lps 4-P

p|d[2-3H]   ln§   4-P

'

81
Face   acuosci:

lnosltol  fo.sfatos,
InoslloI,  Pl

E s Q U E M A VI :  ENSA¥o DE IA AorT\7man DE IA FosFATIDENosroL
4TMONOFOsFATO FOsFOMONOEsrmASA.
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I.1.1.   Incubaci6n  de  membranas

En  una  primera  etapa  y  con  el  objeto  de  lograr  la

sintesis   de   [4-32P]   Ptdlns   4-P  a  partir  del  Pfdlns   end6geno

presente  en  las  membranas,   se  procede  a  incubar  35-98   pg  de

proteinas   de  membranas   con   [y-32P]   ATP   (1600   dpm/pmol)   en  un

medio  que     contiene  amortiguador    Hepes   25  mM,   pH  7,5;   Mgc12

10   mM  y   DTT   i  mM.   Luego   de   una   incubaci6n  por   3   minutos   a

30°C,  se  agregan  10  lil  de  ATP  60  mM,  de  modo  que  su  concentra-

ci6n  final  en el medio  de  incubaci6n  sea  de  10  mM  (diluci6n de

la marca  1:200) ,  con  lo  cual  se  impide  una  posterior  incorpo-

raci6n  de  32P  en  Ptdlns  4-P.  Esto  constituye  el  tiempo  cero  de

la  reacci6n  de  desfosforilaci6n.  Se  continda  la  incubaci6n  a

3o°C  durante  30  minutos.

La  reacci6n  se  detiene  con  la  adici6n  de  400  Hl  de

cloroformo:  meEanol:   Hcl  concentrado   (10:20:0,01  vol/vol) .

I.1.2.  Eatracci6n  de  los  fosfoinosi€idos

Se  lleva  a  cabo  como  se  describi6  en  E.  Los  fosfo-

inositidos  son  exEraidos  en  la  fase  organica.

I.1.3.  Separaci6n  de  los  fosfoinosiEidos

Se  realiza  coma  se  indic6  en  F,   cuantificando  la
radiactividad  remanente  en  Ptdlns  4-P.

I.2.  Ensayo  nEilizando  snsErafo  ex6geno

Se  usa  como  sustrato  [4-32P]  Pfdlns  4-P  (sintetiza-
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do  como  se  describi6  en Materiales  y M6€odos,  secci6n C)  o  Ptd

[2_3H]   Ins   4-P.

El metodo  consisEe basicamenEe  en medir  el  32P±  for-

mado  a  partir  de  [4-32P]  Ptdlns  4-P,  o  bien,  el  Ptd  [2-3H]   Ins

generado  a  partir  de  Ptd   [2-3H]   Ins  4-P   (Esquema  VII-B) .
En  ambos  casos  se  conErola  tambien  la  desaparici6n

del  sustrato  radiactivo  respectivo.

I.2.1.   Incubaci6n  de  meinbranas

E|   [4-32p]  ptdlns  4-P  esta  disuelfo  en  cloroformo,

mien€ras  el sustraEo tritiado esta en una mezcla de diclorome-

£ano:  e€anol:  H20  I(20:10:1  vol/vol) .  Una  alicuota  conteniendo

20  pmoles   de   [4-32P]   Ptdlns   4-P   (15600  dpm)   o  bien  150  pmoles

de  Ptd  [2-3H]   Ins  4-P  (330000  dpm)   se  evaporan  a  sequedad  baj,o

N2  en  el  mismo  Eubo  en .que  se  realizara  el  ensayo.  Se  disuelve

luego  en  5  Hl  de  Chaps  3,2  mM,   agitando  durante  5  minutos.  A

conEinuaci6n   se   agregan   los   demas   componentes   del   media,

excepEuando  las membranas,  y se  sonica durante  5 minutos  en un

sonicador   de   pozo.   Finalmente   se   agrega   la  preparaci6n  de

membranas.  El medio  de  incubaci6n  contiene  amortiguador Hepes

25  mM,   pH  7,5;   Mgc1210  mM;   DTT   1  mM;   Chaps   0,32   mM  y  70   |ig  de

proteinas   de  membranas,   en  un  volumen   total   de   50   lil.   I.a
reacci6n  se  detiene  con  400  pl  de  una  mezcla  de  cloroformo:

metanol:  Hcl  concentrado   (10:20:0,01  vol/vol).
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I.2.2.  EXEracci6n  de  fosfoinosiEidos  y  fosfa€o  inorginico

Se procede  como  se describi6  en E,  de  forma fal  que

los  fosfoinositidos  quedan en la  fase  organica,  mientras  el  P±

queda  en  la  Ease  acuosa.

I.2.3.  Separaci6n  de  los  fosfoinosiEidos
Se   realiza   como   se   indic6   en   F.    Cuando   se   usa

[4_32p]  Ptd|ns  4-P  como  sustrato,  se  cuantifica  la  radiactivi-
dad remanente en dicho compuesto.  Cuando  se utiliza el  sustra-

Co  trifiado,   se  procede  a  determinar  tanLo  la  radiac.€ividad

que  aparece  en  PLdlns,  asi  como  tambi6n  la marca  remanen€e  en
Ptdlns  4-P.

I.2.4.  Separaci6n del  fosfaEo  inorginico
Cuando  se  usa  como  sustra€o   [4-32P]   Ptdlns  4-P,   se

analiza  la  aparici6n  de  32P±  en  la  fase  acuosa  y  esto  se  efec-

tfia  segiin  el  procedimiento  descrito  en  G.

K.-     DETERHIRAcloN  DE  IA  ACTlvlDAD  DE  ILAs  FOsForoNOESTERASAs

DE  LOs  INOslTOL  FosFAros

K.1.  Defeminaci6n de la accividad de la inosiEol  1,4-bisfos-
fa€o  fosfomonoesEerasa

Mg+2
Ins  1,4-P2  +  H20    ->    Ins  4-P  +  P±

Se  usa  [2-3H]   Ins  1,4-P2  como  sustrato  y  se  deter-
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mina  la  aparici6n  de  marca  en  inositol  monofosfato,  asi  como

tambien en  inosit.ol.  Se  procede  de  esta manera porque  el  ino-

siEol  monofosfaEo  es  a  su  vez  hidrolizado  por  la  preparaci6n

de  membranas  para  generar  inositol   (Esquema  VIII) .

Se    con€rola       Eambien    la       marca    remanence    en

In§   1,4-P2.

K.1.1.   Incubaci6n  de  membranas

50    pmoles    de    [2-3H]    Ins    1,4-P2    (110000    dpm)    se

incuban  con  98  Hg  de  proteinas  de  membranas,   en  un  medio  que

conEiene  amorLiguador  Hepes  25  mM,   pH  7,5;   DTT  1  mM y  Mgc1210

mH,  durante  60  minutos  a  30°C.  La  reacci6n  se  detiene  con  400

pl   de   una   mezcla   de   cloroformo:   metanol:   Hcl   concentrado

(10:20:0,01  vol/vol) .

K.1.2.  EXEracci6n  de  iflosifol  fosfaEos  e  inosi€ol

Se realiza segfin la tecnica descri€a en E.  Los  ino-

sitol  fosfatos  y el  inosiEol  son extraidos  en  la  fase  acuosa.

K.1.3.  Separaci6n  de  inosiEol  fosfaEos  e  inosiEol

Se  cuantif ica  la  radiacfividad  en  inositol mono  y
bis  fosfafo  y  en  inosi€ol,  siguiendo  el  m6todo  sefialado  en  G.

El  volumen  de  eluci6n  del  inositol  monofosfato  se  deEermina

utilizando  [2-3H]  Ins  1-P.  Con el  programa  empleado  no  se  dis-

tingue  entre  Ins  1-P  e  Ins  4-P   (Irvine  y  col.,1985) .

En  los  experimentos  disefiados  para  comprobar  que  el
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inositol  monofosfato  generado  por  hidr6lisis  del  Ins   1,4-P2

corresponde   mayoriEariamente   al   Ins   4-P   y   no   al   Ins   1-P

(Inhorn  y  Majerus,   1988;   Dean  y  Moyer,   1988)   se  us6  un  pro-

grama  de  HPLC  que  permite  distinguir  entre  ambos  is6meros:  a
una  velocidad  de  flujo  de  1  ml/min,  se  pasa  H20  desionizada  y

fosfaLo  de  amonio  1 M,  pH  3,8,  de  forma  Eal  de  lograr una  gra-

diente  lineal  de  fosfato ..entre  0,01  y  0,06  M,   la  cual  se  de-

sarrolla  durante  30  minutos.     A  conLinuaci6n,   se  aplica  una

gradienEe  entre  0,06  M  y  1  M  duran±e  10  minuEos.     El  fosfaEo

contintia  pasando  durante  10  minutos,  para  luego  reducir  li-

nealmente  su  concentraci6n  con  H20,  hasta  llegar  a  0  en  2  mi-

nuEos.   Finalmence,   se  pasa  H20  durante  11  minutos.   El  ±iempo

total  de  la  corrida  es  de  63  minutos.    Se  colectan  fracciones

de  500  prl  (Dean y Moyer,   1988) .    La  calibraci6n  de  los  volrfue-

nes  de  eluci6n  se  realiza  inyectando  una  mezcla  de  Ins  1-P,

Ins  1,4-P2 e  Ins  1,4,5-P3,  todos  tritiados  en la posici6n 2  del

inositol  (3,3  pmoles  y  7300  dpm de  cada  uno) .  No  se  dispuso  de

Ins  4-P  radiactivo  para  ser usado  coma  patr6n.  A las  fraccio-

nes  obtenidas  se  les  determina la radiactividad pot espectro-
metria  de  centelleo  liquido.



69

K.2.  DeEeminaci6n  de  la presencia  de  otras  fosfomonoescera-
sas  que hidrolizali  iflosiEol  fosfaEos

H20     Pi                              H20     Pi

Ins  1,4,5-P3  ±2>  Ins  1,4-P2  ±£>  Ins  4-P    H20    Pi

±> Inositol
Ins  i-P

Para  determinar  la  presencia  en  la  membrana  del

oocito  de  otras  fosfomonoesterasas  que  actden  sobre  inositol

fosfatos,  se  dispone  de  una  mezcla  de  Ins  1,4,5-P3,  Ins  1,4-P2

e  Ins  1-P  Eritiados  y en una proporci6n  conocida y  se  analiza

las  variaciones  que  sufre  esta  mezcla  luego  de  incubarla  con

la  preparaci6n  de  membranas  de  oocitos.

Cabe sefialar que el inositol monofosfato provenien-

te  de  la  hidr6lisis  de  Ins  1,4-P,2  es  fundamentainente  Ins  4-P

(Inhorn  y  Majerus,1988;   Dean  y  Moyer,1988),   pero  la  mezcla

sustrato  conEiene  el  is6mero  con  el  grupo  fosforilo  en  1.  Sin

embargo,   el  prograna  de  IIPLC  utilizado  en  estos  ensayos   no

dis€ingue  entre  ambos  is6meros   (Irvine  y  col.,1985).

K.2.1.  Incubaci6n  de nembranas

Una   mezcla   formada   por    8   pmoles    de    [2-3H]    |ns

1,4,5-P3,   12   pmoles   de   [2-3H]   Ins   i,4-P2,   20   pmoles   de   [2-3H]

Ins   1-P  y.10  pmoles  de   [2-3H]   inositol   (110000  dpm  totales),

se  incuba  durante  60  minutos  a  30°C  con  36  6  98  pg  de  protei-

nas  de membranas,  en un medio  que  contiene  amortiguador  Hepes
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25   mM,   pH   7,5;   DTT   1  mM  y  Mg+210  mM.   Se   detiene   la  reacci6n

con  400  Hl  de  una mezcla  de  cloroformo  :  metanol  :  Hcl  concen-

trado   (10:20:0,01  vol/vol).

K.2.2.  EXEracci6n  de  inosiEol  fosfacos  e  inosiEol

Se  realiza  como   se  describi6   en  E.   Los   inositol

fosfatos  y  el  inositol  quedan  en  la  fase  acuosa.

K.2.3.  Separaci6n  de  inosiEol  fosfaLos  e  inosiLol

Se  cuantifica  la  radiactividad  en  inositol  tris,
bis  y  monofosfato,   asi  como  tambi6n  en  inosiEol,   utilizando

para  tal  efecto  el  m6todo  que  se  sefial6  en  G.

Ii.-DETERHIHACION  DE  IA  ACTIVIDAD  DE  IA  POSFOLIPASA  C

Ii.1.  Ensayo  ufilizando  fosfaEidilinosi€ol  como  susEraco

Ptdlns  +  H20  ->  Ins  i-P  +  DAG

Se  usa  el  sustrato  tritiado,   Ptd   [2-3H]   Ins  y  se

mide  la  aparici6n  de  Ins  i-P  e  inosifol  marcados.  Se  procede

asi  porque  el  Ins  1-P  producfo  de  la  reacci6n  va  generando  a

su vez  inositol,  debido a la presencia de  inositol monofosfato

fosfomonoesEerasa  en  la  preparaci6n  de  membranas.

Tambien  se  conErola  la  desaparici6n  del  Ptd  [2-3H]

Ins.
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El  metodo  se  muestra  en  el  Esquema  IX.

L.1.i.   Incul)aci6n  de  membranas

EI   PEd[2-3H]Ins   esta   disuelto   en   una   mezcla   de

Eolueno   :   etanol   (1:1  vol/vol)   y  2,7   pmoles   (110000   dpm)   se

colocan  en  el  Cubo  donde  se  realizara  el  ensayo  y  se  evapora

a  sequedad  bajo  N2.   Se  redisuelve  en  5  pl  de  metanol,   con  lo

cual se obtiene una adecuada distribuci6n del  fosfolipido  (Roy

y  col.,1991) .   Se  agregan  5  pl  de  Chaps  3,2  mM y  se  agita  por

5 minutos.  Se  agregan a conEinuaci6n  los  demas  componenEes  del

medio,   de  modo   que  en  un  volumen  total   de   50   pl   se  tiene:

amortiguador  Hepes  25  mM,  pH  7,5;   DTT  1  mM;   Chaps  0,32  mM;  me-

Eanol   5%  vol/vol;   EGTA  1  mM;   Cac12  en  cantidad  fal  de  tener

una   concentraci6n  de   Ca+2   libre   de   loo   pM,   y   119-196   pg   de

profeinas  de  membranas.  Se  incuba  durante  10  minutos  a  30°C  y
se    detiene    la  reacci6n  con  400  Hl  de  una  mezcla  de  cloro-

formo   :  metanol   :   Hcl  concentrado   (10:20:0,01  vol/vol).

En    todos     los     ensayos     de    fosfolipasa    C,     la

concentraci6n  a  usar  de  Cac12  para  obtener  la  concentraci6n

deseada  de  Ca+2  libre,   en  presencia  de  EGTA  1  mM,   se  calcul6

usando  un  programa  de  compuEaci6n  desarrollado  por  Goldstein

(Goldstein,  D.A.,1979) ,  utilizando  las  constanEes  descricas

par  MarEell  y  Smith   (Martell,  A.E.   y  Smich,   R.H.,1974) .

En aquellos experimentos en que interesa determinar

cuanto  del  Ptdlns  generado  por  acci6n de  la  fosfomonoesterasa

sobre Ptdlns  4-P es  a su vez hidrolizado por la actividad fas-
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folipasa  C  de  la  membrana  del  oociEo,  se  uEilizan  las  condi-

ciones de ensayo ya descritas para la fosfomonoesterasa usando

sustrato  ex6geno   (J.2.1.),  de  forma  fal  que  se  procede  de  la

siguienEe   manera:    4   pmoles   de   PEd   [2-3H]    Ins    (176000   dpm),

disuelEo   en   €olueno   :   etanol    (1:1   vol/vol)    se   evaporan   a

sequedad   bajo   N2   y   se   redisuelve   en   5   prl   de   Chaps   3,2   InM,

agitando  durante  5  minutos.  Luego  se  adicionan  los  demas  com-

ponentes   del  medio,   exceptuando   las  membranas,   y  se   sonica
durante   5   minuEos   en   un   sonicador   de   pozo.   Finalmente   se

agrega  la preparaci6n de membranas.  En 50  lil  totales  se Liene:

amortiguador   Hepes   25   mM,   pH   7,5;   DTT   1   mM;   Chaps   0,32   mM;

Mgc1210  mM  y  70   pg  de  proteinas  de  membranas.   Se  incuba  du-

rante  60  minuEos  a  30°C  y  la  reacci6n  se  deLiene  con  400  Ill  de

una    mezcla    de    a,loroformo     :    metanol     :     Hcl    concentrado

(10,:20:0,01  vol/vol) .

L.1.2.  Extracci6n de  fosfoinosi€idos,  inositol  1-monofosfa±o
e inositol

Se  uciliza  el  m6£odo  que   se  describi6  en  E.   Los

fosfoinositidos quedan en la fase organica,  mientras el inosi-

tol  i-P  y  el  inositol  permanecen  en  la  fase  acuosa.

L.1.3.  Separaci6n de  los  fosfoinosi€idos

Se   procede   a   determinar   la   marca   remanente   en

Ptdlns,  segdn  el  m6todo  que  se  describi6  en  F.
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L.1.4.  Separaci6n  de  inosiEol  i-monofosfaEo  e  inosiEol
La radiactividad que aparece en estos compuestos se

cuantifica  segfin  el  m6todo  descri€o  en  G.

L.2.  Ensayo  uEilizando  fosfatidilinositol  4-nonofosfaEo  como
susEraco

Ptdlns   4-P   +  H20               >   Ins   1,4-P2  +  DAG

Se  usa  el  susErato  radiactivo,  PLd  [2-3H]   Ins  4-P,

y  se  determina  la  radiactividad  en  Ins  1,4-P2   (Esquema  IX) .
Tambien  se  controla  la  radiactividad  remanente  en

Ptdlns  4-P.

L.2.1.   Incul)aci6n  de  membranas

En primer  lugar,  se procede  a preparar  la  soluci6n

que  contiene  al  sustrafo  radiacEivo:  una  mezcla  de  300  pg  de
fosfatidilserina,   300  Hg  de  fosfatidiletanolamina,   128  pg  de

PEdlns   4-P,   Eodos  en  soluci6n  clorof6rmica  y  1500  pmoles  de

Pbd[2-3H]Ins  4-P   (3,3  x  106  dpm) ,   esEe  tilEimo  en  una  mezcla  de

diclorome€ano   :   etanol   :   H20   (20:10:1  vol/vol),   se  evapora  a

sequedad  bajo  N2.   Luego  se  resuspende  en  150  pl  una  soluci6n

que  conciene  amortiguador  Hepes-Tris  500  mM,  pH  7,5  y  Kcl  1  M

y  se  agrega  300  Hl  de  agua.  Se  sonica  en  un  sonicador  de  pozo

hasta   obtenerse   una   soluci6n   transparente   (10-15   minutos)

(Taylor  y  Exton,   1987) .

De  esLa  soluci6n  se  utilizan  30  pl  para  cada  ensa-
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yo,  en un volumen total  de  50  lil,  de manera que  las  concentra-
ciones  finales  de cada componenEe del medio son:  fosfatidilse-

rina  270  prM;   fosfatidiletanolamina  289  pM;  Ptd  Ins  4-P  88  pH;

amortiguador  Hepes-Tris  50  mM,  pH  7,5  y  KC1100  mM.  ESEan pre-

senEes  ademas  EGTA  1  mM y  Cac12  de  modo  de  obtener  una  concen-

Eraci6n  de  Ca+2  libre  de  100   pM.   Tambien  se  agrega  Ins   1,4-P2

no  radiacEivo  en exceso,  4  mM.  Se procede  asi para poder atra-

par  al   [2-3H]   Ins   1,4-P2,   el  cual  es  el  producto  de  la  reac-
ci6n,  puesto  que  en  las  membranas  de  oociEos  existen  fosfomo-

noestefasas  que  caEalizan  la  hidr6lisis  del  Ins  1,4-P2.

En  cada  ensayo  hay  50  pmoles  de  Ptd  [2-3H]   Ins  4-P

(110000  dpm)   y  119   pg  de  proteinas  de  membranas.

Se  incuba durante  10 minutos  a  30°C y se detiene  la

reacci6n medianEe  la  adici6n de  400  lil  de una mezcla de  cloro-

fomo   :  metanol   :  Hcl  concentrado   (20:10:0,01  vol/vol).

En algunos experimentos interesa conocer la cuantia
de la hidr6lisis  de Ptd Ins  4-P,  catalizada por la fosfolipasa
C  presente  en  las  membranas,  en  las  condiciones  en  que  se  de-

termina la actividad fosfomonoesterasica sobre este mismo sus-

Erato.  En  esEos  casos,  se  ensaya  la  fosfolipasa  C  en  el mismo

medio  de  ensayo  utilizado  para  la  fosfomonoesterasa  (J.2.1. ) .

En consecuencia,  se procede de  la manera siguiente:  150  pmoles

de   Ptd   [2-3H]   Ins   4-P   (330000   dpm)   se   incuban   con   70   pg   de

protefnas  de  membranas  durante  60  minu€os  a  30°C,  en  un medio

que  contiene  amortiguador  Hepes  25  mM,  pH  7,5;  DTT  i  rm;  Mgc12

10  mM  e   Ins   1,4-P2   4  mM.   La  reacci6n  se  detiene  adicionando
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400  lil  de  una  mezcla  de  cloroforlno:  metanol:  Hcl  concentrado

(20:10=0,01  vol/vol) .

El susErato tritiado esta en una mezcla de dicloro-
meEano:  etanol:  H20  (20:10:1  vol/vol) .  El  volunen requerido  se

coloca  en  el  tubo  en  que  se  realiza  el  ensayo  y  se  evapora  a

sequedad  bajo  N2.   Se  redisuelve  en  5  lil  de  Chaps  3,2  mM,   agi-

tando por  5 minutos.  A continuaci6n,  se  agregan los  demas  com-

ponentes  del  medio,  excepto  las  ,membranas,  y  se  sonica  por  5
minutos  en  un  sonicador  de  pozo.   Por  tiltimo  se  adiciona  la

preparaci6n  de  membranas.

L.2.2.  Ezriracci6n  de  fosfoinosiEidos  e  inosi±ol  fosfaEos

Se  efecttia  por  el  m6todo  descrito  en  E.   Los   fos-

folipidos   permanecen   en   la   fase   organica   y   los   inositol

fosfatos  en  la  fase  acuosa.

L.2.3.  Separaci6n  de  los  fosfoinos£Eidos

Se realiza  segdn el procedimiento indicado  en F.  Se

cuantifica  la  radiactividad  remanente  en  Ptdlns  4-P.

I..2.4.  Separaci6n  de  los  inosiEol  fosfatos

Se  lleva  a  cabo  segdn  la  Eecnica  sefialada  en  G.  Se

cuanfifica la radiactividad en inositol bisfosfato,  controlan-
dose  tambien  la  aparici6n  de  marca  en  inositol  monofosfato  e

inositol .
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L. 3.  Ensayo nEilizando fosfaEidilinosicol 4 ,5-bisfosfaEo como

susEraEo

Ptdlns   4,5-P2   +  1120   illllllllli->   Ins   I,4,5-P3   +   DAG

El  meEodo  empleado  consisLe  en  deterlninar  la  apa-

rici6n  de   [2-3H]Ins   1,4,5-P3  a  partir  de  Ptd   [2-3H]Ins   4,5-P2

(Esquema   IX) .
~

L.3.1.   Incubaci6n  de  membranas

En primer lugar,  es  necesario preparar la  soluci6n
del  sustrato  radiactivo,  para  lo  cual  se  procede  de  la  si-

guiente manera:  200  pg de  fosfatidilserina,  200  Hg de  fosfati-
diletanolamina,   100   pg  de  Ptdlns   4,5-P2,   todos   disueltos  en

cloroformo,   y   170   pmoles   de  Ptd   [2-3H]   Ins   4,5-P2   (3,3   x   106

dpm),   disuelto   en  una  mezcla   de   diclorometano:   etanol:   H20

(20:10:1  vol/vol),   se  evaporan  a  sequedad  bajo  N2  en  un  tubo

previamente  silanizado.  Luego  se  agregan  150  Hl  de  una  solu-
ci6n  constitufda  por  amortiguador  Hepes-Iris  500  mM,  pH  7,5  y

Kcl  1  M y posteriormente  se  adicionan  300  lil  de  H20.  Se  sonica

durante 10-15 minutos  hasta que se obtiene una soluci6n trans-

parente,   utilizando   un   sonicador  de   pozo   (Taylor  y  Exton,
1987)  .

De  esta  soluci6n  se  utilizan  30  Hl  en  cada  ensayo,

en un volilmen  total  de  50  pl.  En  consecuencia,  las  concentra-

ciones   I inales  de  cada  componente  en  el  medio  de  incubaci6n
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son:   fosfa±idilserina   180   HM;   fosfatidileLanolamina   192  pM;

Ptdlns   4,5-P2   64   pM;   amortiguador  Hepes-Tris   50  mM,   pH  7,5  y

Kcl   100  ".   Al  medio   se   agrega  ademas   EGTA   1  mM  y  Cac12  en

cantidad  tal  que  la  concenLraci6n  de  Ca+2  libre  sea  50  pH.  En

cada   ensayo   hay   5,7   pmoles   de   Ptd   [2-3H]Ins    1,4-P2    (110000

dpm) ,  y  119   |ig  de  proteinas  de  membranas.

Tambi6n  se  adiciona  un  exceso  de  Ins   1,4,5-P„  no

radiactivo,   2  mM,   de  manera  deS poder   atrapar   al   [2-3H]   Ins

i,4,5-P3,  el  producto  de  la  reacci6n,  puesto  que  en  la  prepa-

raci6n   de  membranas   escan  presentes   fosfomonoesterasas   que

hidrolizan  a  este  compuesto.

En algiinos  experimentos,  el  Ins  1,4,5-P3 no radiac-

tivo  es  reemplazado  por  fructosa  1,6-bisfosfaEo   10  mM,   com-

puesto  que  inhibe  a  la  inositol  polifosfato  5-fosfomonoeste-
rasa   (Rana  y  col.,1986).

Se  incuba  durante  2 minutos  a  30°C y la reacci6n se

detiene  con  400  Hl  de  una  mezcla  de  cloroformo:  metanol:  HCI

concentrado   (10:20:0,01  vol/vol) .

L.3.2.  Extracci6n  de  fosfoinosiEidos  e  inosiEol  fosfaEos

Se realiza  segtin el  procedimiento  que  se  describi6
en  E.   Los   fosfoinositidos  quedan  disuel±os  en  la  fase  orga-

nica,   mientras   los   inositol   fosfaEos  permanecen  en  la  fase

acuosa.
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L.3.3.  Separaci6n  de  los  fosfoinosiEidos

Se  cuantif ica  la  radiactividad  remanente  en
Ptdlns  4,5-P2,  para  lo  cual  se  sigue  el  m6todo  descriEo  en  F.

I.3.4.  Separaci6n  de  los  inosiEol  fosfaEos

Se  cuantif ica  la  radiactividad  que  aparece  en
Ins  1,4,5-P3,   lo  cual  se  lleva  a  cabo  segfin  la  tscnica  que  se

describi6  en  G.

Se  controla  ademas  la  aparici6n de marca  en  inosi-
€ol  bis  y monofosfato  e  inositol.

H. -DETEREIHACION  DE  IiA  ACTIVIDAD  DE  IA.  ADENILIIicIC©

Mg+2
ATP    ->  CARE  +  PP±

El  m6todo  se  basa  en  cuantificar  el  [32P]  cArm  pro-

ducido  a  partir  de  [tt-32P]  ATP  (jintonelli  y  col. ,   1991) .  En  un

volunen  de   100   lil   se  tiene:   amortiguador  Hepes   50  mM,   pH  8;

CAMP   1   mM;      DTT   1  Im¢;      EDTA   0,5   mM;   glicerol   5%    (v/v),   Mgc12

5  mM;   creatina   fosfaEo  4  mM;   creatina  quinasa  40   |ig,    [a!_32p]

AIP  0,1  "  (600  dpm/pmol)  y  200  iig  de  protefnas  de  membranas.

Se  incuba  durante  30  minutos   a  32°C.   I]a  reacci6n  se  detiene

agregando   100   prl  de  una  mezcla  de  ATP  40  mM  y   [3H]   CAMP   12  mM

(4000   dpm/pmol)   y  calentando   3  minutos   a   100°C.   E|   [32p]   cAin

producido  se  aisla y se  cuantifica  a trav6s  de  una doble cro-
matografia   en   DOWEX-50   y   alrfuina,   de   acuerdo   al   m6Lodo   de

Solomon   y   col.,     (Solomon   y   col.,1974).    El    [a:-32P]    ATP    se
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sinteLiza  en  el  laboratorio  a  parLir  de  32P±  segfin  el  m6£odo

descrito  por  Walseth  y  Johnson   (Walseth  y  Johnson,   1979) .

N.,-  DETERIIIHACIOH  DEli  CELCIO  TOEL

El  calcio  total  presente en el medio  de  incubaci6n
se  determin6  por  espectroscopia  de  absorci6n  at6mica.

0.-  DETERHIIIAcloN  DE  pROTEmlAs

Se   realiz6   por   el   m6todo   descrito   por   Bradford

(Bradford,1976).

p.,-  ctIAHTIFICAcloN  DE  LoS  CormuEST0S  RADRETlvos

La  radiactividad  en  fracciones  orginicas  o  en  las
muestras  resultantes  al  raspar  la  silica  gel  de  las  placas
cromatograficas,  se  cuantifica  con  5  ml  de  una mezcla  de  cen-

telleo  que  contiene  3,92  g  y  0,08  g  de  PPO  y  POPOP,  respecti-

vamente,  por  litro  de  tolueno.

A  las  fracciones  acuosas  eluidas  de  la  coltrma  de
HPLC  se  le  adiciona  1  ml  de  H20  desionizada  y  se  cuantifica  su

radiactividad  con  10  ml  de  una  mezcla  de  centelleo  que  con-

tiene   2,7   g  y  0,053   g  de  PPO  y  POPOP,   respectivanente,   por

liEro  de  una  mezcla  de  Eolueno   :   TriE6n  X-100   (2:i  vol/vol) .

Q. -AOTORRADIOGRAFIAS

Se  utilizan peliculas  KODAK X-Chat-XAR-5.  Las  pla-

cas   cromafograficas   que  contienen  fosfolipidos   de   inositol
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marcados  con  32P  se  exponen  por  tiempos  variables  a  -80°C.

Las  auEorradiograf ias  se  revelan  de  acuerdo  a  los

procedimienfos  foLograficos  usuales.

R.-  TRA=AIIIENTO  DE  LOS  REst)LTADOS

Cada experimento  de  esta Eesis  fug  repetido  enEre  1

y  7  veces,  en  identicas  condiciones.    En cada caso  se muestran
los resultados  de uno s6lo de los experimenLos,  representativo   .~

del conjunto,  y los valores  con que se construyeron los  grafi-
cos  corresponden al  promedio  entre  los  duplicados  o  triplica-

dos   de  un  mismo   experimento.      En  ningfin  caso   la  desviaci6n

standard  entre  los  valores  es  superior  al  10%  del  promedio.

En el  caso de  las  tablas,  los valores  corresponden al promedio

i  desviaci6n  esEandar  de  los  duplicados  o  triplicados  de  un
mismo   experimento,   representativo   de   2   o   mss   experimentos

iguales .
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A.-     ESTtIDIOS  SOBRE  IiAS  ROTAS  RETABOLICAS  EN  QOE  PARTICIPA  EL

FOsFATIDILINoslTOL  4-HONOFosFATo  EN IElmRAIIAs  DE  ooclros

DE  Xenopus  laevis.

Los estudios realizados en la primera parte de esEa
tesis  fienen como  objetivo  central  establecer las  rutas meta-
b6licas  que  dan cuenta de  la degradaci6n del  fosfatidilinosi-

tol  4-monofosfato  observada  en  membranas  aisladas  de  oocitos

de  XenopHs  laevis  e  identificar  las  enzimas  involucradas  en

este  proceso   (Esquema  X) .

Estudios  previos  de nuestro  laboratorio  (Carrasco y
col. ,  1989)  definieron  que  las  membranas  de  oocitos  contenian

una fosfatidilinositol quinasa capaz de generar fosfatidilino-
sitol  monofosfato  a  partir  de  Ptdlns,  ya  sea  end6geno  o  ex6-

geno,  y ATP.     Sin  embargo,  ese  trabajo  no  defini6  si  el  pro-
ducEo  de  esta  reacci6n  era  el  Ptdlns   4-P  o  el   Ptdlns   3-P.

Este  filtimo  producto podria  generarse  por medio  de  una  fosfa-

tidilinositol  3-quinasa que  ha  sido  descriEa en c6lulas  esti-
muladas  a  proliferar   (Whitman  y  col.,1987) .
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A.1.  Idencificaci6n de  fosfaEidilinosiEol  4-monofosfa€o  cono
el  produc€o  generado  en membranas  de  oocicos  por  la  fosfaEi-

dilinosiEol  quinasa.
La  sensibilidad  a  adenosina  y ADP  es  una  caracte-

risEica de  las  PEdlns  4-quinasas y no  asi de  las  PEdlns  3-qui-

nasas   (Whitman  y  col.,1987;   Carpenter  y  Cantley,1990),  por

lo  tanto,  la actividad. de  la Ptdlns  quinasa de  la membrana del

oociEo   s.e   ensay6   primero   en   presencia   de   concen.traciones

variables  de  adenosina.  Los  resultados  que  se  presentan en  la

Fig.ura  1-A indican que la reacci6n de  fosforilaci6n del Ptdlns

end6geno  de  la-meinbrana  con   [y-32P]  ATP  es   inhibida  en  un  80%

par  la  adici6n  de   adenosina  en  concentraci6n  de   200   pr  al
medio  de  incubaci6n.

Luego se realizaron los  ensayos  de la Ptdlns  quina-

sa  en  presencia  de  ADP.  I-a  Figura  1-a  muestra  los  resultados

obtenidos  al  incubar  las  membranas  de  ooci€os  con  [y-32P]  ATP

en presencia  de  concentraciones  crecientes  de ADP.  Se  observa

que  el  ADP   en  concentraci6n  de   1  ]rm  disminuye  en  un   80%   la

fosforilaci6n  del  Ptdlns  end6geno  de  la  membrana.

Con  estos  resultados  podriamos  concluir  que  en  la

membrana del  oocito  esta presente mayoritarianente la quinasa

que  cataliza  la  fosforilaci6n del  PEdlns  en  la posici6n  4  del
anillo  inosifol  y,  en  consecuencia,  el  producto  principal  de
la  fosforilaci6n del  Ptdlns  end6geno  de  la membrana con ATP  es

Ptdlns  4-P.  Esto,  si  la  o  las  fosfatidilinositol  quinasas  de

la  membrana  del  oocito  se  comportan  frente  a  adenosina  y ADP
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0                   200                400
cid®nosina       (   HM   )

0'5
ADP  (  mM  )

HGURA 1:       EREcro DE ADENOsINA¥ ADp SOBRE I,AACHVDAI> DE IAFOsFAH-
DENosroLQUINASADEnmnrmANASDEooonosDEJzinpus/dein

98 Hg de proteinas de membranas se incuban con [y-32P] ATP 50 HM (1600 dpnvp-ol) durante
3 minutos como se indica en Materiales y Metodos,pero adicionando en (A) diferentes cantidades
de adenosina y en CB) diferentes cantidades de ADP. Urn vez detenida h reacci6n,se extraen los
fosfoinositidos y se separan por cromatografa en capa fingcomo se indica en Materiales y M6to-
dos.haradiactividadenlamanchaquecorrespondealPtdhs4-Psec-tificaporespeetrometrfa
decenteneoh'quido.I-aactividadenzimaticaseexpresacomolospmolesdePtdhs4-Psintetizados
en 3 inutos.
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en  forma  similar  a  como  lo  hacen estas  enzimas  en  los  diversos

sisEemas  estudiados  hasta  hoy.

A.2.  Presencia de una acEividad que degrada al  fosfaEidilino-
siEol  4-monofosfaco  en membranas  de  oociEos

Cuando  se  incuban  membranas  de  oocitos  con  [T-32P]

ATP,    de   modo   de   sintetizar    [4-32P]    Ptdlns   4-P   y   luego   se

bloquea  una  posterior  incorporaci6n  de  32P  en  el  Ptd|ns   4-P

mediante  la  adici6n  de  un  exceso  de  ATP  no  radiactivo,  se  ob-

serva una p6rdida de la radiactividad en el  [4-32P]  Ptd|ns  4-P.

Esto se puede observar en la auLorradiograf ia de la
Figiira 2.  Luego  de  60 minutos  de  incubaci6n,  s6lo  alrededor de

un  40%    de  la    radiactividad    originalmente    presente  en  el

Pbdlns  4-P  permanece  asociada  a  el.

A.3.   Cin6Cica  de  degladaci6n  del  fosfaEidilinosiEol  4-mono-

fosfaLo  en membranas  de  oociEos

La Figura  3 muestra la cin6tica de  la p6rdida de la
radiactividad incorporada en el Ptdlns  4-P a parEir del Ptdlns
end6geno  de  la  membrana  y   [y-32P]  AIP.     La  reacci6n  progresa

con  el  tiempo  hasta  que,   a  los   60  minutos,   ha  desaparecidQ

aproximadamenfe  el  60%  de  la  marca  originahaente  presente  en

el  P€dlns  4-P.    A ninguno  de  los  tiempos  ensayados  se encontr6

radiactividad  en  Ptdlns   4,5-P2   ni   en  ningfin  oEro   compuesto

fosforilado  de naturaleza  lipidica que pueda ser  detectado  en

una  cromaEograffa  en  capa  fina  (ver  Figura  2) .
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HGUBA 2:       DEGRADAcloN DEL [4-32p] FOsFArmHINOsmoI. 4TMONOFOsRATO EN
MT"RRANAs DE OOcITOs DE zinqpzEs hair

El [4-32P] Ptdhs 4-P se  sintetiza incubando 36 pg de proteinas de membra]]as con [T-32P] ATP
50 [iM (1600 dpm/pmol) durante 3 minutos, como se describe en Materiales y M6todos. En este
momento se agrega ATP no radiarfuo (concentraci6n final 10 mh¢ diluci6n de h marca 1:200) y
esto corresponde al tiempo cero de h reacci6D de degradad6n I.a incubaci6n contintia durante
60 minutes, luego de lo oral se detierie h reacd6n y los fosfoinosi'tidos se e:!riraen y se separm per
trorfuografa en capa fina, como se indica en Materiales y M6todos. Finallnente h placa fina se
somete a autorrediografa por 8 bores. I.as flechas indican h migraci6n de Ptdlns, Ptdins 4-P y
Ptdhi 4,5.P2.
(A) tiempo cero (a) inouhaci6n 30 minutos
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30
tie`mpo   (  min  )

HGtJRA3:       CENEHGA  DE  DEGRADAHON  DEL  [4-32P]  FOSFAT[[DENOS~  1
MONorosFAlro ENDOGENo EN ME±peE:ANAS DE oocnes DE 2inapus
laeds.

El [4-32P] Ptdhs 4-P se sintetiza incubando 36 pg de protefnas de membraus con [y-32P] Amp
50  L[M (1600 dpm/pmol) durante 3 minutos, como se describe en Materiales y M6todos. En este
momento se agrega ATP Do radiactivo (coDcentraci6n find 10 mM diluci6n de la marca 1:200) y
esto coITesponde al tiempo cero de fa I.eacci6n de degradaci6n. I.a incubad6n continha durante
los tiempos que se indican, luego de lo cual se detiene h reacci6n y los fosfoinosi'tidos se erfuaen
y se separan por cromatografa en capa tina,como se indica en hateriales y M6todos. ha radiac-

#,£qVIij:.eE]hLo¥¥rqau£:rvie£Pdonc:eIT¥s::n¥a4i:sS;:gd=[E:g2eps]P;ttr=e£¥S:ecsee:ttee:e:
tiempo cero de la reacci6n de degradaci6n (5,9 pmoles).
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A.4.  Degladaci6n  del  [4-32P]  fosfaEidilinosiEol  4-nonofosfaEo

ex6geno

Para  deEerminar  la  naturaleza  de  la  reacci6n  que

conduce  a  la  perdida  de  la marca  del  Ptdlns  4-P,  se  procedi6

a  analizar  el  producEo  de  la  reacci6n,  utilizando  coma  sus-

trato  [4-32P]  PEdlns  4-P ex6geno,  sintetizado como  se describi6

en  Materiales  y  M6Eodos   (secci6n  C) .

La  incubaci6n  de  [4-32P]  Ptdlns  4-P  ex6geno  con  las

membranas   de  ooci€os   en  presencia   de  Mg+2   10   mM  produce,   al

igual  que  con  el  compuesto  end6geno,  una  p6rdida  de  la  marca

desde  dicho  compuesto.     La  Figura  4  muestra  el  analisis  por

HPLC  de  los  compuestos  que  se  liberan  a  la  f ase  acuosa  ltiego

de   incubar   las   membranas   con   [4-32P]   Ptdlns   4-P   y   se   puede

apreciar   que   toda   la   radiactividad   que   aparece   en   esEa
fracci6n  esta  asociada  a  P±,  no  apareciendo  marca  en  inositol

bisfosfato ni inositol monofosfato.  El experimento concrol con

membranas  hervidas  demostr6  que  no  hay  generaci6n  de  32P±  en

estas  condiciones.

Estos  resultados  sugieren  la  presencia  en  la mem-

brana de una fosfomonoesterasa que hidroliza al Ptdlns  4-P con

la  producci6n  de  P±  y  Ptdlns.

Cabe  sefialar  que  no   fue  posible  este  analisis   a

traves  del  ensayo  con  sustrato  end6geno  puesto  que  en  este

caso  e|   [y-32P]   ATP  presente  en  el  media  es   hidrolizado  por

nucleotidasas  de  la  preparaci6n  de  membranas,   de  inanera  tal
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HGt7RA 4:      ANAIIsls POR EI[c DE res pRODucTOs RADIAonvos soljt]BIES EN
I[A   EASE   AcuosA   LUEGO    DE    IA   mRousls    DEL    [4.32p]
FouArmHINOsITOL 4TMONOFOsFATO ExOGENO POR MF:MRFIANAs DE
ooonos DE zzxpzrs /in7is.

E| [4-32P] Ptdhs 4-P se sintetiza y se purifica como se indica en Materiales y M6todos y 20
pmoles (15600 dpm) del sustrato asf sintetizado se incuban con 70 |ig de |]roteinas de membranas
durante 60 minutos, luego de lo cual se detiene h reacci6n, se separa fa fase acuosa y se analiza
por EIPLC, como se indica en Materiales y M6todos. Ija radiactividad en cada fi-acci6n colectada

:oesdpe::::=fdpe°:2ef:,:[i:8E;tiE::pC,eF2t.e3nHe]°±uri#¥y?2F:3Ein[usdi#_pfr3?Cci6nenqueeluyen



91

que   e|   32P±   generado   de   esta   forma   enmascararia   al   32P±   que

pudiera  provenir  del   [4-32P]  Ptd|ns  4-p.
Por otra parte,  el  analisis  de  los  fosfoinosftidos

de  la  f ase  organica del  experimen€o  demosEr6  que no  hay forma-

ci6n  de  liso  Pfdlns  4-P  a  partir  del  Ptdlns  4-P  ex6geno,  asi

como  tampoco  de  Ptdlns  4,5-P2.   Cabe  sefialar  que  el  ensayo  se

realiza  en  ausencia  de  ATP  ex6geno.

A.5.  Degradaci6n del  fosfaEidil  [2-3H]  inositol  4-nonofosfa€o

ex6geno

Para   conf irmar   la  presencia   en   la  membrana   del

oocito  de  una  fosfomonoesterasa  que  cataliza  la  hidr6lisis

del   P€dlns   4-P,       se   realizaron      experimentos   utilizando

Ptd  [2-3H]   Ins  4-P  coma  sustrato  ex6geno.   Estos  experimentos

se  llevan    a  cabo  en    ausencia  y  presencia    de  un  exceso  de

Ins  1,4-P2  no  radiactivo,  en  concentraci6n  4  mM.    La  raz6n  de

emplear  esEa  estraEegia  es  la  siguiente:   si  existiera  en  la

preparaci6n  de  membranas  una  fosfolipasa  C  que  actuara  sobre
-`.       .`r-let...- pt-a   [2_3H]    |ns   4-p,    se   generaria   [2.i.'3Hrt..±`:fas   `1-,`4-P2   y   DAG.

Sin  embargo,   el  bisfosfato  no  es  estable  en  las  condiciones

del  ensayo,  debido  a  la  existencia  en  la membrana  de  fosfomo-

noesterasas  capaces  de hidrolizar el puEativo  [2-3H]  Ins  1,4-P2

hasEa  inositol  y  P±   (ver  Resultados,  A.7).  Asi,   el  Ins  1,4-P2

no radiactivo  agregado en exceso tiene como objeto poder atra-

par  al  Ins  1,4-P2  radiactivo  en  caso  de  ser  6ste  generado  en
la  incubaci6n.
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Un  experimento  control,   semejante  al  que  se  des-

cribe    mss  adelante  en  la  Figura  7,  utilizando  como  sustrato

[2-3H]   Ins   1,4-P2   (50   pmoles;   110000   dpm),   e   incubando   tanto

en  ausencia    coma    en  presencia    de  Ins  i,4-P2  no  radiactivo

4  mM,  demostr6  que,  en  ausencia  del  compuesto  no  radiactivo,

practicamen€e   todo   el   [2-3H]   Ins   1,4-P2  es   hidrolizado.   Sin
embargo,  al diluir el sus±rato radiactivo con inositol bisfos-
fato  4  mM  no  marcado,  la  reacci6n  hidroliEica  se  satura  y._se

recupera   el   89,5%   de   la   radiactividad   inicial   en   el   pico

correspondiente  al   Ins   1,4-P2  luego  del   fracciona]inienfo  por

HPIIC .

Una  vez  establecidas  las  condiciones  que  permiti-

rian  atrapar  al   [2-3H]   Ins   1,4-P2  en  caso  de  generarse  en  el

experimento,   se    procedi6    a  incubar    el    sustrato    ex6geno

PEd  [2-3H]   Ins  4-P  con  la  preparaci6n  de  membranas,   en  ausen-

cia  y  presencia  de  Ins  1,4-P2  4  mM.   Los  resul€ados  obtenidos

al  analizar las  f ases  organicas por cromatograf ia en capa f ina

se  muestran  en  la  Tabla   I.   Como   se  puede   apreciar,   en  las

condiciones  del  ensayo  §e  genera  Ptd  [2-3H]   Ins  y  en  el  apa-

rece    mss  del  80%  de    la    radiactividad    que    se  pierde  del

Ptd   [2-3H]   Ins  4-P.   No  hay  diferencias   significativas  entre

los  resulEados  obfenidos  sin  o  con  Ins  1,4-P2 no  radiacfivo  en

el  medio  de  incubaci6n.  Si  se  utilizan membranas  calentadas  a

|00°C,  e|  Ptd  [2-3H]   Ins  4-P  se  mantiene  sin  variaciones  sig-

nificativas.  A  su  vez,  no  hay  generaci6n  de  Ptdlns  4,5-P2  (el

ensayo  se  realiza  en  ausencia  de  ATP  ex6geno) .



TABLA   I

IHDRolrsls DEL FOsFATTDn [2-3H] INOslTOL 4-MONOFOsFATO:

PRODUCTOS DE NATURAIEZ ITIDICA

ptd [2.3H]hi 4.p          ptd [2-3H]hs 4.p          ptd [2-3H]ns
CondicioDes Experimentales        remanente a 60'                hidrolizado *                    formado

(dpm)                                  (dpm)                               (dpm)

Membranas hervidas

MembraLnas

308.400  ± 5200                         21.600                        9.460  ± 1020

213.900  ± 5500                        116.100                     94.150  ±5600

Membr±  +  hi 1,4-P2              210.800  ±5010                     119.200                   99.200  ±4020

*  Determinado por diferencia entl.e h radiactividad inicial y la recuperada despu6s de h

incubaci6n

70 Hg de proteinas de membranes se incuban con 150 pmoles (330000 dpm) de Ptd [2-3H] |us
4-P durante 60 minutos, en presencia o en ausencia de hs 1,4-P2 4 mM, luego de lo cual se
detiene la reacci6n, se extraen los fosfoinositidos y se separan por cromatografia en capa fina,
como se indica en Materiales y M6todos. Iia radiactividad en ]as manchas correspondientes a
Ptdins y Ptdlns 4-P se cuantifican por espectrometrfa de centelleo h'quido. De manera similar
se  procede   en  el control  con  membranes  hervidas.   Los  resultados  se expresan colno el
Ptd [2-3H] hs formado (dpm)  o el Ptd [2-3H] Ins 4-P remanente (dpm)  en 60 inutos, as{
como tanbi6n se muestra el Ptd [2-3H] hs 4-P hidrolizado, determinado pop diferencia entre
hradiactividadinicialylarecuperadadespu6sdelaincubaci6n.Cadavalorcorrespondealpro-
medio   ±  desviaci6n estindar de los dupHcados de un Inis]no expe]inento.
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Estos  resultados  conf irman  la presencia en  la mem-

brana  de  una  fosfomonoesterasa  que  hidroliza  al  Ptdlns  4-P,

generando  Pfdlns  y  P±.
Por  su  parte  la  Figura  5  muestra  el  analisis  por

HPI.C  de   las   fases   acuosas   del  mismo   experimento.   Cuando  el

Ins  1,4-P2  no  radiactivo  esta  ausente  de  la  incubaci6n,   los

productos  de  la  reacci6n  son  inositol monofosfato  e  inositol.
Cuando   esta  presente--el   Ins   1,4-P2   4  mM,   el   mayor  producto

radiacEivo   en   la   fase   acuosa   es   el   inosicol   monofosfato,

generfndose  solo  trazas  de  inositol.  Sin  embargo,  tambisn  se
obtiene  una  cantidad  pequefia pero  significativa  de  [2-3H]  Ins

1,4-P2,  que  corresponde  a  alrededor  del  0,2%  de  la  marca  ini-

cial en el  sustrato.  Esto filtimo es  indicativo de la presencia

de  una  fosfolipasa  C  capaz  de  actuar  sobre  Ptdlns  4-P.   Cabe

sefialar que estos  experimentos  se realizan en presencia de Mg+2

10  mM y  en  ausencia  de  Ca+2  agregado  (el  calcio  total  end6geno

es   15   iiM)  .

De  es€os  experimenEos  ±alnbi6n  se  desprende  que  el

Ins  1,4-P2  inhibe  a la inositol monofosfa€o  fosfomonoesterasa,

explicando  la  gran  reducci6n  en  la  generaci6n  del  inositol

radiacLivo    obtenido    cuando    se    agrega    este    compuesEo    no

radiacEivo .

Un analisis  de  las  Eases  organicas  por  cromatogra-

fia  en  capa  f ina  de  un  ensayo  similar  al  descrito  revel6  que

no  aparece  radiacEividad  asociada  al  liso  PEdlns  4-P.
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40              50             80              loo
n9  de  fracclo.n

FIGURA 5:      ANAlrsrs POR Hpl.c DE Ijos pBODuoros RADIAOuvOs sOLUBus EN
IA EASE ACITOsA LUEGO DE IA mROI]]srs DEL FOsFArmn [2-3H
INOsroL 4TMONorosFATO ExOGENo POR                 AS DE or©s
DE jELpus /coir.

150 pmoles (330000 dpm) de Ptd [2-3H] Ins 4-P se incuban con 70 pg de proteinas de membranas
durante 60 minutos, en presencia (.) o auseDcia (o) de lns 1,4-P2 4 nn¢ luego de lo cud se detiene
la reacci6n,  se separa la fase acuosa y se analiza por IPLC,  como se indica en Materiales y

#q6:°d::Siishaflr:¥t¥diq±e:=:g6=:inqcu°e]eeefu:e=eL::tepra¥neps°:ees[£=±r]°:::fold:2C.:±t]en±°
1-P, [2-3H] hs 1,4-P2  y [2-3H] Ins 1,4,5-P3.
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A.6.  Hidr6lisis  del  fosfaEidil  [2-3H]  inosiEol  ex6geno

Como   se   describi6   en  A.5.,   al   incubar  PEd   [2-3H]

Ins   4-P   con  membranas   de   oocitos   se   genera   principalmente

ptd  [2-3H]   Ins,  mientras  el  analisis  de  las  fases  acuosas  de

los  mismos  experimentos  revela  que  tambi6n  se  forma  inosi€ol

monofosfato   triEiado,   afin  en  presencia   de   Ins   1,4-P2   4  mM,

condici6n  en  la  cual  sabemos  que  el  monofosfato marcado  no  se

genera  significativamente  a  partir  del  bisfosfato  marcado.
Asi,  el  inositol monofosfato podria provenir de  la hidr6lisis

de  Ptdlns.

Para analizar si las membranas de oocitos conEienen

una  fosfolipasa C capaz  de hidrolizar al PEdlns  con la genera-

ci6n  de  Ins   1-P  y  DAG,   se  incuba  Ptd   [2-3H]   Ins  con  las  mem-

branas  en  condiciones  de  ensayo  semejanLes  a  las  usadas  para

PLdlns   [2-3H]   Ins  4-P.    Los  resultados  se  presentan  en  la  Fi-

gura  6,  la  cual  muestra  el  analisis  por HPI.C  de  los  productos
de  la  reacci6n  solubles  en  la  fase  acuosa.  Practicamente  toda

la  radiactividad  que  se  pierde  en  el  sustra€o  radiactivo  se
recupera en las  fracciones  que corresponden a  Ins  1-P y a .ino-

siEol.  Sin  embargo,  en  estas  condiciones   (en presencia  de  Mg+2

10  mM  y  en  ausencia  de  Ca+2  agregado)   s6lo  se  hidroliza  un  5%

del  PEd   [2-3H]   Ins.

Si se utiliza una preparaci6n de membranas hervidas,
no  se  produce  una  hidr6lisis  detectable  del  Ptd  [2-3H]Ins.

Estos   resultados   demuestran  que   la  membrana   del

oocito posee  una  actividad tipo  fosfolipasa  C  capaz  de utili-
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HGURA 6:      ANusls POREPLC DE I[os proDucros RADIAowos sol;trBus EN
IA EASE AcOOsA I;t}EGO DE IA rmROusls DEL FusFArmH [2-3H
INosneLKOGENoPoRREMBEN:ASDEoourosDEJE±xpzrszindsL

4 pmoles  (175000  dpm)  de Ptd [2-3H]  Ins se incuban con 70  pg de proteinas de membr-
durante60rfutos,luegodeloculsedetienehreacci6n,seseparahfaseanosayseanaha
porIELC,comoseindicaenMaterialesyM6todos.haradiactividadencadafi.acci6ncolectada

:oesdpe:ter=dpe°I2e.SPH¥t:°o=::#2d.3fiinfu::pH;q[¥.d3°ri][ushefl[#2inyi#Hifrhacsac[!,64:5:53:ueeruyen
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zar  PEdlns  como  sustrato  para  producir  Ins  1-P  y  DAG.

Por  su  parte,  el  analisis  de  las  fases  organicas
del  experimento  indic6  que  no  hay  formaci6n  de  liso  Ptdlns  en

las  condiciones  ensayadas.

A.7.  Presencia  en  las  menbranas  de  oociEos  de  fosfomonoesEe-

rasas  que hidrolizan a  los  inosi€ol  fosfaEos

A.7.1.  Hidr6lisis  inositol mono,  bis  y Iris  fosfaEo

I.a presencia en las membranas de fosfomonoesterasas

que catalizan la hidr6lisis de inositol tris,  bis y monofosfa-
to  queda  de manif iesto  al  analizar  por HPI.C  las  f ases  acuosas

de  los  experimentos  en  los  cuales  se  incuban  las  membranas  de

oocifos  con  una  mezcla  que  Contiene  Ins  1,4,5-P3,   Ins  i,4-P2,

Ins   1-P,   e  inositol,   marcados  todos  con  3H  en  la  posici6n  2

del  anillo  inositol.  Como  se  observa  en  la  Figura  7,  todo  el

trisfosfato  y el  bisfosfato  son hidrolizados  por  la  prepara-
ci6n  de  membranas.  La  inositol  monofosfato  fosfomonoesterasa

parece menos  activa puesto  que una cantidad  signif icativa del
monofosfato  se  encuentra  afin  presente  luego  de  60  minutos  de

incubaci6n.  Cabe  sefialar  que  en estos  experimentos  se  tendria

una mezcla  de  log  inositol monofosfa±os  [2-3H]  |ns  1-P y  [2-3H]

Ins  4-P.  El primero  esta presente  en la mezcla usada como  sus-

trato  y  el  segundo  se  originaria  de  la  hidr6lisis  del  [2-31|]

Ins   1,4-P2   (Inborn  y  majerus,1988;   Dean  y  Hoyer,1988).   EI

programa  de  Hplic  utilizado  en  esEe  caso  no  discrimina  entre
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20             40             60              80              loo

nf  de  fracci6n

HG[IRA 7:       HIDBousrs  DE  INOsITOI,  FosFATOs  POR  FOsFOMONOESTEEASAs

Ummezcfaquepc¥::='g:pm¥e¥eEEEg#,5Pg3Pra¥sDd:gTLP]ash#sg#p2,2o
pmoles de [2-3H] Ins 1-P y 10 pmoles de [2-3H] inosito| con un total de 110000 dpni se incuban
durante  60  minutos  con  (o)  36  pg  de  proteinas  de  membranas  o  (.)  h mismi  cantidad  de
membranes calentadas a 100°C, luego de lo cual se detiene h reacci6n, se sepal.a h face acuosa
yseanalizaporHLC,comoseindicaenMaterialesyM6todos.haradiactividadencadafracci6n

i:LeeeeTu:e:e]odse::±spd°er[::g:]tr£:s:tto¥[£.e3:e]n±n::p:'q[¥.e°ri]±flL=f[¥¥H]h±¥,:,65:pe3:
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ambos  is6meros   (Irvine  y  col.,1985).

Como es de esperar,  la radiactividad en el inositol
aumenta considerablemente ya que  constituye el producto  final

de  la  acci6n  de  estas  fosfomonoesterasas.

La misma mezcla  de  inositol  fosfatos,  incubada con

membr`anas  calentadas  a  100°C,  no  sufre  ninguna  hidr6lisis.

A.7.2.  Hidr6lisis  del  inositol  I,4-bisfosfaEo

La  presencia  en  la  menibrana  de  una  Ins  1,4-P2  fos-

fomonoesterasa  fue  confirmada  utilizando  [2-3H]  Ins  1,4-P2.  La

Figura  8-A muestra  que  todo  el  inositol  bisfosfato  utilizado
en  el  ensayo  es  hidrolizado  por  la  preparaci6n  de  membranas,

apareciendo  la marca  en inositol monofosfafo  e  inositol.  Itue-

vanente,  la  fosfomonoesterasa  que  hidroliza  al  inositol mono-

fosfato,  presuniblemente  Ins  4-P  (ver mss  adelante) ,  aparece

como menos  activa,  dado que  se  acunula una cantidad importante

del  monofosfato.

Por  otra  parte,   el   [2-3H]   Ins   1,4-P2  incubado  con

membranas  calentadas  a  looc'C  no  sufre  hidr6lisis.

Los  resultados  obtenidos  utilizando un programa de
RELC  que permite  separar el  Ins  1-P  del  Ins  4-P  (Dean y ltoyer,

1988)   sugieren  que  el  inositol  monofosfa±o  proveniente  de  la

hidr6lisis  de  Ins   1,4-P2  con  la  preparaci6n  de  mehoranas  de

oocitos  seria mayoritariamente  Ins  4-P.  En efecto,  al  incubar

las  membranas  con  [2-3H]   Ins  i,4-P2  durante  10  minutos  y  ana-

lizar las  fases  acuosas  por HPLC  se observa que parte del  sus-
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HGURA8:       EIDROLISIS     DEL     [2-3H]     INOSIT0I.     1,4-BISFOSFATO     POB
FosFOMONOESRERASASPBESENThsENI]AshmM=BBANASDEooones

5opmo|es(||oo9oEd¥Pd=[2#Iusl,4-P2seincubancon98pgdeproteindememhamrs
durante (A) 60 minutos o a3) 10 minutos, luego de lo cual se detiene h I.eacci6n, se separa h fase
acuosa y se anaJiza per IIPLC,  como se indica en hateriales y M6todos. En  (A)  se utfliza un
programa que no separa Ius  1-P  de Ins 4-P, rientras que en a3)  se un uno que permite h
separaci6n de estos dos is6meros del inositol monofosfato, y anbos prograrus estan deschtos en

#::¥a:?H¥qe::::Siisha£:i:ti:diq±enhcafrdranTo=:inqc::=y:ns:o:e#=spd°:i;P3ffi::#
[2.3H] he 1.p y [2-3H] he 1,4-p2.
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trato ha sido hidrolizado.  La marca que  se pierde del  sustraEo

aparece  reparEida  entre  inositol  y  un  compuesEo  que  posee  un

tiempo  de  retenci6n  mayor  que  el  determinado  para  el   [2-3H]

Ins   1-P  patr6n,   y  que  coincide  con  el   tiempo   de  retenci6n

descrito para Ins  4-P en las mismas condiciones experimentales

(Dean y Moyer,1988) .  Por  su parte,  no  se  observa  formaci6n de
Ins  1-P  radiactivo.    Aunque  indica€ivos,  estos  resultados  no

son  concluyentes  por  carecer  del  patr6n  de  Ins  4-P.

Estos  resultados  se  muestran  en  la  Figura  8-a.

A.8.  Trausfomaci6n  del  fosfa€idilinosiEol  4-monofosfaEo  en

fosfaEidilinosi€ol  4 , 5-bisfosfato
Se   sabe   que    al    incubar   membranas    aisladas    de

oocifos  de  Xenopus  laevis  con  [T-32P]  ATP  da  como  producto  ma-

yoritario  fosfatidilinosifol  monofosfato,  exisEiendo  rna  in-
corporaci6n muy baja en el  bisfosfato  (Carrasco y col. ,1989) .

En las  condiciones  experimentales  ensayadas  en que

se  tiene  p6rdida  de  radiactividad  del  [4-32P]  Ptd|ns  4-P  sin-

tetizado  end6genamenEe  y  en  que  el  ATP  esta  presenEe,   no  se

observa  transformaci6n  en  Ptdlns   4,5-P2   (Resultados,   A.2.   y

A.3.).     Por  esta  raz6n,   se  estudi6    la  actividad  Ptdlns  4-P

5-quinasa   en  membranas   de   oocitos   y  en  el   sobrenadante   de

100000  x  g  de  la  preparaci6n  de  membranas  y  los  resultados  se

muestran  en  la  Tabla  11.

Se puede apreciar que la actividad se encuentra ma-

yoritarianente  en  la membrana.    La  actividad de  la Ptdlns  4-P



TABLA    I

ACTlvDADEs DE IjA FOsFATDILINOslTOL 4-QUINasA y

IA FOSFATIDENOSITOL 4-MONOFOSFATO 5-QUINASA

EN REMBRANAS DE OOCITOS DE Jxfnopus Jaeuz.s Y

SOBRENADANTE DE 100000 x g

FRACCION SUBCELULAR

pmoles de 32P incorporados/mg min

en

Ptdlns 4,5-P2                  Ptdlns 4-P

103

Membranas

Sobremdante 100000 x g

Membr-  +
sobremdante 100000 x g

3,53  ±0,060                       43,0  ±3,13

0,63  ±0,040                        6,1  ±0,04

2,05  ±0,015                      28,1  ±2,20

60  Lig de proteinas de membranas a 146 pg de proteinas del sobrenadante de 100000 x g se
incuban  con  [T-32P]  RIP  50  pM  (1600  dpnv  pmol)  durante  5  inutos  como  se  indica
MaterialesyM6todosparahactividadPtdlns4-P5-quinaELI.aactividadPtdlus4-qui©se
determina en paralelo en los mismos tubos,  de forma tal que se reaJiza en presencia de
Ptdlns  4-P  100  pM y  durante  5  mioutos,  a  diferencia  de  lo  esfablecido  en hateriales y
M6todos. En el ensayo con ambas fracoiones se uti]iza 60 pg de proteius de membranas y
73 pg de proteinas del sobrenadante de 100000 x g. Urn vez deterida h reacci6n, se extraen
losfosfoinosl`tidosyseseparanporcromatografaencapafina,comoseindicaenhaterialesy
M6todos. I,a radiactividad en las manchas correspondientes a Ptdlus 4-P y Ptdhs 4,5-P2 se
cuantifica por  espectrometrfa  de  centeneo  h'quldo.  Cads valor  corresponde  al  promedio   ±
desviaci6n estandar de los tripHcados de un mismo experinento.
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5-quinasa   resulta   ser   bastante   baja   si   se   compara   con   la

actividad de la Ptdlns  4-quinasa en estos  organelos,  siendo la
incorporaci6n   de   marca   desde   el   [y-32P]   ATP   en   [32p]   pEd|ns

4,5-P2  aproximadamente  el  8%  de  la  marca  que  se  incorpora  en

Ptdlns  4-P.

Tambi6n se observa que,  al ensayar  las membranas  en

presencia de  sobrenadante de  100000  x g,  las  actividades  espe-
cificas   den ambas   qiiinasas   son  menores   a   las   esperadas   de

acuerdo  a  sus  actividades  en cada  fracci6n.  En efecto,  cuando

se  adiciona  sobrenadante  a  la  preparaci6n  de  membranas,   la

acEividad  especif ica  de  la  Ptdlns  4-P  5-quinasa  disminuye  en

un   42%   y  la   de   la   Ptdlns   4-quinasa   lo   hace   en  un   35%,   con

respecto   a   la  act.ividad  especif ica  que   se   obEiene  con  las

membranas  solas.

Se  procedi6  luego  a  estudiar  la  actividad  de  la
Ptdlns  4-P  5-quinasa  en  las  membranas  bajo  diferentes  condi-

ciones  experimentales y los  resulEados  se mues±ran en la Tabla

Ill,  donde  tambien  se  indica  la  actividad de  la Ptdlns  4-qui-

nasa  determinad.a  en  paralelo  en  los  mismos  ensayos.

Se  puede  observar  que   algunos   de   los   compuescos

ensayados   aumentan   significativamente   la   actividad   de   la
Ptdlns  4-P  5-quinasa  :  EGTA adicionado  en una concentraci6n de

3 mM la  aumenEa en alrededor de un  52%,  mientras  la polilisina

(PM  24000),     que     ejerce     un     importante     efecto     sabre  la
Ptdlns  4-quinasa,  incremenEa    la    actividad  de  la  Ptdlns  4-P

5-quinasa  en  un  100%  a  concentraci6n  de  20  pH,  mien±ras  ahoos
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TABLA     H

ACTIVIDAD DE IA FOSFATIDENOSITOL 4-MONOFOSFATO 5-QUINASA
DE REMBRANAS DE OOCITOS DE ife72opus /aeuz.s BAJO

DIS'IINTAS CONDICIONES EXPERIRENTAIES Y
CohffARACION CON LA ACTIVIDAD DE IA FOSFATIDH.INOSITOL 4-QUINASA.

PREP.      ADICION         CONCENTRACION
pmoles de 32P incoaporados / mg min

en
Ptdlus4,5-P2     (%)      Ptdlus4-P     (%)

nH-
EGTA
Polilisina
EGTA +

Polilisim
EGTA +

Polilisina

A

A

nJngrm
Cac12
Cac12

100  pM
500  pM

nn-
fosfatidilserina                 500  HM
fosfatidiletanol anina    500 HM
fosfatidilserina +            500 pM

9'31  ±0,36

10,01  ±0,40

200.-

222

fosfatidiletanol amina  500  prM                4,51  ± 0,20

nH-
a!-gHcerol fosfato                 4 mM

10mM

129

ninguna                                                             2,55  ±0,07        100

a-gficerol fosfato                4 InM                 5,94  ±0,16       233
10 mM                 1,82  ±0,05         71

48,1  ±3,15100

64,3  ±3,90134
108,8  ±6,20    226

122,3  ±7,50   254

133,5  ±9,15    277

47,6  ±2,85100
39,2±2,73      82
35,7±2,25       75

45,2  ±3,28
81,4  ±5,14
56,5  ±1,82

85,9  ±3,35190

80,6  ±2'28
156,9  ±7,43
173,6  ±8,31

80,2  ±4,14    100
119,4  ±6,05    149
113,5  ±5,37    142
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TARIA in- Arm7IDAD DE IA rosFArmENOsmoL 4rMONOFOSFAro 5QUINRA
DE MF,MBRANAS DE ooonos DE Jzinpzrs /dez7is BAJO DISTINus
coNDlcHONEsExl>F,Tap4E,NTAms¥coMPRAcaoNcoN]IAACHVIDAD
DE IA FOSFATDHINOsmoL 4rQUINASA

(A) 27 iig o 03) 24 pg de proteinas de membranas se incuban con [y-32P] ATP 50  pM (1200
dpm/pmol)  durante 5 minutos como  se indica en   Materiales y M6todos   para h actividad
Ptdhs 4-P  5-quinasa,  en ausencia y   presencia de los   compuestos indicados. ha actividad
Ptdhs 4-quinasa se determina en paralelo en los mismos tubos, de form tal que se realiza en
presencia  de  Ptdhs  4-P  100  pM y  durante  5  Ininutos,  a  diferencia de  lo  estableeido  en
MaterialesyM6todos.Umvezdetenidalareacci6n,seerfuaenlosfosfoinosftidosyseseparan
por cromatografa en capa fina, como se indica en Materiales y M6todos. ha radiactividad en
lag manchas que corresponden a Ptdlns 4-P y Ptdhs 4,5-P2 se cuantifica par espectrometria
de  centeneo  h'quido.  Se  le  asigna  100%  de  actividal  enzimftica  a  los  |]moles  de   32P
incorporados/mg min en los  experimentos controles  sin adici6n.  Cada valor corresponde al
|]romedio   ± desviaci6n estandar de los tripncados de un nino experimento. (A) y 03) repre-
sentan diferentes preparaciones de membranas.
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compuestos    agregados    juntos    tienen    un    efecto    levemenEe

superior  al  que  se  logra  con  polilisina  sola.
La   adici6n  de   Ca+2,   junLo   al  Mg+2  que   contiene  el

medio  de  incubaci6n habitual,  inhibe  parcialmente  la  activi-
dad,  mientras  la  fosfatidilserina y  la  fosfafidiletanolamina
ejercen  un  leve  efecto  activador.

El   c[-glicerolfosfato,   compuesto   que   estimula   en

forma  importante  la  sintesis  del  Ptdlns  4-P,  aumenta  al  doble

la  actividad  de  la  Ptdlns  4-P  5-quinasa,  en  concentraci6n  de

4 mM,  mientras  el  P-glicerolfosfato  4 mM incrementa la acEivi-

dad  de  la  enzima  en  mis  de  un  100%.

En  Eodos  los  casos,   sin  embargo,   la  radiacEividad

incorporada  en  Ptdlns   4,5-P2  resulta  mucho  mss   baja  que   la

radiactividad  incorporada  en  Ptdlns  4-P.

La   omisi6n   del   sustrato   ex6geno   disminuye   a   un

tercio  la  incorporaci6n  de  32P  en  Ptdlns  4,5-P2.

A  su  vez,  la  adici6n  de  Ptdlns  4-P  en  estos  ensa-

yos,  compuesto  que  corresponde  al  producto  de  la  reacci6n  ca-
€alizada por  la Ptdlns  4-quinasa,  no  interfiere  ccjn  la deter.-

minaci6n  de  la  actividad  de  dicha  enzima,  encontrandose  esta

levemenfe  aumentada   (en  alrededor  de  un  20%)   con  respecto  a

los  ensayos  habiEuales,  los  cuales  se  realizan  en  ausencia  de

es€e  fosfoinositido.

En  todos  los  casos,  los  resultados  se  expresan  en

t6minos  de  los  pmoles  de  32P  incorporados  en  Ptdlns  4,5-P2  y

no  como  pmoles  de  Ptdlns  4,5-P2  sintetizados,  puesto  que  pue-
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den exis±ir poblaciones  de mol6culas  de  P€dlns  4,5-P2 marcados

con  32P  en  uno  o  los  dos  fosforilos.  Esto  porque  el  bisfosfaEo

puede  provenir  de  la  fosforilaci6n  del monofosfaEo  end6geno  a
ex6geno  asi  como  tambien  de  dos  fosforilaciones  sucesivas  del

Ptdlns  end6geno.

a. -     CARACTERISTICAS  DE  IA  FOSFOHONOESTERASA  Qt}E  HIDROLIZA AL

FOSFATIDILINOS ITOL  4-HONOFOSFATO

En  esta  parte  de  la  tesis  se  caracteriza  la  acti-
vidad   fosfomonoesterasica   que   cataliza   la   hidr6lisis   del
Ptdlns  4-P  para  formar  Ptdlns  y  P±:

[4-32P]  Ptd|ns  4-P  +  H20  ->  ptd|ns  +  32p±

Los es€udios  se realizan uEilizando en el ensayo el

susErato  generado  al  preincubar  las  membranas  con  [y-32P]  ATP,

de     modo     de     sintetizar      [4-32P]   Ptdlns   4-P   a  partir  del

Ptdlns  end6geno  de  la  membrana  (Materiales  y  Metodos,   J.1.) .

La   incubaci6n   posterior   continfia   en   presencia   de   un   gran

exceso  de  ATP  no  radiactivo  qTie  detiene  la  incorporaci6n  de

radiactividad  al  sustrato.  La  reacci6n  se  sigue  midiendo  la

p6rdida  de  radiacLividad  en  el  [4-32P]  P€d|ns  4-p.

8.1.  Anflisis  del  efecto  de  cationes
El medio  de  incubaci6n para  sintetizar  [4-32P]Ptd|ns

4-P  Confiene  Mgc12  10  mm,  y  al  diluir  la  marca  del   [y-32P]  ATP
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con  ATP   no   radiactivo,   el  Mgc12   queda   8,8   mM.   Si   se   retira

Eodo  el Mg+2  libre  adicionando  EDTA  junto  con el ATP  no  radiac-

tivo  (tiempo  cero  de  la  reacci6n  de  hidr6lisis)  no  se  observa

ninguna  variaci6n  en  la  degradaci6n  del   [4-32P]   Ptd|ns   4-p.

Esfos   resulEados   se   muestran   en   la   Tabla   IV.   De   la   misma

manera,   cuando   se   agreg6  EDTA  en  varias   concentraciones   de

modo  de  ir  disminuyendo  la  concentraci6n  de  Mg+2  desde  8,8  mM

hasta   1   mM,   no   se   vi6   ninguna   dif erencia   en   la   acEividad

hidrolitica .
La  adici6n  de  Ca+2  o  la  eliminaci6n  del  Ca+2  resi-

dual  presenLe  en  el  medio  de  incubaci6n,   (el  calcio  total  es

15    pM),    por   medio   de   la   adici6n   de   EGTA,    tampoco   €ienen

efecEo.  Tambien  se  ensay6  el  efecto  de  Li+,  caLi6n  que  inhibe

a otras  fosfomonoesterasas que participan en el metabolismo de

los  compuestos  de  inositol.  En  efecto,  el  Li+  inhibe  en  forma

no  competitiva tanEo  a la  inositol monofosfato  fosfomonoeste-

rasa    como    a    la    inositol   polifosfato    4-fosfomonoesferasa

(Berridge  y  col. ,1989;  Majerus,1992) .  Como  se  ve  en  la  Tabla

IV,   el  Li+  no  ejerce  ningdn  efecto  sobre  la  degradaci6n  del

Ptdlns  4-P.

8.2.  DeEeminaci6n  del  pH  6p€imo

Como  se muestra en la Figura  9,  la reacci6n de des-

fosforilaci6n   del   [4-32P]   Ptdlns   4-P   presenta   un  pH   6ptino

entre  7  y  8.
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TABLA   IV

EFECTO DE CAHONES SOBRE IA ACTIVDAD DE IA FOSFATDIIINOSITOL

4-MONOFosFATo FosFOMONOESTERASA DE REhmeRANAs DE ooclTos

DE Jxinopus /aez;z.s

EXP.     ADICION           CONCENTRACION       [4-32P] Ptdlus 4-P          % ACTIVIDAD
hidronzado

(mM) (pmoles)

I         ming-     -

EDTA

Cac12

11           nmguna

EGTA

Licl

10

0.5

5

10

5

0.5

5

10

1,15  ±0,03

1,10  ±0,03

1,12  ±0'05

1'10  ±0,03

1,17  ±0,05

1,38  ±0'06

1,48  ±0,04

1,40  ±0'04

1'35  ±0,05

1'42  ±0,07

100

96

97

96

102

loo

107

101

98

103
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TABIA IV:  EFECITO DE cIAHONEs SOBRE IA AcmvlDAD DE IA rosFArmH.-
INOsITOL 4TMONOFOsFATO rosFOMONOESRERASA DE MEMRENAs
DE OOCITOS DE Jxinpzrs /czcois

E| [4-32P] Ptdhi 4-P se sintetiza incubando 98 pg de proteinas de membranas con
[T-32P] Alp 50  pM  (1600  dpm/pmol)  durante 3 minutos, como se describe en Materiales y
M6todos. En este momento se agrega ATP no radiactivo (concentraci6fl final 10 mh¢ diluci6n
de la marca 1:200) y esto corresponde al tiempo cero de h reacci6n de hidr6Iisis. Junto con el
ATP no radiactivo se agregan los compuestos que se indican y fa incubaci6n contintia durante
30 minutos, luego de lo cual se detiene la reacci6n, y los fosfoinosftidos se extraen y se separan
per cromatografa en capa fina, como se indica en Materiales y M6todos. ILa radiactividad en

Eo=s¥taqduo:::i:::n±ecao:to¥f=Po;eescd=#L2:]P;:=ee4:;°Eedr¥Hzdaed::netne¥:°±i:o°;
y se asigna en cada caso el 100% de actividad al control sin adici6n. Cada valor corTesponde al
promedio   ±  desviaci6n estindar de los dupncados de un mismo experimento.
cO y (11) representan 2 experinentos diferentes.
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HGURA 9:       EFECITO DEL PH SOBRE IAACHVIDAI) DE IA FosFArmENcrsHOL
4-MONOFosFATOFoSFOMONOESTERASADEhmMTmENASDEooonos
DJB Xinapus lcuanis.

El [4-32P] Ptdlns 4-P se sintetiza incubando 36 pg de proteinas de membranas col [y-32P] AIP
50  pM  (1600  dpm/pmol)  durante 3 minutos,  como  se indica en Materiales y M6todos. En este
momento se agrega ATP no radiactivo (concentraci6n final 10 mM, diluci6n de h marca 1:200) y
esto correspoflde al tiempo cero de la reacci6n de hidr61isis. Junto con este fltimo se agregan
diferentes anortiguadores para variar el pH desde 7,5 (al cual se sintetin el [4-32P] Ptdlus 4-P)
hasta el pll deseado. Ija incubari6n contintia durante 30 minutos, luego de lo cual se detiene la
reacd6n y los fosfoinositidos se extraen y se separan por cromatografia en capa fiDa, como se
indica en Materiales y M6todos. Ija radiactividad en la mancha que corTesponde al Ptdlus 4-P se

;=lteT=eE::3:E?=i=eE::::n=:T:oe:q3id=Tto=tividadenzhiticaseexpreracomolos
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a.3.  EfecEo  de  neomicina y de  polianinas
La  Figura  10-A  muesfra  que  la  neomicina  ejerce  un

efecfo  bifasico  sabre  la  actividad  de  la  Pt.dlns  4-P  fosfomo-

noesEerasa.   A  concen€raciones  menores  de  0,6  mlf  presenta  un

leve  efecto  estimulador,   con  un  aumento  maximo  del  15%  a  la

concenfraci6n  de  0,2  mM.  A  concentraciones  mayores  de  0,6  mm

presenfa  una  acci6n  inhibidora,   cayendo  la  acLividad  al  45%
del  control  a  la  concentraci6n  de  1  mM.

En la Figura  10-a se observa que  la espermina ejerce

un efecto  inhibidor  sobre  la hidr6lisis  de  PEdlns  4-P,  dismi-

nuyendo  esta  a  un  50%  con  una  concentraci6n  de  10  mM.     For  su

parte,  la  espermidina  presenta  un may  leve  efecfo  inhibidor,
disminuyendo   la   acEividad  hidrolitica   en   s6lo   un   10%   a   la

misma  concentraci6n.

a.4.  Efec€o  de  in_hibidores  de  fosfomonoesEerasas

El   fluoruro,   un   inhibidor   de   fosfomonoesterasas

acidas   (Igarashi  y  Hollander,   1968)  no  inhibe  la  reacci6n  de

hidr6lisis   del   Ptdlns   4=P.    Por   el   contrario,    el   Nap   en

concentraci6n   de   5   mM   produce   una   activaci6n   del   53%.   I]a

Figura  11-A  muestra  los  resultados  obtenidos  al  estudiar  la
acEividad  enzimaEica  en presencia  de  Nap  enEre  0,5  y  10  mM.  El

Cartrato constituye,  al igual que el  fluoruro,  un inhibidor de
fosfomonoesterasas  acidas  (Igarashi  y Hollander,  1968) .  En  la

Figura 11-A tambien se puede observar que el tartrato estimula

a   la   actividad  enzimatica  que  hidroliza  al   Ptdlns   4-P.   En



114

0,5
neomjcina   (mM)

5

pollomina   (  mM  )

10

HGURA io:     ERECITO DE NEomcINA ¥ PollAMINAs SORE IA ACHVIDAD DE I[A
FosFArmENosmoL  4-MONOFosFATo  FosFOMONOESTERASA  DE
MEMBRANAS DE Oocmos DE Jzinpzrs Zdezds.
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HGURA io:     EREoro DE NEOMlclNA ¥ PollAMINAs SOBBE I[A ACITvlDAD DE IA
FOsFATIDENOsITOL  4=MONOFOsFATO  FOsFOMONOEsrmASA  DE
MT"lEANAS DE OOCITOS DE Jhapzrs Zds.

El [4-32P] Ptdhs 4-P se sintetiza incubando 98 L[g de proteinas de membranas con [T-32P] ATP
50 iiM (1600 dpm/bmol) durante 3 minutos, como se describe en Materiales y M6todos. En este
momento se agl.ega ATP no radiactivo (concentraci6n final 10 nd4 diluci6n de la Inarca 1:200) y
esto corresponde al tiempo cero de la reacci6n de hidr6lisis. Junto con el ATP no radiactivo se
agregan en (A) diferentes cantidades de neomicina y en (8) diferentes cantidades de (.) espermina
o  (o)  espermidina y h incubaci6n continia durante 30 minutos, 1uego de lo cual se detieDe h
reacci6n y los fosfoinosftidos se extraen y se separan por cromatografa en capa fina, com.o se

££catifie:¥:ee¥:St?o¥::±°:;¥enrtae¥otEi:ddo:io:=;e¥dqeu;4:g2ITp:S3:E¥.:tg:gra4ipd::
en 30 minutos y en ausencia de neomieina o de poliamir`_as corresponden al 100%  de actividad
enzimitica  (A) 3,8 pmoles a3)  (.) 4,1 pmoles y (o) 4,3 pmoles.
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HGURA 11:     EREoro DE ELuORUBO,TARrmTo y FOsFATO SOBRE IA AonvDAD
DEIAFOSRATDHINOSITOL4MONOFOSFATOFOSFOMONOESTERASA
DE MEMRTIANAs DE OOcITOs DE jzinpus zouis.
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HGt]RA 11:     EFEoro DE ELuORUBO,TABmATo y FOsFATO SORE I[A AouvlDAD
DE IA FOsFArmENOsITOL 4-MONOFOsFATO FOsFOMONOESTERASA
DE "T:MTEANAs DE oocrmos DE JELpus zhads.

El [4-32P] Ptdlns 4-P se sintetiza incubando 98 pg de proteinas de membranas con [T-32P] AIP
50  pM (1600 dpm/pmol) durante 3 minutos, como se describe en Materiales y M6todos. En este
momento se agrega AI:P no radiactivo (concentraci6n final 10 mA4 diluci6n de la marca 1:200) y
esto corresponde al tiempo cero de la reacci6n de hidr6]isis. Junto cofl este fltino se agrega en
(A) difel.entes cantidades de (o) fluoruro o de (.) tartrato y en a3) diferentes cantidades de fosfato
y  la  inoubaci6n  continda  durante  30  minutos,  luego  de  lo  cual  se  detiene  h reacci6n y  los
fosfoinositidos se extraen y se separan por cromatografa en capa fina, como se indica en Materiales

:spMee6::::S:t±r:e¥:i¥e::oeE,q:d=L:qpu=o::sITe::°[=:3e2p:::=44.-5dseegrca¥dtoi:np:5
minutos y en ausencia del posible regulador corresponden al 100% de actividad enzimatica; (A) (o)
0,85 pmoles y (.)  1,1 pmoles; G) 0,96 pmoles.
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efecto,  una  concentraci6n  de  10  mM  aumenta  la  actividad  en un

57%.

El  fosfaLo  es  un  inhibidor  de  fosfomonoesferasas

alcalinas   (Cox  y  col.,1967).  Al  estudiar  su  acci6n  sobre  la

acEividad de la fosfomonoes€erasa que hidroliza al Ptdlns  4-P,

se  observ6  que  ejerce  un  efecto  inhibidor.  Los  resultados  de

este  experimento  se  muestran  en  la  Figura  11-a  y  en  ella  se

puede  apreciar que el  fosfato en concentraci6n  10 mM disminuye
la  ac±ividad  enzimatica  en  alrededor  de  un  62%.

a.5.  Efecbo  de  dLiferenEes  neEaboliEos  fosforilados
Exisfen   antecedentes   en   la   liferaEura   sabre   el

efecto  inhibidor  de  varios  analogos  fosforilados  sobre  oEra

fosfomonoesterasa  relacionada  con  el  metabolismo  de  los  com-

puesEos  derivados  de  inosifol,  la  inosi€ol  polifosfato  5-fos-
fomonoesterasa   (Downes   y   col.,1982;   Seyfred  y   col.,1984;

Rana  y  col.,1986).   En  esta  parte  de  la  Eesis  el  inter6s  se

centr6 en la bdsqueda de i:ntermediarios metab6licos capaces  de

inhibir la actividad que hidroliza al Ptdlns  4-P  generando P±.
Iia  Figura  12  muestra  los  resultados  obtenidos  al

ensayar  el  efecto  de  hexosas  bisfosfaEo  sabre  la  actividad  de

la  fosfomonoesterasa  que  hidroliza  al  Ptdlns   4-P.   Se  puede

observar que  la  fructosa  1,6-bisfosfa€o  es  un potente  inhibi-

dor  de  la  ac€ividad  enzimatica,  inhibi6ndola  completamenfe  a

una  concentraci6n  de  5  mM.  Por  su  parte,  Lambien  la  fructosa

2,6-bisfosfaEo   ejerce  una   acci6n  inhibidora,   adn  cuando   lo
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hexosa     blsfosfoto(mM)

HGURA ra     EREoro DE HEXOSAS BISFoSFATo SOBBE IzA AGTlvlDAD DE IA Fos-
FArmHINoslTOL 4-MONOFosFATo rosFOMONOESTERASA DE :MF:M-
BRANAS DE OOCHTOS DE Jzinpz4s Jaez7is.

El [4-32P] Ptdlns 4-P se sintetiza incubando 36 Hg de proteinas de membranas con [y-32P] ATP
50  pM (1600 dpm/pmol) durante 3 minutos, como se describe en Materiales y M6todos. En este
momento se agrega ATP no radiactivo (concentraci6n final 10 mM, diluci6n de la marca 1:200) y
esto corresponde al tiempo cero de la reacci6n de hidr6Hsis. Junto con el ATP no radiactivo se
agregan diferentes cantidades de (.) fulctosa 1,6-bisfosfato (o) fructosa 2,6-bisfosfato o (x) ducosa
1,6-bisfosfato y la incubaci6n contintia por 30 minutos, luego de lo cual se detiene la reacai6n+ se
extraen  los  fosfoinositidos  y  se  separan  por  eromatograffa  en  capa  tina,  como  se  indica  en

#rteegeec:ryo¥e6tt=°:.ere::ggoti¥q%dd:.nLhos¥mco¥sq::C[%=3;P]°:::±P£.F:de4ipa£:L¥e=3%
minutos y en ausencia de bexosas bisfosfato corTesponden al 100% de actividad enzimatica: (.) 3,5
pmoles (o) 4,1 pmoles y (x) 4,1 pmoles.
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hace  en menor  grado.,  En efecto,  con una  concentraci6n de  12  mM

se  logra una disminuci6n de  la actividad de aproximadamente un

40%.   Por  dltimo,   la  glucosa  1,6-bisfosfato  practicamente  no

Ciene  un  efecto  signif icativo  en  todo  el  rango  de  concentra-

ci6n  estudiado.

En  experimentos  en  que  se  adicion6  fructosa  6-fos-

faEo   a   glucosa   6-fosfato   al  medio   de   incubaci6n  en  que   se

ensaya  la  actividad  fosfomonoesterasica,   en  concentraciones

entre  2  y  12  mM,  se pudo  observar  que  ninguna de  las  dos  hexo-

sas  monofosfato  tiene  efecEo  sabre  la  actividad  enzimatica.

El a!-glicerolfosfato result6 ser un pofente inhibi-
dor  de  la hidr6lisis  del  P±dlns  4-P,  lograndose un  100%  de  in-

hibici6n  con  una  concentraci6n  de  10  mM.   ESEos  resultados  se

muesEran  en  la  Figura  13.

Por  el  contrario,   el  P-glicerolfosfato  ejerce  un
leve  efecto  estimulador  sobre  la  actividad de  la  fosfomonoes-

terasa,  aumentandola  en  un  25%  con  una  concentraci6n  de  5  InM,

para  volver  al  nivel  basal  a  10  mM.     Esto  se  muestra  tambien
en  la  Figura  13.

a.6.  EfecEo  de  fosfaLidilglicerol y difosfaEidilglicerol
En  la  Figura  14  se  muestra  la  cin6tica  de  degra-

daci6n  del  [4-32P]  Ptdlns  4-P  realizada  en  ausencia  y  en  pre-

sencia de fosfatidilglicerol.  Este compuesto,  agregado en con-

centraci6n  de  1  pg/prl  al  medio  de  ensayo,  inhibe  parcialmen€e

la  actividad  enzinatica.
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glicerol   fosfcito  (  mM  )

HGURA 13:     RECHO DE a!€HCREBomtosFATO Y P€IICEBOIf`OSFATO SOBBE I[A
AonvlDAD DE IA Foul:ArmHINoffloL 4TMONOFOsFApO FOspOMONO
ESTERASA DE MEMBRANAS DE Ooonos DE Zinapzzs Zaeuis.

El [4-32P] Ptdlns 4-P se sintetiza incubando 36 pg de proteinas de membral]as con [T-32P] ATP
50 HM (1600 dpm/pmol) durante 3 minutos, como se describe en Materiales y M6todos. En este
momento se agrega ATP no radiactivo (coneentraci6n final 10 mnI diluci6n de h marca 1:200) y
esto corTesponde al tiempo eel.o de la reaeei6n de hidr61isis. Junto con el ATP no radiactivo se
agregan   (.)   diferentes   cantidades   de   a-glicerolfosfato   o   (o)   diferentes   cantidades   de   P-
glicerolfosfato y h incubaci6n contintia durante 30 minutos, luego de lo oral se detiene h reacd6D
y los fosfoinositidos se extraen y se separan For cromatografia en capa fing como se indica en

g:rteeg::ryo¥e6=°:.eL:e::¥ot±¥q:dd:.nLhaos=mco¥sq::C[:¥:gi°;:±Pj.¥de4ipa:d=etnffi3:
minutos y en ausencia de a! o PLglicerolfosfato corresponden al 100% de actividad enzimatica: (.)
2,2 pmoles y (o) 2,7 pmoles.
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30

tiempo    (  min  )

HGt]RA 14:     EFEcroDEFosFHTIDII.GIICEBOL¥DIFosFArmH.GHCREOL SOBBEIA
OntEHCADEDEGRADACHONDEL[4-32p]FOsFArmENOsITOL4TMONO
rosFATO EN :MT"RRANas DE OOcITOs DE :zinpus zds.

El [4-32P] Ptdlus 4-P se sintetiza incubando 98 pg de proteinaLs de membranas con [T-32P] RIP
50  pM (1600 dpm/pmol) durante 3 minutos, como se describe en Materiales y M6todos. En este
mo-mento se agrega ATP no radiactivo (concentraci6n final 10 mM diluei6n de h marca 1:200)
y esto corresponde al tiempo cero de h reacci6n de hidr61isis. Junto con este thtimo se adiciona
(o) fosfatidflgficerol 1 pug/pl o (x) difosfatidflgficerol 1 iig/pl, 1uego de lo cual continda h incubari6n
per los tiempos indieados. El contl`ol sin adici6D esfa representado por (.). Se detiene h reaed6n
y los fosfoinositidos se extraen y se separan par cromatografa en capa tina, como se indica en
Materiales y M6todos. IIa radiactividad en la mancha que corresponde al Ptdhs 4-P se cuanffica

p25]e;ptee±o=;t#eg:nctee:tintei:#:::oE:eliozoe=ir6an¥ti¥£ko:7:)sE:2n:em:ieoss,P.I:,1;spie.I::
y (x) 4,1 pmoles.
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Por  su  parfe,   el  difosfaLidilglicerol   (cardic)li-

pina) ,  no  ejerce  ningfin  efecto  sabre  la  degradaci6n  del  sus-
€ra€o  al  ser  adicionado  al  medio  de  incubaci6n  en  concenEra-

ci6n  de  1  pg/pl.   Es fo  puede  observarse  tainbien  en  la  Figura

14.

a. 7 . ACLividad de la fosfononoesEerasa en presencia de proges-
Cerona,  insulina y aceEilcolina

Se sabe que la progesterona promueve un aumenEo del

recambio  de  fosfoinosiEidos  en el  ooci€o  en€ero,  mienEras  que

la  insulina  aumenLa  la  incorporaci6n  de   [3H]  mio-inosicol  en

los  fosfolipidos  de  inositol   (Carrasco  y  col.,1990) .

La  Figura   15-A  muestra  que  ninguna  de   escas   dos

hormonas  ensayadas  en concentraci6n de  10  prM afecta  la psrdida

de  marca  del   [4-32P]  Ptdlns-4-P  en  el  tiempo   .

For su parte,  la acetilcolina,  que tambi6n promueve

el  recambio  de  fosfoinositidos  en  el  oocito  entero  (Carrasco

y col. ,  1990) ,  no  influye  tampoco  sobre  la  cinetica  de  hidr6-
|isis  de|   [4-32P]   Pfdlns   4-P,   ensayada  en  coricentraciones  I.de

10  y  20   iiM  en  presencia  de  GTP-y-S   100   pM.   Estos     resultados

se  presentan  en  la  Figura  15-8.
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30
tlempo  ( min)

60

HGURA 15:     ERECITO DE PBOGESTEBONA7 INSUENA Y ACEHICOIINA +  GTpii5
SOBBE IA enuncIA DE DEGRADACEN. DEL [4-32p] FOsFArmHINO-
slTOL4TMONOFOsFATOEN±rmesANASDEOoonosDEzinuszdczds.
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HGURA 15:     EREoro DE PBOGESREBONA, INstllJ]IA y ACHm.colINA +  GITii5
SOBBE IA cINREca DE DEGRADACHON DEL [4-32p] FOsFArmrmTO-

Ei[4.32p]ptd|us¥Lse4-#?e¥:¥#an¥o¥o]EE%:|e=D:e?:=T¥Eco¥3¥pZ]ife
50  HM (1600 dpm/pmol) durante 3 minutos, como se describe en Materiales y M6todos. En este
momento se agrega ATP no radiactivo (coneentraci6n final 10 mh4 diluci6n de la marca 1:200) y
esto corresponde al tiempo cero de la reacci6n de hidr61isis. Juuto con este fltino se adiciona en
(A)  (o) progesterona 10 pM o (x) insulina 10 pM y en a3)  (o) acetflcolina 10 pM +  GTP-y-S 100
iiM o (x) acetflcolina 20  pM  +  GTP-T-S 100  pM, luego de lo cual continda la incubaci6n por los
tiempos indicados. Tanto en (A) como en (8) los controles sin adici6n estan representados per (.).
Se detiene la reacci6n, se extraen los fosfoinositidos y se separan por cromatografa en capa fiDa,
como se indica en Materiales y M6todos. Ija radiactividad en la mancha que corresponde al Ptdlns

fo-:pS:o=ie±fi[¥.3P2°;]efi=°4=;t=eg:n:::tiute£::S¥::ioE::Oho:°ed£=n¥etE¥6d£:(e£)P::)d:,:
pmoles   (o) 5,1 pmoles y (x) 4,8 pmoles; 03)  (.) 4,9 pmoles (o) 5,2 pmoles y (x) 5,5 pmoles.
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C. -EFECTO  DE  IETABOLITOS  FOSFORIILADOS  Y  DE  FLUORtJRO,  TARTRATO

I  FOsFATO  SOBRE  oTRAs  REAccloNEs  DEL  IETABOLlslro  DE  FOsFOINO-

SITIDOS  E   INOSITOL  FOSFATOS  EN  REIERENAS  DE  O0CITOS.

Los mismos  compuestos  que se probaron como posibles

modif icadores  de  la  actividad de  la  Ptdlns  4-P  fosfomonoesEe-

rasica  se  ensayaron  tambi6n  sobre  la   incorporaci6n  de   [32P]

fosfaEo  en  P€dlns  4-P.

C.1.  EfecEo  de  fluoruro,  EariraEo  y  fosfaEo  sabre  la  incor-

peraci6n de  [32P]  fosfato en fosfatidilinosicol 4-nonofosfaEo.
Cuando  se  prob6  el  efecto  de  fluoruro,  tartraEo  y

fosfa€o  sabre  la  sintesis  de  Ptdlns  4-P  a  partir  de  Ptdlns

end6geno  y   [y-32P]  ATP,   se  encontraron  los  resultados  que  se

muesEran  en  la  Tabla  V.   Se  puede  observar  que   el   fluoruro

tiene   un   leve   efecto   activador   a   concentraci6n   de   10   mM,

mientras   el    fosfato   incrementa   la   incorporaci6n   de    [32P]

fosfaco  al  aumentar  su  concentraci6n  hasEa  6  mM,   para  luego

perder  este  efecto  al  llegar  a  10  mM.  Par  su  parte,   la  pre-
sencia  de  EarEra€o  no  afecta  significativamente  la  formaci6n

de   [4-32P]   Pfdlns   4-P.

C. 2.  Efecfo de neEaboliEos fosforilados sobre la incorporaci6n
de  [32P]  fosfafo  en  fosfacidilinosifol  4-nonofosfaEo

Los   resultados   que   se  presenEan  en  la  Figura  16

muesEran que  la  adici6n de  fructosa  1,6-bisfosfato  aumenta  al

triple  la  incorporaci6n  de   [32P]   fosfato  desde   [y-32P]  ATP  en



127

TABLA   V

EFECTO DE FLUORURO, TARTRATO y FOSFATO SOBRE IA INCORTORACION

DE   [32p] FOsFATO EN FOsFATIDHINOslTOL 4-MONOFOsFATo EN hmahmeRANAs

DE OOCITOS DE Xinopus ZaeLizs

[32p] FOSFATO
Exp.    ADlcloN          cONCENTRAcloN          INcORpORADO        % INcORpORAcroN

( mM )                               ( pmoles )

I      fluoruro desodio                      0

I     tartrato de sodioypotasio    0

Ill         fosfato de sodio                 0

6,58  ±0,17

6,01  ±0,33

6'91  ±0,10

7'96  ±0,41

4'92  ±0,42

5,29  ±0,18

4,45  ±0,14

4'28  ±0,23

3,75  ±0,09

4'30  ±0,10

5,33  ±0'03

3'62  ±0,01

100

91

105

121

100

108

90

87

100

115

142

97
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TABIA v:  EREoro DE ELuORuro, TAREATO y FOsFATO SOBBE I[A INcOBpORA-
OroN DE [32p] FOsFATO EN FOsFAunHINOsmoL 4TMONorosFAro
EN :MF,MBFIANAS DE Ooonos DE Jzinpzrs /acois.

98 iig de proteinas membranas se incuban durante 3 inutos con [T-32P] ATP,de acuerdo a

¥:::::i:snt:Ss:udi::e¥e=Ma::¥:Sby]aME6Lt::.°3S2pP]e;°t±ct:Ffi:°_dif::esnet:Set=:d]euse::
iedipcaee:r#:n±e:e;#¥o6:of.eL)::rf:siful°:::fstfsde°Se£°rre==:°ogrL¥p:noL:PdaeFp]C°fi::::
incorporados en 3 minutos y se asigna el 100% a la incorporaci6n en ausencia del compuesto
agregado. Cada valor corresponde al promedio  ±  desviari6n estindar de los dupheados de un
Inismo experimento. I, H y Ill representan 3 experinentos difel.entes.
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hexosci   (  mM  )

129

wh-HGt]RA 16:     EREoro DEREOsAS RIsyMONOFOsFATOsoBBEliA.INcoBpoRAHON
DE  [32p]  FOsFATO  EN  F'OsFArmENOsmoL  4TMONOFosFAno  EN

36Hgdeprotein¥asbig=Esgg=Sc?¥[#g]usA£#.iiM(|6oodpm/pmo|)durante
3 riutos como se indica en Materiales y M6todos, pero adidonando diferentes cantidades de (.)
fuctosa 1,6-bisfosfato, (x) fructosa 2,6-bisfosfato, (o) glucosa 1,6-bisfosfato, (D fructosa 6-fosfato
o (D glueosa 6-fosfato. Una vez deterida la reacci6n, se extraen los fosfoinosftidos y se separan
per crolnatografia en capa fina, como se indica en Materiales y M6todos. IIa radiadividad en la

=L¥d:u3e2;°:ceos=°onr:edo:::¥nin4=?o:eyce=a:ffie:c:°:eeipe=ot:°g:torim::ocfi:n±:tnoe:oHiqei::i:::
al 100% de incorporaci6n: (.) 5,2 pmoles, (x) 4,2 pmoles, (o) 4,7 pmoles,  (D 4,1 pmoles y (D 4,0
pmoles.
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Ptdlns  4-P,  con  una  concentraci6n  de  la  hexosa  bisfosfato  de

10  rm.

Par  su  parte,  la  frucEosa  2,6-bisfosfato  posee  un

efecEo  bifasico,  aunentando  la  formaci6n  de  [4-32P]  Pbd|ns  4-p

en  alrededor  de  un  55%  a  2  mM,  para  luego  revertirse  el  efec-

to,   disminuyendo  la  incorporaci6n  en  un  70%  a  10  mM.

En  presencia   de   glucosa   1,6-bisfosfato   10   mM   se

obtiene  s6lo un 50%  de  incorporaci6n de  fosfato radiactivo   en

Ptdlns  4-P,  con respecto  al  experimento  control,  mientras  que

a  esta misma  concentraci6n,  tanto  la  fructosa  6-fosfato  como

la  glucosa  6-fosfa€o  ejercen  un  leve  efec€o  estinulador.
A   su   vez,   Cant.o   el   a!   como   el   a-glicerolfosfato

estimulan    la    formaci6n  de   [4-32P]  Pfdlns  4-P  a    partir    de

[y-32p]  ATP  y  Ptdlns  end6geno,  segiin  queda  de  manifiesLo  en  la

Figura  17:   el  a!-glicerolfosfato,   en  concentraci6n  de  10  mM,

aunenta  la  incorporaci6n  de  [32P]  fosfato  en un  100%,  mientras

el   efecto  es€imulador  del   a-glicerolfosfaco  es   algo  menor,

incremenEando  la  formaci6n  de  [4-32P]  P±dlns  4-P  en  alrededor

de  un   60%   a  2  mM,   para  luego  disminuir  su  efecto   a  mayores

concenLraciones .

C. 3. EfecEo de fosfa±idilglicerol y difosfa€idilglicerol sobre
la   incorporaci6n  de   [32P]   fosfaEo  en  fosfaEidilinosiEol   4-

monofosfa€o

El  fosfatidilglicerol  inhibe  la  incorporaci6n  de

[32p]   fo.sfato   en   Ptdlns   4-P,      coma   puede   apreciarse   en   la
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5

glicerol  fosfato  ( mM )

HGURA 17:     EREoro DE a!€HCEBOIFOSFATO Y p€HCEBomtosFATO SORE IA
INcOEpORACHONDE[32p]FOsFATOENFOsFArmENOsmoL4TMONO-
FOsFATO EN ME,MRTIANAs DE Oocmos DE Lzinpus  /dezds.

25 pg de proteinas de membranas se incuban con [T-32P] ATP 50  pM (1600 dpm/pmol) durante
3 minutos como se indica en Materiales y M6todos, pero adicionando diferentes cantidades de (.)
a[-tlicerolfosfato o (o)  P-edicerolfosfato. Una vez detenida h reacci6n, se extraen los fosfoinositidos
y  se  separan  por  cromatografa  en  cxpa  fina,como  se  indica  en  Materiales  y  M6todos.  Ija

::nE:¥%:uFdno.hL=pcm¥[::nd:SP3°2npdi:nctoerpalor::¥en4-:=icu¥st¥caenp°aruse:::tr::e¢¥::
grcerolfosfato corresponden al 100% de incoxporaci6n:  (.) 7,5 pmoles y (o) 6,6 pmoles.
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Figura  18.  En  efecto,    esEe   compues€o   ensayado  en concentra-

ci6n  de  2   pg/pl  disminuye  la  formaci6n  de   [4-32P]   PEd|ns   4-p

en     un     65%.      Par     su     parte,      el     difosfatidilglicerol

(cardiolipina)    no   presenta   ningiin   efecEo   en   el   rango   de
concentraciones  ensayadas.

C.4.  Efecco de la frncEosa.1,6-bisfosfa€o sobre las  fosfomono-

esEerasas  que  hidrolizan a  los  inosiEol  fosfa±os
Dado  que  la  fructosa  1,6-bisfosfato  results  ser un

potente  iinibidor de  i-a acEividad fosfomonoesterasica que hi-  i
droliza  al  P€dlns  4-P y con  el  antecedente  de  que  es€a  hexosa

bisfosfaEo  inhibe  tambi6n  a  la  inosiEol  polifosfato  5-fosfo-

monoesterasa  de  pancreas   (Rana  y  col.,1986),   se  analiz6  su

efecco sobre otras  fosfomonoesEerasas presentes en la membrana

del   oocito  y  relacionadas   con  el  meEabolismo   de  compuestos

derivados  del  inositol:
H20      Pi                              H20      Pi                      H20      Pi

Ins  1,4,5-P31£>  Ins  1,4-P2  i?>  Ins  4-P  IJ>  inositol

Como   se  puede  ver  en  la  Figura   19,      la   frucEosa

1,6-bisfosfaEo,   ensayada   en  concentraci6n  de   10   mM,   inhibe

casi   completamente   a   las   fosfomonoesterasas   que  hidrolizan

Ins   1,4,5-P3,   Ins   1,,4-P2  e  Ins   1-P,   respecLivamen€e.
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OF                 I,0                  I,5                2,o

fosfolfpido  (Hg/Hl)

HGURA 18:     EREoro DE FoSFArmH.GIICEBOL ¥ DIfosFArmH[GHCEBOL  SORE
IAINcOEpORAcloNDE[32p]FOsFATOENFOsFAilTDH.INormoL4ro-
NOFOsFATO EN MEMTmANAs DE Oocrmos DE JELpz4s hads

36 pg de proteinas de membranas se incuban con [T-32P] ATP 50 pM (1600 dpm/pmol) durante
3 inutos como se indica en Materiales y M6todos, pero adicionando diferentes cantidades de (o)
fosfatidi]£flicerolo(.)difosfatidflBnceroLUnavezdetenidalareacci6n,seextraenlosfosfoinosftidos
y  se  separan  por  cromatografa  en  capa fina,  como  se  indica  en  Materiales  y  M6todos.  I.a

::n¥nti?i:qduledno.hLo=m¥]ecs°:ees3P2°pndiiecnot;o¥a::¥n43-Pi=u¥yffie:api:re:£eedt:°£::fto¥p£::
corresponden al 100% de incorporaci6m (o) 4,2 pmoles y (.) 4,5 pmoles.
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40          60           80          loo

n±  de  f raccl6n

HG[}RA 19:     EREoro  DE  REucrosA  1,6-BISFOsRATO  SOREE  IA HIDBOIIsls  DE
INosmoLFosRATOSPoRFOSFOMONOEsmRASAspRESENTESENIAs
bfiMTmANAS DE Oocrmos DE Jzinpus Zderin

Unamezchquecontiene8pmolesde[2-3H]hs1,4,5-P3,12pmolesde[2-3H]Ins1,4-P2,20pmoles
de [2-3H] Ins 1-P y 10 pmoles de [2-3H] inositoL con un total de 110000 dpni se incuban durante
60 minutos con 36 pg de proteinas de membranas, en presencia (.) o ausencia (o) de fuictosa 1,6-
bisfosfato 10 Inh¢ luego de lo cual se detiene h reacci6n, se separa la fase acuosa y se analiza por
HPLC, coma se indica en Materiales y M6todos. Ija radiactividad en cada fracci6n colectada se

idoestep:ae:°:ee[S2P.=±;°:::±¥Lf£.3C±it±e°L.i;i2d.3.HFhsfl¥2inydi[¥E¥,i;5::3?uee]uyen
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D.-     CARETERISTICAS     DE     IA     ACTIVIDAD     FOSFOLIPASA     C     DE

IEIDRAIIAS  DE  OOCITOS

En est.a parte  de  la  Lesis  se  esLudian las  caracte-

risticas  de  la  fosfolipasa  C  encontrada  en  la  preparaci6n  de
membranas   de  ooci±os,   como  se  describi6  en  Resulcados  A.5  y

A.6.

Ptd[ns<=;Gpjs4-P<±:A:Ej4'5-P2
DAG±L_p           [nsL,4_p2                   InsIJ4J5-P3

D.1.  ACEividad  de  la  fosfolipasa  C  u€ilizando  como  suscraEos

fosfa±idilinosiEol ,  fosfaEidilinosicol 4-monofosfa€o y fosfa-
€idilinosi€ol  4 , 5-bisfosfaEo

La  Figura  20  mues€ra  el  analisis  por  HPLC  de  las

f ases      acuosas   de     experinentos      en   los   cuales   se   incub6

110000   dpm  de  P±d   [2-3H]   Ins   (2,7  pmoles),   Ptd   [2-3H]   Ins   4-P

(50  pmoles)   o  Ptd  [2-3H]   Ins  4,5-P2   (5,7  pmoles)   con  membranas

de  oocitos,  en  presencia  de  Ca+2100  plt.   Cabe  sefialar  que  los

experimentos  anLeriormente descritos  (A.5.  y A.6 . )  con los  dos

susfrafos nombrados  en primer L6rmino se realizaron en presen-

cia  de  Mg+210  mM  y  en  ausencia  de  Ca+2  agregado.

Se puede  apreciar  que  al  incubEir Ptd  [2-3H]  Ins  con

membranas   de  oocitos  se  obtiene  Ins  1-P   e  inositol   marcados

(Figura  20-A) .  El  porcentaje de marca en inositol  es menor que
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HG[}RA 20:     AouvlDAD DE IA rosFolmASA c DE MTi:MRRAN:As DE Ooonos DE
Zfropus lads

Durante 60 minutos se incuban en (A) 196 pg de  proteinas  de membranas con 2,7 pmoles  de
Ptd [2-3H] hs (110000 dpm),   en  a3)   119  pg de  proteinas   de  membranas  con 50 pmoles de

::g[p2;3:e]p:i:i:1::°i°e:i:kn:::S::7:::):st¥p:ip[2.83#±¥5ii42-P(iL4o#gpemn)(:i
I:e::::nfre::=e46:.+E2e¥LE#peM¥nL]:,s5.3P:=#:oemdoe:±een±nediLcar:t[e¥::±M6±of=s:
acuosa y se analiza por HPLC, como se indic6 en Materiales y M6todos. I.a radiactividad en cada

:u=:uny::ico¥a¥:neps°:ee[S2P_=±;°=oesti:Li:.3:n]t±e°i#2d.3riFff#2?iiFH]hL:#:5n_pe3:
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en  los  experimentos  con  Mg+210  mM  (ver  Resultados,  A.6.) .   En

experimentos  conEroles  se comprob6  que  la  Ins  1-P  fosfomonoes-

terasa  es  mss  activa  en  presencia  de  Mg+2.

Los  resulcados  utilizando  P€d   [2-3H]   Ins  4-P  como

susfrato,  en  presencia  de  un  exceso  de  Ins  1,4-P2  no  radiac-

€ivo  (Figura  20-a) ,  muestran que  la radiacLividad que  se recu-

pera  en  la  f ase  acuosa  aparece  casi  en  su  €oEalidad  asociada
al  Ins  1,,4-P2.  La  aparici6n  de  una  pequefia  cantidad  de  inosi-

tol  monofosfato  tritiado  se  explicaria  por  la  hidr6lisis  via
fosfolipasa  C  del     Ptd   [2-3H]   Ins     generado     a    Partir    d`el

Ptd  [2-3H]   Ins  4-P  por  acci6n  de  la  fosfomonoesterasa.

Por  filtimo,  la  Figura  20-C  mnesfra  los  resultados

obcenidos  al  utilizar  Ptd  [2-3H]   Ins  4,5-P2  como  sustrato,  en

presencia  de  un  exceso  de  Ins  1,4,5-P3  no  radiactivo.  Como  se

puede apreciar,  la radiactividad en la fase acuosa corresponde
mayoritariamen€e  a  [2-3H]   Ins  1,4,5-P3.   Puede  observarse  tan-

bien  la producci6n de  inositol monofosfato  tritiado.  Cabe  se-

fialar  que  en  las  condiciones  del  experimenEo  hay  hidr6lisis

del  Ptdlns  4,5-P2  con  la  generaci6n de  Ptdlns  4-P  y subsecuen-

Eemente  de  Ptdlns,  por  lo  Canto  el  inositol monofosfato  puede

provenir  de  la  hidr6lisis  del  Ptdlns,  asi  como    €ambien  del
Ins  1,4-P2  generado  a  parEir  de  Ptdlns  4-P  (el  experimenEo  se

realiza  en  ausencia  de  Ins  1,4-P2  no  radiacEivo) .

Ninguno  de  los  tres  sustratos  utilizados  sufre mo-

dificaci6n  alguna  si  es  incubado  con  una  preparaci6n  de  men-

branas  calenEada  a  |00C'C.

i____________,.___------_--------------------------
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Si  se  esEima  la  radiacfividad  especif ica  de  cada

uno  de  los  tres  sustratos  utilizados,  para  lo  cual  se  conoce

Eanto  la  radiactividad  especif ica  de  los  tres  sustratos  ra-

diacLivos     agregados,     asi    coma    Cambi6n    la    cantidad    de
PEdlns   4-P   y   de   Ptdlns   4,5-P2   no   radiactivos   adicionados

ex6genamente en los ensayos  correspondientes  (en el ensayo con

Ptd    [2-3H]    Ins    6ste   no   se   diluye   con   Ptdlns    ex6geno   no

radiactivQ) ,   y   considerando   el   contenido   end6g:no  .de   cada

fosfoinositido  en  la membrana  del  oocito  como  semejante  a  los

descritos    para-   las    membranas    plasmaEicas    de    hepaEocito

(Schachter,   1988)   se  obtienen  valores  de  2,1  x  107,   2,2  x  107

y  3,3  x  107  dpm/pmol  para  Ptd   [2-3H]   Ins,   Ptd   [2-3H]   Ins  4-P  y

Ptd   [2-3H]   Ins   4,5-P2,   respectivamente.   Este   calculo   supone

±ambien  que  en  el  caso  de  cada  uno  de  los   fosfoinosftidos,

tanto  el  compuesto  agregado  ex6genamente  como  el  end6geno  de

la  membrana  pasan  a  constituir  un  conjunto  tinico.

Asi,   se  puede  estimar  que  se  generan  2214,   4202  y

7000  pmoles  de  producto  en  60  minutos  y  por mg  de  proteinas  a

partir de Ptdlns,  Ptdlns  4-P y Ptdlns  4,5-P2,  respectivamente.

D.2.  CineEica  de  la  reacci6n caEalizada por  la  fosfolipasa  C
En  la  Figura  21  se  presenLan  los  resultados  que  se

obEienen  al  esfudiar  la  hidr6lisis  de     Pcd   [2-3H]   Ins  y  de

Ptd  [2-3]   Ins  4,5-P2  en  funci6n  del  tiempo  de  incubaci6n,   en

presencia   de   Ca+2   100   pM.   La   hidr6lisis   del   Ptd   [2-3H]   |ns

tiene  una  fase  lineal  corta  de  alrededor  de  5  minufos,  mien-



140

30

tiempo  (  min )

HGURA2i:    AccloN  DE  IA -FOsFolmASA  a  SOBBE  FOsRArmENOsroL  y
FosFATIDENOSITOL 4,5-BISFosFATo EN FUNCEN. DEL rmno DE
INCUBACHON

(o) 196 pg de proteinas de membranas se incuban con 2,7 pmoles de Ptd [2-3H] Ins (110000 dpm)
o  (.)  119  pg de proteinas  de membranas se incuban con 5,7 pmoles  de Ptd [2-3H]  IDs 4,5-P2
(110000 dpm)  en presencia de Ptdlns 4,5-P2  64  HM e Ins 1,4,5-P3  2 nd¢ durante los tiempos
sefia]ados y como se indica en Materiales y M6todos. Ija concentraci6n de Ca+2  es   100  pM en

F§b{;:o:;:TE[2§.£::::L§¥::±o{;:5fig:i:::¥j¥;1:no§o;i;::.:±os±:dr¥y¥::o:::I;:EF+;c:±od[;:
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tras  que  la  hidr6lisis  del  Pfd  [2-3H]   Ins  4,5-P2  presenta  una

fase  lineal  mss  corEa,  de  aproximadamente  2  minutos.

Considerando las radiacEividades especificas de los

sustratos estimadas  en la secci6n ancerior  (D.1. ) ,1as  activi-

dades  especificas  de  la  fosfolipasa  C  con Ptdlns  y con Ptdlns

4,5-P2  como  sustratos  son  243  y  2037  pmoles  de  producto/min mg

respectivamente.

D.3.   Efec€o  de|  Ca+2

Como  se  puede ver  en  la  Figura  22-A`,  la  hidr6lisis

del Ptdlns  catalizada por  la  fosfolipasa C es  esEimulada en un

100%   por   Ca+2   100   iiM,   existiendo   si   una   actividad  basal   en

ausencia  del  cati6n.    A  concentraciones  mayores  de  100  |iM  el

grado  de  estimulaci6n  es  algo  menor.   Tambien  se  comprob6  que
e|  Mg+2  no  reemplaza  al  Ca+2  en  todo  el  rango  de  concentraci6n

ensayada  desde  50   pM  a  2  mM.

Por   su  parte,   1a  Figura   22-a  nos   indica  que   la

hidr6lisis  del Ptdlns  4,5-P2 es  totalmente dependiente  de Ca+2,

no  existiendo  ac€ividad  enzimatica  en  su  ausentia.`y.~ 6btenien-

dose  un  maximo  de  actividad  con  una  concentraci6n  de  Ca+2  de

50  iiM,  y  esta  actividad  se mantiene  con  concentraciones  mayo-

res  de  Ca+2,  has€a  2  mM.  A  su  vez,  Eambisn  se  de€ermin6  que  el

Mg+2   no   reemplaza   al   Ca+2   a   las   concentraciones   ensayadas,

desde   50   iiM  a   2  mM.



0            0,25         0,5     I       2

Ca``   (  mM  )
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HGURA22:     EREoro  DE  cb+2  SOBBE IA ACHvlDAD  DE IA FOsFolmASA c DE
MEMTBANAs DE Ooonos DE Lxinpus zdezri

En  (A),  196  pg   de proteinas de membranas   se   incuban   con 2,7 pmoles de Ptd [2-3H] hs
(110000 dpm) durante 10 minutos. En CB), 119 pg de proteinas de membranas se incuban con 5,7

:=°::ed2e:dui:-s:Hc]on]usdif:'r5e-:t2ese:o:::::::o::spdte%+€'5y-Pc2omF:speMinedi¥e:'4kpe3±e¥

[jlf:ie:ni;±sfili:.so:gil::f¥eiii!i;i;i=ief:i?Ipi¥¥AEo::,;g!;ifl-t¥:EgdEj
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D.4.   EfecEo  del  pH

Las   fosfolipasas  C  esEudiadas  de  diferenLes  ori-

genes  presentan  pH  6ptimo  entre  4,5  y  8   (Manne  y  Rung,   1987;

Ryu  y   col.,1987;   Rebecchi   y   Rosen,    1987;   Carter   y   Smith,

1987;   Nakanishi  y  col.,1988;Roy  y  col.,1991;   Griendling  y

col. ,1991) ,  lo  cual  ha  sido  interpre€ado  como  consecuencia de

la  existencia  de  diferentes  tipos  y  subtipos   (Rhee  y  col.,
1989)  .

La  Figura  23  muestra  los  resultados  del  analisis

del  efecto  de  las  variaciones  de  pH  sobre  la  actividad  de  la

fosfolipasa  C  de  membranas  de  oocitos,   utiliz`ando  coma  sus-

Crato  Ptdlns  y  realizado  en presencia  de  Ca+2  loo  |iM.   Se  puede

observar  que  la  maxima  actividad  enzimatica  se  obtiene  a  pH

7,5.  No  hay  variaci6n  en  cuanto  al  pH  6ptimo  si  se  deLermina

en  presencia  de  Ca+2  500   iilf.

Experimentos    controles    demostraron   que    no    hay

hidr6lisis  no  enzimatica  en  el  rango  de  pH  estudiado.

D.5.  EfecEo  de  polianinas  y neomicina

Los  resultados  que  se muestran  en  la Figura  24  in-

dican que la espermidina aumenta la actividad de la fosfolipa-
sa  C,   usando  P±dlns  como  sustrato,   lograndose  un  incremento

maximo  de  alrededor  de  un  50%  a  una  concentraci6n  de  2  mM.  Sin

einbargo,  a concentraciones mayores  el  efecto  estimulador  dis-

minuye,  llegandose  nuevalnente  a  la  actividad basal  con  10  mM.

Por    su    parte,   la    espermina,   en    concentraci6n
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HGt]RA23:     EFEoro  DEL pE SOBBE  IA ACHVH)AD  DE  I.A FOsFolmASA c DE
MEMRRANAS DE OOCITOS DE Jzinpzrs Jde[ds.

(SUSHIATO: Ptd [2-3H] hi)
196 pg de proteinas de membranas se incuban con 2,7 pmoles de  Ptd [2-3H] Ins (110000 dpm)
durante 10 minutos, como se indica en Materiales y M6todos, pero en presencia de diferentes
anortiguadores, de modo de obtener los pH indicados. I-a concentra-ci6n de Ca+2 es 100 iiM. Se

;eke6nt:dhosr.e=oc:|=e=P=a:i=i:n=suoe=yq::¥np[o2r-3EL=co|=PosyeE¥=]e:#ttoe|¥ef
=xp¥:VI::mdos[e2.gE¥=.5°ie[i:3eeHt]r°inmoes:#(ddep=;nftoe±d¥g¥:°iohaminacu¥oVI::denziriticase
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poliomina   (  mM  )

HGt]RA 24:     EFECHO DE pOIIAMINAs SOBBE IAACTlvDAD DE IA FOsFolmASA c
DE MF]rmENAS DE Oocmos DE 2Zinpzrs Zdezri

(SUSTRATO: Ptd [2-3E] hs)
119  pg de proteinas de membranas se incuban con 2,7 pmoles de Ptd [2-3H] Ins (110000 dpm)
durante  10  minutos,como  se indica en Materiales y M6todos,pero  en presencia de  diferentes
concentraciones de  (.)  espermina o  (o)  espermidinL I.a concentraci6n de Ca+2  es  100  pM.  Se

Sefae6nt:dhosr.eg::]£eiie¥a=±as]:n=su°e=yq::¥np[°2r.3EL±C°LTp°Sye£¥E]e=#ttoe[¥e£
:axp¥£VI::mdos[:.ffi¥:.pP°:i£P3:[r::;tt¥(:;mc)e::=°dolf:q:+d:6::tto±¥gLdL:8#t=
al control sin adici6n:  (.) 4274 dpm (o) 4542 dpm
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0,5 Irm,  tambi6n aumenta la actividad enzimatica,  adn cuando  lo

hace  en  menor  grado,  lograndose  un  incremento  maximo  de  s6lo

un   35%.    Este   compuesLo   a   concentraciones   mayores   de   2   mM

ejerce  un  efecto  levemente  inhibidor,  disminuyendo  la  hidr6-

lisis  de  Ptdlns  a  valores  de  alrededor  de  un  75%  del  control

en  concencraciones  mayores  de  5  mH.

La polilisina  (PM  12000)  ejerce  un  efecto  bifasico

sabre  la  hidr6lisis  del  Ptdlns  cataltizada  por  la  fosfolipasa
C.   En  efecto,   como  puede  verse  en  la  Figura  25,   es€e  polica-

€i6n   en   concenEraciones   menores   de   200   pM   ejerce   un   leve

efecto  inhibidor,  disminuyendo  la  actividad  hasta  un  80%  del

control   a   200   pM.   A  concentraciones   mayores,   el   efecto   se

revierte,  aumentando  la  hidr6lisis  del  PEdlns  hasta  lograrse
un  incremenLo  de  alrededor  del  65%  sobre  el  control,  a  700  pM.

UEilizando Ptdlns coma susLrato,  la neomicina ejer-

ce  un  efecto  bifasico  sobre  la  actividad  enzimatica,  presen-

tando  un  leve  efecEo  activador  con  un maximo  a  1  mM y  que  re-

presenta  un  30%  de  incremento  sobre  el  control,   para  luego
disminuir  su efecto  activador  lograndose  la  acEividad basal  a

5   mM  y   un   10%   de   inhibici6n   a   10   mM.   Estos   resultados   se

muestran  en  la  Figura  26.

D.6.  EfecEo  de  fosfolipidos

En  la .Figura  27  se muestran  los  resulLados  obteni-

dos  al  estudiar  el  efecto  de  acido  fosfatidico  sobre  la  acti-
vidad  fosfolipasa  C,   utilizando  Ptdlns   como  sustrato,   y  en
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polllisina        (JIM)

BOO

HGURA 25:     EREoro.DE pot+TTSINA SORE I[A AenvlDAD DE IA FOsFolmASA c
DE MEMBBANAS DE Ooonos DE jhapzrs Zouzsi

(susTRAro: pta [2-3H h5)
119  pg de proteinas de membranas se incuban con 2,7 pmoles de Ptd [2-3H] Ins (110000 dpm)

go=c=::£o±u::S;:=eQ£,£n#caL2:3oT=¥::e:tiii:£°£:Poe::2eenspLroege:#S:g:eennete£
;eeacc:16::S±Parfraachch:=ees=°qrauey:;u#.E±r]EL:.'pC°ym[°2:3eHTdii:fl?tnoLapt£¥=yt#6i°:°sS:

:2¥jF=PL:;e:P#g=Tein¥£t€;(Cdepn:;nfi:°±q=i°;n¥o:±ui:.dEeL#ti;==e±xpie:nct°r:L°:
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HGURA 26:    EREoro DE NEomenIA SOBRE IAAenvDAD DE IA rosFoldpRA c
DE :MF,MREIANAS DE Ooonos DE Jzinpzrs Zdezds.

(SUSTRATO: Ptd [2-3H hs)
119  Hg de proteinas de membranas se inouban con 2,7 pmoles de Ptd [2-3H] hs (110000 dpm)
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HGt]RA27:     ERECTO  DE  Acmo  FosFATIDlco  SOREE  IA  ACHvmAD  DE  I.A
FosFolmASA C DE ±4T:MTmNAS DE oocrms DE Lzinpzrs hari

(susmATO: ptd [2-3H hi)
119  pg de proteinas de membranas se incuban con 2,7 pmoles de Ptd [2-3H] Ins (110000 dpm)
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ella  se  demuestra que  este  compuesto  esf imula  en  f orma  impor-

tance  la  actividad  enzimaLica,   lograndose  un  100%  de  acciva-

ci6n  con  una  concenLraci6n  de  400  pM.  Como  se  puede  ver  en  la

Tabla VI,  este  efecLo  no  se  logra  con  ningtin  oEro  de  los  fos-

folipidos  ensayados,  de  los  cuales  s6lo  el  fosfacidilglicerol

(200   HM)   presenta  una  acci6n  estimuladora   (33%  sobre  el  con-

trol) .  La  fosfatidilserina  ejerce  un  leve  efecfo  estimulador
a  200  +[M,  pero  a  400  pM  inhibe  en  un  15%  la  actividad  enzima-

tica.  Ija fosfatidilefanolalnina y la fosfatidilcolina,  ambas en

concentraci6n  de  200  pM,  presentan  un  leve  efecto  inhibidor.

Cuando  se  adiciona acido  fosfatidico  en concentra-

ci6n  de  100  pM  al  medio  de  incubaci6n  que  contiene  como  sus-

trato  Ptd   [2-3H]   Ins  4,5-P2  en  presencia  de  fosfatidilserina

y  fosfatidiletanolamina  (en  concentraciones  de  180  y  192  pM,
respectivamente)   se  obtiene  un  aumento  de  la  actividad  enzi-

matica  de  un  80%  sobre  el  control.  Estos  resultados  se  mues-

tran  en  la  Tabla  VII.

Estos     estudios     se    realizaron    reemplazando  el

Ins   1,4,5-P3  no  radiactivo  por  fructosa  1,6-bisfosfato  10  mM

para  inhibir  a  las  fosfomonoesterasas  que  degradan  al  produc-
to.  En experimentos  controles  se  comprob6  que  no  hay  diferen-

cias  significativas  enfre  el  usa  de  uno  o  del  o±ro  en  cuan€o

al  rendimienLo  en   [2-3H]   Ins   1,4,5-P3.

Cabe  sefialar que  al  efectuarse  los  ensayos  de  fos-

folipasa  C  utilizando  Ptd  [2-3H]   Ins  4,5-P2  coma  sustrato,   si

en  el  medio  de  incubaci6n  s6lo  estan  presentes   el  susErato
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TABLA   VI

EFECTO DE FOSFOLIPIDOS SOBRE IA AC'ITVIDAD DE IA FOSFOIIfASA C

DE nmnffiRANAS DE OOCITOS DE jifezzapus Jaeuzs

( SUSTRATO : Ptd [2-3H] |ns )

ADICION
CONCENTRACION          PRODUCTO FORMAD 0

[2.3H]hs 1-P  +  [2-3H]inositol   %AcillmAD
(pM) (dpm)

nH-

a,L)-deido fosfatidico                  200

400

Gj) -fosfatidfl serim                    200

400

a,) -fosfatidil co]ina                     2oo

01) -fosfatidiletanol amina         200

Gj) -fosfatidfi glicerol                   200

7.500  ±  80

13.800  ±154

15.375  ±  98

8.302  ± 122

6.503  ±189

6.750  ±  49

6.467  ± 125

9.922  ±  33

100
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TABIA v±  EREoro DE FOsFolmlDOs SOBBE I[A ACHvlDAD DE IA FOsFOIIfASA
c DE MEMRRANAs DE OOcITos DE 2zinpus zdezds.
(SUSThTO: Ptd [2-3H hi)

119 pg de proteinas de membranas se incuban con 2,7 pmoles de Ptd [2-3H] Ins (110000 dpm)

fo¥=,::dLo::±°:'o:::n°trs::ndi:=qeune¥t:F=y±6ct::::Ltpre::6:ndpereae+n2C:sd:o¥:rri:t;:
#::n±:s;ffi:dDos:eses::L=atanh±as£=ro°n=s:ns:u¥y:np[°2r_3EL±'L::my°[2S.:His:stteo:

¥oi:a[g±±r±dLS.ep¥i:3:]Piro:St:r(tdr:=)etfiifed::n::n::H±urLdt°o.s¥s=tivI:VI±d:::=;oe=
control  sin  adici6n.  Cada  valor  coITesponde  al  promedio   ±     desviaci6n  estindar  de  los
tripHcados de un mismo experimento.
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TAB  LA   VH

EFECTO DE ACIDO FOSFATIDICO SOBRE IA ACTIVIDAD DE IA FOSFOIIfASA C

DE REnmRANAS DE OOCITOS DE Jxfnopz4s /eel;z.s

( SUSTRATO : Ptd [2-3H] Ius 4,5 - P2 )

PRODUCTO FORMADO
ADlcloN          cONCENTRAcloN           [2-3H]hi 1,4,5-p3 `                % AcmvlDAD

( llM )                                        (dl)in)

nHqupr

£cido fosfatidico                50

acido fosfatidico               100

6.loo  ±202

7.930  ± 173

10.980  ±326

loo

130

180

119  pg de proteinas   de  membranas se incuban  durante  2  minutos con 4,5 pmoles de
Ptd [2-3H] Ins 4,5-P2  (88000 dpm), en presencia de Ptdlns 4,5-P2 64 HM. El medio contiene
talnbien fosfatidflserina 180 iiM y fosfatidiletanolanina 192 pM, como se indica en Materiales
y M6todos, y el fcido fosfatfdico se adiciona previo a h sonicaci6n. Ademfs el medio contiene
fi"ctosa  1,6-bisfosfato  10  mM.  I-a  concentraci6n  de  Ca+2  es  50 pM.  Luego  se  detiene  h
reacci6n7  se separa h fase acuosa y se ana]iza por IELC,  como se indica en Materiales y
M6todos.  Ija  radiactividad  en  las  fracciones  que  corresponden  a  [2-3H]  hs  1,4,5-P3  se
determina por espectrometrfa de centelleo h'quldo y h actividad enzimdrica se expresa como
[2-3H] Ins 1,4,5-P3 (dpm) formado en 2 minutos. E1 100% se asigna a la actividad en ausencia
de acido fosfatidico. Cada valor corresponde al promedio   ±  desviaci6n estindar de los tripfi-
cados de un mismo experinento.
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radiacfivo  y  el  no  radiacLivo  y  se  omife  la  fosfatidilserina

y la  fosfatidileEanolamina,  la actividad enzimatica disminuye
al  15%  de  la  que  se  obtiene  en  presencia  de  estos  dos  dltimos

fosfolipidos .

D.7.  Jto€ividad de  la  fosfolipasa C en presencia de homonas y
aceEilcolina

La Tabla VIII muestra que la actividad de la fosfo-

lipasa   C   que   se   encuenEra   en   las   membranas    aisladas    de

oociEos,  utilizando  Ptd  [2-3H^]  Ins  como  sustraEo,  no  varia  en

forma significaEiva  al  ser ensayada en presencia  de  acetilco-

lina,  carbamilcolina  (agonista esEable puesto que no es bidro-

lizada por la acetilcc)linesEarasa coma lo es  la acetilcolina) ,

progesterona  e  insulina,  GTP-y-S  y  GDP-P-S.  De  los  compuesEos

analizados,  s6lo el fluoruro presenta un efecfo significa€ivo,

que  corresponde  a  una  disminuci6n  de  la  actividad  enzimatica
en    uri  35%  cuando     se  emplea  una  concentraci6n  de  10  mM.

O€ras  concentraciones  de acetilcolina,  carbamilco-

lina,  insulina  y progesterona,  aparte  de  las  que  se  muesEran

en  la  Tabla  VIII,  fueron  tambi6n  ensayadas:  no  se  obtuvo  nin-

giin  efecto  a  10  ni  40  pM,   en  ausencia  a  presencia  de  GIP-y-S
10   a   100   pM.

En experimentos controles ,  utilizando la misma pre-

paraci6n de membranas,  se puede apreciar que la adenililcicla-
sa presenta Tin comportaniento  normal,  siendo  estimulada  fuer-

temenLe  por  GTP-y-S  y  fluoruro,  en tanto  que  la  actividad es-
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TABLA  VI

ACTTV]DAD DE IjA FOSFOIIfASA C DE REhffiRANAS DE OOCITOS DE JXE72opus
ZaeL;I.s EN PRESENCIA DE POSIBLES REGULADORES Y

cONTROLEs REFERENTEs A ADENmclcLASA
( SUSTRATO: Ptd [2-3H]hs )

PRODUCTO FORMADO

Exp.     ADlcloN          cONCENTRAcloN      [2-3H]hi 1-p  +  [2-3H]inositoi   % Ac`ITvlDAD
(LLM)        (mM)                                       (dpm)

nin8una

GTP-y-S

GDP-a-S

Nap

10
100

10
100

11

Acetilcolina            20
+  GTP-y-S        100

Gal.bandcolina      20
+  GTP-y-S        100

nH-
GTP-y-S                loo

Progesterona         10
+  GTP-y-S        100

hsu]ina                 10
+  GTP-y-S        100

H  ACTIVIDAD ADENELCICLASA

nH-
GTP-y-S                  100

GTP-y-S                  100
+ Progesterom      5

Nap

4.210  ±125

4.084  ± 182
4.125  ±  96

3.999  ±105
4.144  ± 122

3.578  ±137
2.736  ±  88

3.494  ±109
3.620  ±155

3.557  ±194
4.505  ±141

5.097  ±172

5.250  ±161

4.128  ±282
4.828  ± 177

5.110  ±237
4.893  ±212

[32p] cArm
(pmoles/mg 30 in)

9,3  ±0,35

111,9  ±0,30

76,5  ±0,5

149,3  ±15

100

97
98

-95

98

S5
65

83
86

88
107

100

103

81
95

114
96

1.605
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TABIA vm  AurvlDAD DE IA FOsFolmASA c DE MEMRRANAs DE Oocmos DE  .,
Jzinpus Zagds EN PBESENorA DE POSIBIES BEGUIADOBES Y
cONTBOIEs REFEBENTEs A ADENHrmorASA
(SUS"TO: Ptd [2-3E] hs)

ii;]d:ie::Ori:a:s:¥::di:e::e::::e¥a::ke±::cii=£:Edil:¥n:i;+i?£7:::°¥+e!St;:o5:it:pe::
Luego se detiene la reacci6n, se separa la face acuosa y se alializa por HPLC, como se indica
en Materiales y M6todos. I.a radiactividad en las fracciones que corresponden a [2-3H] hs 1-P
y[2-3H]inositolsedeterminanporespeetrometridecentelleoh'quidoyhactividadenziiniica
se  expresa  como  los  productos  formados  (dpm)   en  10  minutos.  I  y  H  representan  2
experinentos diferentes. IH corresponde a la determinaci6n de la actividad adenililciclasa, 1a
cual se realiza incubando las membranas en presencia de [a:-32P] ATP 0,1 mM (600 dpm/pmol)
durante 30 minutos, luego de lo cual el CARE sintetizado se aisla por una doble cromatografia
en DOWEX-50 y altimina, se cuantifica su radiactividad por espectrometrfa de centeneo h'quido
y la actividad enzinatiea se expresa como los pmoles de cAIff sintetizados en 30 I]inutos y
por mg de proteinas. El 100% se asigna en cada caso a h actividad en ausencia del posible
regulador. Cada valor corresponde al promedio ±  desviaci6n estindar de los dupheados de un
nino expeinento.
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timulada  por  GTP-y-S  cae  signif icat.ivamente  en  presencia  de

progesterona  (Jordana  y  col.,1981  a;  Jordana  y  col.,1981  b;

Jordana  y  col.,1984) .   Esto  se  muestra  en  la  Tabla  VIII.

Cabe  sefialar que  esta  demostrado  que  la  inhibici6n

par  progesEerona  s6lo  se  observa  cuando  la  enzima  es  activada
a  Erav6s  del  EraLamiento  con  GTP-y-S  (Jordana y col. ,   1981  a) ,

por  lo  cual  en est.os  experimentos  no  se  incluy6 un  control  con

progesterona  sola.
La  Tabla  IX muestra  a  su  vez  que,  usando  coma  sus-

Erato  Ptd  [2-3H]   Ins  4,5-P2,   la  actividad  de  la  fosfolipasa  C

de  las  membranas  aisladas  no  se ve  afectada  en  forma  signifi-

cativa  par  ninguno  de  los  sigiiienEes  compuestos  ensayados:

GIP-y-S,  GDP-P-S,  carbamilcolina,  insulina y progesterona.  En

cambio,  el  fluoruro  10  mM disminuye  la  actividad  enzimatica  a

la mitad.

La   carbamilcolina  y  las   hormonas   progesterona  e

insulina  se ensayaron tambien en concentraciones  diferentes  a

las   que   se  indican  en  la  Tabla  IX,   no  encon€randose  ningiin

efecto  a  10   pM  ni  40   prM,   en  ausencia  o  presencia  de  GTP-y-S

100   pM.

Nuevamente,  como  se  puede  apreciar  en  la  Tabla  IX,

los  experimenEos  controles con la misma preparaci6n de membra-

nas  mues€ran que  la  adenililciclasa esta  activa y responde  en

la  forma  esperada  a  GTP-y-S,  progesterona y  fluoruro  (Jordana

y  col.,1981  a;  Jordana  y  col.,1981  b;  Jordana  y  col.,1984) .
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TABLA   K

ACTIVIDAD DE IA FOSFOIIEASA C DE nmMBRANAS DE OOCITOS DE Jxbnopas

Laez;z.s EN PRESENCLA DE PosmljES REGULADORES Y

cONTROIEs REFERENTEs A ADENmclcLASA.

( SUSTRATO: Ptd[2-3H]Ius 4,5-P2)

PRODUCTO FORMADO
EXP.     ADICION           CONCENTRACION                     [2-3H]Ius 1,4,5-P3

(HM)       (mM)                                    (dpm)
% ACTIVIDAD

ninguna

GTP-y-S                  100

GDP-P-S                  100

Carbamjlcolina      2 5
+  GTP-y-S        100

Progest erom        10
+  GTP-y-S        100

Insulina                  10
+  GTP-y-S        100

fluoruro de sodio                       10

ACTIVIDAD ADENELCIcljASA

11        ingr-

GTP-y-S                  100

GIP-y-S                 100
+  Progesterona      5

fluoruro

13.431  ±113

13.362  ±203

12.759  ± 107

ra.423  ±i76
12.589  ±231

13.134  ±231
13.028  ±262

14.774  ±198
13.834  ±262

7.406  ±300

[32p] CAMP
(pmoles/mg 30 in)

15,1  ±0,9

154,9  ±8,9

113,5  ±13,5

237,7  ±3,3

92

98
103

98
103

110
97

55

1.574
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TABIA K  ACHvmAD DE IA FOsrolmASA C DE MF:rmRANAS DE oocmos DE
2Zinpus Jaez7is EN PBESENorA DE POSIBIES BEGtJI.ADOBES Y
CONTBOIES BREERENTES A ADENHJlicICIIASA
(susrmnoptd [2-3H hs 4,5Tp2)

119 pg de proteinas de membranes se incuban durante 2 minutos con 5,7 pmoles de Ptd. [2-3H]
hs 4,5-P2  (110000 dpm), en presencia de Ptdlns 4,5-P2  64 pM y de hs 1,4,5-P3 2 mh[ de
acuerdo a las condiciones indicadas en Materiales y M6todos, pero adicionando ademfs los
compuestos que se sefialan en h tabla. Ija concentl.aci6n de Ca+2  es 25..Tffi4: Lu`ego. se detiene
h reacci6n, se separa la fase acuosa y se ana]iza por RELC, como se indica en Materiales y
M6todos.  Ija  radiactividad  en  las  fracciones  que  coITesponden  a  [2-3H]  Ins  1,4,5-P3  se
determina por espectrometrfa de ceDtelleo h'quido y h actividad enzinatica se expresa como
el producto formado (dpm) en 2 minutos. I y H representan 2 experinentos diferentes. H
corresponde a ha determinaci6n de la actividad adenililciclasa, la cual se realiza incubando las
membranas en presencia de [a-32P] ATP 0,1 mM (600 dpm/pmol) durante 30 minutos, 1uego
de lo cual el cAIff sintetizado se aisla por rna doble cromatografia en DOWEX-50 y ahimina,
se cuantifica su radiactividad por espectrometri de centeueo h'quido y h actividad enzimitica
se expresa como los pmoles de CAMP sintetizados en 30 minutos y por pg de proteinas. El
100%  de asigna en cada caso a la actividad  en ausencia del posible regulador.  Cada valor
corresponde al promedio  ±  desviaci6n estindar de lo duplicados de un mismo experinento.
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DISCUSION

A.-     ESTUDIOS  SOBRE  IiAS  ROTAS  IHEABOIilcAS  EN  QUE  PARTICIPA Eli

FOsFATIDILINOslTOL  4-roNOFosFATO  EN IEIERAHzrs  DE  ooclTos

DE  Xenopus  laevis

A.1.  I-as qulnasas que caEalizan la sinEesis y la fosforilaci6n
del  fosfa€idilinosiEol  4-monofosfato

En estudios  previos  realizados  en este  laboratorio

se  es€ableci6  que  la  fosforilaci6n  del  PEdlns  de  la  membrana

del  oocito  tiene como resultado  la  sintesis  de  fosfa€idilino-
siEol monofosfato,  el  cual  es  posteriormente  degradado  por  la

misma preparaci6n de membranas  que  contiene  a la enzima  fosfo-

rilante   (Carrasco  y  col.,1989) .

El  primer  objetivo  de  esta  tesis   fue  justamente

clef inir  las  reacciones  que  dan  cuenta  de  la  degradaci6n  del

fosfatidilinositol  monofosfato   en  las  membranas   de   oocito,

bajo  las  mismas  condiciones  en  que  se  estudi6  la  sintesis  de

esLe compuesto  en trabajos  anteriores  (Carrasco y col. ,1989) .

Un  punto   importanLe   que   los   esLudios   previos   no

habian definido es  si  el  fosfatidilinosifol monofosfato  gene-

rado   por   las   membranas   aisladas   de   oocito   corresponde   al

PEdlns  4-P  o  al  PLdlns  3-P.  En  la  sintesis  del  primero  inter-
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viene una fosf atidilinosiEol  4-quinasa y en la del  segundo una

fosfatidilinos.iLol  3-quinasa  (Carpenter  y  Cantley,1990).  La

quinasa que  fosforila  al  Ptdlns  en  la posici6n  4  del  inosiLol
participa    en    la    via    que    conduce    a    la    sinfesis    del
PEdlns  4,5-P2,  precursor  de  Ins  1,4,5-P3  y DAG,  el  primero  re-

gulador  de   la   liberaci6n  de   Ca+2   intracelular  y  el   segundo
activador  de  la  proteina  quinasa  C  (Berridge  e  Irvine,1989) .

Par  su  parte,   la  Ptdlns   3-quinasa  es  una  de  las

proteinas   citoplasmaticas   que   se  asocian  con  receptores   de
fac€ores  de  crecimienEo  y  el  producto  de  algunos  oncogenes,

£odos  los  cuales  Eienen  en  comfin  el  consLituir  probeinas  con

acEividad tirosina  quinasa  (Cantley y col. ,  1991) .  En  efec€o,

la  Ptdlns  3-quinasa  se  ha  encontrado  asociada  a  la  proteina

producto   del   oncogen  src  viral   (pp   60V-Src)   (Sugimoto  y  col.,

1984) ,   el  complejo  formado  por  el  antigeno  T  media  del  virus

po|ioma   con   pp   60V-g=C   (Whitman  y   col.,1985;   Kaplan  y   col.,

1986),   el   receptor   del   factor   de   crecimiento   derivado   de,

plaquetas  (PDGF)   (Kaplan y col. ,1987) ,  el  receptor del  factor
estimulador   de   colonias-1    (Varticovski   y   col.,    1989),    el

receptor  de  insulina  (Endemann y  col. ,   1990;  Ruderman  y col. ,

1990)   y   el   receptor   de   EGF   sobreexpresado   (Bjorge   y   col.,

1990) .  Por  esEa  raz6n y  dado  tambi6n  que  la  actividad  de  esta

enzima    se    encuentra    aumentada    en    celulas    esEimuladas    a

proliferar,  ella  ha  sido  implicada  como  formando  parte  de  un
mecanismo   de   transducci6n  de   sefiales   para  la  proliferaci6n

celular y transformaci6n  (Cantley y col. ,  1991) .  Sin  embargo,
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es  imporEanfe  sefialar  que  el  Ptdlns   3-P  es  un  consEituyente

normal   pero   muy   minoritario   en   celulas   que   no   estan   en

proliferaci6n  y  en  celulas  no  transformadas   (Whitman y  col. ,
1988;     Anger    y    col.,     1989;     Kucera    y    RiEEenhouse,     1990;

Cunningham   y   col.,    1990).    Cabe   tambi6n   considerar   que   el

oociLo  de  Xenopus  laevis  posee  receptores  para  insulina,  log

cuales     podrian    estar    en    relaci6n    con    una     actividad

Ptdlns  3-quinasa.

La  fosfatidilinosiEol  quinasa presente  en las mem-

branas  de  oocitos  results  ser  sensible  a  la  inhibici6n  por
adenosina  y  ADP.  En  efecto,   la  reacci6n  de  fosforilaci6n  del

Ptdlns   es   inhibida   en  un   80%   por   adenosina   200   pM  y  en  el

mismo  porcentaje  par  ADP  1  mM.  La  inhibici6n  par  adenosina  y

ADP,  de  tipo  competitivo  con  respecto  al  ATP,  constituye  una

propiedad  caracteristica  de  las  Ptdlns  4-quinasas   "tipo  11'',
en  Eanto    que  las  Pbdlns  4-quinasas   "tipo  Ill"    y  las  PEdlns

3-quinasas   ("tipo  I")  no  son  afectadas  (Whitman  y  col.,1987;

Carpenter  y  Cantley,   1990) .

Considerando que la o las Ptdlns quinasas presentes

en  la  membrana  del  oocito  se  comporten  frente  al  ADP  y  a  la

adenosina  en  forma  similar  a  coma  lo  hacen  todas  las  Ptdlns

quinasas  estudiadas  hasLa  la  fecha,  los  resultados  obtenidos

pemitirian concluir que en  la membrana del  oocito  se encuen-
tra   mayoritariamente   una   Ptdlns   4-quinasa,   es   decir,   una

quinasa  que  fosforila  al  Ptdlns  en  la  posici6n  4  del  anillo
inositol  y,   por  consiguiente,   el  producto  principal  que  se
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obtiene   como   resultado   de   la   fosforilaci6n   del   Ptdlns   -en

membranas  de  oocitos  es  el  Ptdlns  4-P.

Para  dilucidar  esEe  punto  en  forma  clef initiva  se

propone   como   trabajo   futuro   determinar   directamente   si   el
•fosfatidilinositol monofosfato  sintetizado en este  sistema es

el  Ptdlns   4-P  o  el  Ptdlns   3-P,   a  bien,   si  hay  sinEesis  de

ambos.  Para realizar este estudio  se dispone de las  herramien-

€as   analiticas   necesarias   (Whitman  y  col.,1.988).   Por  otra

parte,   seria  interesante  estudiar  lo  que  sucede  en  oociLos
Eratados   con  insulina,   comparados   con  oocitos   no  tracados,

puesto que  se ha descriLo en otros  sisLemas  que el tratamiento
con  esta hormona provoca  una  activaci6n de  la Ptdlns  3-quina-

sa,  probablemente  relacionada  con la  asociaci6n  fisica  que  se

esfablece enfre  la enzima y el recepEor de  insulina  (Endermann

y  col.,1990;   Ruderman  y  col.,1990).

EI  Pbdlns  4-P  generado  es  posEeriormente metaboli-

zado  por   la  misma  preparaci6n  de  membranas  y  en  las  mismas

condiciones experimentales en que es  sinteEizado,  es decir,  en

presencia  de  Mg+2  y  en  ausencia  de  Ca+2  agregado.

Como ha quedado establecido,  al utilizar  [y-32p]  ATp

para fosforilar el Ptdlns  end6geno de  la membrana,  se sinEeti-
za  [4-32P]  Ptdlns  4-P  y,   si  se  bloquea  la  incorporaci6n  de  32P

en  esEe  compuesEo  diluyendo  el  [y-32P]  ATP  con un  exceso  de ATP

no   radiactivo,   se   observa  que   la  radiactividad  de|   [4-32p]

Ptdlns  4-P  se va perdiendo  en el  tiempo.  En estas  condiciones,

la radiactividad que  se pierde no  se recupera en Ptdlns  4,5-P2
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ni  en liso Ptdlns  4-P.  Con respecto  a  la generaci6n del prime-

ro  de  los  noinbrados,  se  sabia por es±udios  previos  de este  la-

boraEorio  que  al  incubar  membranas  de  oocitos  con  [y-32P]  ATp

la  incorporaci6n  de  marca  en  el  bisfosfato  es  muy  baja  si  se

compara  con  la  que  se  obtiene  en  el  monofosfato   (Carrasco  y

col. ,1989) .  Ahora bien,  si  se  analizan  los  antecedenLes  de  la

literatura  sobre  la  localizaci6n  subcelular  de  la  enzima  en
otras  celulas,  se  puede  apreciar  que  ella  ha  sido  encontrada

tanto   en  meinbrana   plasmatica   (Smith  y   Chang,    1989;   Ling  y

col.,     1989)    como    en    citosol    (Van   Rooijen   y    col.,    1985;

Lundberg  y  col.,1986),   asi  como  tambi6n  en  ambos  comparti-

men€os    subcelulares     (Van    Dongen   y    col.,     1984;    Cochet    y

Chambaz,1986;  Bazenet  y  col. ,1990) .  Asi,  se  procedi6  a  esEu-

diar  la  actividad  de  la  Ptdlns  4-P  5-quinasa  en  membranas  y

sobrenadante  de  100000  x g de  oocitos y los  resultados  indican

que  la  enzima  se  encuentra mayoritarialnen€e  en  las  meinbranas.
La  adici6n del  sobrenadante  de  100000  x g al  ensayo

realizado  con  membranas  y   [y-32P]  ATP  no  varia     la    relaci6n

enEre  los  productos  Ptdlns  4-P  y  Ptdlns  4,5-P2,   con  respecto

a   lo   que   se   obtiene   con  membranas   solas,   sin  embargo,   las

actividades  especif icas  de  ambas  quinasas  son  menores  a  las

esperadas   de  acuerdo  a  las   obEenidas   con  cada   fracci6n.   Se

requiere de un mayor estudio para tener la explicaci6n de este

hecho    puesto    que,    dada    la    complejidad    de    la    fracci6n

sobrenadante,  existen varias  posibilidades.  Entre  ellas,  que

ocurra   una   rapida   remoci6n   de   los   productos   Ptdlns   4-P   y
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Ptdlns  4,5-P2  a  medida  que  se  sintetizan  en  la  membrana,  par

acci6n  de   una   o  mss   enzimas   del   sobrenadante,   o   bien,   una

mayor   hidr6lisis    del    [y-32P]    ATP.    Tambien   es    posible    la

exisEencia  en  la  fracci6n  sobrenadante  de  uno  o  mss  inhibi-

dores  que  af eaten  la  actividad de  la  Ptdlns  4-quinasa y de  la

Ptdlns  4-P  5-quinasa  de  la  membrana.

La  actividad especifica  de  la Ptdlns  4-P  5-quinasa

en membranas  de  oocitos  result6  ser  10  veces  menor  a ala  de  la

Ptdlns  4-quinasa y,  si bien es  cierto que  la Ptdlns  4-P  5-qui-
nasa  puede  .ser menos    activa  o    estar  en   menor    cantidad  que

la  Ptdlns  4-quinasa  en  la membrana  del  oocito,  tambi6n pueden

planEearse  otras  posibilidades.  Una  de  ellas  es  que  el  Ptdlns
4,5-P2  en la membrana  aislada est6  siendo  rapidamente  removido

a medida  que  se  va  formando,  a  trav6s  de  una  actividad  fosfo-

lipasa  C  a  alguna  otra  reacci6n  afin  no  definida.  Otra  es  que

la  enzima  sea  activada  a  trav6s  de  algiin  mecanismo  que  est6

interrumpido  en  la membrana  aislada  debido,  por ejemplo,  a  la

perdida  de  alguna  molecula  reguladora  durante  el  proceso  de

preparaci6n de  las membranas.  Tambien es  posible que  la enzima
sufra  un  proceso  de  proteolisis   durante  el   fraccionamiento

celular,  y  de  aqui  que  serfa  necesario  realizar  un  estudio
compara€ivo   usando   membranas   preparadas   en   ausencia   y   en

presencia  de  inhibidores'  de  proteasas.  En  contra  de  estas  dos
filtimas  hip6tesis  estan  los  resultados  obtenidos  al  incubar
oocitos   enteros   con   32P±,   puesto   que   en   estas   condiciones

tambien  el  Ptdlns  4,5-P2  radiactivo  se  encontr6  en  concentra-
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ci6n  muy  baja  y  menor  que  el  Ptdlns   4-P   (Carrasco,   1990)   lo

cual  parece  indicar  que  efectivamente  en  el  oocito  la  enzima

se  encuentra  menos   activa  o  en  menor  cantidad  que   la  otra

quinasa.  Sin embargo,  siendo  la Ptdlns  4-P  5-quinasa la enzima
responsable  de  reponer  el  Ptdlns   4,5-P2  hidrolizado  par  la

fosfolipasa   C   en   la   celula   estimulada,   es   posible   que   su

actividad  sea  baja  en  la  celula  no  estimulada,   pero  que  su

actividad  aumente,   a  trav6s  de  un  mecanismo  afin  no  conocidc},,

cuando  el  sistema  de  transducci6n  de  sefiales   acoplado  a  la

fosfolipasa  C  es  estimulado  par  la  uni6n  de  un  ligando  a  un

receptor  de   la  membrana   celular.   ResulEados   experimentales

recientes   (Moritz  y  col.,1992)  muestran  que  el  acido  fosfa-

tidico   es   un  potente   activador  de   la  PEdlns   4-P   5-quinasa

presente  en  membranas  aisladas  de  cerebra  de  bovino,   aumen-
Eando  20  veces  la  actividad  de  la  enzima  a  una  concenEraci6n

de  80  pM.   ESEe  efecto  es  especifico  puesto  que  no  se  obtiene

con ningiin  oEro  fosfolipido.  Tambien  se  investig6  si  el  acido

fosfaEidico  ±iene  efecto  al  ser  generado  end6genamente,  para

lo  cual  se  trataron  las  membranas  con  fosfolipasa  D,   enzima

que  genera  acido  fosfatidico  por  hidr6lisis  de  fosfolipidos,

para  luego  incubarlas  con  [y-32P]  ATP.  En estas  condiciones  hay
un   aumento   de  mss   de   dos   veces   de   la  marca   incorporada  en

Ptdlns  4,5-P2,  mientras  la marca  que  se  recupera  en PEdlns  4-P

permanece  sin variar  con respecto  a  las  membranas  sin tratar.
La  posible  implicancia  fisiol6gica  de  estos  datos

experimentales se discutiran mss adelante,  puesto que resulta-



167

dos  de  esca  Cesis  e  imf ormaci6n  de  la  literatura  indican  que

el  acido  fosfatidico  tambi6n  activa  a  la  fosfolipasa  C.

A.2.  La hidr6lisis  del  fosfaEidilinosiEol  4-monofosfaEo

Dado  que  la radiactividad  que  se  pierde  de|  [4_32p]

Ptdlns  4-P  no  aparece  asociada  a  ningfin  otro  compuesto  de  na-

Euraleza  lipidica  detectable  por  cromatografia  en  capa  fina,

se  concluy6  que_dicha  perdida  debfa  ocurrir  a  trav6s  de  una

reacci6n de hidr6lisis con la generaci6n de productos hidroso-

lubles.  Analizando  es fa posibilidad se  observa que  la perdida

de|  32p  desde  e|  [4-32P]  Ptdlns  4-P  puede  ser  explicada  a  tra-

ves  de  dos  reacciones  hidrolfticas  diferentes,  rna catalizada

por rna  fosfomonoesterasa  (reacci6n A)  y  la  otra por una  fos-
folipasa  C   (reacci6n  a) :

A)   [4-32P]   Pfd|ns  4--P  +  H20  ->  Ptd|ns  +  32p±

8)   [4_32p]   Ptd|ns  4-P  +  H20  ->   [4-32P]   Ins   i,4-P2  +  DAG

Una  de  ellas  o  las  dos  podrian  dar  cuenta  de  la
degradaci6n  del  Ptdlns  4-P.

Para  dilucidar  este  punEo  se  procedi6  a  analizar
los  producEos  de  la  reacci6n de  hidr6lisis.  Cuando  se ufiliz6

[4-32P]   Ptd|ns   4-P  ex6geno  se  obtuvo  como  finico  producto  32P±.

Esto  es  indicativo  de  la presencia  en  la mehorana  de  una  fos-

fomonoesterasa,  sin  embargo,  no  es  una  evidencia  concluyente

puesto  que    se  habria    obtenido  nn    resul€ado  similar  si  el
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[4_32p]  ptd|ns  4-P hubiese  sido hidrolizado por una fosfolipasa
C  y,   a  su  vez,  el  [4-32P]   Ins  1,4-P2  resul€an€e  se  desfosfori-

1a  para  generar  inositol  libre:
H20

[4_32p]   |ns  1,4-p2  L>   [4-32P]   |ns  4-P  +  p]
H2o tl

inositoi  +  32p±

Para que esta proposici6n fuese valida,  debfa darse

la  condici6n  de  la  presenci.a  en  las  membranas  del  oocito  de

fosfomonoesEerasas  capaces  de  hidrolizar  al  Ins   1,-4-P2  has€a

inositol  libre  (Majerus,  1992) .  En  los  experimentos  disefiados

para  analizar  este  aspecLo  se  comprob6  que  ef ectivamente  di-
chas  enzimas  estan  presenEes  en  el  sistema  de  oocitos.

La  cuesti6n  de  la  naturaleza  de  la  reacci6n  de  hi-
dr6lisis  que explique la degradaci6n del  [4-32P]  Ptdlns  4-P  fue

resuelta  utilizando  como  sustrato  el  Ptd   [2-3H]   Ins   4-P.   En

esEe  caso,   las  dos  reacciones  posibles  son:

A)   Ptd   [2-3H]   Ins   4-P  +  H20  ---- >  Ptd   [2-3H]   Ins   +  P±

a)   Ptd   [2-3H]   Ins   4-P  +  H20  ---- >   [2-3H]   Ins   i,4-P2  +  DAG

En el  caso de  actuar una  fosfolipasa C  (reacci6n 8)

y  generarse   [2-3H]   Ins  1,4-P2,  6ste  serfa  hidrolizado  por  las
fosfomonoesEerasas  de  inositol  fosfatos  de  la  membrana,  pero

este  problema  se  obvi6  agregando  un  exceso  de  Ins   1,4-P2  no
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radiactivo,  el cual satura la reacci6n de hidr6lisis y afrapa-
ria  al  producto  radiactivo.

Al utilizar el  sustrato tritiado  se pudo  comprobar

que   mss    del    80%    de    la   radiac±ividad   que    se   pierdedel
Ptd  [2-3H]  Ins  4-P  se  recupera  en Ptd  [2-3H]  Ins,  no  aparecien-

do   marca   en   otros   compuestos   de   naturaleza   lipfdica   como

Ptdlns   4,5-P2   (el  experimenEo   se  realiza  en  ausencia  de  ATP

ex6.geno)   o  liso  Ptdlns  4-P.  Estos  resulfados  demostraron  que

el Ptdlns  4-P es  degradado preferencialmente por acci6n de una

fosfomonoesEerasa  para  formar  Ptdlns  y  P±.

En  esEos  experimentos  fambisn  se  genera una  canLi-

dad  pequefia  pero  significativa  de   [2-3H]   Ins   1,4-P2,   lo  cual

demostr6  la  presencia  en  la  membrana  del  oocito  de  una  acti-

vidad  fosfolipasa C capaz  de  hidrolizar al  Ptdlns  4-P.  Como  se

vera  mss  adelante  las  condiciones  usadas  en  este  ensayo,  Mg+2

10  "  ¥  Ca+2  total   15   Hm   (deferminado  por  espectroscopia  de

absorci6n at6mica)  son claramente sub6ptimas para esca enzima.

Sin   einbargo,   nuestro   objetivo   en   este   capitulo   fue   el   de

definir las vias  responsables de la degradaci6n del Ptdlns  4-P

precisamenEe  bajo  esLas  condiciones.

Al  incubar  las  membranas  de  oocitos  con  Ptd  [2-3H]

Ins  4-P tambi6n se observ6  la  formaci6n de  inositol monofosfa-

±o  e  inositol  tritiados.    Puesto  que  la    transfomaci6n  del

[2-3H]   Ins   i,4-P2  en  dichos  compuestos  esta  bloqueada  por  la
adici6n  de   un  exceso   de   Ins   i,4-P2  no   radiactivo,   la  otra

posibilidad  es  que  el  inosi±ol  monofosfaEo  se  este  generando
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a partir  del  Ptd  [2-3H]  Ins  que  proviene  de  la  hidr6lisis  del

PEd  [2-3H]  Ins  4-P.  A su vez  el  inositol  monofosfato  generaria

inosiLol  par  hidr61isis.  Mediante  el  uso  de  Ptd  [2-3H]   Ins  se

pudo comprobar que ef ectivamente este compuesEo es hidrolizado

par la preparaci6n de membranas y bajo  las  condiciones  de esfe
ensayo  para  formar  inositol monofosfato,  lo  cual  demuestra  la

presencia en la membrana del  oocito  de una  fosfolipasa C  capaz
de  uEilizar  este  fosfoinosiEido  como  susLrato.   Sin  embargo,

debido  a  las  condiciones  sub6ptimas  para  esta  enzima,  ya men-

cionadas,  se  obtiene  la  hidr6lisis -de  s6lo  el  5%  del  sustrato

radiacEivo.  De acuerdo a la estructura del Ptdlns,  el inosiEol

monofosfato  que  se  foma  a  partir  de  Sl  debe  ser  el  Ins  1-P.

Considerando los resultados obtenidos en el estudio

de  las  vias  de meEabolizaci6n del Ptdlns  4-P en membranas  ais-

ladas  de  oocito,  se  propone  que  este  fosfolipido  de  inositol

se  degradaria  mayoritariamente  a  traves  de  la  siguiente  se-
cuencia  de  reacciones,   en  presencia  de  Mg+2  y  en  ausencia  de

Ca+2   ex6geno:

H20        Pi

Ptdlns  4-P   u> Ptdlns

:;OG]         H2o       PI
Ins 1-P   u> inositol

De  los  experimentos  realizados  para  estudiar  las
reacciones  que  dan  cuenta  de  la  degradaci6n  del  Ptdlns   4-P
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surgieron  fambi6n  daEos  de  inferes  con respecEo  a  las  enzimas

responsables  del  meLabolismo  de  los  inosiLol  fosfatos  en  las

membranas  de oociLo.  Asi por ejemplo,  se encontraron activida-

des  enzimaticas  capaces  de  hidrolizar  al  Ins  1,4,5-P3,  al  Ins

1,4-P2 y al  Ins  1-P.  La  actividad que hidroliza al  Ins  1,4,5-P3

debe ser,  por extrapolaci6n a lo que ocurre en otros  sistemas,

una inosiEol polifosfato 5-fosfomonoesterasa.  La ac€ividad que

degrada al.Ins  1,4-P2 debe  corresponder  a la  inositol  p.olifos-

fa€o  1-fosfomonoesterasa,  por  antecedenEes  de  la  litera€ura y

resultados  de  es fa  fesis  al  analizar  el  producto  de  la  reacL
ci6n.   Par  filEimo,   es  una  sola  la  enzima  que  degrada  a  todos

los    inosiEol   monofosfatos,    con   excepci6n   del    Ins   2-P,    y

corresponde  a  la  inositol  monofosfaEo  fosfomonoesterasa.

De los resultados obtenidos,  la inosiEol monofosfa-

to  fosfomonoesterasa  aparece como  la memos  activa de  las  €res.

Sin   embargo,    en   otros    sistemas    estudiados    la   enzima   se

encuentra  en  la  fracci6n  soluble  y  no  asociada  a  membranas

(Ackermann  y  col.,1987;   Ragan  y  col.,1988) .   Por  6sto  seria

inEeresante analizar la distribuci6n subcelular de esLa enzima
en oocito,  de modo  tal  de  comprobar  si  en esta c6lula  la enzi-

ma esta exclusivamente en membranas,  si esta distribuida entre

fracci6n soluble y membranas,  o bien si la actividad encon±ra-

da  en  membranas  es  s6lo  minoritaria.

Ademas  se  demostr6  que  esta  enzina  es  inhibida por

el   Ins   1,4-P2.

A su vez,  tambi6n se  obtuvieron evidencias  experi-
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menEales   que   indican   que   el   Ins   1,4-P2   en   la   membrana   del

oociEo  es  hidrolizado  a  Ins  4-P  como  ocurre  en  Lodos  los  sis-

Eemas  estudiados  hasta  ahora  (Imai  y  Gershengorn,   1986;  Ragan

y  col.,1988;  Inborn y Majerus,1987),  pero  los  resul£ados  no

son  concluyentes  porque  no  se  dispuso  de  Ins  4-P  €ri€iado  que

sirviera  como  paEr6n  para  un  analisis  por  HPLC  que  diera  una

respuesta  definitiva.

8.-     pROplEI]ADEs    DE    IA   FosForoNOESTERASA   QUE    cAIALlzA   IA

HIDROLlsls  DEL  FOsFATIDII]  INoslroL  4--IIOHOFOsFATO

Coma  se  sefial6  en  la  Introducci6n  de  esLa  tesis,

existen escasos antecedenf es en la literafura sabre fosfomono-

esEerasas  que  degraden  Ptdlns  4-P  o  PLdlns  4,5-P2.   ESEe  tipo

de   enzimas   ha   sido   descrita   en  varios   sistemas   estudiados

(Harwood   y   Hawthorne,1969;    Schacht,1976;    Jolles   y   col.,

1981;  Marche  y  col.,1983;   Smith  y  Wells,1984;   Tooke  y  col.,

1984;  Knowles  y  I]awrence,1985;   Schafer  y  col.,1987;  Claro  y

col.,    1989;    Claro   y   col.,    1990),    pero   s6lo   la   enzima   de

envolLura   nuclear   de   higado   de   rata   ha   sido   objefo   de   un

estudio  sistematico   (Smith  y  Wells,   1984) .

La   hidr6lisis    del    [4-32P]    Ptdlns    4-P   end6geno,

sinLeEizado   a  parLir  de   [y-32P]   ATP  y  PEdlns   end6geno  de   la

membrana,   progresa   en  el   tiempo   has€a   que   se   ha   degradado

aproximadamenEe  un  60%  del  compuesto  radiactivo  presente  ori-

ginalmenEe.  La cuantia del  sustrato hidrolizado no aumenta ann
cuando  se continde  la  incubaci6n en el  tiempo.  No  se tiene una



173

explicaci6n  clef initiva  para  el  hecho  de  que  exisEa  una  frac-
ci6n  de|  [4-32P,I  Pfdlns  4-P  que  no  se  degrada.  Una  posibilidad

es  que  con  [y-32P]  ATP  se  est6n marcando  dos  conjuntos  diferen-

Ces  de  Ptdlns  4-P  y que  s6lo  uno  de  ellos  est6  accesible  para

la acci6n de la fosfomonoesEerasa.  La hip6tesis  de  la existen-

cia   de   diferentes   compartimenfos   de   fosfoinosi€idos   en   la

celula   esba   apoyada  por  una   serie   de   datos   experimenLales

(monaco,    1982;    Monaco   y   Woods,    198-3,;    Kor6h   y   Monaco,    1986;

Monaco,1987;   Inokuchi  e  Imboden,1990).   Otra  posibilidad  es

que  la  incubaci6n  de  las  membranas  genere.  irinibidores  de  la
fas f omc>noesteras a .

El estudio  de  las propiedades  de la Ptdlns  4-P  fos-

fomonoesEerasa  de membranas  de  oocitos  revel6  que  la  hidr6li-

sis   de  Pfdlns   4-P   catalizada  par  dicha  enzima  no   requiere

iones  metalicos  divalentes,  puesto  que  la  adici6n  de  EDTA  y

EGTA,   asi   como   la  presencia   de  Hg+2   o   de  Mg+2  y  Ca+2   en   forma

simultanea  no  afectan  a  la reacci6n.  Si  se  compara  con  la  de-

gradaci6n  de  Ptdlns  4-P  catalizada por  la  enzima de  envoltura
nuclear,   se  encuentra  que  en  este  caso  la  hidr6lisis  es  mss

rapida  en presencia  de  EDTA y  la  reacci6n es  inhibida  par  Ca+2

y  Mg+2   (Smith  y  Wells,   1984) .   A  su  vez,   la  enzima  de  membrana

plasmatica  del  tumor  de  c6lulas  a  de  raEa  es  activada por  Ca+2

(Tooke  y  col.,1984).

a             Es   conocido   que   el   Li+   ejerce   una   inhibici6n  de

tipo no competitiva sabre otras  fosfomonoesterasas  del metabo-

lismo de los compuestos  derivados del inositol,  especificanen-



174

Le  sobre  la  inosiEol  polifosfato  1-fosfomonoesEerasa  (Inhorn

y  Majerus,1987;   Inhorn  y  Majerus,1988;   Ragan  y  col.,1988;

Gee y col. ,1988  a)  y  sobre  la  inositol monofosfato  fosfomono-

esterasa   (Hallcher  y  Sherman,1980;   Gee  y  col.,1988  b).   Por

esEa raz6n se estudi6  si presenfa a no un efecto  similar  sobre

la Ptdlns  4-P  fosfomonoesterasa,  encontrandose  que  la  adici6n

de  Li+  al  medio  de  incubaci6n  no  modifica  la  hidr6lisis  del

•  Ptdlns  4-P.

La  acLividad  Ptdlns  4-P  fosfomonoesEerasa  de  men-

branas  d.a oocitos  result6  ser inhibida en un 50% par espermina

10  mM y  s6lo  muy  levemente  par  espermidina  a  la  misma  concen-

traci6n,  efectos  muy  parecidos  a  los  que  se  obtienen  con  la

enzima de envoltura nuclear de hepatocitos  de rata,  la cual es

ademas  estimulada  por  otra  poliamina,  la  putrescina  (Smith y

Wells,1984) .  Otras  enzimas  del metabolismo de  fosfoinosftidos

tambien     son     afectadas   por  poliaminas.      Entre   ellas,   la

Ptdlns   4-quinasa   de   membranas   plasmaticas   de   c6lulas   A431

(Vogel  y Hoppe,1986)  y  la  Ptdlns  4-P  5-quinasa  de  citosol  de
cerebro   de   rata    (Lundberg   y   col.,    1986),    las   cuales   son

acEivadas  par  esEos  policaEiones.

Coma   se  discutira  mss   adelanEe,   en  este  trabajo

fambien se enconEr6  que tan€o  la espermina como  la espermidina

afectan  a  la  actividad  fosfolipasa C  de membranas  de  oocitos.

Por otra parte,  en estudios previos  de es€e labora-

€orio  se  habia  observado  que  otro  policati6n,  la  polilisina,

estimula   significativamente   la   reacci6n   de   hidr6lisis   del
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Pfdlns   4-P   catalizada  por   la   fosfomonoesterasa   (Carrasco  y

col. ,1988) .  A su vez,  la polilisina Lambien afecta la activi-

dad  de  la  fosfolipasa C  de membranas  de  oocito,  como  se mostr6

en  los  Resultados.

Tanto el ef ecto inhibidor de las poliaminas  como su

efecto  activador  han  sido  inEerpretados  en  £Srminos   de  una

interacci6n entre el policati6n y el  fosfolipido cargado nega-
-tivamente   (Smith  y  Wells,1984;   Lundberg  y  col.,1986).   Sin

embargo,   en  el  caso  de  los  experimentos  que  se  realizan  con

membranas. es  dificil llegar a conclusiones  acerca del mecanis-

mo molecular a trav6s  de los  cuales  las poliaminas y polilisi-
na  afec€an  la  actividad  de  algunas  enzimas.  La  acci6n  del  po-

licati6n  puede  estar  relacionada  con  un  efecto  sobre  la  es-
fructura de  la membrana misma  o  bien,  con un efecto  a  nivel  de

la  estructura  de  la  enzima  afectada,  o  ambos.  La  capacidad  de

la  polilisina  para  romper  membranas   celulares  ha  sido  bien

documenLada  desde  los  trabajos  de  Quinton y Philpott  (Quinton

y  Philpo€E,   1973) .

La  neomicina,  un  aminoglic6sido  cargado  posi€iva-

mente,  €ambi6n afecta la actividad de la fosfomonoesterasa que

hidroliza  al  Ptdlns  4-P  en membranas  de  oocitos.  Su  acci6n  es

bifasica,  presen±ando un leve efecto esEimulador que es maxino

a   0,2   mM    (15%),    pero   a   concentraciones   mayores   de   0,6   mM

ejerce una inhibici6n,  disminuyendo la acEividad enzimatica en

un   55%   a   1  InM.   Tambisn  en  esta  tesis   se   demostr6   que   este

antibi6tico  altera  la  actividad  de  la  fosfolipasa  C  de  las
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membranas     de    oocito,     presentando    nuevamente    un    efecEo

bifasico.

Se  sabe  que  la  neomicina  altera  el  metabolismo  de

fosfoinositidos.  La Ptdlns  4-P  fosfomonoesterasa  de membranas

de oocitos  tiene un comportamiento  frente a la neomicina simi-

lar   al   de   la   enzima   de   envoltura  nuclear   (S]nith  y  Wells,

1984) .  En  otros  sistemas  estudiados,   la  hidr6lisis  de  Ptdlns

4-P   y  Ptdlns   4,5-P2,   caEal±-zada  por   fosfomonoesterasas,   es

inhibida por neomicina,  pero sin presentar el efecto estinula-
dor  que  se  observa  a  bajas  concentraciones  con  la  enzima  de

oociLos  y  la  de  envoltura  nuclear   (Orsulakova  y  col.,1976;

Schacht,  1976) .  Tambi6n  el  antibi6tico  afecta  a  otras  enzimas

del  metabolismo    de    fosfoinositidos,  entre  ellas,  la  Ptdlns
4-quinasa   de   membranas   de   oocito,   con   la   cual   tambisn   se

obtiene  un  efecto  bifasico  (Carrasco y col. ,   1988) ,  la  Ptdlns

quinasa  de  membranas  de  eritrocitos  de  rata   (Marche  y  col.,
1983)   y   tanLo   la   Ptdlns   quinasa   como   la   fosfolipasa   C   de

fibroblastos    (Carney  y   col.,1985).   En   estc)s   tres   filtimos

casos  s6lo  se  ha  descrito  un  efecto  inhibidor.

La  neomicina  se  une  fuertemente  a  Ptdlns  4,5-P2  y

Ptdlns   4-P,   presentando  una  afinidad  algo  menor  por  Ptdlns

(Williams  y  Schacht,  1986) ,  y  se  atribuye  su  efec€o  inhibidor
a una  interacci6n i6nica entre el  antibi6tico y el  fosfolipi-
do.  I.a  estimulaci6n  que  se  logra  en  algunos  casos  a  baja  cc>n-

centraci6n de neomicina podrf a  deberse  a efectos  del  antibi6-

Lico  a  otro  nivel,  como  podria  ser un  efecfo  sobre  la mehora-
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na,   sobre  la  enzima  misma  o  sobre  ambas.

Es  inEeresante  destacar  que  varios  de  los  efectos

de  las  poliaminas  encontrados  in  vitro  se  logran  a  concenEra-

ciones  de  6stas  que  son  semejantes  a  su  concentraci6n  en  las

c6lulas   (0,i-4  mM) .   Su  actividad  sobre  el  metabolismo  de  los

fosfoinositidos  podria relacionarse con la postulaci6n de  que
es€as  poliaminas  estarfan  jugando un  importante papel regula-

dor en diversos  aspectos del metabolismo y proliferaci6n celu-

lar   (Tabor  y  Tabor,   1984) .

El   fluoruro,   ion  que  constituye  un  irinibidor  de
fosfomonoesLerasas   acidas  en  general   (Igarashi  y  Hollander;-

1968) ,  estimula  la  actividad  fosfomonoesterasica  de mehoranas

de   oociEos.    En   efecto,    con   una   concentraci6n   de   5   mM   se

obtiene  una  estimulaci6n  de   50%,   la  cual   no   aunenta  si   se

varia la concentraci6n de  fluoruro hasta  10 rm.  Esta propiedad

Eambi6n ha sido descrita para la enzima equivalente de corteza

cerebral  de  rata.  (Claro  y  col.,1990),  mientras  la  Ptdlns  4-P

fosfomonoesterasa de retfculo  sarcoplasmatico  es  inhibida por

esfe  ion  (Schafer y col.,1987) .  A su vez,  la  enzima  de  envol-

tura  nuclear  de  hepaEocitos  no  es   afectada   (Smith  y  Wells,

1984)  .

Se  sabe  que  el  fluoruro  en  combinaci6n  con Al+3,  en

foma  de  AIF4-,   activa  a  las  proteinas  G,   involucradas  en  la

activaci6n  de  la  fosfolipasa  C  acoplada  a  receptor  (Hepler  y

Giinan,1992) ,  y la  acci6n de  este  ion sobre  la  fosfomonoeste-

rasa abria la posibilidad de que la enzima estuviese de alguna
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manera  tambien  regulada por  proteinas  G,  afin  cuando  no  exisEe

ningdn antecedente  en la liEeratura que  apoye  es€a hip6tesis.

Sin embargo,  en confra de esca idea es€an los  datos  experimen-

Lales   ob€enidos   en  esEa  Eesis   al  esEudiar  el  efecto  de  la

acetilcolina   en presencia  de   GTP-T-S  sobre  la hidr6lisis  de

Ptdlns  4-P.  Se  sabe que  la uni6n de  acetilcolina a su receptor

estimula  a  la  fosfolipasa  C,  con  la  generaci6n de  Ins  1,4,5-P3

y DAG,  proceso  acoplado  a  proEeinas  G y  descrito  en una  serie

de  fipos  celulares,  entre  ellos  el  oocito  de  Xenopus  laevis

(Oron y col. ,1985) .  Sin embargo,  la aceLilcolina en presencia
de  GTP-y-S  no  afecta  la  hidr6lisis  del  Ptdlns  4-P  en  las  mem-

branas  aisladas.

El tartrato,  otro compuesto descriEo como inhibidor

de fosfomonoesterasas  acidas en general  ( Igarashi y Hollander,

1968),  tambi6n  presenta  un  efecto  activador,  mientras  que  el

fosfaEo,  el  producto  de  la reacci6n e  inhibidor  de  fosfomono-

esEerasas  alcalinas  (Cox y col.,1967)  inhibe  parcialmente  la

hidr6lisis  del  Ptdlns  4-P.  La  enzima  de  envoltura  nuclear  de

hepatocitos  no  es  afectada par ninguno  de  es€os  dos  inhibido-

res   (Smith  y  Wells,1984).

Para explicar el estimulo por estos dos  inhibidores
de  fosfomonoesterasas  se  podria  pos€ular  que  la  actividad  de

la  fosfomonoes€erasa es  estimulada por  alguna esfructura  fos-

forilada,  cuya desfosforilaci6n podria ser inhibida por floru-
ro  o  tar€rato.   Obviamente  que  no  hay  evidencia  experimental

que  avale  esta  idea.
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El  esEudio  del  efecEo  de  una  serie  de  metabolitos

fosforilados  sobre  la hidr6lisis  de PEdlns  4-P por la fosfomo-

noesterasa enEreg6 algunos interesances resultados.  La fructo-
sa    1,6-bisfosfaco y el  o!-glicerol  fosfato  resultaron  ser po-

±entes  inhibidores  de  la hidr6lisis  de Ptdlns  4-P,  lograndose
una  inhibici6n  de   100%  con  concentraciones   de  5  mM  y  10  rm,

respectivamente .

Existen  antecedentes  en  la  literatura  que  indican

que  la  inositol  polifosfato  5-fosfomonoesterasa  de  c6lulas  de
islotes pancreaEicos es tambien fuertemente i.inibida por fruc-
Losa  1,6-bisfosfaEo,  siendo la inhibici6n de tipo compeLitivo.

Sin  embargo,   en  este  caso  tambisn  hay  una  fuerte  inhibici6n

por  fructosa  2,6-bisfosfato  y  glucosa  1,6-bisfosfato  (Rana  y
col. ,  1986) ,  mientras  que  en el  caso  de  la  enzima  de mehoranas

de  oocitos  se  obEuvo  s6lo  una  inhibici6n parcial  con  frucLosa

2,6-bisfosfato      (60%   a  12  mM)     y     ningiin  efecto  con  glucosa

1, 6-bis fos f a€o .

Tambien en esEe trabajo de Lesis  se demostr6  que la

frucEosa  1,6-bisfosfato  inhibe  a  las  actividades  enzimaticas

de  la  membrana  de  oocitos  que  degradan  al   Ins   1,4,5-P3,   Ins

1,4-P2  e  Ins   1-P.

Las  hexosas monofosfaco ensayadas,  fructosa  6-fos-

fa€o   y   glucosa   6-fosfato,   no   ejercen   ningiin   efecEo   en   la

hidl6lisis  del  Ptdlns  4-P  con  membranas  de  oocifos.  I.a  misma

reacci6n  catalizada  por   la  enzima  de   envoltura  nuclear  de

hepatocitos  tampoco  es  afectada  por  glucosa  6-fosfato  (Smith
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y Wells,1984) ,  como tampoco  la actividad inositol polifosfaEo
5-fosfomonoesterasa de islotes pancreaticos sufre alteraciones
con  hexosas  monofosfato   (Rana  y  col.,1986) .

Como ya se indic6,  la actividad Ptdlns  4-P  fosfomo-

noescerasa   de  membranas   de   oocitos   es   Eambi6n   fuertemenLe

inhibida por a:-glicerolfosfato, mientras que el P-glicerolfos-

fato  estimula  levemente  la  actividad  enzimaEica  (25%  a  5  mM) .

~      Ninguno  de  los  dos  afecta  a  la  enzima  de.®`envoltura  nuclear  de

hepacocitos   (Smith  y  Wells,   1984) .

Estudios  previos  de este  laboratorio habian demos-

trado  que oEro  intermediario  fosforilado,  el  2,3-bisfosfogli-

cera€o,  no  afecta la bidr6lisis  del Ptdlns  4-P  en melnbranas  de

oocito  (Carrasco y col. ,1989) ,  mientras  que  este  compuesto  es

un inhibidor  import.ante  de  la enzima que  cataliza la hidr6li-
sis  de  Ins   1,4,5-P3  en  islotes  pancreaticos  de  rata   (Rana  y

col.,1986),   de  membranas   de   eritrocitos   humanos   (Downes   y

col.,    1982)   y   de   membranas   plasmaticas   de   hfgado   de   raLa

(Seyfred   y   col.,1984).    En   los   dos   primeros   casos    se   ha

comprobado que se trata de una inhibici6n de tipo  competitivo.

Par fil€imo,  el fosfatidilglicerol,  agregado en con-
centraci6n  de  1  Hg/pl  al medio  de  incubaci6n,  inhibe parcial-

menEe  la  degradaci6n  de  Pfdlns  4-P  en  el  ±iempo,  mientras  que

el difosfatidilglicerol  (cardiolipina)  no Eiene ningtin efecEo.

Teniendo en cuenta que  al trabajar con melnbranas  es

dificil  precisar  si  los   efectos   observados   se  deben  a  una

acci6n  a  nivel  de  la melnbrana,  de  la  enzima misma  a  de  ahoas,
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un analisis  de  las  estructuras  de los  intermediarios  fosfori-
lados  uEilizados ,  considerando  sus  propiedades  estereoquimi-

cas,  indica que el efecto inhibidor de algunos  de ellos podria
ser  consecuencia  de  una  analogia  estruccural  con  el  sustrato
PEdlns  4-P,  como  es  el  caso  de  la  fructosa  1,6-bisfosfato.

Por otra parte,  tanto la progesterona coma la insu-
lina  inducen  la  maduraci6n  mei6tica  del  oocito,   a  trav6s  de

vias  de  Eransducci6n.prde  sefiales  separadas  pero  convergentes

(Smith,1989) .  Como  se  demostr6  en trabajos  anteriores  de este
laboraEorio,  la inducci6n de la maduraci6n mei6tica del ooci€o

por  cada  una  de  esEas  hormonas  provoca,  entre  otros  efectos,
un  aumento  de  la  incorporaci6n  de  [3H]   inositol  en  fosfoino-

si±idos,   la  cual  ocurre  luego  de  3-6  horas   del  tratamiento

hormonal.   En  el  caso  de  la  progesEerona,   aumenta  tambi6n  la

fomaci6n  de  inositol  fosfatos   ,(Carrasco.  y  col.,1990).   Sin

embargo,    los    mecanismos    moleculares    que    expliquen    estos

resulLados   no   se   conocen.    Por   su   parte,   se   sabe   que   la

acetilcolina  se  une  a  un  receptor  de  tipo  muscarinico  en  la
membrana   del   oocito   acoplado   a   la   fosfolipasa   C   con   la

generaci6n  de  inositol  fosfatos,  y el  trataniento  del  oocito
entero  con  el  neurotransmisor  provoca  un  aumento  temprano  de

la    incorporaci6n    de    [3H]     inosi±ol    en    los    fosfolfpidos

derivados   de   el,   delectable  ya   en   los   primeros   10  minuEos

luego  del  fratamiento  con  acetilcolina.

Asi,  esfando estas moleculas reguladoras involucra-
das  de alguna manera en el recambio de  fosfoinositidos,  funda-
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mentalmente  en el  aumento  de  la incorporaci6n de  [3H]  inositol

en  fosfoinositidos,  se  decidi6  esLudiar  si  Eenian  o  no  algiin       r

efecto  sobre  la  degradaci6n  de  Ptdlns   4-P  por  acci6n  de  la

fosfomonoesterasa,    por   ejemplo,    inhibiendo    esta   reacci6n

hidrolitica.   Al   estudiar   la   hidr6lisis   del   Ptdlns   4-P   en
membranas  de  oociEos  en  funci6n  del  tiempo,  se  pudo  demosErar

que   ni   ace±ilcolina,   ensayada   en  presencia   de   GTP-T-S,   ni

progesEerona e  insulina  alEeran la cinetica de  degradaci6n de
Ptdlns  4-P  en  este  sistema  in  vitro.

C. -     EFECT0 DE  IHTERREDIARIOS  FOSFORIILADOS  SOBRE :IA IHCORPORA-

c|On  DE   [32p]   FOsFATO  EN  FOsFATIDII.INOslTOL  4-roNOFosFrm

El  hallazgo  que  algunos  metabolitos   fosforilados

sean  inhibidores  de  ciertas  enzimas   del  metabolismo  de  los

compuestos  derivados  del  inositol  puede  ser  muy  fitil.  Analo-

gamente,  el  2,3-bisfosfoglicerato  ha  sido  amplianente  utili-
zado  para  bloquear  la  hidr6lisis  del  Ins   1,4,5-P3   (Downes  y

col.,1982;  Seyfred y col.,1984;  Rana  y col.,1986)  y  facili-

tar  asi  la  detecci6n  de  cambios  en  los  niveles  de  este  com-

puesto   provocados   por   la   estimulaci6n   de   la   fosfolipasa   C

(Orellana  y  col.,1987;   Balla  y  col.,1987;   Baukal  y  col.,

1988)  o  bien para  el  es€udio  de  las  vias  me€ab6licas  que  con-

ducen a la biosintesis de inositol polifosfatos,  como tetrakis

y  pentakisfosfato   (Balla  y  col.,1988;   Balla  y  col.,1989  a;
Balla  y  col.,1989  b) .  En  forma  similar,  estudios  en  relaci6n

a la  sintesis  de Ptdlns  4-P podrian ser  f aciliEados  por el uso
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de fructosa 1, 6-bisfosfato o a:-glicerolfosfato para impedir su

degradac i6n .

Sin embargo,  es pertinente hacer notar que estudios

previos  de  este  laboratorio  demostraron  que  el  2,3-bisfosfo-

glicerato  es  un  potente  inhibidor  de  la  Ptdlns  4-quinasa  de
membranas  de  oocitos  (Carrasco  y col. ,1989) ,  de  forma  Eal  que

durante  este  trabajo de tesis  pareci6 titil  disponer de  infor-
maci.6n sobre posibles efectos  sobre otras reacciones del meta-

bolismo  de  fosfoinositidos  e  inositol  fosfatos  de  lo.s  mismos

compuestos.-ensayados  con la Ptdlns  4-P  fosfomonoesterasa.  Asi,

se realiz6 un esEudio en paralelo,  analizando la incorporaci6n

de  [32p]   fc}sfato  en  Ptdlns  4-P  y  ademas,   se  prob6  el  efecto  de

algunos  in€ermediarios  fosforilados  sobre  la  incorporaci6n de

[32P]    fosfato   en   Ptdlns   4,5-P2,    asi   como   Eambi6n   sobre   las

fosfomonoesterasas  que  hidrolizan  a  los  inositol  fosfatos.

Los  esEudios  de  la  sintesis  de   [4-32P]   Ptd|ns   4-p

revelaron  que  este  proceso  aumenta  en  foma  muy  noforia  en

presencia de  fructosa  1,6-bisfosfato,  la cual,  presente  en el
medio  de  incubaci6n  en  concentraci6n  de   10  mM,   triplica  la

incorporaci6n  de   [32P]   fosfaEo  en  Ptdlns   4-P.   Este  efecEo  es

especifico  para  la  fructosa  1,6-bisfosfaEo  puesto  que  ni  la

fructosa  2,6-bisfosfa€o  ni  la  glucosa  i,6-bisfosfa€o  ejercen

una  acci6n  similar.   La  fruc€osa  2,6-bisfosfato  presenta  un

efecto  bifasico,  estimulando  o  inhibiendo  la  incorporaci6n de

[32P]   fosfaEo  segfin  su  concentraci6n,  mientras  que  la  glucosa
i,6-bisfosfaEo  disminuye  la  formaci6n  de   [4-32P]   Ptd|ns   4-p.
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Las hexosas monofosfato  fructosa 6-fosfato y glucosa  6-fosfato

s6lo  presenEan  un  leve  efecto  estimulador.

Otro incermediario fosforilado cuya presencia en el

medio  de  incubaci6n  aumenfa  en  forma  impor€ante  la producci6n

de  [4-32P]  Ptd|ns  4-P  es  el  a!-glicerolfosfato,  el  cual  a  10  mM

la incrementa en un  100%.  EI  P-glicerolfosfato tambi6n estimu-

la,  pero  su  efecto  es  menor  que  el  de  c[-glicerolfosfaLo  a  las

mismas  concentraciones.

El fosfatidilglicerol,  a su vez disminuye la fosfo-

rilaci6n   del   Ptdlns,   mientras   que   el   difosfatidilglicerol

(cardiolipina)  no  afecta  dicha  reacci6n.
Tambi6n    la    incorporaci6n   de    [32P]    fosfato       en

Ptdlns  4,5-P2  es  activada en  forma  importante por  a:  y  a-glice-

rolfos f ato .

No existe ningfin antecedente en la literatura sobre
efectos  de  metabolitos  fosforilados  sobre  las  actividades  de

la  Ptdlns  4-quinasa  y  la  Ptdlns  4-P  5-quinasa,  con  excepci6n

del efecto inhibidor del 2,3-bisfosfoglicerato sobre la enzima

de   membranas    de    oocitos,    descrito    por   este    laboratorio

(Carrasco  y  col.,1989).

De estos  resultados,  llama la atenci6n que los  com-

puesEos  que    mss  fuertemenLe  estimulan  la  sinEesis  de  Ptdlns
4-P  a parEir de PEdlns,  la  frucEosa  1,6-bisfosfaLo y el  a!-gli-

cerolfosfato,    son   justamente   los   que   resultaron   ser   los

inhibidores    mss  poEentes  de  la  degradaci6n  hidroliEica  del

Ptdlns  4-P.
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Es  entonces  importante clef inir  si  la  inhibici6n de
la  degradaci6n  es  capaz  de  dar  cuenta  del  estimulo  sobre  la

incorporaci6n  que  fue  observado.  Para  esto  es  necesario  hacer

algiinas  aproximaciones para determinar las velocidades de sin-

tesis  y  degradaci6n  en  la membrana.  La  velocidad  de  sintesis

de  Ptdlns  4-P  fue  es€imada  de  acuerdo  a  la  Vmax  de  la  reac-

ci6n,  determinada previamente  por Carrasco y col.   (Carrasco y

col.,1989)``en  tiempos  cortos  con  velocidad  inicial  lineal.

Para  estimar   la  velocidad  de   degradaci6n  usando   el   ensayo

empleado   en   el   cinal   se   sintetiza    [4-32P]   Ptdlns   4-P   y   se

.detiene  la  incorporaci6n  de marca  agregando  un  gran exceso  de

ATP no radiactivo,  es necesario calcular la diluci6n isot6pica

que  sufre  el  Ptdlns  4-P  radiactivo  por  el  compuesto  end6geno

preexisEente   en   las   membranas   y   por   el   que   se   seguiria
sintetizando  a  partir  del  ATP  no  radiactivo  que  fue  agregado

a    tiempo    cero.    Estos    calculos    estan   basados    en   varias

presunciones;  una de  las mss  disc.utibles  es  que todo el Ptdlns
4-P  present.e  en  las  membranas   conformaria  un  solo  conjunto

susceptible de ser degradado por la fosfomonoes±erasa.  Ademas,

para    los    calculos    se    ha    supuesto    que    el    contenido    de
fosfoinositidos  de  las  membranas  de  oocito  es  semejante  al  de

las membranas plasmaticas  de hepatoci€o  (Schachter,  D. ,  1988) ,

lo   cual   tambien   puede   ser   discutible.   Asi   y   todo,   estos

calculos  nos  arrojan una velocidad de  sintesis  que  seria de  62

pmoles  por min y par mg  de  proteinas  de  mehorana  y una  degra-
daci6n  que  serfa  casi  tres  veces  mayor,   176  pmoles  por  min  y
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por  mg.  De  ser  esto  asi,  podriamos  concluir  que  el  aumenEo  de
incorporaci6n   de    [32P]    fosfato   en   P€dlns   4-P   observado   en

presencia   de   la   fructosa   1,6-bisfosfato   y   con   a:-glicerol-
fosfato  podria  explicarse  Eotalmente  por  el  efecto  inhibidor
de  esEos  compues€os  sobre  la hidr6lis.is  del Ptdlns  4-P,  ya que

esfos  compuesfos  eliminan Lotalmente  la reacci6n de  la  fosfo-

monoes±eras a .

Sin   embargo,   el   efecto   de   Q=Eros   intermediarios

fosforilados  sobre  la  incorporaci6n  de  [32P]  fosfato  en PEdlns

4-P.parece  ser independienLe de  su efecto  sobre  la reacci6n de

hidr6lisis  del  Ptdlns  4-P.  Por ejemplo,  el  fosfafidilglicerol

inhibe  ambas  reacciones,  mientras  que  la  glucosa  i,6-bisfos-

faEo  inhibe  la  reacci6n  de  formaci6n  del  Ptdlns  4-P  pero  no

afecca  su  degradaci6n.    En estos  casos,  podria  estar  afecEada

la  actividad  de  la  Ptdlns  4-quinasa,  como  consecuencia  de  un

efecto  sabre  la  membrana  o  sabre  la  enzima  misma.

Volviendo  a  nuestra  estimaci6n  de  las  velocidades

de  sintesis  y degradaci6n  del  Ptdlns  4-P,  parece  evidente  que

estas  velocidades  calculadas  para  las  condiciones  de  nuestro

ensayo  in  vitro  con  membranas  aisladas  no  pueden  reflejar  la

situaci6n in vivo.  De otra manera no se explicaria la existen-

cia  de  canEidades  apreciables  de  Ptdlns  4-P  en  las  membranas

celulares.   En la c6lula deben existir condiciones  que regulen

alguna  o  ambas  actividades,  ya  sea por  acci6n  sobre  las  enzi-

mas  pertinentes,   compartimentaci6n  de  sustratos  o  enzimas  o

por  faccores  indirectos.  La  Pfdlns  4-quinasa  y  la  Ptdlns  4-P
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fosfomonoesterasa podrian constituir un ciclo  ffitil  de utili-

zaci6n  de  ATP  que  probablemente  esta  regulado  in  vivo.

D.-     IA  FOSFOLIPASA  C  DE  IHIERAHAS  DE  OOCITOS

En  el  desarrollo  de  esta  ±esis  se  pudo  comprobar

que  las  membranas  de  oocitos  poseen  actividad  fosfolipasa  C
capaz  de  hidrolizar Ptdlns,  Ptdlns  4-P y Ptdlns  4,5-P2,  con  la

generaci6n de inositol mono,  bis y trisfosfato,  respectivamenT.-
Le.  Ho  se tiene  infomaci6n que pe]=mita decidir si  se trata de

una  enzima  o  varias  enzimas  diferentes.

Al  hacer una  estimaci6n de  la  actividad especif ica
de  la  fosfolipasa  C  utilizando  como  sustratos  P±dlns  y P±dlns

4,5-P2,   tal   como   se   indica   en  Resultados   (secciones   D.1.   y

D.2.)   en  las  condiciones  6ptimas  de  concentraci6n  de  Ca+2,   la

enzima resulta  ser  aproximadamente  10  veces  mss  activa  con  el

bisfosfato.  Estos  resultados  estan de  acuerdo con los  datos  de

la  literaLura  sobre  la especificidad de  sustrato  de  la  fosfo-
lipasa  C  de  diversos  origenes   (Wilson y  col.,1984;  Bennett  y

Crooke,1987;   Horma  y  col.,1987;   Rhee  y  col.,1989;   REee  y

Choi,1992) .  Como  se vera mss  adelante,  sin embargo,  la prefe-

rencia  por  los  sustratos  se  revierte  en  ausencia  de  la  Ca+2.

I.a fosfolipasa C ha sido descriLa tan±o en la frac-
ci6n  soluble  de  la  C6lula  como  asociada  a mehoranas  (Rebecchi

y  Rosen,1987;  Benneft  y  Crooke,1987;  Mane  y Rung,1987;  Rpm

y  col.,1987;  Taylor  y  Exton,1987;   Carter  y  Smith,1987;  Lee

y  col.,1987;  Banno  y  col.,1988;  Roy y  col.,1991) .  En  oocito
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se  encontr6  en membranas  y  en  sobrenadanEe  de  100000  x  g;  en-

sayada  con  Ptd  [2-3H]  Ins  como  sustrato,  la  actividad  especi-

f ica en membranas  es  aproximadamente el  doble  que en el  sobre-

nadanEe  de  100000  x  g   (daLos  no  mostrados) .

Es importante destacar que exisLe informaci6n en la

li€eratura que indica que las  condiciones  de ensayo pueden in-

fluenciar  la  actividad de  la  fosfolipasa C y  la especificidad

por  los  sustratos  y,  en.especial,  la  forma  como  se  prepara  el
sustrato,  en  presencia  de  detergentes  o  fosfolipidos,  parece

tener  marcada  influencia   (Hofmann  y  Majerus,   1982;   Wilson  y

col.,1984;   Taylor  y  Exton,1987;   Ryu  y  col.,1987).

I.a fosfolipasa C de membranas de oocitos,  utilizan-

do   como   sustrato   Ptdlns,   presenta   actividad   enzimatica   en

ausencia   de   Ca+2,   la   cual   es   estimulada   en  un   loos   por   la

adici6n  de  Ca+2  en  concentraci6n  de  loo   |ilt.   A  su  vez.,   usando

Ptdlns  4,5-P2  la  enzima  es  absolutamente  dependiente  de  Ca+2,

alcanzando   la  actividad  maxima  a  rna  concentraci6n  de  este

ca±i6n  de   50   plt.   Esta   concentraci6n  de   Ca+2   6ptima  para   la

hidr6lisis   de  Ptdlns   4,5-P2  resulta   ser  mayor  que   para   la

mayorfa  de  las  fosfolipasas  C  descritas  hasta  el  momento.  En

general,  todas las fosfolipasas C especificas para fosfoinosi-
fidos  que  se  nan  estudiado  necesican  Ca+2  para  su  6pcimo  fun-

cionamienEo,  siendo menor el  requerimiento para  la hidr6lisis

de    Ptdlns    4,5-P2    que   para    la   de   Ptdlns.    En   efecto,    en

numerosos  sisLemas  se  ha  descrito maxima  hidr6lisis  de  Ptdlns

4,5-P2  a  concentraciones  de  Ca+2  entre  1  y  10  pin,   en  tanLo  que
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usando  Pt.dlns  como  sustrato  se  necesi€a  concentraciones  de  1

mM  o  mss  para  lograr  la  maxima  accividad   (Bennett  y  Crooke,

1987;  Malme  y  Rung,1987;   Rebecchi  y  Rosen,1987;   Ryu  y  col.,

1987;   Nakanishi  y  col.,1988;   Banno  y  col.,1988).   De  escos

anEecedenEes  se  desprende  que  la  fosfolipasa C  de meinbranas  de

oocitos   presenEa  un  comportamiento   atipico   con  Ptdlns   como

susErato,  puesto  que  presenta  actividad  en  ausencia  de  Ca+2  y .

se  lQ.gra  la  maxima  hidr6lisis  a  100  prM  del  cati6n.

Sin  embargo,  tambien  se  ham  descrito  fosfolipasas

C   con   las  -.cua-les   la  maxima   hidr6lisis   de   Ptdlns   4,5--P2"se

logra  a mayor  concentraci6n de  Ca+2,  como por ejemplo,  una  fos-

folipasa  C-de  linfocitos  de porcino  cuya maxima  actividad  con

PLdlns   4,5-P2   se  obtiene  a  una  concentraci6n  de  Ca+2  de   1  mM

(Carter  y  Smith,   1987) .

Cabe  sefialar  que  las  concentraciones  de  Ca+2  a  las

que  se  ha  hecho  referencia  constituyen  las  concentraciones  a
las  cuales   se  obtiene  maxima  actividad,   pero  varias  de  las

fosfolipasas  C  descritas,   actuando  sobre  Ptdlns  4,5-P2,  pre-

sentan  una  actividad  significativa  a  concentraciones  de  Ca'+2

bajo  i  pM  (Banno  y  col.,1988;  Bennett  y  Crooke,1987;  Wilson

y  col.,1984;   Homma  y  col.,1988;   Ryu  y  col.,1987).   La  con-

cen±raci6n  inEracelular  de  Ca+2  corresponde  a  100-200  nM y  en

la  celula  la  fosfolipasa  C  debe  actuar  al  nivel  de  Ca+2  que

existe  en  la  c6lula  en  reposo,  puesto  que  la  hidr6lisis  del

Ptdlns  4,5-P2,   acoplada  a  la  estimulaci6n  de  nn  receptor  de

membrana,  debe  ocurrir antes  del  aunento  del  Ca+2  intracelular
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desencadenado   por   el   Ins   1,4,5-P3.   Asi,   es   posible   que   al

aumenEar   el   nivel   de   Ca+2   en   la   c6lula,    la   fosfolipasa   C

utilice  eficienEemente  como  sustrato  al  PLdlns.

Los  resultados  de  este  trabajo  mostraron  tahoien

que  la  actividad  de  la  fosfolipasa  C  de  membranas  de  oocitos
es  afec€ada por poliaminas  y neomicina,  coma  se mencion6 ya en

esta  Discusi6n.

.   Usando   Ptdlnis   como   sustrato,   tanto   la   espermina

como  la polilisina  ejercen un efecto  bifasico.  Con la primera

se  logra  una  activaci6n maxima  del  35%  a  0,5  Irm y presenta  un

efecto  inhibidor  tambien  leve  a  concentraciones  sobre  2  mM.

Por  su  parte,   la  presencia  de  concentraciones  crecientes  de

polilisina   en   el   ensayo   hace   que   disminuya   la   actividad
enzimatica  hasta   llegar  a  un   80%   de   la  basal   a  200   pM  y  a

concentraciones  mayores  el  efecto  se  revierfe,  lograndose  un

incremento  en  la  actividad  de  un  65%  a  700   pM.   A  su  vez,   la

espermidina  solo  ejerce una  acci6n estimuladora,  siendo mayor

que  la  de  la  espermina,  pero  se  logra  a  mayor  concentraci6n

(50%   a   2   rm).

Como  ya  se  plante6  en  esta  Discusi6n,  no  esta  cla-

ramente  establecido  el mecanismo  a traves  del  cual  las  polia-
minas  esEan influenciando  la acEividad de una serie de  enzimas

de  membrana   (ver  secci6n  a) .

La  neomicina  tambien  presenta  un  efecto  bifasico,

aumentando  o  disminuyendo  la  hidr6lisis  del  Ptdlns  segfin  la

concen±raci6n  a  la  cual  se  agrega  al  medio  de  incubaci6n.  Sin
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embargo,  llama la atenci6n que el efecto activador  (incremento

de  un  30%)  sea mayor  que  el  inhibidor  (disminuci6n  de  un  10%) ,

en  el  rango  de  concentraci6n  estudiada,  puesto  que,   como  se

discu±i6 anEeriormente en referencia a los  efect.os  de este  an-

tibi6Cico  sobre  la  fosfomonoesEerasa  que  hidroliza  al  Ptdlns

4-P,  el efecto mss  notorio  de  la neomicina sobre el meEabolis-

mo  de  fosfoinosiEidos  es  su  caracter  inhibidor  que  se  deberia

a una` interacci6n  i6nica entre  el  antibi6tico,  un aminoglic6-
sido  cargado  positivamente  y  el  sustrato,  un  fosfolipido  con

carga  negativa.

Sin  embargo,  tambien  se  ha  deferminado  que  la  afi-

nidad  por  Ptdlns  es  algo  menor  que  par  Ptdlns   4-P  y  Ptdlns

4,5-P2,    compuestos   mss    fuertemente   cargados    negativamente

(Williams  y  Schacht,   1986) .  En  6sto  podria  radicar  la  expli-
caci6n al hecho observado de que aquellas  enzimas  que utilizan

como  sustratos  Pfdlns  4,5-P2  o  Ptdlns  4-P  son,  en  general,  mss

fuertemente   inhibidas  por  la  neomicina   (Orsulakova  y  col.,

1976;   Schacht,1976;   Carney  y  col.,1985),   mientras   que   el

efecto  podria  ser  menor  con  aquiellas  enzimas  que  usan  Ptdlns

como  sustrato.  Por  otra  parte,  como  ya  se  discuti6  anterior-

mente,  el  leve  efecto  estimulador  a bajas  concentraciones  del

anEibi6tico  sobre  la acEividad de alg.unas  enzimas de membrana,

como   la  Ptdlns   4-quinasa  y  la  Ptdlns   4-P   fosfomonoesterasa

tanto  de  membranas   de  oocitos  como  de  envoltura  nuclear  de

hepatocitos,  no  ha  sido  afin  explicado,  pero  podria  deberse  a

una  interacci6n  del  aminoglic6sido  carg.ado  con componentes  de
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la  membrana  celular  a  con  la  enzima  misma.

La  fosfolipasa  C  de  membranas  de  oocitos  resulE6

ser  activada en  forma  importante  (2  veces)  por  acido  fosfat£-

diQo,   usando  tanLo  Ptdlns  como  Pcdlns  4,5-P2  coma  sustratos.

El  ef ecto   sabre  Ptdlns   se  caracteriz6   en  mayor  grado  y  se

demosEr6  que  el  efecto  de  acido  fosfatidico  es  especifico,  no

lograndose  con  ninguno  de  los  otros  fosfolipidos  ensayados.

Este  resultado  es  inEeresanLe  puesto  que  existen

algunos   datos  en  la  literatura  sobre  un  efecco  similar  en
-    oEros  sistemas   :   la  fosfolipasa  C  de  memb.ranas  de  sinaptoso-

mas,   con  Ptdlns   como  sustrato,   es   fuertemen€e  activada  por

acido  fosfatidico,   aumentando  la  hidr6lisis  4  veces  con  rna

concentraci6n  de   50   pM   (Qian  y  Drewes,1991).   A  su  vez,   la

enzima  que  hidroliza  Ptdlns  4,5-P2  de  membranas  de  plaquetas

aumenta  17  veces  su actividad cuando  se  ensaya en presencia de

acido  fosfatidico.  Ningiin otro  fosfolipido presenta es€e efec-

Eo   (Jackowski  y  Rock,1989).

Con estos  datos  experimentales,  se ha postulado que

podria   existir   un  mecanismo   de   reEroalimenEaci6n   positiva
regiilando  a  la  fosfolipasa  C,  puesto  que  el  acido  fosfatidico

se genera a partir del diacilglicerol,  producto de la hidr6li-
sis   del   Ptdlns   4,5-P2   (Berridge,1987).   De   esEa  manera,   se

lograria  un  aunento  en  el  recalnbio  de  los  fosfoinosi€idos  y

una  mayor  generaci6n  de  los  segundos  mensajeros  Ins  1,4,5-P3

y  DAG.  Par  oEra  parte,  se  ha  demostrado  que  tambien  la  sinte-
sis  de  Ptdlns  4,5-P2,  catalizada por  la  Ptdlns  4-P  5-quinasa,
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es   estimulada   fuertemenEe   par   acido   fosfatidico   (MoriEz   y

col.,1992).

El   acido   fosfatidico   es   tambi6n  producto   de   la

acci6n  hidrolitica  de  la  fosfolipasa  D  sabre  fosfolipidos  de

la membrana  celular  y,  por  otra  parte,  existen  datos  experi-
mentales  que  indican que la estimulaci6n de un receptor musca-

rinico por carbamilcolina activa Eanto a la fosfolipasa C como

a  la  fosfolip.a.sa D en una preparaci6n de membranas  de  sinapto-

somas,   en  presencia  de  GTP-y-S   (Qian  y  Drewes,   1991) .   De  esta

manera,  se  abre  la Posi`bilidad de  que  el producEo  de  la  acci6n   i      -`

de  la  fosfolipasa  D,  el  acido  fosfatidico,  ests  influenciando

a  la  fosfolipasa  C,  de  forma  tal  que  se  escaria  frente  a  una

in€erconexi6n  o  dialogo  entre  2  vias  diferentes  de  Eransduc-

ci6n  de  sefiales  extracelulares.  Se  ha  posEulado  que  la  acti-

vaci6n  de  la  fosfolipasa  D  podria  consti€uir  un  evento  que

preceda y fal vez  desencadene  la  activaci6n de  la  fosfolipasa
C,    sin   embargo,    si   bien   esto   podria   estar   ocurriendo   en

algunos   tipos   celulares,   existen   datos   experimentales   que
indican  que  la  activaci6n  por  un mismo  esLinulo  de  la  fosfo-

lipasa  C  ocurre  antes  que  la  de  fosfolipasa  D   (Liscovitch,

1992 )  .

Tambi6n   se   ha   propuesfo   que   podria   exisLir   una

convergencia entre las dos vias  de transducci6n de  sefiales,  si

el  producto  de  una via puede  transformarse  en  el mensajero  de

la  otra  o  viceversa.    Tal  es  el  caso  de  DAG  y  acido  fosfati-

dico,   los   cuales   se   inEerconvierten   por   acci6n   de   la   DAG
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quinasa y la fosfatidato fosfohidrolasa.  Asi,  la fosforilaci6n
del  DAG,  que  se  ha  interpretado  como  un  posible  mecanismo  que

ponga  t6rmino  a  su  serial,  podria  en  realidad  estar  represen-
tando   la  generaci6n  de  una  nueva  sefial   a  trav6s   del   acido

fosfatidico.     Sin  embargo,  no  hay  datos  hasta  el  momento  que

apoyen  esta  hip6€esis.

Algo  similar podrfa estar ocurriendo par medio  del

proceso  contrario,   es  decir,   la  desfosforilaci6n  del  acido
fosfaEidico  para  formar  DAG  (Liscovi±ch,1992).     Esto  filtino

t.iene algdn apoyo experimental ,  puesto que en.-algtinos  sisEemas

se  ha  demostrado  que  existe  una  producci6n  Eardia  de  DAG  a

partir  de  acido  fosfatidico,  producido  este  a  su  vez  por  una
sefial  que  active  a  la  fosfolipasa  D  (van Blit±erswijk y col. ,

1991   a;   van   Blitterswijk   y   col.,    1991   b;   Falmarm   y   col.,

1992).   Tambi6n   se   ha   demosErado   que   la  producci6n   de   DAG   a

travss  de este mecanismo se correlaciona con una activaci6n de

la  profeina  quinasa  C  (Falmann  y  col.,1992) .

Como  trabajo  futuro,  seria  interesanEe  determinar
si   el   oocito  posee  una   fosfolipasa  D   activada  par  sefiales

externas,   asi   como   Eambien  realizar  experimentos   agregando

fosfolipasa  D  ex6gena  para  generar  acido  fosfatidico  end6ge-

namenLe  y  observar  si   la   fosfolipasa  C   se   activa  en  estas

condiciones .

Un esquema fentativo que muestra posibles  relacio-
nes  entre  los  dos  sistemas  de  transducci6n  de  sefiales  es  el

Esquema  XI.
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E S Q U E MA xl :    INTEBco        oNPRoPUESTAmuRE I[As vlAS DE TENSDuc-
CHON DE sEriAIEs QUE INvOLucRAN A I[A FOsFormASA c y
A IA FOsFolmASA D.

R y R'  =  receptores; G y G'  =  proteinas G; PLC-P  =  fosfolfpan CLP;
Pro  = fosfofipasa D; Ptd C =  fosfatidfl co]ina; DAG =  diaciqpieerdy
PtdoII = £cido fosfatidico; PKC = protefa qtri© C; R.E.  =  reticulo
endopldsmico.
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EnEre los  objetivos de esta Eesis fambien estaba el

esEudiar posibles  factores hormonales que pudieran esEar regu-

lando  la  actividad  de  algunas  de  las  enzimas  involucradas  en

el  metabolismo  de   los   fosfoinositidos.     Los   resultados  del

efecco de aceEilcolina,  progesEerona e insulina sobre la acti-

vidad  de  la  Ptdlns  4-P  fosfomonoesEerasa ya  fueron  analizados

en  esta  Discusi6n  (ver  secci6n  8) .

Cuando  las  membranas  aisladas  de  o.ocitos  se  trata-

ron con GTP-y-S  o bien,  con este mismo  analogo  no  bidrolizable

de  GIP  en  presencia  de  acetilcolina  o  carbamilcoljma,`no  se

observ6  ningiin efecto  sobre  la  actividad  de  la  fosfolipasa  C,

usando  tanto  Ptdlns  4,5-P2  como  Ptdlns  como  sustratos.     A  su

vez,   la  adici6n  de  fluoruro   (el  cual  como  AIF4-activa  a  las

proteinas G)  disminuy6 la hidr6lisis de ambos  fosfoinositidos.
Es€os  resulEados  fueron inesperados,  puesto  que  se  sabe que el

oocito de Xenopz]s laevis posee receptores para acetilcolina de

tipo  muscarinicos   (Kusano  y  col.,1982)  y  responde  in  vivo  a

la   estimulaci6n   de   dicho   receptor   con   un   aunento   del   Ins

1,4,5-P3     infracelular     (Oron    y     col.,      1985).     Resultados

similares     se     obtienen    con    varios     receptores     ex6genos

expresados  en  el  oocito   (Gundersen  y  col.,1983;   Sunikawa  y

col.,     1984;    Dascal    y    col.,    1986),    lo    que    indicaria    la

acEivaci6n  acoplada  a  receptor  de  una  fosfolipasa  C  en  esta

c6|ula.

Como  ya  se  esEableci6  en  la  Introducci6n  de  esEa

tesis,  durance  la  d6cada  pasada  se  acumul6  una  gran  cantidad
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de  informaci6n  indirecta que  indicaba  que  la  activaci6n de  la

fosfolipasa  C  por  una  serie  de  hormonas  y  neurotransmisores

esEa   mediada   por   una   proteina   G   (Gonzalez   y   Crews,    1985;

Cockcroft   y   Gomperts,    1985;   Harden   y   col.,,    1987;   Harden   y

col.,     1988:    LiLosh   y   col.,     1985;    Taylor   y    Exton,     1987;

Orellana y col. ,1987;  Sommermeyer y col. ,1989;  Claro  y col. ,

1989;   Claro  y  col.,1990).      En  Eodos   esLos   casos   se  observ6

una  estimulaci6n de  la  fosfolipasa C par  GTP  o  sus  analogos  no

hidrolizables.    Esta bien establecido  que  la uni6n de  GTP a  la

subunidad  c[  de  una  proteina  G  (trimero  a:By)  provoca  la  diso-

ciaci6n  de  dich.a  subunidad y  que  el  complejo  c[-GTP  constituye

un  regulador  de  proteinas  efectoras   (Taylor,1990).     Tambien

el  fluoruro,como AIF4-,  puede  inLeraccuar con el  complejo  a-GDP

para  imitar  el  efecto  de  t[-GIP   (Hepler  y  Gilman,   1992) .

ESEudios  realizados  en  los  dltimos  dos  afios  permi-

ten  suponer  que  las  protefnas  de  la  f amilia  de  las  Gq  serian

las  transductoras  de  la  sefial  entre  el  receptor ,y la  fosfoli-

pasa  C-B[.  En  efecto,  estas  proteinas  purificadas  son  capaces
de  estinular  a  la  fosfolipasa  C-P],  en  presencia  de  GTP-y-S  o

de  fluoruro   (Taylor  y  col,1990;   Smrc`ka  y  col.,1991;   Taylor

y  Exton,1991;   Waldo  y  col.,1991).  A  su  vez,   la  fosfolipasa

C-P2  es   acEivada  por  Gg±6   (Lee  y  col. ,   1992) .

Enfre los receptores que se acoplarian a fosfolipa-
sa  C-P±  a  trav6s  de  las  proLeinas  G  esta  el  receptor  musca-

rinico   (m[)   para   acetilcolina   (Hepler  y  Gilman,1992).   Los

estudios  en  que  el  receptor  muscarinico  m]  se  coreconstituye
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en  vesiculas   lipfdicas   con   Gq/11  y  con   la   fosfolipasa   C-B],

muestran que la adici6n de carbamilcolina y GIP-y-S aunenta la

hidr6lisis   del   Ptdlns   4,5-P2   15   veces   par   sobre   la   basal

(Bersbein  y  col.,1992) .

En muchos  sistemas  de membranas  aisladas  de  diver-

sos  origenes  se  ha  logrado  estimulaci6n  de  la  fosfolipasa  C

con GIP-y-S u  otros  analogos  no  hidrolizables  de  GTP  (Gonzalez

y   Crews,4t.,1985;   Cockcroft   y   Gomperts,1985;   Paylor,.^.`¥   Exton,

1987;  Litosh,1987;  Orellana y col. ,1987;  Cockcroft y Taylor,

1987;   Harden  y  col.,1988;   Clara  y  col.,1989;   Claro  y  co-i., -

1990) .   En  varios   de  estos   casos   tambisn  se  ha  comprobado  el

efecfo   activador   del   fluoruro    (Litosh,    1987;    Cockcroft   y

Taylor,1987;  Harden  y  col.,1987;   Claro  y  col.,1990).  Estos

resultados    contrastan    con    los    resultados    negativos    en-

contrados  con  las  membranas  aisladas  de  Xenopus  laevis,.

Tambien  se  ha  estudiado  en  sisEemas   de  membranas

aisladas  el  efecto  de  carbamilcolina  en presencia  de  GTP-y-S,

encontrandose un  aumento  de  la  actividad  de  la  fosfolipasa  C,

el  cual  es  significativamente mayor que con GTP-y-S  s6lo.  Esto

se  observ6  tanto  con  Ptdlns  4,5-P2  coma  con  Ptdlns  como  sus-

tratos   (Claro  y  col.,1989;  Claro  y  col.,1990),  y  tambien  en

membranas   premarcadas   con    [3H]    inosiEol    (Orellana   y   col.,

1987).   En  el  caso   de   las  membranas   de  oocitos   no   se  obtuvo

efecEo   de   acetilcolina   ni   carbamilcolina,    en presencia de

GIP-y-S,   con  Ptdlns  como  sustrato.   Por  su  parte,   tampoco  la

hidr6lisis  del  Ptdlns  4,5-P2  se  vi6  afectada  par  carbamilco-



199

lima  en  presencia  del  mismo  analogo.

Cabe  sefialar  que  en  la mayoria  de  los  estudios  ci-

tados  mss  arriba  con  respecEo  a  la  est.inulaci6n  de  la  fosfo-

lipasa  C  por  analogos  no  hidrolizables  de  GTP,  las  concentra-

ciones   utilizadas   de  GTP-y-S  caen  entre   10  y  loo   pM,   y  los

experimentos  de  es±a  tesis  se  realizaron  en  este  mismo  rango

de.concentraci6n.   En  cambio,   en  los  casos  citados  sabre  los

estudios  del  efecEo  de  carbamilc.olina  se  han  utilizado  con-

centraciones  hasta  1  mM  (Claro  y  col.,1990),  muy  superiores
-2      -a  las  utilizadas  en  los  ensayos  con  membranas  de  oocito,   en

que  la maxina  concentraci6n ensayada  fue  40  pM.  Es  posible  que

para  observar  el  efecto  de  acetilcolina  o  de  carbamilcolina
con  las  membranas  de  oocitos  sea  necesario  usar  concencracio-

nes  mayores  a  las  utilizadas  en  esta  tesis.

Los  resultados  de  Oron  y  col.   (Oron  y  col.,1985)  -

y  los  de  Carrasco  ¥  col.   (Carrasco  y  col.,1990)   indican  que
en  el  oocito  enEero  la  aceEilcolina  promueve  un  aumenco  de  la

producci6n  de  Ins   1,4,5-P3.   En  el  primer  caso,   el  efecto  se
logr6  con  una  concentraci6n  de  100  pM y  en  el  segundo  con  una

de   10   HM.

Con respecto a los  estudios realizados  con las men-
branas  aisladas  de oocito,  los  ensayos  con GTP-y-S y acetilco-

lina o carbamilcolina se efectuaron a una concentraci6n de Ca+2

correspondiente  a  la mitad de  la  6ptima,  es  decir,  50  pin para

Ptdlns  y  25  pin para  Ptdlns  4,5-P2.  Serfa  interesante  repetir

es€os  experimenLos  a  menores  concenEraciones  de  Ca+2.
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Por  oEra  parte,   es  posible  que  en  las  vesiculas

obcenidas  al  preparar  las  membranas,  los  receptores  muscari-

nicos  no  queden  accesibles  a  la  aceEilcolina  o  a  la carbamil-

colina,  lo  cual podria  suceder  si  en un porcenfaje  imporEante

de   las   vesiculas   el   lado   intracelular   quedara   hacia   el
interior ,

Existen algiinos  datos  experimenLales  sobre  la par-

ticipaci6n  de  ,proteinas  G  en  la  transducci6n  de  la  sefial~de

acetilcolina y otros  agonistas  en el  oocito.  Dascal y colabo-

radores   (Dascal  y  col-.,1986)   encontraron  que  la  microinyec-

ci6n  de  GTP-y-S  en  el  oocito  imita  la  respuesta  de  acetilco-

lina  y  de  serotonina,  y  el  tratamiento  del  oocito  con  toxina

de  Borcietella  pertussis,   la  cual  ADP  ribosila  a  G±  y  Go  blo-

queando  sus  efectos   (Hepler  y  Gilman,1992),   disminuye  a  la
mitad la respuesta a dichos  agonistas.  Estos resulfados  fueron

confirmados  por  Nomura  y  colaboradores   (Nomura y  col. ,   1987) ,

los  cuales  demos€raron ademas  que  la microinyecci6n de  GDP-P-S

disminuye  en  f orma  imporLanEe  la  respuesEa  ante  la  estimula-

ci6n  con  seroLonina  o  acetilcolina.

Por su parte,  la expresi6n en el  oocito  de  los mRNA

de cerebro para G± y Go aumen€a significativamente la respuesca

anEe  el  GTP-y-S  microinyecEado,  el  cual,  como  ya  se  mencion6,

imiLa la respues€a a acetilcolina y serotonina  (Kaneko y col. ,

1987 )  .

A  su  vez,   los  Erabajos  del  grupo  de  Iyengar  mos-

traron  que   la  microinyecci6n  de   las   subunidades   Py   de   las
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proteinas  G conducia a una atenuaci6n de  la estimulaci6n de  la
corrienEe  de  Cl-  producida  por  acetilcolina,  lo  cual  fu6  in-

terpretado como  debido al  secuestro  de una subunidad a:  activa-

dora  de  la  fosfolipasa  C.  Tambien en esLos  estudios  el  trata-

miento  del  oociEo  con  toxina  de  Borc!etelJa  pertussis  provoc6

un desacoplamiento del receptor muscarinico de la estimulaci6n

de  la  corriente  de  Cl-(moriarty  y  col.,1988) .

I]os     resultados     con    la    t.oxina    de    Borc}e±ella

pertussis  sugirieron  que  una  protefna  Go  esLaria  involucrada
en~  la   activaci6n   de   la   fosfolipasa   C   de   oocitos.   El  mismo

grupo      anterior     realiz6     experimentos      en     los      cuales
microinyecEaron la  subunidad ao activada con GIP-y-S,  logrando

una  corriente  de  Cl-,  con movilizaci6n  de  Ca+2  intracelular.  A

su  vez,  la microinyecci6n  del  trimero  Go  aunent6  la  corriente

de   Cl-   estimulada   por   la   uni6n   del   agonista   al   receptor~

muscarinico,  en tanto que la microinyecci6n de las  subunidades

a!i],   a:i2  y  a:i3,   asi  como  tambien  la  de  los  trineros  correspon-

dientes   no  tuvieron  ningfin  efecto   (Itoriarty  y  col.,1990).

Tainbi6n   la  microinyecci6n   de   la   subunidad   a:o[   recombinante

aument6   la  esLimulaci6n  muscarinica  de   la  corriente  de   Cl-

mediada  por  Ins   I,4,5-P3   (Padrell  y  col.,1991) .

A la luz del conocimiento actual sobre la identidad
de    las  proteinas  G  que  estarian    activando  a  la  fosfolipasa

C-a,  las  cuales  serian de  la  fanilia  Gq  (ver  Introducci6n) ,  es

diffcil  interpretar  los  resultados  del  grupo  de  Iyengar.  Es

posible  que  las  proteinas  G y las  subunidade;  a  utilizadas  en
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dichos  estudios  hayan estado  contaminadas  con  Gq  o  GIL  o  alguna

otra proteina de esLa familia,  posibilidad que los  autores hah

descartad.o  (Padrell y col. ,1991) .  Pambi6n cabe la posibilidad

que efectivanente la  fosfolipasa C-P  de  la membrana del oocito

pueda  estar  interactuando  con proteinas  G dif erentes  a las  de
la  fanilia  Gq.

Hasta  la  fecha  se  ban  clonado  dos  subtipos  de  a!s,

dos   subtipos  de  a:i  y=un  subtipo  de  c[o,   desde  una  genoteca  de

CDRA  de  oocitos  de  XenopzJs  laevis   (OlaEe  y  col.,1989;   Olate

y  col.'   1990).

Iambi6n es importante destacar que,  como se plante6
en  la  Introducci6n,  no  todas  las  fosfolipasas  C  conocidas  son

reguladas  por proteinas  G.  Se  sabe  que  las  protefnas  Gq/]„  las

cuales  regulan a  la  fosfolipasa C-P[ no  estimulan a las  fosfo-

lipasas  C-y  ni  C-6   (Taylor  y  col.,1991).   Ahora  bien,   si  en

las  membranas   del   oocito   las   fosfolipasas   C  mss   abundantes

fueran  isoenzimas..no  reguladas  por  proteinas  G  o  receptores,.-

podrian   enmascarar   la   ac±ividad   regulada   por   el   receptor
muscarinico.  En efecto y como  se estableci6 en la Introducci6n

de  esta  tesis,  la  fosfolipasa  C-yL  estaria participando  en un

mecanismo  de  transducci6n  de  sefiales  que  involucra  a  los  re-

cepcores con acfividad firosina quinasa de algunos  factores  de
crecimiento  (REee y Choi,1992) .  A su vez,  para  la  fosfolipasa

C-6  no  se  ha  descrito  hasta  ahora ningfin receptor ni proteina

transductora   de   sefiales,   ni   algrin  otro  mecanismo   que   esLe

regulando  su  actividad   (Rhee  y  Choi,   1992) .
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Por otra parte,  la actividad fosfolipasa C acoplada
al  receptor  de  acetilcolina    podria  perderse  o  inactivarse
selecEivamenEe  duranEe  la  preparaci6n  de  membranas.

Cabe  sefialar  que  los  conEroles  efecfuados  determi-
nando   la   actividad  de   la   adenililciclasa   en  las  membranas
aisladas  de  oocitos  demostraron  que  esEa  enzima  se  encontraba

funcionalmente  intacta  en  la  preparaci6n,  respondiendo  a  la

estimulaci6n con  fluoruro y con GTP-y-S,  y a  lap.iinibici6n con

progesterona   de   la   activaci6n   con   GIP-y-S,   de   una   manera
similar a  la descrita  (Jordana y col. ,  1981  a;  |ordan`a y col. ,

1981   b;    Jordana   y   col.,1982;   Jordana   y   col.,1984).   Esto

indica  que   en  la  preparaci6n  de  membranas   las   profeinas   G

involucradas   en   la   activaci6n  de   la   adenililciclasa  estan

presentes  y  son  funcionales.
En  cuanto  a  las  posibles  acciones  de  la  progeste-

rona  y  de   la   insulina,   ninguna  de   estas   dos   hormonas   ±uvo

efecto  sobre  la  hidr6lisis  de  Ptdlns  ni  de  Ptdlns  4,5-P2  con

la  preparaci6n  de  membranas  de  oocitos.

Se  prob6  progesterona   en  este   sisLema  porque   la    I.

incorporaci6n   de    [3H]    inositol   en   fosfolipidos,    asi   como

Eanbisn la generaci6n de inositol fosfatos,  aunenta durante la
maduraci6n  mei6±ica  del  oociEo  luego  de  3-6  horas  del  frata-

mienfo  con  la  homona  (Carrasco  y  col. ,   1990) .  El  mecanismo  a

trav6s   del  cual   la  progesterona  produce  este  efecto  no   se

conoce,  pero serfa indirecto ya que requiere de la sfntesis  de

proteinas.  Los  resultados  negativos  obtenidos,  por  lo  tanto,



204

no    son    sorprendentes    pues    indicarian    que    no    seria    la

fosfolipasa C un blanco directo de la acci6n de la progestero-

na.  De  la misma manera,  el  efecto  de  insulina  sobre  el  recan-

bio de fosfoinosiEidos tambien debe ser indirecEo,  puesto que,

al   igual   como   sucede   con   la   progesEerona,    su   acci6n   se

evidencia varias  horas  despues  del  tratamiento  con  la hormona

y  es  bloqueado  por  inhibidores  de  la  sintesis  proteica.
.Como  trabaj`o  a  futuro,   se  sugiere  un  esfudio  mss

detallado  de  la  fosfolipasa  C  del  oocito.   par  una  parte,  es

imporLante   lograr   una   caracterizaci6n   mss   completa   de   la

enzima,  para  lo  cual  es  necesaria  su  purificaci6n.   Par  oEra

parte,  el  clonamiento y la expresi6n de  la  fc)sfolipasa C-P,  de
las  proteinas  G  (de  las  cnales  ya  se  han  clonado  especies  de

a!o,  ag  y  cfi)  y  del  receptor muscarinico  del  oociEo,  permitiria

disponer  de  todos  los  componentes  purificados  para  realizar

con ellos  estudios  de reconstituci6n del  sisEema y avanzar asi

en  la  comprensi6n  de  los  mecanismos  moleculares  involucrados

en  la  transducci6n  de  sefiales  externas  en  el  oocito.
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De  acuerdo  con  los  objetivos  de  esta  tesis  y  los

anEecedenf es  analizados  en  la  Introducci6n,   la.st  conclusiones

mas  importantes  de  este  trabajo  son':

1.-    Se  ha  podido  es€ablecer  la via metab61ica  que  es  respon-

sable de  la degradaci6n mayoriEaria del  fosfatidilinosi-
tol   4-monofosfato   en  membranas   aisladas   de   oocito   de

Xenopzls   Jaevis,   en  presencia  de  Mg+2  y  ausencia   de   Ca+2

agregado,  proponiendose  la  siguiente  ruta:

H20

Ptdlns 4-P   ±>   Ptdlns + P±

J
Ins 1-P  _>  inositol

H20            Pi

2.-    Como  consecuencia  del  estudio  anterior,  se  ha  identifi-

cado  la  presencia  de  las  siguientes  actividades  enzima-

ticas  involucradas  en   el metabolismo   de  fosfoinositidos
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e  inosiLol  fosfatos  en  las  membranas  aisladas  de  oociLo:

A)

a)

Una  fosfomonoesterasa que cataliza la hidr6li-

sis  del  Ptdlns  4-P  con  la  formaci6n  de  Ptdlns  y P±.

Es±a  enzima  es  la  responsable  en  forma  mayoritaria

de  la degradaci6n observada del  Ptdlns  4-P  sinteti-

zado  con  membranas  aisladas  de  oocito  a  partir  de

Ptdlns  end6geno.

En  el  estudio-  realizado  para  deteminar  las

propiedades   de   esta   enzima   y   posibles   factores
hormonales   o  metabolito§   que  modif iquen   su   acEi-

vidad,  Se  encontr6  que  la  frucLosa  1,6-bisfosfato y

el  a:-glicerolfosfato  son potentes  inhibidores  de la

actividad enzimaLica,  mientras  que  el  P±,  la  esper-

mina  y  la  espermidina  ejercen  tambien  diferentes

grados  de  inhibici6n.
La  enzima  es  activada  o  inhibida por  neomicina

segtin  su  concentraci6n  y  lo  mismo  ocurre  con  fluo-

ruro.  A  su  vez,  acetilcolina,  progesterona  e  insu-

lina  no  afectan  la  hidr6lisis  de  Ptdlns  4-P.

Una   actividad   fosfolipasa  C   que  hidroliza  a

Ptdlns,   Ptdlns   4-P  y  PEdlns   4,5-P2,   con   la   gene-

raci6n  de  Ins   1-P,   Ins   1,4-P2  e  Ins   1,4,5-P3,   res-

pectivamente.  La  actividad con PLdlns  como  sustrato

presenEa  la  propiedad  atipica  de  hidrolizar  a  este
fosfolipido   en   ausencia   de   Ca+2,    presentando   su
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maxima  actividad  a  Ca+2   100   prM.

Es  afectada por espermina,  polilisina y neomi-

cina,   las  cuales  la  inhiben  o  estimulan  segin  sus

concentraciones,   mientras   que   la   espermidina   la

estimula  sin presentar  efecto  innibidor.
La   actividad   que   hidroliza   al   Ptdlns   no   es

afectada     por   acetilcolina,   carbamilcolina,   pro-
ulgesterona,   insulina  ni  GTP-y-S    en  las  cond-iciones

ensayadas.  A  su  vez  el  acido  fosfatidico  la  esti-

mula  en  forma  importante,   lo  cual  apoya  la  hips-

tesis    recientemente    enunciada;  que    postula    una

interconexi6n   a   dialogo   en€re   los   mecanismos   de

transducci6n  de  sefiales  a  trav6s  de  la  fosfolipasa

C  y  de  la  fosfolipasa  D.

Con  Ptdlns   4,5-P2  como  sustrato,   la  enzima  es

absoluEamente  dependiente  de  Ca+2.  Esta actividad es

tambi6n  estimulada  por  acido   fosfatidico  y  no  es

afectada por carbamilcolina,  progesterona,  insulina
ni  GTP-y-S  en  las  condiciones  utilizadas.

C) Fosfomonoesterasas que hidrolizan Ins  1,4,5-P3,

Ins  i,4-P2  e  Ins  1-P  hasta  inositol  y  fosfato  inor-

ganico .
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