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RESUMEN

El oocito de Xenopus laevis es una célula amplia-
mente utilizada para el estudio de la transduccidén de seilales
extracelulares puesto que posee receptores para acetilcolina,
progesterona e insulina y, ademds, la microinyeccién de una
serie de mRNA exdgenos correspondientes a diversos receptores
de membrana conduce a la expresidén funcional de ellos. El
receptor enddgeno para acetilcolina y varios receptores expre-
sados en esta célula estén acoplados a la fosfolipasa C, de
forma tal que la estimulacidén del sistema conduce a la produc-
cién de inositol 1,4,5-trisfosfato y diacilglicerol, dos molé-
culas que actian como segundos mensajeros intracelulares. Asi,
el oocito presenta una serie de ventajas y aspectos de interés.
para el estudio del papel de los fosfoinositidos e inositol
fosfatos en la transduccién de sefiales. Sin embargo, estos
estudios requieren un conocimiento previo sobre las transfor-
maciones metabdlicas que sufren estos compuestos en el oocito
y hasta la fecha existia escasa informacién al respecto.

Trabajos previos de este laboratorio habian de-
mostrado que al incubar membranas aisladas de oocitos de
Xenopus laevis con [y-*?P] ATP se sintetiza [??P] fosfa-
tidilinositol monofosfato a partir del fosfatidilinositol

endégeno de la membrana. Esta reaccién es inicialmente répi-
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da, pero a partir de los 5 minutos la formacién del producto
pierde su linearidad debido a que el [*?P] fosfatidilinositol
monofosfato comienza a ser degradado por la misma preparacién
de membranas. De aqui surgié el objetivo central de esta
tesis, el cual fue estudiar la degradacién de dicho compuesto
(que mayoritariamente resulté ser fosfatidilinositol 4-mono-
fosfato) en membranas aisladas de oocitos, con el propésito de
definir las vias que dan cuenta de su metabolizacién en este
sistema. También se propuso estudiar algunas de las enzimas
involucradas, con el de caracterizarlas y analizar posibles
factores hormonales o metabolitos que pudieran estar regulando
su actividad.

A través de este estudio se pudo establecer que el
fosfatidilinositol 4-monofosfato, sintetizado como se sefiald
a partir del fosfatidilinositol endégeno de la membrana y ATP,
o bien agregado ex6genamente, es mayoritariamente degradado en
las membranas aisladas de oocitos a través de una reaccién hi-
drolitica catalizada por una fosfomonoesterasa, siendo los
productos fosfatidilinositol y fosfato inorgénico. Esto ocurre
en las mismas condiciones en que se observa “la “sintesis del
compuesto, es decir, en presencia de Mg*’y en ausencia de Ca*2
agregado (el calcio total endégenc es 15 pM).

Ademds, en las condiciones ya sefialadas de Ca*? y
Mg*?, existe una pequefia pero significativa hidrélisis del fos-
fatidilinositol 4-monofosfato, catalizada por una actividad

fosfolipasa C, con la generacién de inositol 1,4-bisfosfato.
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Por otra parte, se demostrd que el fosfatidilino-
sitol que resulta de la degradacién del fosfatidilinositol
4-monofosfato, es a su vez hidrolizado a través de la accién
de una actividad fosfolipasa C para formar inositol l-mono-
fosfato, el cual es degradado hasta inositol libre pPor una
fosfomonoesterasa presente en las membranas de oocito. En este
sistema también se encontraron fosfomonoesterasas capaces de
hidrolizar inositol 1,4,5-trisfosfato e inositol 1,4-bisfos-
fato hasta inositol.

Una vez establecidas laé reacciones que dan cuenta
de la degradacién del fosfatidilinositol 4-monofosfato, se
procedié a estudiar dos enzimas involucradas en el proceso, la
fosfatidilinositol 4-monofosfato fosfomonoesterasa y la fosfo-
lipasa C.

La actividad fosfomonoesterisica de las membranas
de oocitos no requiere Ca*? ni Mg*?, presenta un pH &ptimo
entre 7 y 8, es inhibida por fosfato inorgénico y estimulada
por tartrato, mientras el fluoruro presenta un efecto esti-
mulador o inhibidor segiin su concentracién. La actividad en-
zimdtica es fuertemente inhibida por fructosa 1,6-bisfosfato
Y por a-glicerolfosfato, efecto que no se observa con otras
hexosas mono o bisfosfato, B-glicerolfosfato, fosfatidilgli-
cerol ni cardiolipina.

La neomicina resulté ser un inhibidor de la activi-
dad fosfomonoesterésica, pero a bajas concentraciones ejerce

un efecto activador. A su vez, la espermina y la espermidina
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también disminuyen la hidrélisis del fosfatidilinositol 4-mo-
nofosfato.

La acetilcolina en presencia de GTP-y-S, la proges-
terona y la insulina no alteran la actividad de la enzima.

En cuanto a la actividad de la fosfolipasa C pre-
sente en las membranas del oocito, también fue caracterizada
parcialmente, en especial con respecto a su accidén sobre
fosfatidilinositol. Con este sustrato, la enzima presenta una
actividad significativa en ausencia de Ca*?, aumentando al
doble con Ca*? 100 pM. Con fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
como sustrato, la enzima es totalmente dependiente de Ca*?,
presentando la méxima actividad a 50 pM.

La actividad enzimatica es afectada por polilisina,
poliaminas y neomicina, de las cuales la polilisina, la esper-
mina y la neomicina presentan efecto activador o inhibidor, en
diferentes grados, segiin las concentraciones utilizadas, mien-
tras que la espermidina sélo ejerce una accién estimmladora.

La hidr6lisis del fosfatidilinositol y del fosfati-
dilinositol 4,5-bisfosfato en este sistema de membrana aislada
no es afectada por GTP-y-S, acetilcolina o carbamilcolina,
progesterona ni insulina.

La actividad de la fosfolipasa C es estimulada en
forma importante por el &cido fosfatidico, aumentando al doble
con una concentracién de 700 pM, usando fosfatidilinositol
como sustrato. Este efecto parece ser especifico, puesto que

no se obtiene con ningin otro fosfolipido ensayado.
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SUMMARY

Oocytes obtained from the amphibian Xenopus laevis
are widely used for the study of transduction of external sig-
nals, since they posses acetylcholine, progesterone and insu-
lin receptors and, in addition, have the capacity for expres-
sing functional receptors from their microinjected mRNAs. 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-trisphosphate and diacylglycerol, two molecules
which function as intracellular second messengers. Thus, the
oocyte system presents several advantageous and interesting
features for the study of the role of phosphoinositides and-
inositol phosphates in signal transduction. These studies
require a previous knowledge of the metabolic transformations
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 Xenopus
laevis oocytes with [y-??P] ATP yields radiolabeled phosphati-
dylinositol monophosphate from endogenous phosphatidylinosi-

tol. This reaction is initially rapid, but after 5 minutes of
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incubation the formation of the product phosphatidylinositol
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-
tion of phosphatidylinositol monophosphate (which proved to be
mainly phosphatidylinositol 4-monophosphate) in isolated
oocyte membranes in order to define 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 effect of additional factors which may act to regulate
their activity was also proposed.

During these studies it was shown that phosphati-
dylinositol 4-monophosphate, synthesized from endogenous phos-
phatidylinositol and ATP, or added exogenously, is preferen-
tially degraded in isolated oocyte membranes through a hydro-
lytic reaction catalyzed by a phosphomonoesterase to form
phosphatidylinositeol and inorganic phosphate. This occurs
under the same conditions in which the synthesis of the com-
pound is observed, that is with Mg?* and without added Ca?*
(endogenous Ca®* 15 uM total).

In addition, in the conditions previously indicated
of Mg* and Ca?, there is a small but significant hydrolysis
of phosphatidylinositol 4-monophosphate, through a phospholi-
pase C activity, to give inositol 1,4-bisphosphate.

The present work has also demonstrated that the

phosphatidylinositol produced from phosphatidylinositol 4-mo-
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nophosphate is subsequently hydrolyzed to form inositol l-mo-
nophosphate, which is in turn degraded to free inositol by a
phosphomonoesterase of the oocyte membrane. Also confirmed in
the system was the presence of phosphomonoesteréses that can
hydrolyze inositol 1,4,5-trisphosphate and inositol 1,4-bis-
phosphate to produce free inositol.

Once the reactions responsible for the degradation
of phosphatidylinositol 4-monophosphate in the isolated oocyte
membranes were established, the next approach was to study two
enzymes involved in the degradation of that phosphoinositide,
the phosphomonoesterase that hydrolyzes the phosphatydilinosi-
tol 4-monophosphate and the oocyte phospholipase C.

The phosphomonoesterase that hydrolyzes the phos-
phatidylinositol 4-monophosphate does not require Ca*' or Mg*,

exhibits a pH optimum between 7 and 8, is inhibited by inor-

ganic phosphate and stimulated by tartrate, while fluoride

increases or decreases its activity depending on the concen-
tration of this ion.

Fructose 1,6-bisphosphate and a-glycerolphosphate
are potent inhibitors of the enzyme and this effect is mnot
observed with other hexoses mono- or bisphosphate, B-glycerol-
phosphate, phosphatidylglycerol or diphosphatidylglycerol.

Neomicyn was shown to be an inhibitor of the phos-
phomonoesterase but it is an activator at low concentrations.
Spermine and spermidine also decrease the hydrolysis of phos-

phatidylinositol 4-monophosphate.
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On the other hand, the presence of GTP-y-S, acetyl-
choline, progesterone or insulin does not modify the phospho-
monoesterase activity.

The phospholipase C activity of the oocyte mem-
branes was also partially characterized, principally using
phosphatidylinositol as a substrate. The enzyme has a signif-
icant activity for phosphatidylinositol degradation in the ab-
sence of Ca*, increasing 2-fold at 100 pM. On the other hand,
the phospholipase C activity against exogenous phosphatidyl-
inositol 4,5-bisphosphate presents a total dependence on Ca?%,
with an optimum concentration of 50 pM.

Polylysine, polyamines and neomicyn modify the
phospholipase C activity. Polylysine, spermine and neomicyn
act as activators or inhibitors to different degrees depending
upon their concentrations, while the enzyme is stimulated by
spermidine.

The hydrolysis of phosphatidylinositol and phospha-
tidylinositol 4,5-biphosphate with the membrane fraction used
in this work are not affected by GTP-y-S, acetylcholine and/or
carbamylcholine, progesterone or insulin.

Interestingly, phosphatidic acid is an effective
activator of the phospholipase C, increasing its activity 2-
fold at 700 pM and with phosphatidylinositol as substrate.
This effect seems to be specific and it is not observed with

other phospholipids tested.




INTRODUCCION

A.- ESQUEMA GENERAL E IMPORTANCIA DEL ESTUDIQO DEIL METABOLISMO
DE LOS FOSFOLIPIDOS DE INOSITOL -

El mecanismo de transduccién de la sefial extrace-
lular de una serie de moléculas reguladoras, entre ellas hor-
monas, neurotransmisores y factores de crepimiento, involucra
la hidrélisis y resintesis de fosfolipidos de inositol pre-
sentes en la membrana celular. La activacidén de una variedad
de receptores de la membrana conduce a la hidrélisis del fos-
fatidilinositol 4,5-bisfosfato (PtdIns 4,5-P,) por accién de
una fosfodiesterasa especifica (fosfolipasa C), con ia gene-
racidén de inositol 1,4,5-trisfosfato (Ins 1,4,5-P,) y diacil-
glicerol (DAG), ambas moléculas con caracteristicas de se—
gundos mensajeros (Majerus, 1992). Como se muestra en el
Esquema I, Ins 1,4,5-P, se une a receptores especificos que
actian como canales de Ca*? (Supattapone y col, 1988; Ferris
y col, 1989; Barnard, 1992) provocando la liberacién de Ca*2
desde depésitos intracelulares, localizados probablemente en
el reticulo endoplésmico (Berridge e Irvine, 1989; Berridge,
1990). A su vez, DAG y Ca*? activan a la proteina quinasa C

(Nishizuka, 1988; Rando, 1988). De esta manera se regula una
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serie de procesos celulares que incluye, entre otros, varias
vias metabdlicas, secrecién de hormonas Yy neurotransmisores,
contraccidén y proliferacién celular (Rhee y Choi, 1992).

Los fosfolipidos de inositol son una fraccién mino-
ritaria de los fosfolipidos de la célulé, constituyendo alre-
dedor del 8% del total. Tres son los fosfoinositidos cuantita-
tivamente mds importantes, fosfatidilinositol (PtdIns), fosfa-
tidilinositol 4-monofosfato (PtdIns 4-P) y fosfatidilinositol
4,5-bisfosfato, los cuales corresponden aproximadamente al
5-7%, 1% vy 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 célula de dife-
rentes compartimentos de fosfoinositidos. En el caso del
PtdIns los estudios realizados en células WRK-1 estimuladas
con vasopresina indican que el compartimento sensible a hor-
monas corresponderia a alrededor del 17% del total del PtdIns
(Monaco, 1982; Monaco y Woods, 1983).

En el mismo tipo de células se ha demostrado que
alrededor del 60% del PtdIns 4,5-P, intracelular proviene del
conjunto de PtdIns sensible a hormonas, siendo este conjunto
de PtdIns 4,5-P, también sensible a hormonas. Por su parte, el
40% restante del PtdIns 4,5-P, provendria del conjunto del
PtdIns no sensible a hormonas y constituiria un compartimento
estable en el tiempo y no afectado bor vasopresina (Koreh y

Monaco, 1986; Monaco, 1987).




Con respecto al PtdIns 4-P, el precursor del PtdIns
4,5-P,, se han obtenido resultados experimentales que indican
que en algunos tipos celulares s&lo una pequefia fraccidén del
monofosfato serviria como precursor del bisfosfato en células
estimuladas. Tal es el caso de los linfocitos (Inokuchi e
Imboden, 1990).

En cuanto a la localizacién subcelular, por muchos
afios se considerd que los fosfoinositidos que participan en la
respuesta frente a estimulos extracelulares se encontraban ex-
clusivamente en la membrana plasmitica (Sekar y Hokin, 1986).
Esta visidn estd cambiando desde que el grupo de Irvine des-
cribidé en 1991 la presencia de fosfolipidos de inositol en
nicleos de células 3T3, los cuales participarian en la res-~
puesta celular ante la unién del factor de crecimiento seme-
jante a insulina-1 (IGF-1) a su receptor en la membrana plas-
matica (Divechea y col., 1991).

El PtdIns 4,5-P, y el Ins 1,4,5-P,;, asi como también
el DAG, los compuestos claves en la transduccidén de las sefia-
les a través de la membrana celular, son intermediarios de
complejas rutas metabdlicas en que participan los fosfoinosi-
tidos y un elevado ntimero de inositol fosfatos, entre mono y
hexakisfosfatos. Una visién global del metabolismo de los com-
puestos derivados del inositol se presenta en el Esquema II.

En este esquema se puede apreciar que el
PtdIns 4,5-P,, precursor directo de los segundos mensajeros,

se sintetiza a partir de PtdIns por medio de dos fosforilacio-
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nes sucesivas, catalizadas por diferentes quinasas. Luego de
ocurrida la hidrdélisis del PtdIns 4,5-P,, los dos segundos
mensajeros generados pueden ser a su vez utilizados para la
resintesis de los fosfoinositidos. En efecto, el Ins 1,4,5-P,
es hidrolizado en forma secuencial para generar inositol
libre, mientras el DAG se transforma en &acido fosfatidico
(PtdOH) y luego en citidina difosfato-diacilglicerol (CbhpP-
DAG) . Finalmente, CDP-DAG e inositol constituyen los precurso-
res directos del PtdIns, cerrdndose asi los denominados "ciclo
de los inositol fosfatos" y "ciclo lipidico" (Berridge, 1987;
Berridge e Irvine, 1989)

Ademés, como se observa en el Esquema II, las rutas
metab&licas de los inositol fosfatos involucran también a los
inositol tetra, penta y hexakisfosfatos. A éstos se deben
agregar los inositol fosfatos ciclicos, los cuales no aparecen
en dicho esquema.

Por otra parte, en los dltimos afios se ha demostra-
do que se sintetizan también en la célula otros fosfoinositi-
dos, ademds de los mencionados anteriormente. Ellos son fosfa-~
tidilinositol 3-monofosfato (PtdIns 3-P), fosfatidilinositol
3,4-bisfosfato (PtdIns 3,4-P,) y fosfatidilinositol 3,4,5-
trisfosfato (PtdiIns 3,4,5-P;). El primero de ellos estd siem—
pre presente en las células (Cunningham y col., 1990), mien-
tras que PtdIns 3,4-P, y PtdIns 3,4,5-P; se producen en forma
transitoria en respuesta a agonistas Yy factores de creci-

miento. Se ha postulado que estos fosfolipidos de inositol




participarian en la induccién de la mitogénesis, formando
parte de un sistema de segundos mensajeros intracelulares
(Ullrich y Schlessinger, 1990; Cantley y col., 1991), puesto
que en células estimuladas por factores de crecimiento o en
células 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 funcién en la
célula no estd atlin totalmente dilucidada (Majerus, 1992).
Estos fosfoinositidos esterificados con fosfato en la posicién
3 del anillo inositol estdn presentes en la célula en muy
pequeila cantidad, representando sélo el 1 al 2% del nivel en
que se encuentran los fosfoinositidos anteriormente conocidos
(Varticovski y col., 1989; Auger y col., 1989; Lips y col.,
1983). Estos polifosfoinositidos no son hidrolizados por las
fosfolipasas C conocidas (Lips y col., 1989; Serunian y col.,
1989) y por lo tanto no es evidente cémo podrian servir como
precursores de algin inositol fosfato que constituya un
segundo mensajero. Los inositol fosfatos que se derivarian de
estos fosfoinositidos por hidrélisis catalizada por una
hipotética fosfolipasa C serian inositol 1,3-bisfosfato
(Ins 1,3-P,), inositol 1,3,4-trisfosfato (Ins 1,3,4-P;) e
inositol 1,3,4,5~-tetrakisfosfato (Ins 1,3,4,5-P,), los cuales
estan presentes en la célula puesto que se forman en las
reacciones del metabolismo de inositol fosfatos (Esquema I1).
En células estimuladas, el nivel de estos inositol fosfatos es

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




narian. (Majerus, 1992)

B.- METABOLISMO DE FOSFOINOSITIDOS

Hay una amplia literatura sobre el metabolismo de
los fosfoinositidos que seria dificil cubrir en detalle en la
Introduccidn de esta tesis. Por esta razén la discusién de los
antecedentes bibliogrédficos se centrard en el conocimiento ac-—
tual sobre las rutas de utilizacidén o sintesis del PtdIns 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.

B.1l. Sintesis de fosfatidilinositol 4-monofosfato Y su utili-
zacidén para la generacién de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato

El Ptdins 4-P se sintetiza a partir del PtdIns a
través de una fosforilacién con ATP catalizada por la PtdIns
4-quinasa.

Endemann y col., (Endemann y col, 1987) separaron
dos tipos de PtdIns 4-quinasas de cerebro de bovino por cen-
trifugacidn en gradiente de sacarosa. Estas dos enzimas poseen
pesos moleculares aparentes de 55000 y 230000. Ia enzima de
55 kDa es similar en todas las propiedades estudiadas a la de
fibroblastos descrita por Whitman y col., (Whitman y col.,
1987) . Caracteristicas semejantes se han descrito también para
la enzima de membrana plasmitica de eritrocitos humanos

(Endemann y col., 1987; Graziani y col., 1992), de dtero de




bovino (Porter y col., 1988) y células A431 (Walker y col.,
1988). En los dos Gltimos casos mencionados la enzima ha sido
purificada a homogeneidad. A esta PtdIns 4-quinasa se le
denomina "tipo II". Est& fuertemente unida a la membrana
plasmatica, requiere detergente para su extraccién y no esté
presente en forma significativa en la fraccién soluble
(Carpenter y Cantley, 1990). Esta PtdIns 4-quinasa presenta la
caracteristica de ser inhibida por adenosina y ADP y activada
por detergentes (Whitman y col., 1987).

La enzima de 230 kDa, llamada "tipo III", también
esta asociada a la membrana y, ademds de cerebro de bovino, ha
sido descrita en tdterc de bovino (Li y col., 1989), cerebro de
rata (Yamakawa y Takenawa, 1988) y Saccharomyces cerevisiae
(Belunis y col., 1988). Posee mayor Km para ATP y es resisten-
te a la inhibicidn por adenosina (Carpenter y Cantley, 1990).

Cabe sefialar que la PtdIns quinasa "tipo I" corres-
ponde a la PtdIns 3-quinasa, la cual cataliza la fosforilacién
del PtdIns en la posicidén 3 del anillo inositol. Esta quinasa
es resistente a la inhibicién por adenosina y por ADP, mien-
tras si es inhibida por detergentes no iénicos (Whitman y col.
1987).

Un cDNA que codifica para la PtdIns 4-quinasa "tipo
IT" ha sido aislado a partir de una genoteca de cDNA de
cerebro de rata. La secuencia de aminodcidos deducida de la
secuencia de nucledtidos da una proteina de 697 aminodcidos,

con dos posibles dominios transmembrana Yy varias secuencias
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hacia el extremo N-terminal que representan sitios potenciales
de fosforilacién por la proteina quinasa dependiente de cAMP
y la dependiente de calmodulina (Yamakawa y col., 1991).

En cuanto a mecanismos de regulacién que estén mo-
dulando la actividad de esta enzima, no se tiene afin un cono-
cimiento claro al respecto. En la literatura hay antecedentes
que indican que la actividad de la enzima estaria afectada por
CAMP (Holland y col., 1988; Kato y col., 1989) ésteres de
forbol (de Chaffoy de Courcelles y col., 1984; Halenda y
Feinstein, 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, por proteinas G
0 por ambas. Sin embargo, no hay ninguna evidencia directa que
indique que la enzima se fosforile o que esté 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 proliferacién celular (Tabor y
Tabor, 1984), activan en forma notoria a la enzima de membra-
nas de células A431. Un efecto similar ejercen la polilisina
Yy las histonas (Vogel y Hoppe, 1986). También la enzima de
membranas de oocitos de Xenopus laevis es activada por polili-
sina (Gatica y col., 1987; Carrasco y col., 1988).

Como ya se indicd, la enzima "tipo II" es inhibida
por adenosina (Whitman y col., 1987). Esta inhibicién podria

ser fisioldgicamente relevante bajo condiciones en que se
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depleta la célula de ATP (Doctrow y Lowestein, 1985). Por su
parte, S-adenosil homocisteina inhibe la sintesis de PtdiIns
4-P en neutréfilos in vivo y es un inhibidor competitivo de la
enzima de membranas del mismo sistema in vitro (Pike y De
Meester, 1988).

El PtdIns 4-P es transformado en PtdIns 4,5-P, a
través de una segunda fosforilacién, catalizada por la
PtdIns 4-P 5-quinasa dque 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; Cochet 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 han separado dos
formas de la PtdIns 4-P 5-quinasa, "tipo I" y "tipo II". ILa
enzima "tipo II" es idéntica a la PtdIns 4-P 5-quinasa soluble
encontrada en el citosol del eritrocito (Bazenet y col.,
1990). Funcionalmente, sin embargo, hay similitudes y diferen-
cias entre la enzima citosélica y la unida a membrana, depen-
diendo del tipo celular. En la mayoria de los casos, ambas son
estimuladas por poliaminas, disminuyendo el requerimiento de
Mg*? para su actividad 6ptima (Lundberg y col., 1986).

Al igual que en el caso de la PtdIns 4-quinasa,
poco se sabe de la regulacién de la PtdIns 4-P 5-quinasa. La
enzima citosSlica de cerebro de rata (Cochet y Chambaz, 1986)

Y la de membranas de eritrocito (Ling y col., 1989) es esti-
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mulada por fosfatidilserina. A su vez, la PtdIns 4-P 5-quinasa
de membranas de cerebro de rata es estimulada por GTP-y-S
(Smith y Chang, 1989). Por su parte, la enzima de membranas de
cerebro de bovino es fuertemente estimulada por PtdOH en una
accidén especifica que no se obtiene con ningtn otro fosfolipi-

do ensayado (Moritz y col., 1992).

B.2. Sintesis de fosfoinositidos fosforilados en la posicién
3 del inositol

Como se planteé anteriormente, se sintetiza también
en la célula un conjunto de fosfoinositidos que poseen un
grupo fosforilo en la posicidén 3 del inositol. Estos son
PtdIns 3-P, PtdIns 3,4-P, y PtdIns 3,4,5-P; (Majerus, 1992).

Las vias metabdlicas que conducen a la sintesis de
estos compuestos no estén ain dilucidadas, existiendo tres hi-
potesis al respecto, las cuales se resumen en el Esquema III.
En la primera de ellas (Esquema III-A) se 1involucra al
PtdIns 4-P, asi como también al PtdIns y PtdIns 4,5-P,, como
precursores directos de los fosfoinositidos fosforilados en la
posicidén 3, a través de reacciones catalizadas por una o més
quinasas especificas para fosforilar en dicha posicién
(Whitman y Cantley, 1988).

Por su parte, las evidencias experimentales obteni-
das trabajando con plaquetas humanas estimuladas con trombina,
han llevado al grupo de Majerus a postular un modelo en el

cual el PtdIns 3-P se sintetiza a partir de PtdIns, para luego
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Ptd Ins ———= Ptd Ins 4-P ———>= Ptd Ins 4,5-P,

Ptd Ins 3-P =meebPid Ins 3,4-P, ==t PidIns 3,4,5-P,
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/

Ptdlns ———= Ptd Ins 4-P —=———=Ptd Ins 4,5-P,
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ESQUEMA I :

DIFERENTES VIAS PROPUESTAS PARA LA SINTESIS DE
LOS FOSFOINOSITIDOS FOSFORILADOS EN LA POSICION
3 DEL INOSITOL.
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generarse los otros fosfoinositidos por fosforilaciones
sucesivas en 4 y 5 (Esquema III-B) (Cunningham y col., 1990;
Cunningham y Majerus., 1991; Yamamoto y col., 1990; Majerus,
1992).

Por dltimo, el grupo de Irvine, basado en los re-
sultados obtenidos trabajando con neutréfilos activados con
formilmetionil-leucil-fenilalanina, proponen las vias que se
muestran en el Esquema III-C, en que la enzima.clave seria una
PtdIns 4,5-P, 3-quinasa (Stephens y col., 1991). Este modelo
no descarta la participacién del PtdIns 4-P como precursor del

B.3. Hidré6lisis de fosfoinositidos catalizada por la fosfoli-

pasa C

B.3.1l. Las isoformas de la enzima

La fosfolipasa C especifica para fosfolipidos de
inositol es la enzima clave involucrada en la hidrdélisis de
fosfoinositidos acoplada a receptores de membrana, con la
generacién de segundos mensajeros (Majerus, 1992).

Mediante técnicas de purificacién de proteinas, asi
como también de clonamiento a partir de cDNA, se ha podido
conocer la existencia de tres isoenzimas de la fosfolipasa C
en tejidos de mamiferos. Se denominan B, ¥y y 8, y cada una de

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

1992).
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B.3.2. Especificidad de sustrato

Cada una de las tres isoformas de la fosfolipasa C
cataliza in vitro la hidrélisis de los tres fosfoinositidos
més comunes, PtdIns, PtdIns 4-P y PtdIns 4,5-P,, para generar
inositol 1l-monofosfato (Ins 1-P), inositol 1,4-bisfosfato
(Ins 1,4-P,) e Ins 1,4,5-P;, respectivamente, y DAG. Todas
ellas son dependientes de Ca** (Wilson y col., 1984; Ryu y
col., 1987; Homma y col., 1988; Rhee y Choi, 1992).

Las fosfolipasas C estudiadas presentan una mayor
afinidad por PtdIns 4-P y PtdIns 4,5-P,, pero a baja concen-
tracién de Ca*? el sustrato preferido es el segundo de los
mencionados (Wilson y col., 1984; Bennett y Crooke, 1987;
Homma y col., 1988).

Por otra parte, la afinidad por PtdIns 4,5-P, es
mayor en el caso de la fosfolipasa C-f, comparado con las
isoformas y y 6.(Ryu y col., 1887).

Un aspecto que resulta controvertible en la litera-
tura es el que tiene relacidén con la especificidad de sustrato
de la fosfolipasa C in vivo, si bien, como se planteé ante-
riormente, todas las fosfolipasas C conocidas hidrolizan in

vitro a los tres fosfoinositidos.

En los anos 50 y comienzos de los 60 se obtuvieron
las primeras evidencias experimentales que indicaban que en

diferentes sistemas existe un recambio aumentado de PtdIns
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frente a una serie de estimulos extracelulares. La atencidn se
centrd en este fosfoinositido y llevé a la postulacidén de la,
hipétesis del “ciclo del PtdIns - PtdOH", que proponia la
hidrélisis del PtdIns a inositol monofosfato y DAG y la
posterior fosforilacién de éste para formar PtdOH, el cual se
transformaria a su vez en CDP-DAG. Este dltimo reaccionaria
con inaositol para generar nuevamente el PtdIns (Sekar y Hokin,
1986) .

cuando se encontré que el PtdIns 4-P y el
ptdIns 4,5-P, también experimentan un rdpido recambio en
células estimuladas por diversos agonistas, se plantedé la
cuestién de cudl o cudles de los fosfolipidos de inositol de
1a membrana constituye el sustrato fisiolégico de la
fosfolipasa C activada por la unién de una sefial al receptor.

Los primeros experimentos disefiados para dilucidar
este punto, midiendo el contenido de los distintos fosfoinosi-
tidos en células sometidas a diversos estimulos, determinaron
que la velocidad inicial de desaparicién del PtdIns 4,5-P, es
similar a la velocidad total de desaparicién del PtdIns ¥y de
aqui se postuld que el sustrato fisiolégico seria el bisfos-
fato, mientras el PtdIns se iria consumiendo para la resin-
tesis del PtdIns 4,5-F; (Weiss y col., 1982; Billah y
Lapetina, 1982). Sin embargo, los resultados de estos trabajos
no descartan la posibilidad de que el PtdIns también sea un
blanco de accién de la fosfolipasa C y que la disminucién del

PtdIns 4,5-P, sea sélo consecuencia del nivel disminuido de su




18

ademés de la hidrélisis del PtdIns 4,5-P,, fundamentalmente en
condiciones de estimulacidn prolongada (Imai y Gershengorn,
1986; Ackermann y col., 1987; Inhorn y col., 1987; Balla y
col., 1988).

Un estudio cinético realizado en células acinares
de pardétidas, determinando las velocidades de flujo a través
de una serie de inositol fosfatos intermediarios, indica que
tanto la aparicién de Ins 1,4-P, como de inoesitol 4-mono-
fosfato (Ins 4-P) (producto de la desfosforilacién del
Ins 1,4-P,) e Ins 1-P (producto de la hidrélisis del PtdIns
via fosfolipasa C o bien de la desfosforilacién de otros
inositol fosfatos) pueden explicarse a través de la metaboli-
zacién del Ins 1,4,5-P;, sin necesidad de introducir al modelo
la hidrélisis directa de PtdIns o PtdIns 4-P (Hughes y Putney,
1989). Nuevamente, este estudio no descarta del todo la posi-
bilidad de la accién de la fosfolipasa C sobre PtdIns ©
PtdIns 4-P.

Cabe sefialar que el sistema es tremendamente com-
plejo y presenta muchas dificultades para los estudios cinéti-
cos que se requleren para precisar los aspectos en discusién.
Por ejemplo, la existencia de compartimentos de fosfoinositi-
dos metabolicamente activos e inactivos, sensibles o no sensi-
bles a hormonas (Monaco, 1982; Monaco Yy Woods, 1983; Koréh y
Monaco, 1986; Monaco, 1987; King y col., 1987) introduce
serios inconvenientes en la interpretacién de los andlisis

cinéticos y de velocidades de recambio.
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La hipétesis de la participacién de PtdIns, de
ptdIns 4-P o de ambos como sustratos de una fosfolipasa C en
la respuesta de algin tipo de células frente a todas o algunas
de las sefiales externas se ha mirado con interés puesto que
significaria la produccién de un dnico segqundo mensajero, el
DAG, sin la generacién de Ins 1,4,5-P, vy por lo tanto, sin
movilizacién de Ca*? desde depSsitos intracelulares, lo cual
configuraria una respuesta celular diferente a la esperada con
la generacién de los dos segundos mensajeros actuando en forma

simultdnea (Hughes y Putney, 1983).

B.3.3. Regulacién de la fosfolipasa c-§

Durante la década pasada se acumuld una gran can-
tidad de evidencias indirectas acerca de la participacidn de
proteinas G en la activacién de la fosfolipasa C por hormonas
y neurotransmisores (Fain y col., 1988).

T.a estimulacién por GTP o sus andlogos no hidroli-
zables de la hidrélisis de PtdIns 4,5-P, ha sido demostrada en
una variada gama de membranas premércadas con *p; o [*H] ino-~
sitol (Gonzdlez y Crews, 1985; Cockcroft y Gomperts, 1985;
Litosh y col., 1985; Wallace y Fain, 1985; Straub y Gershen-
gorn, 1986; Bojanic y Fain, 1986; Litosh, 1987; Taylor y
Exton, 1987; Sommermeyer y col., 1989; Claro y col., 1990).
Sin embargo, sélo 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) demostré que una
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mezcla de las subunidades « de proteinas Gy Y Giir purificada
de cerebro de bovino, es capaz de activar una preparacién de
fosfolipasa C del mismo origen, parcialmente purificada, en
presencia de AlF, . A su vez, el grupo de Exton (Taylor y col.,
1990; Taylor y col., 1991; Taylor y Exton, 1991), purificé una
mezcla de las subunidades a, ¥y @y de higado de bovino y con
ella se logré la activacién selectiva de la fosfolipasa C-f,
de cerebro de bovino, en presencia de GTP-y-S, mientras las
fosfolipasas C-y, y C-8, no son estimuladas. Este mismo grupo
ha purificado la forma trimérica (aPy) de dos proteinas de la
familia G,, las cuales activan a la fosfolipasa C-§, en la
presencia de GTP-y-S o de AlF, (Blank y col., 1991). También
se ha logrado reconstituir un sistema de eritrocitos de pavo
en que una proteina G inmunoldgicamente similar a G, activa a
la fosfolipasa C-f, (Waldo y col., 1991).

En experimentos en que se transfectaron células
Cos-7 con cDNA correspondiente a diferentes subunidades « se
observé que sélo el cDNA de ¢ 0 &;; produjo un marcado aumento
en la produccién de inositol fosfatos al estimular con AlF, .
La cotrasfeccién de cDNA de a; O «;, con cDNA de fosfolipasa
C-$, produjo un aumento ain mayor. Por su parte, los cDNA de
Cy; Goar oz Y @p NO tuvieron ningin efecto (Wu y col., 13382).
Utilizando este mismo disefio experimental, Lee y col. (Lee y
col., 1992) demostraron que 0g, &ir %14 Y %16/ todos miembros
de la familia @,, estimulan a la fosfolipasa C f-1, siendo los

mas eficientes ¢, y @,; (Lee y col., 1992).
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Con respecto a la fosfolipasa C p-2, la cual ha
sido recientemente clonada a partir de una genoteca de cDNA de
células HL-60, se ha visto que no es estimulada por «, (Park
y col., 1992), siendo «,s la que mas eficientemente la activa
(Lee y col., 1992). De estos resultados se ha sugerido que
existiria especificidad en la interaccién de los diferentes
miembros de la familia G, con las distintas fosfolipasas C-f
(Lee y col., 1992; Park y col., 1992).

Entre los receptores gue activan a la fosfolipasa
C-f a través de una proteina G; o Gy, se encuentran el de trom-
boxano A,, bradiquinina, angiotensina, histamina, vasopresina
y acetilcolina de tipo muscarinico (Rhee y Choi, 1992).

Usando el receptor muscarinico m,, una mezcla de Gg
y G,; v la fosfolipasa Cc-B,, se logrd la primera reconstitucidén
de la via completa gque conduce a la hidrélisis del
PtdiIns 4,5-P, a partir de sus componentes purificados. En
efecto, al coreconstituir estas proteinas en vesiculas lipi-
dicas, la actividad de la fosfolipasa C-§, aumenta en mas de
diez veces por la adicién de carbamilcolina, en presencia de

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

B.3.4. Regulacién de la fosfolipasa C-y

La unién de los factores de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF), epidérmico (EGF) y neural (NGF) a sus res-
pectivos receptores produce la activacién de la fosfolipasa

C-y,. El tratamiento de una serie de tipos celulares con estos
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factores de crecimiento promueve la asociacién de la fosfoli-
pasa C-y, con el receptor, la cual estd mediada por una inte-
raccién de gran afinidad entre ciertos dominios de la enzima
y sitios especificos del receptor autofosforilados en tirosina
(Koch y col., 1991).

La fosfolipasa C-vy; €S fosforilada en tirosinas por
la actividad tirosina quinasa de los receptores de PDGF, EGF
y NGF, y los sities de fosforilacién parecen ser los mismos en-
los tres casos (Kim y col., 19891). También es fosforilada en
serinas por una actividad enzimdtica adn no definida (Rhee ¥y
Choi, 1992).

El efecto de la fosforilacién sobre la actividad de
la enzima no es ain bien comprendido. Por ejemplo, estudios in
vitro han demostrado que la enzima fosforilada y la no fosfo-
rilada muestran la misma actividad (Kim y col., 1891).

Sin embargo, en células 3T3 transfectadas con fos-
folipasa C-y, mutada en las tirosinas 771, 783 o 1254 (las 3
tirosinas fosforiladas por el receptor) y estimuladas con
PDGF, se demostrd que la fosforilacién en tirosina 783 y en
menor grado en la 1254 es fundamental para la estimulacién de
la produccidén de inositol fosfatos en la célula intacta. La
enzima mutante en tirosina 783 se asocia al receptor y es
fosforilada en serina en respuesta a PDGF, lo cual sugiere que
ni la asociacién al receptor ni la fosforilacién en serinas
son eventos suficientes para la activacién de la fosfolipasa

C-y, (Kim y col., 1991).
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A su vez, los experimentos realizados en células
que expresan mutantes del receptor de EGF que 1o posee la
tirosina 992 (en el dominio de unién del receptor a la fosfo-
lipasa C-y,) han demostrado que tanto la interaccién con el
receptor como la fosforilacién de la fosfolipasa C-y; en tiro-
sinas son pasos necesarios para la activacién de la enzima in

vivo (Vega y col, 1992).

B.3.5. Requlacién de la fosfolipasa c-&

Con respecto a la fosfolipasa C-4 no se conoce
hasta ahora mecanismo alguno que esté regulando su actividad.
No se ha descrito ningin receptor ni ningin transductor de

sefiales que esté acoplado a ella (Rhee y Choi, 1392).

B.4. Hidrélisis de fosfoinositidos catalizada por fosfomonoes-
terasas

Como se ha sefialado, existe un rdpido recambio de
los fosfoinositidos de la membrana celular al unirse un ago-
nista a un receptor acoplado al sistema de la fosfolipasa C.
La PtdIns 4-quinasa, la PtdIns 4-P 5-quinasa y la fosfolipasa
C cumplen una funcidén fundamental en dicho recambio.

Sin embargo, en varios sistemas en que se ha estu-
diado la sintesis y degradacidn de fosfoinositidos ante un
estimulo externo se han encontrado también otras enzimas
capaces de hidrolizar al PtdIns 4-P y al PtdIns 4,5-P,. Estas

enzimas son fosfomonoesterasas que hidrolizan los fosfatos 5
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y 4 del PtdIns 4,5-P, Y se ignora si ellas tienen O no una
participacién importante en la regulacién de los niveles de
los fosfoinositidos en la membrana celular y, por consiguien-
te, si estén desempefiando © no algin papel fundamental en el
mecanismo de transduccién de sefiales que involucra a los
compuestos derivados del inositol.

Fn la literatura existe poca informacién sobre
estas enzimas; se han descrito en diversos sistemas, pero
existen escasos estudios sistemdticos tendientes a carac-
terizarlas.

PtdIns 4-P fosfomonoesterasa, PtdIns 4,5-P, 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 fraccién compuesta por mitocondrias y sinaptosomas de
cerebro de rata (Jolles y col., 1981), en membranas plasmati-
cas de eritrocito de rata (Marche y col., 1983) en envoltura
nuclear de hepatocitos de rata (Smith y Wells, 1984), en mem-
branas plasméticas de células tumorales de rata (Tooke y col.,
1984), en membranas plasmdticas de astrocitoma T-24 humano
(Knowles y Lawrence, 1985) y en membranas plasmdticas de
cerebro de rata (Claro y col., 1989; Claro y col., 1990).

La tnica de ellas sometida a una caracterizacidn
sistemdtica es la PtdIns 4-P de envoltura nuclear de higado de
rata (Smith y Wells, 1984), donde los mismos autores habian

encontrado sintesis de Ptdins 4-P y PtdIns 4,5-P, (Smith y
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Wells, 1983), proponiendo con estos antecedentes due la
interconversién de PtdIns en ptdIns 4-P en este sistema
ocurriria a través de una via simple de fosforilacidn-
desfosforilacidn, permitiendo una répida y precisa regulacién
de los niveles de PtdInms 4-P. En este modelo, 1los autores
descartan la participacidn de una fosfolipasa C. Sin embargo,
este estudio sobre envoltura nu-clear cobra ahora mayor
interés puesto que el grupo de 1Irvine ha descrito
recientemente la existencia del ciclo de los fos-foinositidos
en los nicleos de células 3T3, bajo el control del receptor de
ICF-1 de la membrana plasmética, con la gene-racién de DAG Y
una aparente translocacién de la proteina quinasa C al nicleo
(Divechea y col., 1991).

Con respecto a los fosfoinositidos que poseen el
grupo fosforilo en la posicién 3, se sabe que ellos no son
atacados por las fosfolipasas C especificas de fosfoinositidos
conocidas (Lips y col., 1989; Serunian y col., 1989) y se
piensa que en su metabolizacién y por consiguiente en la regu-
lacién de su nivel en la célula, participan solamente quinasas
y fosfomonoesterasas. Estas enzimas han sido poco estudiadas
hasta el momento, existiendo escasos antecedentes en la lite-
ratura. En células 3T3 se encontré una fosfomonoesterasa en la
fraccién soluble que remueve especificamente el fosforilo de
la posicién 3 del PtdIns 3-P, no utilizando como sustrato
ptdIns 4-P ni PtdIns 4,5-P,. Tampoco presenta actividad con

Ins 1,3-P, (Lips y Majerus, 1989).
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En cerebro de rata se han descrito en la fraccién
soluble dos isoformas ("tipo I" y "tipo II") de una fosfomo-
noesterasa que utiliza como sustratos tanto PtdIns 3-P como
Ins 1,3-P,. La enzima "tipo I" contendria s6lo la subunidad
catalitica de 65 kDa, mientras la "tipo II" seria un hetero-
dimero constituido ademas por una subunidad reguladora de 78
kDa. La enzima "tipo IT" hidroliza al PtdIns 3-P con una velo-
cidad dos veces mayor que la velocidad de hidrélisis con la
"tipo I". A su vez, la "tipo I" cataliza la hidrélisis de
Ins 1,3-P, con una velocidad cinco veces mayor Jue con la
"tipo II". Estas diferencias estarian dadas por la presencia

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

C.— METABOLISMO DE INOSITOL FOSFATOS. ACCION DE FOSFOMONO-

ESTERASAS
Puesto que parte de los estudios realizados en esta
tesis se centraron en las fosfomonoesterasas que catalizan la
desfosforilacién del Ins 1,4,5-P; para generar inositol libre
en membranas de oocitos de Xenopus laevis, en esta seccidn se

revisaran algunos aspectos de la accién de estas enzimas:

H,0 P; H,0 P H,0 P,

Ins 1,4,5—P3-¥~—2t> Ins 1,4-P, -ih—2;> Ins 4-P -¥>a2> inositol

Cc.l. La inositol polifosfato 5-fosfomonoesterasa

El Ins 1,4,5-P; es hidrolizado a Ins 1,4-P, por la
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inositol polifosfato 5_fosfomonoesterasa, enzima distribuida
entre las £fracciones soluble y particulada en diversos
tejidos. Ademés, tanto el inositol l,3,4,5-tetrakisfosfato
(Ins 1,3,4,5-P,) como el inositol 1:2,4,5-trisfosfato ciclico
(Ins 1:2,4,5-P3) también son sustratos de la enzima. En pla-
guetas humanas seé han descrito dos formas citosélicas de la
enzima, "tipo I" y "tipo I1", ¥ ambas hidrolizan a los mismos
_sustratos, pero la primera requiere Mg .y 1los parametros
cinéticos y el PM son diferentes (Majerus, 1992). S6lc la
enzima "tipo I" es fosforilada por la proteina gquinasa c
(Connolly y col., 1986) vy la fosforilacién estd asociada a un
aumento de su actividad (Connolly ¥y col., 1986; Molina y Vedia
y col., 1986; King ¥y Rittenhouse, 1989). La enzima ha sido
también caracterizada parcialmente en Otros tejidos y estos
estudios sugieren que existirian otras isoformas, ademas de
las encontradas en plaguetas humanas (Downes y col., 1982;
Storey y col., 1984; Seyfred y col., 1984; Rana y col., 1986;
Hansen y col., 1987).

Un cDNA que codifica para la enzima "tipo II" de’
plaquetas humanas ha sido aislado de una genoteca de cDNA para
proteinas de fusidén con p-galactosidasa en el vector Agt,,
(Ross y col., 1931). El analisis de la secuencia de aminodci-
dos deducida para la enzima muestra varios sitios potenciales
de fosforilacién por diversas proteinas quinasas, estando
ausente la secuencia de consenso para la proteina quinasa C

(Kemp y Pearson, 1990), y esto coincide con los resultados
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obtenidos con la enzima nativa, la cual, a diferencia de la

"tipo I", no es fosforilada por dicha proteina guinasa.

C.2. La inositol polifosfato 1-fosfomonoesterasa

Tanto el Ins 1,4-P, como el inositol 1,3,4-trisfos-
fato (Ins 1,3,4-P;) son sustratos de esta enzima, siendo la Km
para este Gltimo cinco veces mayor. Cabe seflalar que la enzima
no hidroliza a otros inositol polifosfatos que poseen un grupo
fosforilo en la posicién 1 del inositol (Majerus, 19392). La
enzima ha sido encontrada en varios sistemas, entre ellos,
cerebro (Inhorn y col., 1987; Inhorn y Majerus, 1988; Gee y
col., 1988 a) e higado (Shears, 1989). Existen evidencias
experimentales que indican que esta enzima da cuenta de la
mayor parte de la hidrélisis del Ins 1,4-P, (Inhorn y Majerus,
1987). Requiere Mg** como cofactor y es inhibida por Ca** en
concentraciones fisiolégicas (Inhorn y Majerus, 1987; Inhorn
y Majerus, 1988) asi como también lo es por Li' (Inhorn y
Majerus, 1987; Inhorn y Majerus, 1988).

La inositol polifosfato 1l-fosfomonoesterasa de
cerebro de bovino ha sido clonada y el cDNA se ha expresado en
Escherichia coli. La enzima recombinante se comporta en forma

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

c.3. La inositol monofosfato fosfomonoesterasa
Esta enzima cataliza la hidrélisis del dltimo grupo

fosfato de los inositol polifosfatos para generar inositol
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1ibre. Todos los inositol monofosfatos, con excepcidn del
inositol 2-monofosfato (Ins 2-P), son sustratos de la enzima
(Inhorn y col., 1987; Ackermann y col., 1987). Requiere Mg*?
como cofactor, Ca*? y Mn*? la inhiben competitivamente, mien-
tras Li* lo hace en forma no competitiva (Hallcher y Sherman,
1980). La inositol monofosfato fosfomonoesterasa de cerebro de
rata y de bovino ha sido purificada a homogeneidad (Gee Yy
col., 1988 b) y constituye un dimero de subunidades iguales
(Hallcher y Sherman, 1980; Gee y col., 1988 b).

Por tltimo, se ha aislado un cDNA ¥y la enzima ha
sido expresada en Escherichia coli, encontrédndose que la
proteina recombinante presenta las mismas caracteristicas que

la enzima nativa (Diehl y col., 1990).

D.- EL OOCITO DE Xenopus laevis Y EL ESTUDIO DE LOS MECANIS-

MOS DE TRANSDUCCION DE SENALES EXTRACELULARES

D.1l. La maduracién meiética del oocito

La maduracién meidética del oocito constituye un
sistema modelo para el estudio de los mecanismos de accién
hormonal y para el gatillamiento de la divisidén celular.

El oocito de Xenopus laevis en estado VI es una
célula detenida en la profase de la primera divisién meidtica
y la exposicién a progesterona o insulina reinicia la meiosis

para detenerse nuevamente en la metafase de la segunda divi-
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sién meidética. Este procesoc transforma al oocito en un huevo
con la capacidad de ser fecundado e iniciar la embriogénesis
y se conoce como maduracién meidética (Maller, 1983).

los mecanismos moleculares a través de los cuales
progesterona e insulina inducen la maduracidn meidtica del
oocito no estén completamente dilucidados. A continuacidn se
resumen algunos de los aspectos mas relevantes conocidos hasta
la fecha: a diferencia de lo establecido para la accién de las
hormonas esteroidales en otros sistemas, en los cuales existen
receptores nucleares y una interaccién a nivel de DNA (Wahli
y Martinez, 1991), en el oocito de Xenopus laevis. la progeste-
rona actida a nivel de la membrana celular, en donde existiria
un receptor para ella (Sadler v Maller, 1982). Esta bien esta-
blecido que la maduracidén inducida por progesterona involucra
1a inhibicién de la adenililciclasa del oocito (Jordana y
col., 1981 a; Sadler y Maller, 1981; Finidori-Lepicard y col.,
1981) y la consecuente disminucién en la actividad de la pro-
teina quinasa dependiente de cAMP. La maduracidén inducida por
la progesterona es inhibida al microinyectar al oocito la
subunidad catalitica de la proteina quinasa dependiente de
cAMP y, por el contrario, es inducida si se microinyecta la
subunidad reguladora de dicha proteina gquinasa, en ausencia de
la hormona (Maller y Krebs, 1977).

cuando se expone el oocito a progesterona se produ-
ce un aumento de la sintesis proteica de alrededor de dos

veces y ésto ocurre aproximadamente 2 horas después del trata-
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miento con la hormona (Bravo y col., 1978). Los inhibidores de
la sintesis proteica bloquean la maduracién del oocito, agre-
gados antes de las 2 horas luego de haber tratado el oocito
con progesterona.

Posterior a la induccién de la sintesis proteica y
coincidente con la ruptura de la membrana nuclear, proceso que
define la maduracion meiética del oocito, se detecta en el
citoplasma la.aparicién del factor promotor de la maduracidn
(MPF). Al microinyectar el oocito con un extracto citoplasmé-
tico obtenido a partir de oocitos maduros, se detecta un
aumento significativo en la fosforilacién de proteinas (Lohka
y col., 1987; Cicirelli y col., 1988), junto con lo cual hay
ruptura de la membrana nuclear. Esto ocurre en ausencia de
progesterona y sin sintesis de proteinas.

El MPF esta constituido por dos proteinas, la cde-2
quinasa y la ciclina. Esta dltima es sintetizada de novo luego
de la induccién hormonal de la maduracién del oocito y se sabe
que su unién a la cdc-2 quinasa es fundamental para obtener un
MPF activo (Lewin, 1390).

La insulina, a su vez, gatilla una via de transduc-
cién de sefiales diferente, en la cual parece ser importante la
actividad tirosina gquinasa del receptor para esta hormona. Se
ha demostrado que la microinyeccidn de anticuerpos monoclona-
les que inhiben la actividad tirosina quinasa del receptor,
bloquean la maduracién meidtica inducida por insulina (Morgan

y col., 1986). Sin embargo, la via por la cual actda la insu-
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1ina tiene de comdn con la de progesterona el requerimiento de
sintesis de proteinas y la activacién del MPF (Smith, 13989),
de forma tal que ambas hormonas estarian actuando a través de
vias diferentes pero convergentes.

También la microinyeccién de la proteina producto
del oncogen ras induce la maduracién meidética del oocito
(Birchmeir y col., 1985). Este efecto se observa atin en ausen-
cia de sintesis proteica (Allende y col., 1988), y por otra
parte, se ha demostrado que la microinyeccidn de anticuerpos
monoclonales contra la proteina ras, previa a la adicién de
insulina, inhibe la maduracién meidtica inducida por ésta,
pero no bloguea la maduracién inducida por progesterona (Korn
y col., 1987; Deshpande y Kung, 1987). De estos resultados, se
ha postulado que la proteina producto del oncogen ras y la
insulina estarian participando en diferentes puntos de una
misma via de transduccién de seflales en la maduracién meidtica
del oocito.

Por dltimo, la incubacién de oocitos con altas con-
centraciones de Ca*? o en presencia del ionéforo de Ca*' A23187
induce la maduracién meiética (Wasserman y Masui, 1975;
Wasserman y col., 1980). También se ha detectado un aumento
transitorio del Ca* intracelular en oocitos tratados con
progesterona (Moreau y col., 1980), pero este hallazgo no ha

sido confirmado (Smith, 1989).
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D.2. Papel de los fosfoinositidos en la transduccién de sena-
les en el oocito

Esta célula es un modelo ampliamente utilizado para
el estudio de los mecanismos de transduccidén de sefiales extra-
celulares puesto gue posee receptores para progesterona, insu-
lina y acetilcolina y ademds, su gran tamafio ha permitido
microinyectar una serie de mRNA exégenos correspondientes a
diversos receptores de membrana, siendo estos expresados en el
ococito en forma funcional (Gundersen y col., 1983; Sumikawa y
col., 1984; Dascal y col., 1986; Sugiyama y col., 1987; Hirono
y col., 1987; Nomura Yy col., 1987; McIntosh y Catt, 1987;
Coats y Navarro, 1990). Una serie de estos dltimos, asi como
también el receptor enddgeno para acetilcolina estén acoplados
en el oocito a la fosfolipasa C (Snutch, 1988).

1,08 oocitos de Xenopus laevis poseen receptores de
tipo muscarinico, los cuales, en respuesta a acetilcolina, ge-
neran una corriente lenta y oscilatoria de Cl™ (Kusano y col.,
1982). Se ha demostrado que la estimulacién del receptor por
unién de la acetilcolina provoca un aumento del Ins 1,4,35-P;
intracelular (Oron y col., 1985; Nomura y col., 1987; McIntosh
y Catt, 1987), asi como también que la microinyeccidn de
Ins 1,4,5-P, imita la respuesta electrofisiolégica inducida
por el neurotransmisor (Oron y col., 1985). A su vez, tanto el
efecto de acetilcolina como el de Ins 1,4,5-P; microinyectado
son dependientes de un aumento del nivel de Ca* 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 acetilcolina en el oocito: unién del ligando al receptor,
activacién de la fosfolipasa C mediada por proteinas G y gene-
racién de Ins 1,4,5-P;, liberacién de Cca*? desde depbsitos in-
tracelulares y apertura en la membrana celular de un canal de
Ccl- dependiente de Ca** (Takahashi y col., 1987).
Consistentes con este modelo son también los resul-
tados encontrados al estudiar el efecto de acetilcolina sobre
el recambio de fosfoinositidos en el oocito entero. En efecto,
al microinyectar [*H] inositol en el oocito e incubar con
acetilcolina, se encuentra un aumento temprano de la incorpo-
racién del precursor marcado en los fosfolipidos de inositol,
1o cual se puede apreciar en tiempos cortos luego de iniciada
1a incubacién con el neurotransmisor (Carrasco y col., 1990).
Por otra parte, también hay evidencias experimenta-
les que sugieren que el proceso de maduracién meidbética en el
oocito esté conectado con cambios en el metabolismo de los
compuestos derivados del inositol. Se ha demostrado que la in-
duccién de la maduracién meidtica por el tratamiento con pro-
gesterona o insulina resulta en un aumento significativo de la
incorporacién de [°H] inositol en los fosfolipidos de la mem-
brana. Este incremento es tardio si se compara con el efecto
de la acetilcolina, haciéndose evidente a las 3-6 horas des-
pués de iniciada la incubacidén con la hormona y coincide con
el inicio de la ruptura de la envoltura nuclear, uno de los

eventos de la maduracién meidética del oocito. En el caso de
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progesterona, el efecto se acompafia de un aumento 'de los ni-
veles intracelulares de inositol tris, bis y monofosfato

(Carrasco y col., 1990).

D.3. Metabolismo de fosfoinositidos e inositol fosfatos en el
oocito de Xenopus laevis

A pesar de constituir el oocito un sistema frecuen-
temente utilizado para el estudio de la funcidén de los fosfo-
lipidos de inositol y de los inositol fosfatos en la transduc-
cién de sefiales y en la movilizacién de Ca*? desde depbsitos
intracelulares, existen muy pocos estudios detallados en esta
célula sobre las vias metabdlicas que dan cuenta de la sinte-
sis y utilizacién de los compuestos derivados del inositol,
asi como tampoco los hay con respecto a las propiedades y
caracteristicas de las enzimas involucradas.

Con respecto al metabolismo de los inositol fos-
fatos en el oocito, se ha descrito la generacién de inositol
tris, bis y monofosfato en el oocito premarcado con [°H]
inositol y estimulado con acetilcolina o serotonina (Nomura y
col., 1987). A su vez, Irvine y col., (Irvine y col., 1986)
demostraron que alrededor del 80% del [2-°H] Ins 1,4,5-P;
microinyectado en el oocito es desfosforilado a inositol en
alrededor de 30 minutos, encontréndose s6lo trazas del bis y
monofosfato. Pero, una proporcién apreciable (10-20%) es
convertida rédpidamente en un inositol tetrakisfosfato, presu-

miblemente Ins 1,3,4,5-P,, lo cual indicaria la presencia en
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el oocito de una Ins 1,4,5-P; 3-quinasa, enzima ampliamente
distribuida en diversos sistemas (Majerus, 1992).

Sin embargo, a pesar del hallazgo del tetrakisfosfa-
to, no se encontrd Ins 1,3,4-P; (Irvine y col., 1986), com-
puesto que es generado a partir del anterior por accién de la
inositol polifosfato 5-fosfomonoesterasa, otra enzima que se
encuentra presente en todos los tejidos estudiados (Majerus,
1992). -~

Un estudio realizado por el grupo de Catt (JL ¥
col., 1989) demostrd que, luego de 6 horas de incubacién, la
mayor proporcidén del [*H] inositol microinyectado y metaboli-
zado en el oocito se encuentra incorporado en inositol tris,
bis y monofosfato, asi como también en glicerofosfoinositol
fosfato y glicerofosfoinositol. Luego de 15 y 30 horas se
observa la aparicién de inositol pentakis y hexakisfosfato
tritiados respectivamente, y ambos contintan acumuléndose
hasta las 72 horas. Los estudios cinéticos sugieren entre
ellos una relacién precursor-producto, generéndose el hexa-
kisfosfato a partir del pentakisfosfato. También se detecta
una pequefia pero significativa proporcién de un inositol te-
trakisfosfato tritiado que coeluye en HPLC con un patrén de
Ins 3,4,5,6-P,;.

para estudiar directamente el metabolismo de estos
polifosfatos en el oocito, ambos se microinyectaron en forma
separada. Asi se pudo observar que el pentakisfosfato es pro-

gresivamente transformado en el hexakisfosfato, pero no genera
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inositol fosfatos de menor grado de fosforilacién, aiin luego
de 72 horas de incubacidén. A su vez, el hexakisfosfato no su-
fre ninguna transformacidén durante las 72 horas posteriores a
su microinyeccién (Ji y col., 1989).

Como puede apreciarse de estos antecedentes, las.
rutas metabélicas en que participan los inositol fosfatos en
el oocito de Xenopus laevis no estdn atin 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 tnicos estudios detallados se han realizado en
este laboratorio y se refieren a la reaccidn de fosforilacidén
del PtdIns para generar fosfatidilinositol monofosfato. Los
experimentos realizados incubando membranas aisladas de
ococitos de Xenopus laevis con [y-*°P] ATP y utilizando el
PtdIns enddgeno de la membrana o bien PtdIns exdégeno, demos-
traron que méds del 90% de la radiactividad que se incorpora en
productos de naturaleza lipidica lo hace en fosfatidilinositol
monofosfato y sélo alrededor del 5% en fosfatidilinositol bis-
fosfato (Carrasco y col., 1989). En estos trabajos no se defi-
nié si el producto mayoritario de la reaccién era PtdIns 4-P
o PtdIns 3-P.

La enzima responsable de la sintesis del fosfati-
dilinositol monofosfato a partir de PtdIns es una fosfatidil-
inositol quinasa de la membrana del oocito y ha sido carac-

terizada en este laboratorio. La enzima requiere Mg*? o Mn*
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como cofactor, el GTP no reemplaza al ATP como dador de fos-
forilo, la presencia de fosfatidilserina y PtdIns 4,5-P, es-
timulan su actividad y 2,3-bisfosfoglicerato es un potente in-
hibidor (Carrasco y col., 1989). También la polilisina y la
poliarginina aumentan la actividad enzimatica, en una accidn
que aumenta la Vmax de la reaccidén sin modificar la Km apa-

rente para ATP (Carrasco y col., 1988).

Objetivos de esta tesis

De los antecedentes anteriormente presentados, se
puede concluir que el ococito presenta una serie de ventajas y
aspectos de interés para el estudio del papel de los fosfoino-
sitidos en la transduccidén de sefiales. Estos estudios, sin em-
bargo, requieren de un conocimiento previo de las transforma-
ciones metabdlicas que afectan a estos fosfolipidos en este
sistema celular. Hasta la fecha, se habian 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 interés se desperté por una
observacién consignada en este laboratorio al estudiar la
reaccidén de fosforilacidén del fosfatidilinositol para formar
fosfatidilinositol monofosfato utilizando una preparacién de
membranas aisladas de oocitos de Xenopus laevis (Carrasco y
col., 1989). Esta reaccidn es inicialmente rédpida, alcanzando

un estado estacionario a los 5 minutos de incubacién. A partir
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de este tiempo se observa una pérdida del [**P] fosfatidilino-
sitol monofosfato sintetizado (Carrasco y col., 1989). La de-
saparicién de la radiactividad en este compuesto puede ser me-
jor estudiada si se permite su sintesis a partir de [y-°’P] ATP
y fosfatidilinositol enddégeno o exbégeno durante 3 minutos,
para luego bloquear una posterior incorporacidn de #p en fos-
fatidilinositol monofosfato diluyendo el ATP radiactivo con
ATP no radiactivo (Carrasco y col., 1988; Carrasco y col.,
1989).

Estos resultados experimentales hicieron surgir
nuestro interés por conocer la respuesta a la pregunta de
cuales serian las reacciones que estdn dando cuenta de la de-
saparicién del fosfatidilinositol monofosfato en estas condi-
ciones experimentales, es decir, en membranas aisladas de
oocitos y en presencia de Mg’ en concentracién cercana a
10 mM y de Ca*? total no mayor de 15 uM.

La bisqueda de la respuesta a esta pregunta se con-
virtidé en el trabajo que se presenta en esta tesis, cuyos ob-

jetivos se pueden resumir en los siguientes puntos:

A) Establecer 1las rutas metabdlicas que dan cuenta de la
utilizacién del fosfatidilinositol monofosfato en membra-
nas aisladas de oocitos de Xenopus laevis.

B) 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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MATERIALES Y METODOS

A.— REACTIVOS Y ANIMALES DE EXPERIMENTACION

ATP, ADP, AMP, cAMP, adenosina, GTP-y-S, PtdIns,
PtdIns 4-P, PtdiIns 4,5-P,, liso PtdIns, liso PtdIns 4-P,
Ins 1-P, Ins 1,4-P,, Ins 1,4,5-P;, mioinositol, L-a¢~-fosfatidil-
colina, L-z-fosfatidiletanolamina, L-a-fosfatidilserina,
D,L-e¢~&8cido fosfatidico, L-a-fosfatidilglicerol, cardiolipina,
D-glucosa 6-fosfato, D-glucosa 1,6-bisfosfato, D-fructosa
6-fosfato, D-fructosa 1l,6-bisfosfato, D-fructosa 2,6-bisfos-
fato, &cido 2,3-bisfosfo-D-glicérico, L-a-glicerol fosfato,
B-glicerol fosfato, creatina fosfato, progesterona, acetil-
colina, carbamilcolina, espermina, espermidina, neomicina,
polilisina (pesos moleculares promedios de 12000 y 24000,
determinados por viscosidad), colagenasa (Tipo I,), DTT, EDTA,
EGTA, Tris, Hepes, seroalbumina de bovino (fraccidén V)7; Tritdn
X-100, PPO, POPOP, y-(meta-criloxi)-propil trimetoxisilano,
piruvato de sodio, formiato de amonio, placas cromatogrdficas
de silica gel de alta resolucidén y placas cromatogrdficas de
polietilenimino celulosa fueron obtenidos de Sigma Chemical
Co. f

Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (de levadu-

ra), L-a~-glicerol fosfato deshidrogenasa y triosa fosfato iso-
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merasa (de miisculo de conejo), lactato deshidrogenasa (de
corazén de porcino), 3-fosfoglicerato quinasa (de levadura),
creatina quinasa (de miisculo de conejo) y NAD" fueron adqui-
ridos a Boehringer Mannheim GmbH 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, todos grado anali-
tico, fueron obtenidos de E. Merck A.G. o Riedel - de Haén,
A.G.

Las sales inorgénicas y los acidos, tanto inorga-
nicos como orgénicos, todos grado analitico, se adquirieron a
Sigma Chemical Co., E. Merck A.G., Riedel - de Haén A.G. o
Filuka, A.G.

L.a columna de intercambio anidénico "Partisil 10
Sax" para HPLC se obtuvo de Whatman International Ltd.

Las placas para autorradiografia "X - Omat - XAR-5"
fueron adquiridos a Eastman Kodak Co.

Ptd [2-°H] Ins fue obtenido de Amersham Interna-
tional (18,3 - 19,3 Ci/mmol); Ptd [2-°H] Ins 4-P se adquirié
a Amersham International (1 Ci/mmol), asi como también a New
England Nuclear Research Products (9,9 Ci/mmol). De este
iltimo también se obtuvo Ptd [2-°H] Ins 4,5-P, (8,8 Ci/mmol).

De Amersham International se obtuvieron ademés

[2-°H] mio-inositol (82,5 Ci/mmol), [2-°H] 1Ins 1,4-P,
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(1 Ci/mmol) y la mezcla de inositol fosfatos: [2-°H] Ins 1-P,
[2-°H] Ins 1,4-P, y [2-°H] Ins 1,4,5-P;, cada uno con una
radiactividad especifica de 1 Ci/mmol.

32p, se adquirid tanto 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. -

B.- OBTENCION DE [y-*?P] ATP
Se utilizd el método descrito por Walseth y Johnson
(Walseth y Johnson, 1979), que se basa en una serie de

reacciones enzimdticas de la via glicolitica (Esquema IV).

B.1l. Sintesis enzimatica

Se procede de la siguiente manera: una solucidn que
contiene 50 mCi de 3?P; en HCl 2 N se lleva a pH 8-8,5 con NaOH
2 N. A continuacidén, se incuba durante 1 hora a 37°C en un
medio que contiene amortiguador Tris-HCl1 80 mM, pH 9; MgCl,
20 mM; DTT 10 mM; L-a-glicerol fosfato 0,24 mM; piruvato de
sodio 2 mM (recién preparado); NAD* 1 mM; ADP 0,1 mM; L-g¢-gli-
cerol fosfato deshidrogenasa 14 pg/ml (0,8 unidades); triosa
fosfato isomerasa 140 pg/ml (0,7 unidades); gliceraldehido 3-P
deshidrogenasa 14 pg/ml (1,1 unidades); 3-fosfoglicerato qui-

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

(3,5 unidades), en un volumen total de 1 ml. Las enzimas se
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encuentran suspendidas en sulfato de amonio 3,2 M por lo cual,
previo a su utilizacién, una mezcla de ellas en la relacién
adecuada se centrifuga durante 10 minutos a 7000 x g y el
residuo se resuspende en 100 pl de una solucidén constituida
por amortiguador Tris-HCl 50 mM, pH 9 y DTT 1 mM, para luego
adicionarla al medio de incubacidén. La reaccidén de fosforila-

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

B.2. Andlisis de la pureza y cuantificacién del [y-3?P] ATP

La determinacién de la pureza del [y-°?P] ATP sinte-
tizado, asi como también del rendimiento de la incorporacién
de la marca radiactiva en dicho compuesto, se realiza a través
de una cromatografia ascendente en placa de polietilenimino
celulosa, utilizando como solvente una solucidén 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 cromatogrdfica a 1la 1luz
ultravioleta de onda corta.

Una adecuada separacidén se obtiene en aproximada-
mente 45 minutos y el ATP migra a una distancia relativa (R;)
entre 0,4 y 0,5.

Para cuantificar la radiactividad incorporada en el
[y-**P] ATP, se corta la placa cromatogridfica en trozos de
0,5 cm y se determina la radiéctividad asociada a cada trozo
por espectrometria de centelleo ligquido.

Con el método utilizado para la sintesis se logra
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una incorporacién entre 80 y 90% del *?P, en [y-*?P] ATP.

C.— OBTENCION DE [4-%?P] FOSFATIDILINOSITOL 4-MONOFOSFATO

Para la preparacidén de [4-**P] PtdIns 4-P se disefi
un procedimiento basado en el método enzimédtico descrito por
Knowles y Lawrence (Knowles y Lawrence, 1985).

Este dltimo consiste en la fosforilacidén de PtdIns
con [y-*?P] ATP, utilizando una preparacidén de membranas plas-
maticas de higado de rata, donde esté& presente la enzima
PtdIns 4-quinasa, de tal forma que se lleva a cabo 1la
reaccidn:

Mg+2
PtdIns + [y-3?P]ATP

> [4-°?P] PtdIns 4-P + ADP

El [4-°2P] PtdIns 4-P asi sintetizado se purifica
a través de una cromatografia en capa fina preparativa.

En la realizacidén de esta tesis se reemplazé la
preparacién de membranas usada en el método original por otra
obtenida de ococitos de Xenopus laevis, donde también se tiene
actividad PtdIns 4-quinasa. Con esta preparacién de membranas
méds del 90% de la marca proveniente del [y-**P]ATP que se in-
corpora en compuestos lipidicos lo hace en PtdIns 4-P, mien-
tras que menos del 5% de dicha marca aparece en PtdIns 4,5-P,,
producto de una segunda fosforilacién con ATP, catalizada por
la PtdIns 4-P 5-quinasa (Carrasco y col. 1989).

El procedimiento utilizado se muestra en el Es-

gquema V.
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C.1l. Sintesis enzimatica

La fosforilacidén del PtdIns se realiza en 24 tubos
en paralelo, cada uno de los cuales contiene 50 pl del si-
guiente medio de incubacién: amortiguador Hepes 25 mM, pH 7,5;
Chaps 0,32 mM; DTT 1 mM; PtdIns 56 pM; MgCl, 10 mM; [y-*?P] ATP
50 pM (1600 dpm/mmol) y 165 pg de proteinas de membranas de
oocitos de Xenopus laevis, preparadas segiin se indica en Mate-
riales y Métodos (seccién D).

El PtdIns estéd disuelto en cloroformo (0,5 pg/ml)
y a cada tubo se agregan 5 pl de esta solucidn, para luego
evaporar a sequedad bajo N,. A continuacidn, se adicionan 5 pl
de Chaps 3,2 mM y se agita durante 5 minutos. Luego se agrega
el resto de los componentes del medio, exceptuando las
membranas, y se sonica durante 5 minutos en un sonicador de
pozo. Finalmente, se adiciona la preparacidén de membranas.

Se incuba durante 5 minutos a 30°C y la reaccidn se
detiene agregando a cada tubo 400 pl de una mezcla de cloro-

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

C.2. Extraccidén de los fosfoinositidos

Se procede segtin la técnica de Kano y col. (Kano y
col., 1984). A cada tubo se agregan 50 pl de H,0, se agita y
luego se deja reposar durante 30 minutos a temperatura ambien-
te. A continuacidén, se agregan 100 pl de cloroformo y 100 pl
de H,0, se agita durante 1 minuto y se centrifuga a 3000 x g

durante 10 minutos. Con este procedimiento se separa una fase
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orgdnica (inferior) y una acuosa (superior), quedando la pro-
teina en la interfase. Se separa la fase orgénica y la fase
acuosa se vuelve a extraer con 100 pl de cloroformo, agitando
por 1 minuto. Luego de centrifugar a 3000 x g durante 10 minu-
tos, se separa nuevamente la fase orgénica y se junta con la
anterior.

La fase orgénica total se lava con 100 pl de H,0
saturada con cloroformo, agitando durante 1 minuto. A-conti-
nuacién se centrifuga a 3000 x g durante 10 minutos y se des-
carta la fase acuosa. Para eliminar completamente cualquier
fraccién residual de fase acuosa en esta etapa, se mantiene la
fase orgédnica durante 1-12 horas a - 80°C. Inmediatamente
luego de descongelada, se centrifuga a 3000 x g durante 10
minutos y se descarta el H,0 residual.

Las fases orgdnicas asi obtenidas de los 24 tubos
se evaporan a sequedad bajo N, gaseoso, se resuspenden en una
mezcla de cloroformo y metanol (1:1 vol/vol) y se juntan.

Alrededor del 0,5% de la radiactividad del [y-*?P]

ATP utilizado se recupera en la fase orgénica total.

C.3. Purificacién del [4-*?P] fosfatidilinositol 4-monofosfato
sintetizado

Se realiza a través de una cromatografia prepara-
tiva en capa fina y se procede de la siguiente manera: 480 pl

de la fase orgénica total, conteniendo los fosfoinositidos, se

aplican a lo ancho de 6 cm en una placa cromatogréfica de si-
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lica gel de alta resolucién de 10 cm x 10 cm, la cual ha sido
precorrida en una solucidén de oxalato de potasio al 1% p/v en
una solucién de metanol : H,0 (2:3 vol/vol) y activada durante
1 hora a 110°C. El cromatograma se desarrolla en un sistema
de solventes constituido por cloroformo : acetona : meta-
nol : &cido acético glacial : H,0 (40:15:13:12:8 vol/vol)
(Kano y col. 1984). A continuacidn, la placa se seca y el
[4-°?P] PtdIns 4-P se localiza por medio de una autorradiogra-

fia con placas Kodak X-Omat-XAR 5.

C.4. Extraccién del [4-3?P] fosfatidilinositol 4-monofosfato
desde la placa cromatografica preparativa

La silica gel correspondiente a la zona donde se
localizé al [4-*2P] PtdIns 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 minutos cada vez y separando la silica gel por centrifuga-
cién a 5000 x g durante 15 minutos. A los extractos se le
agrega 400 pl de cloroformo y 400 pl de H,0, se agita y se
centrifuga por 10 minutos a 3000 x g, logrédndose una separa-
cidén de las fases acuosa y orgénica. La fase acuosa se reex-
trae con 400 pl de cloroformo. Se juntan los extractos cloro-
férmicos y se lava 1 vez con 400 pl de H,0 saturada con cloro-
formo, centrifugando luego durante 10 minutos a 3000 x g. Se

separa la fase orgénica y se elimina la fase acuosa. El H,0

residual se descarta congelando la fase orgdnica 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 fase
orgénica se evapora a sequedad bajo N, y se redisuelve el pro-
ducto en 100 pl de cloroformo.

La radiactividad en la fase orgénica se determina
por espectrometria de centelleo liquido. Alrededor del 0,2%
del P del [y-*%P]ATP wutilizado se <recupera en el

[4-3?P] PtdIns 4-P extraido de la placa de silica gel.

C.5. An&lisis de la pureza del [4-*?P] fosfatidilinositol 4-mo-
nofosfato sintetizado

La pureza del producto sintetizado se analiza por
cromatografia en capa fina en dos sistemas diferentes de sol-
ventes: el producto radiactivo obtenido comigra con un patrdn
de PtdIns 4-P en el sistema de solventes ya déscrito en C.3,
constituido por cloroformo : acetona : metanol : &cido acético
glacial : H,0 (40:15:13:12:8 vol/vol) (Kano y col, 1984), asi
como también en un segundo sistema consistente en una mezcla
de cloroformo : metanol : hidréxido de amonio concentrado :
H,0 (17:13,2:2,8:1 vol/vol) (Pike y Eakes, 1987).

Las placas cromatogrdficas se revelan con vapores

de yodo para localizar los compuestos patrones.
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D.—- PREPARACION DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis

D.1. Obtencién de ovarios de Xenopus laevis

Hembras adultas se anestesian por hipotermia en un
bafio de hielo y agua, el ovario se extrae quirdrgicamente y se
corta en trozos pequefios. Estos se lavan con solucidén salina
de Barth para anfibios y se mantienen en esta solucidén a 4°C.
La composicién de la solucidén de Barth es la siguiente: amor-
tiguador Tris-HC1 10 mM, pH 7,6; MgSO, 0,82 M; CaCl, 0,74 mM;

KC1-1,0 mM; Ca(NO;), 0,33 mM; NaCl 88 mM; NaHCO; 2,4 mM.

D.2. Obtencién de oocitos

L.os oocitos desfoliculados se obtienen por un pro-
cedimiento enzimdtico: trozos pequefos de ovarios provenientes
de 8 ranas se separan en 2 porciones y cada una se incuba con
agitacién suave durante 2 horas a 25°C en 50 ml de una solu-
cién que contiene: amortiguador Hepes 10 mM, pH 8; CaCl, 1 mM;
NaCl 110 mM y colagenasa 3 mg/ml. Este tratamiento disocia al
tejido del ovario, dejando oocitos libres y una suspensidén de
capas de células foliculares. Estas tltimas se eliminan apro-
vechando el hecho de que sedimentan mds lento que los oocitos.
Los oocitos disociados se lavan exhaustivamente con solucidn
de Barth para eliminar la colagenasa y se agita nuevamente con
la misma solucidén para desprender el resto de las células fo-

liculares.

Los oocitos de mayor tamafio, correspondientes a los
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estados V y VI descritos por Dumont (Dumont, 1972), se separan
de los més pequeios filtrando a través de una malla de nylon
de 700 pm (Burzio y Koide, 1977), en la cual los primeros

serdn retenidos y los dltimos no.

D.3. Fraccionamiento celular

Las membranas se preparan segin el método descrito
por Jordana y col. (Jordana y col., 1984).

Todas las manipulaciones se efectian a 4°C. Los
oocitos se homogeneizan en 1 volumen de una solucidn que con-
tiene: amortiguador Hepes 50 mM, pH 8; EDTA 1 mM; DTT 1 mM; y
sacarosa 0,88 M (solucién A). La homogeneizacidn se realiza
con un homogeneizador Dounce, con 10 pasadas de vadstago Ay 10
pasadas del vastago B. El homogeneizado resultante se centri-
fuga durante 15 minutos a 1000 x g. El sobrenadante obtenido
se filtra a través de lana de vidrio y el filtrado se centri-
fuga durante 20 min a 20000 x g. Nuevamente, el sobrenadante
se filtra a través de lana de vidrio y el filtrado se centri-
fuga durante 2 horas a 100000 x g. En esta tdltima centrifuga-
cién se obtienen 3 fracciones: un sedimento bien adherido al
fondo del tubo, una fraccidén de aspecto "algodonoso" por en-
cima del sedimento y un sobrenadante transparente. Se guarda
el sobrenadante. Se aisla la fraccidén "algodonosa" y se diluye
con una solucién que contiene émortiguador Hepes 50 mM, pH 8;
EDTA 1 mM y DTT 1 mM (solucidén B), de forma tal que la con-

centracién de sacarosa quede 0,22 M, y se centrifuga nueva-
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mente durante 2 horas a 100000 x g. Asi se obtiene un sedi-
mento adherido al fondo del tubo y un sobrenadante. Final-
mente, el sedimento se resuspende en una solucién que con-
tiene amortiguador Hepes 50 mM, pH 8; EDTA 1 mM; DTT 1 mM y
sacarosa 0,22 M (solucién C), de modo de obtener una concen-
tracién de proteinas 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. METODO UTILIZADO EN LOS ENSAYOS
ENZIMATICOS.

En algunos ensayos enzimdticos que se detallarén
mas adelante en esta tesis, es necesario proceder a la extrac-
cién de los fosfoinositidos (PtdIns, PtdIns 4-P y
PtdIns 4,5-P,). En otros, se requiere extraer compuestos
hidrosolubles como inositol fosfatos e inositol. Por dltimo,
en ciertos ensayos interesa la extraccidén tanto de fosfoinosi-
tidos como de inositol fosfatos e inositol o bien de P;.

En todos los casos se utiliza el mismo método y es
el que se describe a continuacidn: una vez detenida la reac-
cién enzimética correspondiente, por la adicidén de 400 pl de
una mezcla de cloroformo : metanol =: HC1 concentrado
(10:20:0,01 vol/vol) a los 50 6 60 pl del medio de incubacién,
seglin el caso, se procede a extraer los fosfoinositidos segin

el método descrito por Kano y col. (Kano y col., 1984). En

primer término, se adicionan a la mezcla anterior 50 pl de
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H,0, se agita y se mantiene durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Se agregan luego 100 pl de cloroformo y 100 pl de
H,0, se agita durante 1 minuto y se centrifuga durante 10
minutos a 3000 x g, separéndose 2 fases: una superior
(acuosa), y una inferior (orgénica), quedando la proteina en
la interfase. Se guarda la fase orgénica.

La fase acuosa se reextrae con 100 pl de clorofor-
mo, agitando durante 1 minuto, para luego centrifugar durante
10 minutos a 3000 x g. Se guarda o se descarta la fase acuosa,
segin el ensayo de que se trate.

Cuando interesan los fosfoinositidos, la fase orgé-
nica resultante de la segunda extraccidn se junta con 1la pri-
mera y la fase orgénica total se lava con 100 pl de H,0 satu-
rada con cloroformo, agitando durante 1 minuto, para luego
centrifugar a 3000 x g durante 10 minutos. Se descarta la fase
acuosa y la fase orgénica se guarda por 1-12 horas a - 80°C,
procedimiento que se utiliza para separar completamente el H,0
remanente, para lo cual, inmediatamente después de desconge-
lar la fase organica, se centrifuga a 3000 x g por 10 minu-
tos.

La fase orgénica contiene los fosfolipidos de ino-
sitol, mientras que en la fase acuosa quedan los inositol fos-

fatos, inositol y P,.
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F.- SEPARACION DE LOS FOSFOINOSITIDOS POR CROMATOGRAFIA EN
CAPA FINA. METODO UTILIZADO EN LOS ENSAYOS ENZIMATICOS.

En la mayor parte de los ensayos enziméticos reali-
zados en esta tesis y descritos mds adelante (Materiales y
Mé&todos, H, I, J, K) se procede a la separacién por medio de
una cromatografia en capa fina de los fosfoinositidos extrai-
dos del medio de incubacién, y a la posterior determinacidn de
la radiactividad asociada a uno o mads de ellos. Para tal efec-
to se procede de la siguiente manera: la fase orgénica, obte-
nida como se describié en E, se evapora a sequedad bajo N, y
se resuspende en 50 pl de cloroformo. A cada tubo del expe-
rimento se le agrega PtdIns, PtdIns 4-P y PtdIns 4,5-P, (2 pg
de cada uno) como patrones de cromatografia y la solucidn
cloroférmica se aplica en una placa cromatogréfica de silica
gel de alta resolucidén, de 10 cm x 10 cm, precorrida en
oxalato de potasio al 1% en metanol : H,0 (2:3 vol/vol) y
activada durante 1 hora a 110°C. E1l cromatograma se desarrolla
en un sistema de solventes constituido por cloroformo : aceto-
na : metanol : &cido acético glacial : H,0 (40:15:13:12:8
vol/vol), seqgin el procedimiento descrito por Xano y col.
(Kano y col., 1984).

En aquellos experimentos en que interesa conocer
ademds la radiactividad asociada a lisofosfatidilinositol
(1iso PtdIns) o 1lisofosfatidilinositol 4-monofosfato (liso
PtdIns 4-P) se adicionan también dichos compuestos como patro-

nes para la cromatografia.
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A continuacidén, las placas se secan y los compues-
tos patrones se localizan revelando con vapores de yodo. En
las ocasiones que se indican se somete la placa cromatogra-
fica a una autorradiografia con placas radiogréaficas
Kodak-X-Omat-XAR 5.

Para determinar la radiactividad en el compuesto
que interesa, se raspa la silica en la mancha correspondiente
vy se cuantifica por espectrometria de centelleo liquido. N
G.- SEPARACION DE INOSITOL FOSFATOS, INOSITOL Y FOSFATO

INORGANICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION.
METODO UTILIZADO EN LOS ENSAYOS ENZIMATICOS.

En varios ensayos enzimdticos que se describirén
mas adelante (Materiales y Métodos, J.2., K, L) es necesario
separar los inositol mono, bis y trisfosfato y el inositol, y
determinar la radiactividad asociada a uno o mds de estos com-
puestos. A su vez, en el ensayo de la actividad fosfomonoeste-
résica sobre PtdIns 4-P usando [4-°?P] PtdIns 4-P como sustrato
(descrito en Materiales y Métodos, J.2.), es necesario separar
P, y cuantificar la radiactividad en é&l.

Esta separacidén se lleva a cabo a través de una
cromatografia liquida de alta presidén (cromatdgrafo ligquido de
alta presién Shimadzu, modelo LC-6A) usando una columna de
intercambio aniénico Partisil 10-Sax de 0,46 cm x 25 cm.

Las fases acuosas de cada tubo se evaporan a seque-

dad bajo N, y se redisuelven en 300 pl de H,0 desionizada.
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Luego se inyectan en la columna y se eluyen con un flujo de
1,2 ml/min segin el siguiente programa (Irvine y col, 1985):
se pasa H,0 durante 6 minutos; a continuacién se pasa H;0
desionizada y formiato de amonio 1 M (ajustado a pH 3,7 con
H,PO, concentrado), de forma tal de lograr una gradiente lineal
de formiato entre 0 y 1 M, la cual se desarrolla durante 24
minutos. E1 formiato 1 M contintGa pasando durante 10 minutos,
para luego reducir linealmente su concentracidén con H,0, hasta
llegar a 0 en 2 minutos. Finalmente, se pasa H,0 durante 21
minutos. El tiempo total de una corrida es de 63 minutos.

El eluido se colecta en fracciones de tiempo de
0,25 minutos, lo cual corresponde a volimenes de 300 pl. La
elucidén se controla a través de los patrones AMP, ADP y ATP,
adicionados a cada muestra en concentracién de 100 pM cada
uno, los cuales se detectan espectrofotométricamente a 260 nm,
con el detector U.V. del instrumento.

La calibracién de los volimenes de elucidn de los
inositol fosfatos e inositol se realiza inyectando una mezcla
de mio-inositol (0,04 pmoles, 7000 dpm) e Ins 1-P, Ins 1,4-P,
e Ins 1,4,5-P;, todos marcados en la posicién 2 del anillo
inositol con °H (3,3 pmoles y 7300 dpm de cada uno). El1 volu-
men de elucidén de P; se determina inyectando 3*?P, (10 pmoles,
7500 dpm).

A las fracciones obtenidas se les determina la ra-

diactividad por espectrometria de centelleo liquido.
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H.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATIDILINOCSITOL
4-QUINASA. INCORPORACION DE [??P] FOSFATO EN FOSFATI-
DILINOSITOL 4-MONOFOSFATO

Mg+2

PtdIns + ATP > PtdIns 4-P + ADP

El método se basa en cuantificar el [4-*?P] PtdIns

4-P formado a partir de PtdIns enddgeno de la membrana y
[y-3?P]ATP.

Los ensayos se realizan segilin el procedimiento des-

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

H.1l. Incubacién de membranas

25-98 pg de proteinas de membranas se incuban en un
medio que contiene: amortiguador Hepes 25 mM, pH 7,5; MgCl,
10 mM; DTT 1 mM y [y-3?P] ATP 50 pM (1600 dpm/pmol), en un
volumen total de 50 pl. Se incuba durante 3 minutos a 30°C y
la reaccién se detiene adicionando 400 pl de una mezcla de

cloroformo: metanol: HCl concentrado (10:20:0,01 vol/vol).

H.2. Extraccién de los fosfoinositidos

Se procede como se describié en E.

H.3. Separacién de los fosfoinositidos

Se efecta como se sefialé en F, cuantificando la

radiactividad incorporada en PtdIns 4-P.
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I.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATIDILINOSITOL
4-MONOFOSFATO 5-QUINASA. INCORPORACION DE [*¥P] FOSFATO
EN FOSFATIDILINOSITOL 4,5-BISFOSFATO

Mg+2

PtdIns 4-P + ATP > PtdIns 4,5-P, + ADP

El método empleado es basicamente el mismo que se
utiliza para determinar la actividad de la fosfatidilinositol
4-quinasa (ver Materiales y Métodos, H): se procede a cuanti-
ficar el PtdIns 4,5-P, radiactivo sintetizado a partir de
PtdIns 4-P exdgeno y enddgeno de la membrana y [y-*°P] ATP.

Los ensayos se realizan segilin el procedimiento des-
crito por Carrasco y col. (Carrasco y col., 1989), adicionando

PtdIns 4-P exdgeno en concentracidén de 100 pM.

I.1. Incubacién de membranas

36-60 pg de proteinas de membranas se incuban en un
medio que contiene: amortiguador Hepes 25 mM, pH 7,5; PtdIns
4-P 100 pM; MgCl, 10 mM; DTT 1 mM y [y-**P] ATP 50 pM (1600
dpm/pmol), en un volumen de 50 pl. Se usan tubos silanizados.

Se incuba durante 5 minutos a 30°C y la reaccidn se
detiene adicionando una mezcla de cloroformo: metanol: HCL
concentrado (10:20:0,01 vol/vol).

El PtdIns 4-P estd disuelto en cloroformo (1 pg/pl)
y a cada tubo se agrega 5 pl de esta solucidn, para luego eva-
porar a sequedad bajo N,. A continuacién se adicionan todos

los componentes del medio de incubacidn, exceptuando las mem-
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branas, se agita durante 5 minutos y se sonica por 5 minutos

en un sonicador de pozo.

I.2. Extraccién de los fosfoinositidos

Se realiza segiin el método seflalado en E, con el
cual los fosfoinositidos permanecen solubles en la fase orgéa-
nica.
I.3. Separacidén de los fosfoinositidos

Se procede como se describié en F, cuantificando la

radiactividad que se incorpora en PtdIns 4,5-P,.

J.— DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATIDILINOSITOL

4-MONOFOSFATO FOSFOMONOESTERASA

PtdIns 4-P + H,0

> PtdIns + P,

J.1l. Ensayo utilizando sustrato endbgeno

El método se basa en sintetizar [4-%?P] PtdIns 4-P
a partir de [y-*?P] ATP y PtdIns enddégeno de la membrana,
detener la incorporacién de la marca diluyendo con un exceso
de ATP no radiactivo y por dltimo determinar el [4-*?P] PtdIns
4-P remanente luego de incubar durante un tiempo determinado

(Carrasco y col., 1988) (Esquema VII-A).

I
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J.1l.1. Incubacién de membranas

En una primera etapa y con el objeto de lograr la
sintesis de [4-°’P] PtdIns 4-P a partir del PtdIns enddgeno
presente en las membranas, se procede a incubar 35-98 pg de
proteinas de membranas con [y-*?P] ATP (1600 dpm/pmol) en un
medio que contiene amortiguador Hepes 25 mM, pH 7,5; MgCl,
10 mM y DTT 1 mM. Luego de una incubacién por 3 minutos a
30°C, se agregan 10 pl de ATP 60 mM, de modo que su concentra-
cién final en el medio de incubacién sea de 10 mM (dilucién de
la marca 1:200), con lo cual se impide una posterior incorpo-
racién de **P en PtdIns 4-P. Esto constituye el tiempo cero de
la reaccidén de desfosforilacién. Se continda la incubacién a
30°C durante 30 minutos.

La reaccidn se detiene con la adicién de 400 pl de

cloroformo: metanol: HCl concentrado (10:20:0,01 vol/vol).

J.1l.2. Extraccién de los fosfoinositidos

Se lleva a cabo como se describié en E. Los fosfo-

inositidos son extraidos en la fase orgédnicd.

J.1.3. Separacién de los fosfoinositidos
Se realiza como se indicé en F, cuantificando la

radiactividad remanente en PtdIns 4-P.

J.2. Ensayo utilizando sustrato exdégeno

Se usa como sustrato [4-*?P] PtdIns 4-P (sintetiza-
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do como se describid en Materiales y Métodos, seccién C) o Ptd
[2-°H] Ins 4-P.

El método consiste basicamente en medir el %P, for-
mado a partir de [4-3?P] PtdIns 4-P, o bien, el Ptd [2-°H] Ins
generado a partir de Ptd [2-°H] Ins 4-P (Esquema VII-B).

En ambos casos se controla también la desaparicidn

del sustrato radiactivo respectivo.

J.2.1. Incubacién de membranas

El [4-%?P] PtdIns 4-P estd disuelto en cloroformo,
mientras el sustrato tritiado estéd en una mezcla de diclorome-
tano: etanol: H,0 (20:10:1 vol/vol). Una alicuota conteniendo
20 pmoles de [4-%?P] PtdIns 4-P (15600 dpm) o bien 150 pmoles
de Ptd [2-°H] Ins 4-P (330000 dpm) se evaporan a sequedad bajo
N, en el mismo tubo en gque se realizaréd el ensayo. Se disuelve
luego en 5 pl de Chaps 3,2 mM, agitando durante 5 minutos. A
continuacién se agregan los demds componentes del medio,
exceptuando las membranas, y se sonica durante 5 minutos en un
sonicador de pozo. Finalmente se agrega la preparacién de
membranas. El medio de incubacién contiene amortiguador Hepes
25 mM, pH 7,5; MgCl, 10 mM; DTT 1 mM; Chaps 0,32 mM y 70 pg de
proteinas de membranas, en un volumen total de 50 pl. La
reaccidén se detiene con 400 pl de una mezcla de cloroformo:

metanol: HCl1 concentrado (10:20:0,01 vol/vol).
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J.2.2. Extraccién de fosfoinositidos y fosfato inorgénico
Se procede como se describid en E, de forma tal que
los fosfoinositidos quedan en la fase orgénica, mientras el P,

queda en la fase acuosa.

J.2.3. Separacién de los fosfoinositidos

Se realiza como se indicé en F. Cuando se usa
[4-3?P] PtdIns 4-P como sustrato, se cuantifica la radiactivi-
dad remanente en dicho compuesto. Cuando se utiliza el sustra-
to tritiado, se procede a determinar tanto la radiactividad
que aparece en PtdIns, asi como también la marca remanente en

PtdIns 4-P.

J.2.4. Separacién del fosfato inorgénico
Cuando se usa como sustrato [4-3?P] PtdIns 4-P, se
analiza la aparicién de *P; en la fase acuosa y esto se efec-

tda segin el procedimiento descrito en G.

K.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS FOSFOMONOESTERASAS

DE LOS INOSITOL FOSFATOS

K.l. Determinacién de la actividad de la inositol 1,4-bisfos-

fato fosfomonoesterasa

Mg+2
Ins 1,4-P, + H,0

> Ins 4-P + P,

Se usa [2-°H] Ins 1,4-P, como sustrato y se deter-
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mina la aparicién de marca en inositol monofosfato, asi como
también en inositol. Se procede de esta manera porque el ino-
sitol monofosfato es a su vez hidrolizado por la preparacidn
de membranas para generar inositol (Esquema VIII).

Se controla también la marca remanente en

Ins 1,4-P,.

K.l.1l. Incubacién de membranas

50 pmoles de [2-°H] Ins 1,4-P, (110000 dpm) se
incuban con 98 pg de proteinas de membranas, en un medio que
contiene amortiguador Hepes 25 mM, pH 7,5; DTT 1 mM y MgCl, 10
mM, durante 60 minutos a 30°C. La reaccidén se detiene con 400
pl de una mezcla de cloroformo: metanol: HC1l concentrado

(10:20:0,01 vol/vol).

K.1.2. Extraccién de inositol fosfatos e inositol
Se realiza segin la técnica descrita en E. Los ino-

sitol fosfatos y el inositol son extraidos en la fase acuosa.

K.1l.3. Separacidén de inositol fosfatos e inositol

Se cuantifica la radiactividad en inositol mono y
bis fosfato y en inositol, siguiendo el método sefialado en G.
El volumen de elucién del inositol moncfosfato se determina
utilizando [2-°H] 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 hidrélisis del Ins 1,4-P,
corresponde mayoritariamente al Ins 4-P y no al Ins 1-P
(Inhorn y Majerus, 1988; Dean y Moyer, 1988) se usé un pro-
grama de HPLC que permite distinguir entre ambos isémeros: a
una velocidad de flujo de 1 ml/min, se pasa H,0 desionizada y
fosfato de amonio 1 M, pH 3,8, de forma tal de lograr una gra-
diente lineal de fosfato ‘entre 0,01 y 0,06 M, la cual se de-
sarrolla durante 30 minutos. A continuacidén, se aplica una
gradiente entre 0,06 M y 1 M durante 10 minutos. El1 fosfato
continda pasando durante 10 minutos, para luego reducir 1li-
nealmente su concentracidén con H,0, hasta llegar a 0 en 2 mi-
nutos. Finalmente, se pasa H,0 durante 11 minutos. El tiempo
total de la corrida es de 63 minutos. Se colectan fracciones
de 500 pl (Dean y Moyer, 1988). La calibracién de los voltme-
nes de elucidn se realiza inyectando una mezcla de Ins 1-P,
Ins 1,4-P, e Ins 1,4,5-P;, todos tritiados en la posicidén 2 del
inositol (3,3 pmoles y 7300 dpm de cada uno). No se dispuso de
Ins 4-P radiactivo para ser usado como patrén. A las fraccio-
nes obtenidas se les determina la radiactividad por espectro-

metria de centelleo liquido.
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K.2. Determinacién de la presencia de otras fosfomonoestera-

sas que hidrolizan inositol fosfatos

H,O0O P, HO P;

Ins 1,4,5-P, u> Ins 1,4-P, -L-z> Ins 4-P H,0 Pi
-§><é>1nositol

Ins 1-P

Para determinar la presencia en la membrana del
oocito de otras fosfomonoesterasas que actiien sobre inositol
fosfatos, se dispone de una mezcla de Ins 1,4,5-P,, Ins 1,4-P,
e Ins 1-P tritiados y en una proporcidén conocida y se analiza
las variaciones que sufre esta mezcla luego de incubarla con
la preparacién de membranas de oocitos.

Cabe sefialar que el inositol monofosfato provenien-
te de la hidrélisis de Ins 1,4-P, es fundamentalmente Ins 4-P
(Inhorn y Majerus, 1988; Dean y Moyer, 1988), pero la mezcla
sustrato contiene el isémero con el grupo fosforilo en 1. Sin
embargo, el programa de HPLC utilizado en estos ensayos no

distingue entre ambos isémeros (Irvine y col., 1985).

K.2.1. Incubacién de membranas

Una mezcla formada por 8 pmoles de [2-°H] 1Ins
1,4,5~P;;, 12 pmoles de [2-°H] Ins 1,4-P,, 20 pmoles de [2-°H]
Ins 1-P y 10 pmoles de [2-°H] inositol (110000 dpm totales),
se incuba durante 60 minutos a 30°C con 36 & 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*™ 10 mM. Se detiene la reaccién
con 400 pl de una mezcla de cloroformo : metanol : HCl concen-

trado (10:20:0,01 vol/vol).

K.2.2. Extraccidn de inositol fosfatos e inositol
Se realiza como se describid® en E. Los inositol

fosfatos y el inositol quedan en la fase acuosa.

K.2.3. Separacién de inositol fosfatos e inositol

Se cuantifica la radiactividad en inositol tris,

bis y monofosfato, asi como también en inositol, utilizando

para tal efecto el método que se sefiald en G.

L.— DETERMTNACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA C

L.1l. Ensayo utilizando fosfatidilinositol como sustrato

PtdIns + H,0

> Ins 1-P + DAG

Se usa el sustrato tritiado, Ptd [2-%H] Ins y se
mide la aparicidén de Ins 1-P e inositol marcados. Se procede
asi porque el Ins 1-P producto de la reaccién va generando a
su vez inositol, debido a la presencia de inositol monofosfato
fosfomonoesterasa en la preparacién de membranas.

También se controla la desaparicién del Ptd [2-°H]

Ins.
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El método se muestra en el Esquema IX.

L.1.1. Incubacién de membranas

El Ptd[2-°H]Ins estéd disuelto en una mezcla de
tolueno : etanol (1l:1 vol/vol) y 2,7 pmoles (110000 dpm) se
colocan en el tubo donde se realizarid el ensayo y se evapora
a sequedad bajo N,. Se redisuelve en 5 pl de metanol, con lo
cual se obtiene una adecuada distribucidn del fosfolipido (Roy
y col., 1991). Se agregan 5 pl de Chaps 3,2 mM y se agita por
5 minutos. Se agregan a continuacidén los demds componentes 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-
tanol 5% vol/vol; EGTA 1 mM; CaCl, en cantidad tal de tener
una concentracién de Ca*™ libre de 100 pM, y 119-196 pg de
proteinas de membranas. Se incuba durante 10 minutos a 30°C y
se detiene 1la reaccién con 400 pl de una mezcla de cloro-
formo : metanol : HCl concentrado (10:20:0,01 vol/vol).

En todos 1los ensayos de fosfolipasa C, 1la
concentracién a usar de CaCl, para obtener la concentracidén
deseada de Ca™ libre, en presencia de EGTA 1 mM, se calculd
usando un programa de computacidn desarrollado por Goldstein
(Goldstein, D.A., 1979), utilizando las constantes descritas
por Martell y Smith (Martell, A.E. y Smith, R.M., 1974).

En aquellos experimentos en que interesa determinar
cuanto del PtdIns generado por accidén de la fosfomonoesterasa

sobre PtdIns 4-P es a su vez hidrolizado por la actividad fos-

e
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folipasa C de la membrana del oocito, se utilizan las condi-
ciones de ensayo ya descritas para la fosfomonoesterasa usando
sustrato exégeno (J.2.1.), de forma tal que se procede de la
siguiente manera: 4 pmoles de Ptd [2-°H] Ins (176000 dpm),
disuelto en tolueno : etanocl (1l:1 vol/vol) se evaporan a
sequedad bajo N, y se redisuelve en 5 pl de Chaps 3,2 mM,
agitando durante 5 minutos. Luego se adicionan los demds com-
ponentes del medio, exceptuando las membranas, y se sonica
durante 5 minutos en un sonicador de pozo. Finalmente se
agrega la preparacién de membranas. En 50 pl totales se tiene:
amortiguador Hepes 25 mM, pH 7,5; DTT 1 mM; Chaps 0,32 mM;
MgCl, 10 mM y 70 pg de proteinas de membranas. Se incuba du-
rante 60 minutos a 30°C y la reaccidén se detiene con 400 pl de
una mezcla de cloroformo : metanol : HCl1 concentrado

(10:20:0,01 vol/vol).

L.1.2. Extraccién de fosfoinositidos, inositol l-monofosfato
e inositol

Se utiliza el método que se describidé en E. Los
fosfoinositidos quedan en la fase orgédnica, mientras el inosi-

tol 1-P y el inositol permanecen en la fase acuosa.

L.1.3. Separacién de los fosfoinositidos
Se procede a determinar la marca remanente en

PtdIns, segin el método que se describid en F.
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L.1.4. Separacién de inositol l-monofosfato e inositol
La radiactividad que aparece en estos compuestos se

cuantifica segiin el método descrito en G.

L.2. Ensayo utilizando fosfatidilinositol 4-monofosfato como

sustrato

PtdIns 4-FP + H,0 > Ins 1,4-P, + DAG
Se usa el sustrato radiactivo, Ptd [2-°H] Ins 4-P,
y se determina la radiactividad en Ins 1,4-P, (Esquema IX).
También se controla la radiactividad remanente en

PtdIns 4-P.

L.2.1. Incubacién de membranas

En primer lugar, se procede a preparar la solucidn
que contiene al sustrato radiactivo: una mezcla de 300 pg de
fosfatidilserina, 300 pg de fosfatidiletanolamina, 128 pg de
PtdIns 4-P, todos en solucidén clorofdérmica y 1500 pmoles de
Ptd[2-°H]Ins 4-P (3,3 x 10° dpm), este dltimo en una mezcla de
diclorometano : etanol : H,0 (20:10:1 vol/vol), se evapora a
sequedad bajo N,. Luego se resuspende en 150 pl una solucidn
que contiene amortiguador Hepes~Tris 500 mM, pH 7,5 y KC1 1 M
y se agrega 300 pl de agua. Se sonica en un sonicador de pozo
hasta obtenerse una solucidén transparente (10-15 minutos)
(Taylor y Exton, 1987).

De esta solucidn se utilizan 30 pl para cada ensa-
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yo, en un volumen total de 50 pl, de manera que las concentra-
ciones finales de cada componente del medio son: fosfatidilse-
rina 270 uM; fosfatidiletanolamina 289 pM; Ptd Ins 4-P 88 uM;
amortiguador Hepes-Tris 50 mM, pH 7,5 y KC1 100 mM. Estén pre-
sentes ademds EGTA 1 mM y CaCl, de modo de obtener una concen-
tracién de Ca*? libre de 100 pM. También se agrega Ins 1,4-P,
no radiactivo en exceso, 4 mM. Se procede asi para poder atra-
par al [2-°H] Ins 1,4-P,, el cual es el producto de la reac-
cidn, puesto que en las membranas de oocitos existen fosfomo-
noesterasas que catalizan la hidrélisis del Ins 1,4-P,.

En cada ensayo hay 50 pmoles de Ptd [2-°H] Ins 4-P
(110000 dpm) y 119 pg de proteinas de membranas.

Se incuba durante 10 minutos a 30°C y se detiene la
reaccién mediante la adicién de 400 pl de una mezcla de cloro-
formo : metanol : HCl concentrado (20:10:0,01 vol/vol).

En algunos experimentos interesa conocer la cuantia
de la hidrdlisis de Ptd Ins 4-P, catalizada por la fosfolipasa
C presente en las membranas, en las condiciones en que se de-
termina la actividad fosfomonoesterdsica sobre este mismo sus-
trato. En estos 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-°H] Ins 4-P (330000 dpm) se incuban con 70 pg de
proteinas de membranas durante 60 minutos a 30°C, en un medio
que contiene amortiguador Hepes 25 mM, pH 7,5; DTT 1 mM; MgCl,

10 mM e Ins 1,4~P, 4 mM. La reaccién se detiene adicionando
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400 pl de una mezcla de cloroformo: metanol: HCl concentrado
(20:10:0,01 vol/vol).

El sustrato tritiado estd en una mezcla de dicloro-
metano: etanol: H,0 (20:10:1 vol/vol). El volumen requerido se
coloca en el tubo en gque se realiza el ensayo y se evapora a
sequedad bajo N,. Se redisuelve en 5 pl de Chaps 3,2 mM, agi~
tando por 5 minutos. A continuacién, se agregan los demis com-
ponentes del medio, excepto las membranas, y se sonica por 5
minutos en un sonicador de pozo. Por dltimo se adiciona 1la

preparacidén de membranas.

L.2.2. Extraccién de fosfoinositidos e inositol fosfatos
Se efectda por el método descrito en E. Los fos-
folipidos permanecen en la fase organica y los inositol

fosfatos en la fase acuosa.

L.2.3. Separacién de los fosfoinositidos
Se realiza segtin el procedimiento indicado en F. Se

cuantifica la radiactividad remanente en PtdIns 4-P.

L.2.4. Separacién de los inositol fosfatos
Se lleva a cabo segin la técnica sefialada en G. Se
cuantifica la,radiactividad.en.inositol.bisfosfato, controlan-

dose también la aparicién de marca en inositol monofosfato e

inositol.
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L.3. Ensayo utilizando fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato como

sustrato

PtdIns 4,5-P, + H,0

El método empleado consiste en determinar la apa-
ricién de [2-°H]Ins 1,4,5-P, a partir de Ptd [2-°H]Ins 4,5-P,

(Esquema IX).

L.3.1. Incubacién de membranas

En primer lugar, es necesario preparar la solucién
del sustrato radiactivo, para lo cual se procede de la si-
guiente manera: 200 pg de fosfatidilserina, 200 pg de fosfati-
diletanolamina, 100 pg de PtdIns 4,5-P,, todos disueltos en
cloroformo, y 170 pmoles de Ptd [2-°H] Ins 4,5-P, (3,3 x 10°
dpm), disuelto en una mezcla de diclorometano: etanol: H,0
(20:10:1 vol/vol), se evaporan a sequedad bajo N, en un tubo
previamente silanizado. Luego se agregan 150 pl de una solu-
cién constituida por amortiguador Hepes-Tris 500 mM, pH 7,5 y
KCl 1 M y posteriormente se adicionan 300 pl de H,0. Se sonica
durante 10-15 minutos hasta que se obtiene una solucién trans-
parente, utilizando un sonicador de pozo (Taylor y Exton,
1987).

De esta solucidn se utilizan 30 pl en cada ensayo,
en un volumen total de 50 pl. En consecuencia, las concentra-

ciones finales de cada componente en el medio de incubacién
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son: fosfatidilserina 180 pM; fosfatidiletanolamina 192 pM;
PtdIns 4,5-P, 64 uM; amortiguador Hepes-Tris 50 mM, pH 7,5 y
KCl 100 mM. Al medio se agrega ademds EGTA 1 mM y CaCl, en
cantidad tal que la concentracién de Ca*? libre sea 50 pM. En
cada ensayo hay 5,7 pmoles de Ptd [2-°H]Ins 1,4-P, (110000
dpm), y 119 pg de proteinas de membranas.

También se adiciona un exceso de Ins l1,4,5-P,, no
radiactivo, 2 mM, de manera de, poder atrapar al [2-°H] 1Ins
1,4,5-P;, el producto de la reaccién, puesto que en la prepa-
racidén de membranas esté&n presentes fosfomonoesterasas que
hidrolizan a este compuesto.

En algunos experimentos, el Ins 1,4,5-P, no radiac-
tivo es reemplazado por fructosa 1,6-bisfosfato 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 reaccién se
detiene con 400 pl de una mezcla de cloroformo: metanol: HC1

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

L.3.2. Extraccién de fosfoinositidos e inositol fosfatos
Se realiza segin el procedimiento que se describié
en E. Los fosfoinositidos quedan disueltos en la fase orgé-

nica, mientras los inositol fosfatos permanecen en la fase

acuosa.
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L.3.3. Separacién de los fosfoinositidos
Se cuantifica la radiactividad remanente en

PtdIns 4,5-P,, para lo cual se sigue el método descrito en F.

L.3.4. Separacién de los inositol fosfatos

Se cuantifica la radiactividad que aparece en
Ins 1,4,5-P;, lo cual se lleva a cabo segin la técnica que se
describid en G.

Se controla ademéds la aparicién de marca en inosi-

tol bis y monofosfato e inositol.

M.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ADENILILCICLASA

Mg+2

ATP > CAMP + PP,

El método se basa en cuantificar el [**P] cAMP pro-
ducido a partir de [e-*?P] ATP (Antonelli y col., 1991). En un
volumen de 100 pl se tiene: amortiguador Hepes 50 mM, pH 8;
CAMP 1 mM; DTT 1 mM; EDTA 0,5 mM; glicerol 5% (v/v), MgCl,
5 mM; creatina fosfato 4 mM; creatina quinasa 40 Bg, [e-3?P]
ATP 0,1 mM (600 dpm/pmol) y 200 pg de proteinas de membranas.
Se incuba durante 30 minutos a 32°C. La reaccidén se detiene
agregando 100 pl de una mezcla de ATP 40 mM ¥y [*H] cAMP 12 mM
(4000 dpm/pmol) y calentando 3 minutos a 100°C. El [*?P] cAMP
producido se aisla y se cuantifica a través de una doble cro-
matografia en DOWEX-50 y aldmina, de acuerdo al método de

Solomon y col., (Solomon y col., 1974). E1 [«-*?P] ATP se
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sintetiza en el laboratorio a partir de P, segilin el método

descrito por Walseth y Johnson (Walseth y Johnson, 1979).

N.- DETERMINACTION DEIL CALCIO TOTAL
El calcio total presente en el medio de incubacién

se determind por espectroscopia de absorcién atémica.

O.- DETERMINACION DE PROTEINAS -

Se realizdé por el método descrito por Bradford

(Bradford, 1976).

P.- CUANTIFICACION DE LOS COMPUESTOS RADIACTIVOS

La radiactividad en fracciones orgénicas o en las
muestras resultantes al raspar la éilica gel de las placas
cromatogréficas, 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 columna de
HPLC se le adiciona 1 ml de H,0 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, respectivamente, por

litro de una mezcla de tolueno : Tritén X-100 (2:1 vol/vol).

Q.- AUTORRADIOGRAFIAS
Se utilizan peliculas KODAK X-Omat-XAR-5. Las pla-

cas cromatogradficas que contienen fosfolipidos de inositol
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marcados con **P se exponen por tiempos variables a - 80°C.

Las autorradiografias se revelan de acuerdo a los

procedimientos fotogré&ficos usuales.

R.- TRATAMTENTO DE LOS RESULTADOS

Cada experimento de esta tesis fué repetido entre 1
Y 7 veces, en idénticas condiciones. En cada caso se muestran
los resultados de uno sélo de los experimentos, 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 ningdn caso la desviacién
standard entre los valores es superior al 10% del promedio.
En el caso de las tablas, los valores corresponden al promedio
* desviacidén estdndar de los duplicados o triplicados de un

mismo experimento, representativo de 2 o més experimentos

iguales.

T~
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RESULTADOQOS

A.- ESTUDIOS SOBRE LAS RUEAS METABOLICAS EN QUE PARTICIPA EL
FOSFATIDILINOSITOL 4-MONOFOSFATO EN MEMBRANAS DE OOCITOS
DE Xenopus laevis.

Los estudios realizados en la priméfa parte de esta
tesis tienen como objetivo;central establecer las rutas meta-
bélicas que dan cuenta de la degradacidén del fosfatidilinosi-
tol 4-monofosfato observada en membranas aisladas de ococitos
de Xenopus 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 ococitos contenian
una fosfatidilinositol quinasa capaz de generar fosfatidilino-
sitol monofosfato a partir de PtdInms, Ya sea enddgeno o exd-
geno, y ATP. Sin embargo, ese trabajo no definié si el pro-
ducto de esta reaccién era el PtdIns 4-P o el PtdIns 3-P.
Este dltimo producto podria generarse por medio de una fosfa-
tidilinositol 3-quinasa que ha sido descrita en células esti-

muladas a proliferar (Whitman y col., 1987).




Tl T

Ptd Ins
HyO
DAG
HZO Ing 1~-P
Py
Inositol ﬁ Ins 4-P

liso Ptd lns 4-P

A
RCOOH
Hp0
ATP ADP ATP ADP
AZH?T Ptd Ins 4-P LZ.?T Ptd Ins 4,5-P,

L~ Ho0
\"‘DAG
Y

ESQUEMA X:

4-MONOFOSFATO.

RUTAS METABOLICAS DEL FOSFATIDILINOSITOL
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A.l. Identificacidén de fosfatidilinositol 4-monofosfato como
el producto generado en membranas de oocitos por la fosfati-
dilinositol quinasa.

La sensibilidad a adenosina y ADP es una caracte-
ristica de las PtdIns 4-quinasas y no asi de las PtdIns 3-qui~-
nasas (Whitman y col., 1987; Carpenter y Cantley, 1990), por
lo tanto, la actividad de la PtdIns quinasa de la membrana del
oocito se ensayd primero en presencia de concentraciones
variables de adenosina. Los resultados que se presentan en la
Figura 1-A indican que la reaccién de fosforilacién del PtdIns
endégeno de la membrana con [y-%?P] ATP es inhibida en un 80%
por la adicién de adenosina en concentracién de 200 pM al
medio de incubacién.

Luego se realizaron los ensayos de la PtdIns quina-
sa en presencia de ADP. La Figura 1-B muestra los resultados
obtenidos al incubar las membranas de oocitos con [y-3*P] ATP
en presencia de concentraciones crecientes de ADP. Se observa
que el ADP en concentracién de 1 mM disminuye en un 80% la
fosforilacidén del PtdIns enddgeno de la membrana.

Con estos resultados podriamos concluir que en la
membrana del oocito estd presente mayoritariamente la quinasa
que cataliza la fosforilacién del PtdIns en la posicién 4 del
anillo inositol y, en comsecuencia, el producto principal de
la fosforilacién del PtdIns enddgeno de la membrana con ATP es
PtdIns 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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EFECTO DE ADENOSINA Y ADP SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATI-
DILINOSITOL QUINASA DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis.
98 pg de proteinas de membranas se incuban con [y-32P] ATP 50 uM (1600 dpm/pmmol) durante
3 minutos como se indica en Materiales y Métodos,pero adicionando en (A) diferentes cantidades
de adenosina y en (B) diferentes cantidades de ADP. Una vez detenida la reaccién,se extraen los
fosfoinositidos y se separan por cromatografia en capa fina,como se indica en Materiales y Méto-
dos. La radiactividad en la mancha que corresponde al PtdIns 4-P se cuantifica por espectrometria
de centelleo liquido. La actividad enzimatica se expresa como los pmoles de PtdIns 4-P sintetizados
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en forma similar a como lo hacen estas enzimas en los diversos

sistemas estudiados hasta hoy.

A.2. Presencia de una actividad que degrada al fosfatidilino-
sitol 4-monofosfato en membranas de oocitos

Cuando se incuban membranas de oocitos con [y-3%P]
ATP, de modo de sintetizar [4-°?P] PtdIns 4-P y luego se
bloquea una posterior incorporacién de 3?P en el PtdIns 4-P
mediante la adicién de un exceso de ATP no radiactivo, se ob-
serva una pérdida de la radiactividad en el [4-°?P] PtdIns 4-P.

Esto se puede observar en la autorradiografia de la
Figura 2. Luego de 60 minutos de incubacién, s6lo alrededor de
un 40% de la radiactividad originalmente presente en el

PtdIns 4-P permanece asociada a él.

A.3. Cinética de degradacién del fosfatidilinositol 4-mono-
fosfato en membranas de oocitos

La Figura 3 muestra la cinética de la pérdida de la
radiactividad incorporada en el PtdIns 4-P a partir del Ptdins
endégeno de la membrana y [v-**P] ATP. La reaccién progresa
con el tiempo hasta que, a los 60 minutos, ha desaparecido
aproximadamente el 60% de la marca originalmente presente en
el PtdIns 4-P. A ninguno de los tiempos ensayados se encontrd
radiactividad en PtdIns 4,5-P, ni en ninglin otro compuesto
fosforilado de naturaleza lipidica que pueda ser detectado en

una cromatografia en capa fina (ver Figura 2).
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{‘- Ptd Ins

' .\E“ Ptd Ins 4-P

% o
J = Ptd Ins 4,5-P,

FIGURA2: DEGRADACION DEL [4-3?P] FOSFATIDILINOSITOL 4 MONOFOSFATO EN
MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis

El [4-*2P] PtdIns 4-P se sintetiza incubando 36 pg de protefnas de membranas con [y-32P] ATP

50 pM (1600 dpm/pmol) durante 3 minutos, como se describe en Materiales y Métodos. En este

momento se agrega ATP no radiactive (concentracién final 10 mM, dilucién de la mareca 1:200) y

esto corresponde al tiempo cero de la reaccién de degradacién. La incubacién contintia durante

60 minutos, luego de lo cual se detiene la reaccién y los fosfoinositidos se extraen y se separan por
" cromatografia en capa fina, como se indica en Materiales y Métodos. Finalmente la placa fina se

somete a autorradiografia por 8 horas. Las flechas indican la migracién de Ptdins, Ptdlns 4P y

Ptdins 4,5-P,.

(A) tiempo cero (B) incubacién 30 minutos
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FIGURA 3: CINETICA DE DEGRADACION DEL [4-3?P] FOSFATIDILINOSITOL 4-
MONOFOSFATO ENDOGENO EN MEMBRANAS DE QOCITOS DE Xenopus
laeuvis.

El [4-32P] PtdIns 4-P se sintetiza incubando 36 pg de proteinas de membranas con [y-32P] ATP

50 uM (1600 dpm/pmol) durante 3 minutos, como se describe en Materiales y Métodos. En este

momento se agrega ATP no radiactivo (concentracién final 10 mM, dilucién de la marca 1:200) y

esto corresponde al tiempo cero de la reaccién de degradacién. La incubacién contintia durante

los tiempos que se indican, luego de lo cual se detiene la reaccién ¥ los fosfoinositidos se extraen
¥y se separan por cromatografia en capa fina,como se indica en Materiales y Métodos. La radiac-
tividad en la mancha que corresponde al PtdIns 4-P se cuantifica por espectrometria de centelleo

liquido. El 100% de radiactividad corresponde a los pmoles de [4-32P] PtdIns 4-P presentes a

tiempo cero de la reaccién de degradacién (5,9 pmoles).
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A.4. Degradacién del [4-%?P] fosfatidilinositol 4-monofosfato
exdégeno

- Para determinar la naturaleza de la reaccién que
conduce a la pérdida de la marca del PtdIns 4-P, se procedid
a analizar el producto de la reaccidén, utilizando como sus-
trato [4-%?P] PtdIns 4-P ex6geno, sintetizado como se describid
en Materiales y Métodos (seccidn C).

La incubacién de [4-%?P] PtdIns 4-P exdgeno con las
membranas de oocitos en presencia de Mg*? 10 mM produce, al
igual que con el compuesto enddgeno, una pérdida de la marca
desde dicho compuesto. La Figura 4 muestra el andlisis por
HPLC de los compuestos que se liberan a la fase acuosa luego
de incubar las membranas con [4-°?P] PtdIns 4-P y se puede
apreciar que toda la radiactividad que aparece en esta
fraccidén estd asociada a P;, no apareciendo marca en inositol
bisfosfato ni inositol monofosfato. El experimento control con
membranas hervidas demostrd que no hay generacién de 3?P; en
estas condiciones.

Estos resultados sugieren la presencia en la mem-
brana de una fosfomonoesterasa que hidroliza al PtdIns 4-P con
la produccién de P; y PtdIns.

Cabe sefialar que no fué posible este andlisis a
través del ensayo con sustrato endégeno puesto que en este
caso el [y-?*P] ATP presente en el medio es hidrolizado por

nucleotidasas de la preparacién de membranas, de manera tal
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ANALISIS POR HPL.C DE LOS PRODUCTOS RADIACTIVOS SOLUBLES EN
LA FASE ACUOSA LUEGO DE LA HIDROLISIS DEL [4-3%P]
FOSFATIDILINOSITOL 4-MONOFOSFATO EXOGENO POR MEMBRANAS DE
OOCITOS DE Xenopus laevis.

El [4-32P] PtdIns 4-P se sintetiza y se purifica como se indica en Materiales y Métodos y 20
pmoles (15600 dpm) del sustrato asi sintetizado se incuban con 70 pg de proteinas de membranas
durante 60 minutos, luego de lo cual se detiene la reaccién, se separa la fase acuosa y se analiza
por HPLC, como se indica en Materiales y Métodos. La radiactividad en cada fraccién colectada
se determina por espectrometria de centelleo liquido. Las flechas indican la fraccién en que eluyen
los patrones de *?P;, [2-*H] Ins 1-P, [2-H] Ins 1,4-P, y [2-H] Ins 1,4,5-P5.
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que el 3P, generado de esta forma enmascararia al 3*P; que
pudiera provenir del [4-°?P] PtdIns 4-P.

Por otra parte, el andlisis de los fosfoinositidos
de la fase orgénica del experimento demostrd que no hay forma-
cién de liso PtdIns 4-P a partir del PtdIns 4-P exdgeno, asi
como tampoco de PtdIns 4,5-P,. Cabe seflalar que el ensayo se

realiza en ausencia de ATP exdgeno.

A.5. Degradacién del fosfatidil [2-°H] inositol 4-monofosfato
ex6geno

Para confirmar la presencia en la membrana del
oocito de una fosfomonoesterasa que cataliza la hidrélisis
del PtdIns 4-P, se realizaron experimentos utilizando
Ptd [2-°H] Ins 4-P como sustrato exdégeno. Estos experimentos
se llevan a cabo en ausencia y presencia de un exceso de
Ins 1,4-P, no radiactivo, en concentracién 4 mM. La razén de
emplear esta estrategia es la siguiente: si existiera en la

preparacién de membranas una fosfolipasa C que actuara sobre

“el"ptd [2-H] Ins 4-P, se generaria [2-°H]™Ins 1,4-P, 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 putativo [2-°H] Ins 1,4-P,
hasta inositol y P; (ver Resultados, A.7). Asi, el Ins 1,4-P,
no radiactivo agregado en exceso tiene como objeto poder atra-
par al Ins 1,4-P, radiactivo en caso de ser éste generado en

la incubacién.
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Un experimento control, semejante al que se des-
cribe mé&s adelante en la Figura 7, utilizando como sustrato
[2-°H] Ins 1,4-P, (50 pmoles; 110000 dpm), e incubando tanto
en ausencia como en presencia de Ins 1,4-P, no radiactivo
4 mM, demostrd que, en ausencia del compuesto no radiactivo,
practicamente todo el [2-°H] Ins 1,4-P, es hidrolizado. Sin
embargo, al diluir el sustrato radiactivo con inositol bisfos-
fato 4 mM no marcado, la reaccién hidrolitica se satura y.se
recupera el 89,5% de la radiactividad inicial en el pico
correspondiente al Ins 1,4-P, luego del fraccionamiento por
HPLC.

Una vez establecidas las condiciones que permiti-
rian atrapar al [2-°H] Ins 1,4-P, en caso de generarse en el
experimento, se procedié a incubar el sustrato exégeno
Ptd [2-°H] Ins 4-P con la preparacién de membranas, en ausen-
cia y presencia de Ins 1,4-P, 4 mM. Los resultados obtenidos
al analizar las fases orgénicas por cromatografia en capa fina
se muestran en la Tabla I. Como se puede apreciar, en las
condiciones del ensayo sSe genera Ptd [2-°H] Ins y en €l apa-
rece mas del 80% de la radiactividad que se pierde del
Ptd [2-°H] Ins 4-P. No hay diferencias significativas entre
los resultados obtenidos sin o con Ins 1,4-P, no radiactivo en
el medio de incubacidén. Si se utilizan membranas calentadas a
100°C, el Ptd [2-°H] Ins 4-P se mantiene sin variaciones sig-
nificativas. A su vez, no hay generacién de PtdIns 4,5-P, (el

ensayo se realiza en ausencia de ATP exdgeno).




TABLA I

HIDROLISIS DEL FOSFATIDIL [2-*H] INOSITOL 4-MONOFOSFATO:

PRODUCTOS DE NATURALEZ LIPIDICA

Ptd [2-3H]Ins 4-P Ptd [2-3H]Ins 4-P Ptd[2-3H]Ins

Condiciones Experimentales remanente a 60’ hidrolizado * formado
(dpm) (dpm) (dpm)
Membranas hervidas 308.400 =5200 21.600 9.460 +1020
Membranas 213.900 =5500 116.100 94.150 5600
Membranas + Ins 1,4-P, 210.800 =5010 119.200 99.200 =4020

* Determinado por diferencia entre la radiactividad inicial y la recuperada después de la
incubacién

70 pg de proteinas de membranas se incuban con 150 pmoles (330000 dpm) de Ptd [2-3H] Ins
4-P durante 60 minutos, en presencia o en ausencia de Ins 1,4-P, 4 mM, luego de lo cual se
detiene la reaccibn, se extraen los fosfoinositidos y se separan por cromatografia en capa fina,
como se indica en Materiales y Métodos. La radiactividad en las manchas correspondientes a
PidIns y PtdIns 4-P se cuantifican por espectrometria de centelleo liquide. De manera similar
se procede en el control con membranas hervidas. Los resultados se expresan como el
Ptd [2-3H] Ins formado (dpm) o el Ptd [2->H] Ins 4-P remanente (dpm) en 60 minutos, asi
como también se muestra el Ptd [2-*H] Ins 4-P hidrolizado, determinado por diferencia entre
la radiactividad inicial y la recuperada después de la incubacién. Cada valor corresponde al pro-
medio * desviacién estdndar de los duplicados de un mismo experimento.
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Estos resultados confirman la presencia en la mem-
brana de una fosfomonoesterasa que hidroliza al PtdIns 4-P,
generando PtdIns y P;.

Por su parte la Figura 5 muestra el andlisis por
HPLC de las fases acuosas del mismo experimento. Cuando el
Ins 1,4-P, no radiactivo estéd ausente de la incubacidn, los
productos de la reaccidn son inositol monofosfato e inositol.
Cuando estd presente-el Ins 1,4-P, 4 mM, el mayor producto
radiactivo en la fase acuosa es el inositol monofosfato,
generandose solo trazas de inositol. Sin embargo, también se
obtiene una cantidad pequefia pero significativa de [2-°H] Ins
1,4-P,, que corresponde a alrededor del 0,2% de la marca ini-
cial en el sustrato. Esto Gltimo es indicativo de la presencia
de una fosfolipasa C capaz de actuar sobre PtdIns 4-P. Cabe
sefialar que estos experimentos se realizan en presencia de Mg*?
10 mM y en ausencia de Ca*? agregado (el calcio total end&geno
es 15 pM).

De estos experimentos también se desprende que el
Ins 1,4-P, inhibe a la inositol monofosfato fosfomonoesterasa,
explicando la gran reduccién en la generacién del inositol
radiactivo obtenido cuando se agrega este compuesto no
radiactivo.

Un an&dlisis de las fases orgénicas por cromatogra-
fia en capa fina de un ensayo similar al descrito revels que

no aparece radiactividad asociada al liso PtdIns 4-P.
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FIGURA 5:  ANALISIS POR HPLC DE LOS PRODUCTOS RADIACTIVOS SOLUBLES EN
LA FASE ACUOSA LUEGO DE LA HIDROLISIS DEL FOSFATIDIL [2-3H]
INOSITOL 4-MONOFOSFATO EXOGENO POR MEMRBRANAS DE OOCITOS

DE Xenopus laevis.

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 (e) o ausencia (o) de Ins 1,4-P, 4 mM, luego de lo cual se detiene
la reaccibn, se separa la fase acuosa y se analiza por HPLC, como se indica en Materiales y
Métodos. La radiactividad en cada fraccién colectada se determina por espectrometria de centelleo

liquido. Las flechas indican la fraccién en que eluyen los patrones de [2-

1-P, [2-°H] Ins 1,4-P, y [2-H] Ins 1,4,5-P,.

3H] inositol, [2-3H] Ins
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A.6. Hidr6lisis del fosfatidil [2-°H] inositol exégeno

Como se describid en A.5., al incubar Ptd [2-H]
Ins 4-P con membranas de oocitos se genera principalmente
Ptd [2-°H] Ins, mientras el anédlisis de las fases acuosas de
los mismos experimentos revela que también se forma inositol
monofosfato tritiado, alin en presencia de 1Ins 1,4~-P, 4 mM,
condicién 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 hidrélisis
de PtdIns.

Para analizar si las membranas de oocitos contienen
una fosfolipasa C capaz de hidrolizar al PtdIns con la genera-
cidén de Ins 1-P y DAG, se incuba Ptd [2-°H] Ins con las mem-
branas en condiciones de ensayo semejantes a las usadas para
PtdIns [2-H] Ins 4-P. Los resultados se presentan en la Fi-
gura 6, la cual muestra el andlisis por HPLC de los productos
de la reaccidén solubles en la fase acuosa. Pricticamente toda
la radiactividad que se pierde en el sustrato radiactivo se
recupera en las fracciones que corresponden a Ins 1-P Yy a ino-
sitol. Sin embargo, en estas condiciones (en presencia de Mg*
10 mM y en ausencia de Ca*? agregado) sélo se hidroliza un 5%
del Ptd [2-°H] Imns.

Si se utiliza una preparacién de membranas hervidas,
no se produce una hidrélisis detectable del Ptd [2-°H]Ins.

Estos resultados demuestran que la membrana del

oocito posee una actividad tipo fosfolipasa C capaz de utili-
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FIGURA 6:  ANALISIS POR HPLC DE LOS PRODUCTOS RADIACTIVOS SOLUBLES EN

LA FASE ACUOSA LUEGO DE LA HIDROLISIS DEL FOSFATIDII, [2-3H]

INOSITOL EXOGENO POR MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevi
4 pmoles (175000 dpm) de Ptd [2-3H] Ins se incuban con 70 pg de proteinas de membranas
durante 60 minutos, luego de lo cual se detiene Ia reaccién, se separa la fase acuosa ¥ se analiza
por HPLC, como se indica en Materiales ¥ Métodos. La radiactividad en cada fraccién colectada
se determina por espectrometria de centelleo liquido. Las flechas indican la fraccién en que eluyen
los patrones de [2-*H] inositol, [2-*H] Ins 1-P, [2-3H] Ins 1,4-P, y [2-°H] Ins 1,4,5-P,.
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zar PtdIns como sustrato para producir Ins 1-P y DAG.
Por su parte, el andlisis de las fases orgénicas
del experimento indicé que no hay formacién de liso PtdIns en

las condiciones ensayadas.

A.7. Presencia en las membranas de oocitos de fosfomonoeste-

rasas que hidrolizan a los inositol fosfatos

A.7.1. Hidré6lisis inositol mono, bis y tris fosfato

La presencia en las membranas de fosfomonoesterasas
que catalizan la hidrélisis de inositol tris, bis y monofosfa-
to queda de manifiesto al analizar por HPLC las fases acuosas
de los experimentos en los cuales se incuban las membranas de
oocitos con una mezcla que contiene Ins 1,4,5-P,, Ins 1l,4-7,,
Ins 1-P, e inositol, marcados todos con *H en la posicién 2
del anillo inositol. Como se observa en la Figura 7, todo el
trisfosfato y el bisfosfato son hidrolizados por la prepara-
cidén de membranas. La inositol monofosfato fosfomonoesterasa
barece menos activa puesto que una cantidad significativa del
monofosfato se encuentra atdn presente luego de 60 minutos de
incubacién. Cabe sefialar que en estos experimentos se tendria
una mezcla de los inositol monofosfatos [2-°H] Ins 1-P y [2-%H]
Ins 4-P. El primero esta presente en la mezcla usada como sus-
trato y el segundo se originaria de la hidrélisis del [2-°H]
Ins 1,4-P, (Inhorn y Majerus, 1988; Dean Y Moyer, 1988). E1

programa de HPLC utilizado en este caso no discrimina entre
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FIGURA 7:  HIDROLISIS DE INOSITOL FOSFATOS POR FOSFOMONOESTERASAS
PRESENTES EN LAS MEMBRANAS DE QOCITOS DE Xenopus laevis.
Una mezcla que contiene 8 pmoles de [2-°H] Ins 1,4,5-P3,12 pmoles de [2-°H] Ins 1,4-P,, 20
pmoles de [2-*H] Ins 1-P y 10 pmoles de [2-3H] inositol, con un total de 110000 dpm, se incuban
durante 60 minutos con (o) 86 pg de proteinas de membranas o (o) la misma cantidad de
membranas calentadas a 100°C; luego de lo cual se detiene Ia reaccién, se separa la fase acuosa
¥ se analiza por HPLC, como se indica en Materiales y Métodos. La radiactividad en cada fraccién
colectada se determina por espectrometria de centelleo liquido. Las flechas indican la fraccién en
que eluyen los patrones de [2-°H] inositol, [2-H] Ins 1-P, [2-3H] Ins 1,4-P, y [2-°H] Ins 1,4,5-P,.
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ambos isémeros (Irvine y col., 1985).

Como es de esperar, la radiactividad en el inositol
aumenta considerablemente ya que constituye el producto final
de la accién de estas fosfomonoesterasas.

La misma mezcla de inositol fosfatos, incubada con

membranas calentadas a 100°C, no sufre ninguna hidrélisis.

A.7.2. Hidr6lisis del inositol 1,4-bisfosfato

La presencia en la membrana de una Ins 1,4-P, fos-
fomonoesterasa fué confirmada utilizando [2-°H] Ins 1,4-P,. La
Figura 8-A muestra que todo el inositol bisfosfato utilizado
en el ensayo es hidrolizado por la preparacién de membranas,
apareciendo la marca en inositol monofosfato e inositol. Nue-
vamente, la fosfomonoesterasa que hidroliza al inositol mono-
fosfato, presumiblemente Ins 4-P (ver mds adelante), aparece
como menos activa, dado que se acumula una cantidad importante
del monofosfato.

Por otra parte, el [2-°H] Imns 1,4-P, incubado con
membranas calentadas a 100°C no sufre hidrélisis.

Los resultados obtenidos utilizando un programa de
HPLC que permite separar el Ins 1-P del Ins 4-P (Dean y Moyer,
1988) sugieren que el inositol monofosfato proveniente de la
hidré6lisis de 1Ins 1,4-P, con la preparacién de membranas de
oocitos seria mayoritariamente Ins 4-p. En efecto, al incubar
las membranas con [2-°H] Ins 1,4-P, durante 10 minutos Yy ana-

lizar las fases acuosas por HPLC se observa que parte del sus-
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FIGURA8: HIDROLISIS DEL [2-°H] INOSITOL 1,4-BISFOSFATO POR
FOSFOMONOESTERASAS PRESENTES ENLAS MEMBRANAS DEOOCITOS
DE Xenopus laevis.
50 pmoles (110000 dpm) de [2-3H] Ins 1,4-P, se incuban con 98 pg de protefnas de membranas
durante (A) 60 minutos o (B) 10 minutos, luego de lo cual se detiene la reaccibn, se separa la fase
acuosa y se analiza por HPLC, como se indica en Materiales y Métodos. En (A) se utiliza un
programa que no separa Ins 1-P de Ins 4-P, mientras que en (B) se usa uno que permite la
separacién de estos dos isémeros del inositol monofosfato, y ambos programas estan descritos en
Materiales y Métodos. La radiactividad en cada fraceién colectada se determina por espectrometria

de centelleo liquido. Las flechas indican la fraccién en que eluyen los patrones de [2-3H] inositol,
[2-°H] Ins 1-P y [2-°H] Ins 1,4-P,.
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trato ha sido hidrolizado. La marca que se pierde del sustrato
aparece repartida entre inositol y un compuesto que posee un
tiempo de retencién mayor que el determinado para el [2-°H]
Ins 1-P patrdén, y que coincide con el tiempo de retencidn
descrito para Ins 4-P en las mismas condiciones experimentales
(Dean y Moyer, 1988). Por su parte, no se observa formacidén de
Ins 1-P radiactivo. Aunque indicativos, estos resultados no
son concluyentes por carecer del patrdén de Ins 4-P.

Estos resultados se muestran en la Figura 8-B.

A.8. Transformacién del fosfatidilinositol 4-monofosfato en
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato

Se sabe que al incubar membranas aisladas de
oocitos de Xenopus laevis con [y-**P] ATP da como producto ma-
yoritario fosfatidilinositol monofosfato, existiendo una in-
corporacidén muy baja en el bisfosfato (Carrasco y col., 1989).

En las condiciones experimentales ensayadas en que
se tiene pérdida de radiactividad del [4-%?P] PtdIns 4-P sin-
tetizado enddégenamente y en que el ATP estd presente, no se
observa transformacién en PtdIns 4,5-P, (Resultados, A.2. y
A.3.). Por esta razbn, se estudié la actividad PtdIns 4-P
5-quinasa en membranas de oocitos y en el sobrenadante de
100000 x g de la preparacién de membranas y los resultados se
muestran en la Tabla II.

Se puede apreciar que la actividad se encuentra ma-

yoritariamente en la membrana. La actividad de la PtdIns 4-P
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TABLA I
ACTIVIDADES DE LA FOSFATIDILINOSITOL 4-QUINASA Y
LA FOSFATIDILINOSITOL 4-MONOFOSFATO 5-QUINASA
EN MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis Y

SOBRENADANTE DE 100000 x g

pmoles de 3?P incorporados/mg min

FRACCION SUBCELULAR en

PtdIns 4,5-P, PidIns 4-P
Membranas 3,563 +0,060 43,0 =3,13
Sobrenadante 100000 x g 0,63 +0,040 6,1 0,04
Membranas + 2,056 £0,015 28,1 £2,20

sobrenadante 100000 x g

60 pg de proteinas de membranas o 146 pg de proteinas del sobrenadante de 100000 x g se
incuban con [y-3?P] ATP 50 pM (1600 dpm/ pmol) durante 5 minutos como se indica
Materiales y Métodos para la actividad PtdIns 4-P 5-quinasa. La actividad PtdIns 4-quinasa se
determina en paralelo en los mismos tubos, de forma tal que se realiza en presencia de
PtdIns 4-P 100 pM y durante 5 minutos, a diferencia de lo establecido en Materiales y
Métodos. En el ensayo con ambas fracciones se utiliza 60 pg de proteinas de membranas y
73 pg de proteinas del sobrenadante de 100000 x g. Una vez detenida la reaccién, se extraen
los fosfoinositidos y se separan por cromatografia en capa fina, como se indica en Materiales y
Métodos. La radiactividad en las manchas correspondientes a PtdIns 4-P y PtdIns 4,5-P, se
cuantifica por espectrometria de centelleo liquido. Cada valor corresponde al promedio =+
desviacién estdndar de los triplicados de un mismo experimento.
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5-quinasa resulta ser bastante baja si se compara con la
actividad de la PtdIns 4-quinasa en estos organelos, siendo la
incorporacién de marca desde el [y-??P] ATP en [*?P] PtdInms
4,5-P, aproximadamente el 8% de la marca que se incorpora en
PtdIns 4-P.

También se observa que, al ensayar las membranas en
presencia de sobrenadante de 100000 x g, las actividades espe-
cificas de- ambas quinasas son menores a las esperadas de
acuerdo a sus actividades en cada fraccién. En efecto, cuando
se adiciona sobrenadante a la preparacién de membranas, la
actividad especifica de la PtdIns 4-P 5-quinasa disminuye en
un 42% y la de la PtdIns 4-quinasa lo hace en un 35%, con
respecto a la actividad especifica que se obtiene con las
membranas solas.

Se procedidé luego a estudiar la actividad de 1la
PtdIns 4-P 5-quinasa en las membranas bajo diferentes condi-
ciones experimentales y los resultados se muestran en la Tabla
ITI, donde también se indica la actividad de la PtdIns 4-qui-
nasa determinada en paralelo en los mismos ensayos.

Se puede observar que algunos de los compuestos
ensayados aumentan significativamente la actividad de 1la
PtdIns 4-P 5-quinasa : EGTA adicionado en una concentracién de
3 mM la aumenta en alrededor de un 52%, mientras la polilisina
(PM 24000), que ejerce un importante efecto sobre la
PtdIns 4-quinasa, incrementa la actividad de la PtdIns 4-P

S-quinasa en un 100% a concentracién de 20 pM, mientras ambos
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TABLA I

ACTIVIDAD DE LA FOSFATIDILINOSITOL 4-MONOFOSFATO 5-QUINASA
DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis BAJO
DISTINTAS CONDICIONES EXPERIMENTALES Y
COMPARACION CON LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATIDILINOSITOL 4-QUINASA.

pmoles de 3?P incorporados / mg min
PREP. ADICION CONCENTRACION en
PtdIns 4,5-P, (%) Ptdlns4-P (%)

A ninguna —— 4,51 =0,15 100 48,1 £3,15 100
EGTA 3 mM 6,86 =0,19 152 64,3 £3,90 134
Polilisina 20 pM 9,07 =0,31 201 108,8 +6,20 226
EGTA + 3 mM

Polilisina 20 pM 9,31 0,36 200. 122,83 +7,50 254
EGTA + 3 mM
Polilisina 50 pM 10,01 £0,40 222 133,56 9,15 277

A ninguna —— 3,91 +0,09 100 47,6 2,85 100
CaCl, 100 uM 2,93 0,09 75 39,2 £2)73 82
CaCl, 500 pM 2,85 0,11 73 35,7 £2,25 75

A ninguna -— 3,52 £0,12 100 45,2 £3,28 100
fosfatidilserina 500 pM 4,40 £0,09 125 81,4 =514 180
fosfatidiletanol amina 500 pM 4,06 =0,22 115 56,6 £1,82 125
fosfatidilserina + 500 pM

fosfatidiletanol amina 500 pM 4,61 £0,20 129 85,9 £3,35 190

B ninguna ——- 2,00 0,056 100 80,6 2,28 100

z-glicerol fosfato 4 mM 4,14 +£0,20 207 156,9 =£7,43 195
10 mM 2,38 £0,06 119 173,6 =£8,31 215

B ninguna — 2,65 £0,07 100 80,2 £4,14 100

B-glicerol fosfato 4 mM 594 0,16 233 1194 £6,05 149

10 mM 1,82 0,05 71 113,56 5,37 142
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TABLA IIT: ACTIVIDAD DE LA FOSFATIDILINOSITOL 4-MONOFOSFATO 5-QUINASA
DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis BAJO DISTINTAS
CONDICIONES EXPERIMENTALES Y COMPARACION CON LA ACTIVIDAD
DE LA FOSFATIDILINOSITOL 4-QUINASA.

(A) 27 pg o (B) 24 pg de proteinas de membranas se incuban con [y-32P] ATP 50 sM (1200

dpm/pmol) durante 5 minutos como se indica en Materiales y Métodos para la actividad

PtdIns 4-P 5-quinasa, en ausencia y presencia de los compuestos indicados. La actividad

PtdIns 4-quinasa se determina en paralelo en los mismos tubos, de forma tal que se realiza en

presencia de PtdIns 4-P 100 pM y durante 5 minutos, a diferencia de lo establecido en

Materiales y Métodos. Una vez detenida la reaceién, se extraen los fosfoinosftidos ¥ se separan

por cromatografia en capa fina, como se indica en Materiales y Métodos. La radiactividad en

las manchas que corresponden a PtdIns 4-P y PtdIns 4,5-P, se cuantifica por espectrometria

de centelleo liquido. Se le asigna 100% de actividad enziméatica a los pmoles de 3%P

incorporados/mg min en los experimentos controles -sin adicién. Cada valar corresponde al

promedio =+ desviacién estandar de los triplicados de un mismo experimento. (4) y (B) repre-
sentan diferentes preparaciones de membranas.
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compuestos agregados Jjuntos tienen un efecto levemente
superior al que se logra con polilisina sola.

La adicién de Ca*?, junto al Mg*? que contiene el
medio de incubacién habitual, inhibe parcialmente la activi-
dad, mientras la fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina
ejercen un leve efecto activador.

El a-glicerolfosfato, compuesto que estimula en
forma importante la sintesis del PtdIns 4-P, aumenta al doble
la actividad de la PtdIns 4-P 5-quinasa, en concentracidén de
4 mM, mientras el fp-glicerolfosfato 4 mM incrementa la activi-
dad de la enzima en méds de un 100%.

En todos los casos, sin embargo, la radiactividad
incorporada en PtdIns 4,5-P, resulta mucho mds baja que la
radiactividad incorporada en PtdIns 4-P.

La omisién del sustrato exdégeno disminuye a un
tercio la incorporacién de **P en PtdIns 4,5-P,.

A su vez, la adicién de PtdIns 4-P en estos ensa-
yos, compuesto que corresponde al producto de la reaccidn ca-
talizada por la PtdIns 4-quinasa, no interfiere con la deter-
minacién de la actividad de dicha enzima, encontré&ndose é&sta
levemente aumentada (en alrededor de un 20%) con respecto a
los ensayos habituales, los cuales se realizan en ausencia de
este fosfoinositido.

En todos los casos, los resultados se expresan en

términos de los pmoles de *P incorporados en PtdIns 4,5-P, y

no como pmoles de PtdIns 4,5-P, sintetizados, puesto que pue-
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den existir poblaciones de moléculas de PtdIns 4,5-P, marcados
con P en uno o los dos fosforilos. Esto porque el bisfosfato
puede provenir de la fosforilacidén del monofosfato endégeno o
exégeno asi como también de dos fosforilaciones sucesivas del

PtdIns enddgeno.

B.— CARACTERISTICAS DE LA FOSFOMONOESTERASA QUE HIDROLIZA AL
FOSFATIDILINOSITOL 4-MONOFOSFATO

En esta parte de la tesis se caracteriza la acti-

vidad fosfomonoesterdsica que cataliza 1la hidrdélisis del

PtdiIns 4-P para formar PtdIns y P;:

[4-3?P] PtdIns 4-P + H,0 > PtdIns + 32p,

Los estudios se realizan utilizando en el ensayo el
sustrato generado al preincubar las membranas con [y-*?P] ATP,
de modo de sintetizar [4-°2P] PtdIns 4-P a partir del
PtdIns endégeno de la membrana (Materiales y Métodos, J.1.).
La incubacién posterior continia en presencia de un gran
exceso de ATP no radiactivo que detiene la incorporacidén de
radiactividad al sustrato. La reaccidén se sigue midiendo la

pérdida de radiactividad en el [4-°?P] PtdIns 4-P.

B.1l. Andlisis del efecto de cationes

El medio de incubacidn para sintetizar [4-°?P]PtdIns

4-P contiene MgCl, 10 mM, y al diluir la marca del [y-3?P] ATP
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con ATP no radiactivo, el MgCl, queda 8,8 mM. Si se retira
todo el Mg*? libre adicionando EDTA junto con el ATP no radiac-
tivo (tiempo cero de la reaccidn de hidrdlisis) no se observa
ninguna variacién en la degradacién del [4-°?P] PtdIns 4-P.
Estos resultados se muestran en la Tabla IV. De la misma
manera, cuando se agregé EDTA en varias concentraciones de
modo de ir disminuyendo la concentracién de Mg*? desde 8,8 mM
hasta 1 mM, no se vidé ninguna diferencia en la actividad
hidrolitica.

La adicién de Ca*? o la eliminacidén del Ca*? resi-
dual presente en el medio de incubacidén, (el calcio total es
15 pM), por medio de la adicién de EGTA, tampoco tienen
efecto. También se ensayd el efecto de Li*, catidén que inhibe
a otras fosfomonoesterasas que participan en el metabolismo de
los compuestos de inositol. En efecto, el Li* inhibe en forma
no competitiva tanto a la inositol monofosfato fosfomonoeste-
rasa como a la inositol polifosfato 4-fosfomonoesterasa
(Berridge y col., 1989; Majerus, 1992). Como se ve en la Tabla

IV, el Li* no ejerce ningin efecto sobre la degradacién del

PtdIns 4-P.

B.2. Determinacién del pH 6ptimo
Como se muestra en la Figura 9, la reaccidén de des-
fosforilacidén del [4-°*P] PtdIns 4-P presenta un pH 6ptimo

entre 7 y 8.




TABLA IV

EFECTO DE CATIONES SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATIDILINOSITOL

4-MONOFOSFATO FOSFOMONOESTERASA DE MEMBRANAS DE OOCITOS
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DE Xenopus laevis
EXP. ADICION CONCENTRACION  [4-32P] PidIns 4-P % ACTIVIDAD
hidrolizado
(mM) (pmoles)
ninguna - 1,15 +0,03 100
EDTA 10 1,10 +0,03 96
CaCl, 0.5 1,12 =0,05 97
5 1,10 =0,03 96
10 1,17 =0,05 102
ninguna - 1,38 +0,06 100
EGTA 5 1,48 +=0,04 107
LiCl 0.5 1,40 =0,04 101
5 1,35 =0,05 98
10 1,42 +0,07 103
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TABLA IV: EFECTO DE CATIONES SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATIDIL-
INOSITOL 4-MONQFOSFATO FOSFOMONOESTERASA DE MEMBRANAS
DE OOCITOS DE Xenopus laevis
El [4-32P] PtdIns 4-P se sintetiza incubando 98 pg de proteinas de membranas con
[y-32P] ATP 50 pM (1600 dpm/pmol) durante 8 minutos, como se describe en Materiales y
Métodos. En este momento se agrega ATP no radiactivo (concentracién final 10 mM, dilucién
de 12 marea 1:200) y esto corresponde al tiempo cero de la reaccién de hidrélisis. Junto con el
ATP no radiactivo se agregan los compuestos que se indican y la incubacién continda durante
30 minutos, luego de lo cual se detiene la reaccién, y los fosfoinositidos se extraen y se separan
por cromatografia en capa fina, como se indica en Materiales y Métodos. La radiactividad en
la mancha que corresponde a PtdIns 4-P se cuantifica por espectrometria de centelleo liquido.
Los resultados se expresan como los pmoles de [4-3?P] PtdIns 4-P hidrolizados en 80 minutos
y se asigna en cada caso el 100% de actividad al control sin adicién. Cada valor corresponde al
promedio = desviacion estandar de los duplicados de un mismo experimento.
(D y (D) representan 2 experimentos diferentes.
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FIGURA9: EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATIDILINOSITOL
4-MONOFOSFATOFOSFOMONOESTERASA DEMEMBRANAS DE OOCITOS
DE Xenopus laevis.
El [4-*?P] PtdIns 4-P se sintetiza incubando 36 pg de proteinas de membranas con [y->2P] ATP
50 uM (1600 dpm/pmol) durante 3 minutos, como se indica en Materiales y Métodos. En este
momento se agrega ATP no radiactivo (concentracion final 10 mM, dilucién de la mareca 1:200) y
esto corresponde al tiempo cero de la reaccién de hidrélisis. Junto con este tltimo se agregan
diferentes amortiguadores para variar el pH desde 7,5 (al cual se sintetiza el [4-3?P] PtdIns 4-P)
hasta el pH deseado. La incubacién contintia durante 80 minutos, luego de lo cual se detiene la
reaccién y los fosfoinositidos se extraen y se separan por cromatografia en capa fina, como se
indica en Materiales y Métodos. La radiactividad en la mancha que corresponde al PtdIns 4-P se
cuantifica por espectrometria de centelleo liquido. La actividad enzimatica se expresa como los
pmoles de [4-32P] PtdIns 4-P degradados en 30 minutos.
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B.3. Efecto de neomicina y de poliaminas

La Figura 10-A muestra que la neomicina ejerce un
efecto bifdsico sobre la actividad de la PtdIns 4-P fosfomo-
noesterasa. A concentraciones menores de 0,6 mM presenta un
leve efecto estimulador, con un aumento méximo del 15% a la
concentracién de 0,2 mM. A concentraciones mayores de 0,6 mM
presenta una accién inhibidora, cayendo la actividad al 45%
del control a la concentracidén de 1 mM.

En la Figura 10-B se observa que la espermina ejerce
un efecto inhibidor sobre la hidrélisis de PtdIns 4-P, dismi-
nuyendo ésta a un 50% con una concentracién de 10 mM. Por su
parte, la espermidina presenta un muy leve efecto inhibidor,
disminuyendo la actividad hidrolitica en sdlo un 10% a la

misma concentracién.

B.4. Efecto de inhibidores de fosfomonoesterasas

El fluoruro, un inhibidor de fosfomonoesterasas
dcidas (Igarashi y Hollander, 1968) no inhibe la reaccidn de
hidrélisis del ©PtdIns 4-=P. Por el contrario, el NaF en
concentracién de 5 mM produce una activacién del 53%. ILa
Figura 11-A muestra los resultados obtenidos al estudiar la
actividad enzimdtica en presencia de NaF entre 0,5 y 10 mM. El1
tartrato constituye, al igual que el fluoruro, un inhibidor de
fosfomonoesterasas &cidas (Igarashi y Hollander, 1968). En la
Figura 11-A también se puede observar que el tartrato estimula

a la actividad enzimdtica que hidroliza al PtdIns 4-P. En
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FIGURA 10: EFECTO DE NEOMICINA Y POLIAMINAS SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
FOSFATIDILINOSITOL 4-MONOFOSFATO FOSFOMONOESTERASA DE
MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laeuvis.
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FIGURA 10: EFECTO DE NEOMICINA Y POLIAMINAS SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
FOSFATIDILINOSITOL 4-MONOFOSFATO FOSFOMONOESTERASA DE
MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis.
El [4-32P] PtdIns 4-P se sintetiza incubando 98 pg de proteinas de membranas con [y-32P] ATP
50 pM (1600 dpm/pmol) durante 3 minutos, como se describe en Materiales y Métodos. En este
momento se agrega ATP no radiactivo (concentracién final 10 mM, dilucién de la marea 1:200) y
esto corresponde al tiempo cero de la reaccién de hidrélisis. Junto con el ATP no radiactivo se
agregan en (A) diferentes cantidades de neomicina y en (B) diferentes cantidades de (e) espermina
o (o) espermidina y la incubacién continta durante 30 minutos, luego de lo cual se detiene la
reaccién y los fosfoinositidos se extraen y se separan por cromatografia en capa fina, como se
indica en Materiales y Métodos. La radiactividad en la mancha que corresponde al PtdIns 4-P se
cuantifica por espectrometria de centelleo liquido. Los pmoles de [4-32P] PtdIns 4-P degradados
en 30 minutos y en ausencia de neomicina o de poliaminas corresponden al 100% de actividad
enzimética: (A) 3,8 pmoles (B) (e) 4,1 pmoles y (0) 4,3 pmoles.
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FIGURA 11:  EFECTO DE FLUORURO,TARTRATO Y FOSFATO SOBRE LA ACTIVIDAD
DE LA FOSFATIDILINOSITOL 4-MONOFOSFATO FOSFOMONOESTERASA
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FIGURA 11: EFECTO DE FLUORURO,TARTRATO Y FOSFATO SOBRE LA ACTIVIDAD
DE LA FOSFATIDILINOSITOL 4 MONOFOSFATO FOSFOMONOESTERASA
DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis.
El [4-32P] PtdIns 4-P se sintetiza incubando 98 pg de proteinas de membranas con [y->2P] ATP
50 uM (1600 dpm/pmol) durante 3 minutos, como se describe en Materiales y Métodos. En este
momento se agrega ATP no radiactivo (concentracién final 10 mM, dilucién de la marca 1:200) y
esto corresponde al tiempo cero de la reaccién de hidrélisis. Junto con este 1ltimo se agrega en
(A) diferentes cantidades de (o) fluoruro o de (e) tartrato y en (B) diferentes cantidades de fosfato
y la incubacién continia durante 80 minutos, luego de lo cual se detiene la reaccién y los
fosfoinositidos se extraen y se separan por cromatografia en capa fina, como se indica en Materiales
¥y Métodos. La radiactividad en la mancha que corresponde al PidIns 4-P se cuantifica por
espectrometria de centelleo liquido. Los pmoles de [4-3?P] PtdIns 4-P degradados en 30
minutos y en ausencia del posible regulador corresponden al 100% de actividad enziméatica; (A) (o)
0,85 pmoles y (e) 1,1 pmoles; (B) 0,96 pmoles.
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efecto, una concentracién de 10 mM aumenta la actividad en un
57%.

El fosfato es un inhibidor de fosfomonoesterasas
alcalinas (Cox y col., 1967). Al estudiar su accién sobre la
actividad de la fosfomonoesterasa que hidroliza al PtdiIns 4-P,
se observé que ejerce un efecto inhibidor. Los resultados de
este experimento se muestran en la Figura 11-B y en ella se
puede apreciar que el fosfato en concentracidn 10 mM disminuye

la actividad enzimadtica en alrededor de un 62%.

B.5. Efecto de diferentes metabolitos fosforilados

Existen antecedentes en la literatura sobre el
efecto inhibidor de varios andlogos fosforilados sobre otra
fosfomonoesterasa relacionada con el metabolismo de los com-
puestos derivados de inositol, la inositol polifosfato 5-fos-
fomonoesterasa (Downes y col., 1982; Seyfred y col., 1984;
Rana y col., 1986). En esta parte de la tesis el interés se
centrd en la bisqueda de intermediarios metabdlicos capaces de
inhibir la actividad que hidroliza al PtdIns 4-P generando P;.

La Figura 12 muestra los resultados obtenidos al
ensayar el efecto de hexosas bisfosfato sobre la actividad de
la fosfomonoesterasa que hidroliza al PtdIns 4-P. Se puede
observar que la fructosa 1,6-bisfosfato es un potente inhibi-
dor de la actividad enzimatica, inhibiéndola completamente a
una concentracién de 5 mM. Por su parte, también la fructosa

2,6-bisfosfato ejerce una accidén inhibidora, atn cuando lo
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FIGURA 12: EFECTO DE HEXOSAS BISFOSFATO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA FOS-
FATIDILINOSITOL 4-MONOFOSFATO FOSFOMONOESTERASA DE MEM-
BRANAS DE OOCITOS DE Xeropus laeuvis.
El [4-32P] PtdIns 4-P se sintetiza incubando 36 pg de proteinas de membranas con [y~32P] ATP
50 pM (1600 dpm/pmol) durante 3 minutos, como se describe en Materiales y Métodos. En este
momento se agrega ATP no radiactivo (concentracién final 10 mM, dilucién de la marca 1:200) y
esto corresponde al tiempo cero de la reaccién de hidrélisis. Junto con el ATP no radiactivo se
agregan diferentes cantidades de (o) fructosa 1,6-bisfosfato (o) fructosa 2,6-bisfosfato o (x) glucosa
1,6-bisfosfato y la incubacién continta por 30 minutos, luego de lo cual se detiene la reaccién, se
extraen los fosfoinositidos y se separan por cromatografia en capa fina, como se indica en
Materiales y Métodos. La radiactividad en la mancha que corresponde al PtdIns 4-P se cuantifica
por espectrometria de centelleo liquido. Los pmoles de [4-32P] PtdIns 4-P degradados en 30
minutos y en ausencia de hexzosas bisfosfato corresponden al 100% de actividad enziméatica: (e) 3,5
pmoles (o) 4,1 pmoles y (x) 4,1 pmoles.
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hace en menor grado. En efecto, con una concentracidén de 12 mM
se logra una disminucidn de la actividad de aproximadamente un
40%. Por ultimo, la glucosa 1,6-bisfosfato practicamente no
tiene un efecto significativo en todo el rango de concentra-
cién estudiado.

En experimentos en que se adicioné fructosa 6-fos-
fato o glucosa 6-fosfato al medio de incubacibén en que se
ensaya la actividad fosfomonoesterdsica, en concentraciones
entre 2 y 12 mM, se pudo observar que ninguna de las dos hexo-
sas monofosfato tiene efecto sobre la actividad enzimética.

El e~glicerolfosfato resulté ser un potente inhibi-
dor de la hidrdélisis del PtdIns 4-P, logrédndose un 100% de in-
hibicién con una concentracidén de 10 mM. Estos resultados se
muestran en la Figura 13.

Por el contrario, el P-glicerolfosfato ejerce un
leve efecto estimulador sobre la actividad de la fosfomonoes-
terasa, aumentdndola en un 25% con una concentracidén de 5 mM,
para volver al nivel basal a 10 mM. Esto se muestra también

en la Figura 13.

B.6. Efecto de fosfatidilglicerol y difosfatidilglicerol

En la Figura 14 se muestra la cinética de degra-
dacién del [4-*?P] PtdIns 4-P realizada en ausencia Yy en pre-
sencia de fosfatidilglicerol. Este compuesto, agregado en con-
centracidn de 1 pg/pl al medio de ensayo, inhibe parcialmente

la actividad enzimética.
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FIGURA 13: EFECTO DE ¢-GLICEROLFOSFATO Y B-GLICEROLFOSFATO SOBRE LA
ACTIVIDAD DE LA FOSFATIDILINOSITOL 4-MONOFOSFATO FOSFOMONO-
ESTERASA DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laeuvis.
El [4-3?P] PtdIns 4-P se sintetiza incubando 36 pg de proteinas de membranas con [y-3?P] ATP
50 pM (1600 dpm/pmol) durante 3 minutos, como se describe en Materiales y Métodos. En este
momento se agrega ATP no radiactivo (concentracién final 10 mM, dilucién de la marca 1:200) y
esto corresponde al tiempo cero de la reaccién de hidrélisis. Junto con el ATP no radiactivo se
agregan (e) diferentes cantidades de e-glicerolfosfato o (o) diferentes cantidades de -
glicerolfosfato y la incubacién contintia durante 30 minutos, luego de lo cual se detiene la reaceién
¥ los fosfoinositidos se extraen y se separan por cromatografia en capa fina, como se indica en
Materiales y Métodos. La radiactividad en la mancha que corresponde al PtdIns 4-P se cuantifica
por espectrometria de centelleo liquido. Los pmoles de [4-32P] PtdIns 4-P degradados en 30
minutos y en ausencia de « o B-glicerolfosfato corresponden al 100% de actividad enzimatica: (s)
2,2 pmoles y (o) 2,7 pmoles.
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FIGURA 14: EFECTODEFOSFATIDILGLICEROLYDIFOSFATIDILGLICEROL SOBRELA
CINETICA DE DEGRADACION DEL [4-3?P] FOSFATIDILINOSITOL 4-MONO-
FOSFATO EN MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis.
El [4-32P] PtdIns 4-P se sintetiza incubando 98 pg de proteinas de membranas con [y-32P] ATP
50 pM (1600 dpm/pmol) durante 3 minutos, como se describe en Materiales y Métodos. En este
mo-mento se agrega ATP no radiactivo (concentracién final 10 mM, dilucién de la marca 1:200)
y esto corresponde al tiempo cero de la reaccién de hidrélisis. Junto con este iltimo se adiciona
(o) fosfatidilglicerol 1 pg/pl o (x) difosfatidilglicerol 1 pg/pl, luego de lo cual continiia la incubacién
por los tiempos indicados. El control sin adicién est4 representado por (e). Se detiene la reaccién
y los fosfoinositidos se extraen y se separan por cromatografia en capa fina, como se indica en
Materiales y Métodos. La radiactividad en la mancha que corresponde al PtdIns 4-P se cuantifica
por espectrometria de centelleo liquido. El 100% de radiactividad corresponde a los pmoles de [4-
32p] PtdIns 4-P presentes al tiempo cero de la reaccién de hidrélisis: () 4,2 pmoles (0) 4,4 pmoles
¥y () 4,1 pmoles.
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Por su parte, el difosfatidilglicerol (cardioli-
pina), no ejerce ningin efecto sobre la degradacién del sus-
trato al ser adicionado al medio de incubacidn en concentra-
cién de 1 pg/pl. Esto puede observarse también en la Figura

14.

B.7. Actividad de la fosfomonoesterasa en presencia de proges-
terona, insulina y acetilcolina

Se sabe que la progesterona promueve un aumento del
recambio de fosfoinositidos en el oocito entero, mientras que
la insulina aumenta la incorporacién de [®H] mio-inositol en
los fosfolipidos de inositol (Carrasco y col., 1990).

La Figura 15-A muestra que ninguna de estas dos
hormonas ensayadas en concentracidén de 10 pM afecta la pérdida
de marca del [4-3?P] PtdIns-4-P en el tiempo

Por su parte, la acetilcolina, que también promueve
el recambio de fosfoinositidos en el oocito entero (Carrasco
y col., 1990), no influye tampoco sobre la cinética de hidré-
lisis del [4-%%P] PtdIns 4-P, ensayada en corcentraciones de
10 vy 20 pM en presencia de GTP-y-S 100 pM. Estos resultados

se presentan en la Figura 15-B.

vl
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FIGURA 15: EFECTO DE PROGESTERONA, INSULINA Y ACETILCOLINA + GTP-y-S
SOBRE LA CINETICA DE DEGRADACION DEL [4-32P] FOSFATIDILINO-
SITOL 4-MONOFOSFATO EN MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis.
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FIGURA 15: EFECTO DE PROGESTERONA, INSULINA Y ACETILCOLINA + GTP-y-S
SOBRE LA CINETICA DE DEGRADACION DEL [4-3?P] FOSFATIDILINO-
SITOL 4-MONQOFOSFATO EN MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis.
El [4-3?P] PtdIns 4-P se sintetiza incubando 80 pg de proteinas de méinbrarias ¢on [y->2P] ATP
50 pM (1600 dpm/pmol) durante 3 minutos, como se describe en Materiales y Métodos. En este
momento se agrega ATP no radiactivo (concentracién final 10 mM, dilucién de la marca 1:200) y
esto corresponde al tiempo cero de la reaccién de hidrélisis. Junto con este tiltimo se adiciona en
(A) (o) progesterona 10 uM o (x) insulina 10 pM y en (B) (o) acetileolina 10 pM + GTP-y-S 100
M o (%) acetilcolina 20 pM + GTP-y-S 100 pM, luego de lo cual continia la incubacién por los
tiempos indicados. Tanto en (A) como en (B) los controles sin adicién estan representados por {e).
Se detiene la reaccion, se extraen los fosfoinositidos y se separan por cromatografia en capa fina,
como se indica en Materiales y Métodos. La radiactividad en la mancha que corresponde al PtdIns
4-P se cuantifica por espectrometria de centelleo liquido. El 100% de radiactividad corresponde a
los pmoles de [4-32P] PtdIns 4-P presentes al tiempo cero de la reaccién de hidrélisis: () () 5,5
pmoles (o) 5,1 pmoles y (x) 4,8 pmoles; (B) (o) 4,9 pmoles (0) 5,2 pmoles y (x) 5,5 pmoles.
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C.- EFECTO DE METABOLITOS FOSFORILADOS Y DE FLUORURO, TARTRATO
Y FOSFATO SOBRE OTRAS REACCIONES DEL METABOLISMO DE FOSFOINO-
SITIDOS E INOSITOL FOSFATOS EN MEMBRANAS DE OOCITOS.

Los mismos compuestos gue se probaron como posibles
modificadores de la actividad de la PtdIns 4-P fosfomonoeste-
rédsica se ensayaron también sobre la incorporacién de [*?P]

fosfato en PtdIns 4-P.

C.1l. Efecto de fluoruro, tartrato y fosfato sobre la incor-
poracién de [*?P] fosfato en fosfatidilinositol 4-monofosfato.

Cuando se probd el efecto de fluoruro, tartrato y
fosfato sobre la sintesis de PtdIns 4-P a partir de PtdIns
endégeno y [y-3?P] ATP, se encontraron los resultados que se
muestran en la Tabla V. Se puede observar que el fluoruro
tiene un leve efecto activador a concentracién de 10 mM,
mientras el fosfato incrementa la incorporacién de [*P]
fosfato al aumentar su concentracién hasta 6 mM, para luego
perder este efecto al llegar a 10 mM. Por su parte, la pre-
sencia de tartrato no afecta significativamente la formacidén

de [4-%?P] PtdIns 4-P.

C.2. Efecto de metabolitos fosforilados sobre la incorporacién
de [*?P] fosfato en fosfatidilinositol 4-monofosfato

Los resultados que se presentan en la Figura 16
muestran que la adicién de fructosa 1,6-bisfosfato aumenta al

triple la incorporacién de [**P] fosfato desde [y-¥*P] ATP en
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EFECTO DE FLUORURO, TARTRATO y FOSFATO SOBRE LA INCORPORACION

DE [32P] FOSFATO EN FOSFATIDILINOSITOL 4-MONOFOSFATO EN MEMBRANAS

DE OOCITOS DE Xenopus laevis

[32P] FOSFATO
EXP. ADICION CONCENTRACION INCORPORADO % INCORPORACION
(mM) ( pmoles )
I fluorure de sodio 0 6,58 =0,17 100
" . 2 6,01 =0,33 91
" 6 6,91 =0,10 105
" 10 7,96 =0,41 121
I tartrato de sodio y potasio 0 4,92 0,42 100
" 2 5,29 +0,18 108
" 6 4,45 =0,14 90
" 10 4,28 +0,23 87
oI fosfato de sodio 0 3,75 =0,09 100
" 2 4,30 =0,10 115
" 6 5,33 +=0,03 142
" 10 3,62 0,01 97




128

TABLA V: EFECTO DE FLUORURO, TARTRATO Y FOSFATO SOBRE LA INCORPORA-
CION DE [32P] FOSFATO EN FOSFATIDILINOSITOL 4-MONOFOSFATO
EN MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis.
98 pg de proteinas membranas se incuban durante 8 minutos con [y-32P] ATP,de acuerdo a
las condiciones indicadas en Materiales y Métodos, pero adicionando diferentes cantidades de
los compuestos que se sefialan en la tabla. El [4-3?P] PtdIns 4-P formado se determina luego
de la extraccién y separacién de los fosfoinositidos por cromatografia en capa fina, como se
indica en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como los pmoles de [32P] fosfato
incorporados en 8 minutos y se asigna el 100% a la incorporacién en ausencia del compuesto
agregado. Cada valor corresponde al promedio + desviacién estdndar de los duplicados de un
mismo experimento. I, II y IIT representan 3 experimentos diferentes.
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EFECTO DE HEXOSAS BISYMONOFOSFATO SOBRE LAINCORPORACION
DE [3?P] FOSFATO EN FOSFATIDILINOSITOL 4-MONOFOSFATO EN
MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis.

36 pg de proteinas de membranas se incuban con [y-32P] ATP 50 pM (1600 dpm/pmol) durante
3 minutos como se indica en Materiales y Métodos, pero adicionando diferentes cantidades de (s)
fructosa 1,6-bisfosfato, (x) fructosa 2,6-bisfosfato, (o) glucosa 1,6-bisfosfato, (O fructosa 6-fosfato
o (M) glucosa 6-fosfato. Una vez detenida la reaccidn, se extraen los fosfoinositidos y se separan
por cromatografia en capa fina, como se indica en Materiales y Métodos. La radiactividad en la
mancha que corresponde al PtdIns 4-P se cuantifica por espectrometria de centelleo liquido. Los
pmoles de 32P incorporados en 3 minutos y en ausencia de hexosa bis o monofosfato corresponden
al 100% de incorporacién: (e) 5,2 pmoles, (x) 4,2 pmoles, (o) 4,7 pmoles, (C)) 4,1 pmoles y (M) 4,0

pmoles.
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PtdIns 4-P, con una concentracién de la hexosa bisfosfato de
10 mM.

Por su parte, la fructosa 2,6-bisfosfato posee un
efecto bifasico, aumentando la formacién de [4-%%P] PtdIns 4-P
en alrededor de un 55% a 2 mM, para luego revertirse el efec-
to, disminuyendo la incorporacién en un 70% a 10 mM.

En presencia de glucosa 1,6-bisfosfato 10 mM se
obtiene sélo un 50% de incorporacién de fosfato radiactivo en
PtdIns 4-P, con respecto al experimento control, mientras que
a esta misma concentracién, tanto la fructosa 6-fosfato como
la glucosa 6-fosfato ejercen un leve efecto estimulador.

A su vez, tanto el « como el f-glicerolfosfato
estimulan la formacién de [4-°?P] PtdIns 4-P a partir de
[y-**P] ATP y PtdIns enddgeno, segin queda de manifiesto en la
Figura 17: el a-glicerolfosfato, en concentracién de 10 mM,
aumenta la incorporacién de [**P] fosfato en un 100%, mientras
el efecto estimulador del fB-glicerolfosfato es algo menor,
incrementando la formacién de [4-°?P] PtdIns 4-P en alrededor
de un 60% a 2 mM, para luego disminuir su efecto a mayores

concentraciones.

C.3. Efecto de fosfatidilglicerol y difosfatidilglicerol sobre
la incorporacién de [**P] fosfato en fosfatidilinositol 4-
monofosfato

El fosfatidilglicerol inhibe la incorporacidén de

[*?P] fosfato en PtdIns 4-P, como puede apreciarse en la
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FIGURA 17 EFECTO DE «-GLICEROLFOSFATO Y B-GLICEROLFOSFATO SOBRE LA
INCORPORACION DE [32P] FOSFATO EN FOSFATIDILINOSITOL 4-MONO-
FOSFATO EN MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis.
25 ug de proteinas de membranas se incuban con [y-3?P] ATP 50 pM (1600 dpm/pmol) durante
3 minutos como se indica en Materiales y Métodos, pero adicionando diferentes cantidades de (e)
«-glicerolfosfato o (o) p-glicerolfosfato. Una vez detenida la reaccién, se extraen los fosfoinositidos
y se separan por cromatografia en capa fina,como se indica en Materiales y Métodos. La
radiactividad en la mancha correspondiente al PtdIns 4-P se cuantifica por espectrometria de
centelleo liquido. Los pmoles de 32p incorporados en 8 minutos y en ausencia de @ o B-
glicerolfosfato corresponden al 100% de incorporacién: (e) 7,5 pmoles y (o) 6,6 pmoles.
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Figura 18. En efecto, este compuesto ensayado en concentra-
cién de 2 pg/pl disminuye la formacién de [4-*’P] PtdIns 4-P
en un 65%. Por su parte, el difosfatidilglicerol
(cardiolipina) no presenta ningin efecto en el rango de

concentraciones ensayadas.

C.4. Efecto de la fructosa 1,6-bisfosfato sobre las fosfomono-
esterasas que hidrolizan a los inositol fosfatos o

Dado que la fructosa 1,6-bisfosfato resultd ser un
potente inhibidor de la actividad fosfomonoesterasica que hi-
droliza al PtdIns 4-P y con el antecedente de que esta hexosa
bisfosfato inhibe también a la inositol polifosfato 5-fosfo-
monoesterasa de péncreas (Rana y col., 1986), se analizd su
efecto sobre otras fosfomonoesterasas presentes en la membrana
del ococito y relacionadas con el metabolismo de compuestos
derivados del inositol:

H,O P, H,0 P, H,O P,

Ins 1,4,5-P3‘5h-2; Ins 1,4—P2-§>-2; Ins 4-P > inositol

Como se puede ver en la Figura 19, la fructosa
1,6-bisfosfato, ensayada en concentracién de 10 mM, inhibe
casi completamente a las fosfomonoesterasas que hidrolizan

Ins 1,4,5-P,, Ins 1,4-P, e Ins 1-P, respectivamente.




133

100

80

60

40

20 7]

i 1 | | 1
0 05 1,0 1,5 2,0
fosfolipido (ug/7ul)

% de incorporacion de[BzP]fosfato en Ptdins 4-P

FIGURA 18: EFECTO DE FOSFATIDILGLICEROL Y DIFOSFATIDILGLICEROL SOBRE
LA INCORPORACION DE [32P] FOSFATO EN FOSFATIDIL INOSITOL 4-MO-
NOFOSFATO EN MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis
36 ug de proteinas de membranas se incuban con [y-32P] ATP 50 pM (1600 dpm/pmol) durante
3 minutos como se indica en Materiales y Métodos, pero adicionando diferentes cantidades de (o)
fosfatidilglicerol o (e) difosfatidilglicerol. Una vez detenida la reaccibn, se extraen los fosfoinositidos
y se separan por cromatografia en capa fina, como se indica en Materiales y Métodos. La
radiactividad en la mancha correspondiente al PtdIns 4-P se cuantifica por espectrometria de
centelleo liquido. Los pmoles de 32P incorporados en 3 minutos y en ausencia de fosfolipido
corresponden al 100% de incorporacién: (0) 4,2 pmoles y (o) 4,5 pmoles.
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FIGURA 19: EFECTO DE FRUCTOSA 1,6-BISFOSFATO SOBRE LA HIDROLISIS DE
INOSITOL FOSFATOS POR FOSFOMONOESTERASAS PRESENTES EN LAS
MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis.
Una mezcla que contiene 8 pmoles de [2-°H]Ins 1,4,5-P 3,12 pmoles de [2-3H] Ins 1,4-P 2,20 pmoles
de [2-3H] Ins 1-P y 10 pmoles de [2->H] inositol, con un total de 110000 dpm, se incuban durante
60 minutos con 36 pg de proteinas de membranas, en presencia (e) o ausencia (o) de fructosa 1,6-
bisfosfato 10 mM, luego de lo cual se detiene la reaccién, se separa la fase acuosa y se analiza por
HPLC, como se indica en Materiales y Métodos. La radiactividad en cada fraccién colectada se
determina por espectrometria de centelleo liquido. Las flechas indican la fraccién en que eluyen
los patrones de [2->H] inositoL[2-*H] Ins 1-P, [2-3H] Ins 1,4-P, y [2-H] Ins 1,4,5-P3.
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D.- CARACTERISTICAS DE LA ACTIVIDAD FOSFOLIPASA C DE
MEMBRANAS DE OOCITOS

En esta parte de la tesis se estudian las caracte-

risticas de la fosfolipasa C encontrada en la preparacibn de

membranas de oocitos, como se describié en Resultados A.5 y

A.6.

PtdIns_ > Ptdins 4-P_ > PtdIns 4,5-P,

DAG ,\/l DAG J DAG 4

Ins 1-P Ins 1,4-P, Ins 1,4,5-P,

D.1. Actividad de la fosfolipasa C utilizando como sustratos
fosfatidilinositol, fosfatidilinositol 4-monofosfato y fosfa-
tidilinositol 4,5-bisfosfato

La Figura 20 muestra el andlisis por HPLC de las
fases acuosas de experimentos en los cuales se incubd
110000 dpm de Ptd [2-°H] Ins (2,7 pmoles), Ptd [2-°H] Ins 4-P
(50 pmoles) o Ptd [2-°H] Ins 4,5-P, (5,7 pmoles) con membranas
de oocitos, en presencia de Ca*? 100 pM. Cabe sefialar que los
experimentos anteriormente descritos (A.5. y A.6.) con los dos
sustratos nombrados en primer término se realizaron en presen-
cia de Mg*? 10 mM y en ausencia de Ca*’ agregado.

Se puede apreciar que al incubar Ptd [2-°H] Ins con
membranas de oocitos se obtiene Ins 1-P e inositol marcados

(Figura 20-3A). El porcentaje de marca en inositol es menor que
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FIGURA 20: ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA C DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE
Xenopus laevis.
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FIGURA 20: ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA C DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE
Xenopus laevis.
Durante 60 minutos se incuban en (A) 196 pg de protefnas de membranas con 2,7 pmoles de
Ptd [2-3H] Ins (110000 dpm), en (B) 119 pg de proteinas de membranas con 50 pmoles de
Ptd [2-3H] Ins 4-P (110000 dpm) en presencia de PtdIns 4-P 88 pM e Ins 1,4-P, 4mM y en (C)
119 pg de protefnas de membranas con 5,7 pmoles de Ptd [2-*H] Ins 4,5-P, (110000 dpm) en
presencia de PtdIns 4,5-P, 64 pM e Ins 1,4,5-P; 2 mM, como se indica en Materiales y Métodos.
La concentracién de Ca*? es 100 pM en los 8 ensayos. Se detiene la reaccién, se separa la fase
acuosa y se analiza por HPLC, como se indicé en Materiales y Métodos. La radiactividad en cada
fraccién se cuantifica por espectrometria de centelleo liquido. Las flechas indican la fraccién en
que eluyen los patrones de [2->H] inositol, [2-*H] Ins 1-P, [2-3H] Ins 1,4-P , y[2-°H] Ins 1,4,5-P5.
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en los experimentos con Mg*? 10 mM (ver Resultados, A.6.). En
experimentos controles se comprobé que la Ins 1-P fosfomonoes-
terasa es mAs activa en presencia de Mg*.

Los resultados utilizando Ptd [2-°H] Ins 4-P como
sustrato, en presencia de un exceso de Ins 1,4-P, no radiac-
tivo (Figura 20-B), muestran que la radiactividad que se recu-
pera en la fase acuosa aparece casi en su totalidad asociada
al Ins 1,4-P,. La aparicién de una pequefia cantidad de inosi-
tol monofosfato tritiado se explicaria por la hidrélisis via
fosfolipasa C del ©Ptd [2-°H] Ins generado a partir del
Ptd [2-°H] Ins 4-P por accién de la fosfomonoesterasa.

Por tltimo, la Figura 20-C muestra los resultados
obtenidos al utilizar Ptd [2-’H] Ins 4,5-P, como sustrato, en
presencia de un exceso de Ins 1,4,5-P; no radiactivo. Como se
puede apreciar, la radiactividad en la fase acuosa corresponde
mayoritariamente a [2-°H] Ins 1,4,5-P;. Puede observarse tam-
bién la produccién de inositol monofosfato tritiado. Cabe se-
fialar que en las condiciones del experimento hay hidrdlisis
del PtdIns 4,5-P, con la generacidén de PtdIns 4-P y subsecuen-
temente de PtdIns, por lo tanto el inositol monofosfato puede
provenir de la hidrélisis del PtdIns, asi como también del
Ins 1,4-P, generado a partir de PtdIns 4-P (el experimento se
realiza en ausencia de Ins 1,4-P, no radiactivo).

Ninguno de los tres sustratos utilizados sufre mo-
dificacién alguna si es incubado con una preparacidén de mem-

branas calentada a 100°C.
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Si se estima la radiactividad especifica de cada
unc de los tres sustratos utilizados, para lo cual se conoce
tanto la radiactividad especifica de los tres sustratos ra-
diactivos agregados, asi como también la cantidad de
PtdIns 4-P y de PtdIns 4,5-P, no radiactivos adicionados
ex6genamente en los ensayos correspondientes (en el ensayo con
Ptd [2-°H] Ins éste no se diluye con PtdIns exdgeno no
radiactivo), y considerando el contenido endégéno.de cada
fosfoinositido en la membrana del oocito como semejante a los
descritos para® las membranas plasméticas de hepatocito
(Schachter, 1988) se obtienen valores de 2,1 x 107, 2,2 x 10’
v 3,3 x 107 dpm/pmol para Ptd [2-°H] Ins, Ptd [2-"H] Ins 4-P y
Ptd [2-°H] Ins 4,5-P,, respectivamente. Este cdlculo supone
también que en el caso de cada uno de los fosfoinositidos,
tanto el compuesto agregado exdgenamente como el endbégeno de
la membrana pasan a constituir un conjunto dnico.

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 PtdIns, PtdIns 4-P y PtdIns 4,5-P,, respectivamente.

D.2. Cinética de la reaccibén catalizada por la fosfolipasa C

En la Figura 21 se presentan los resultados que se

obtienen al estudiar la hidrdélisis de Ptd [2-%H] Ins y de
Ptd [2-%] Ins 4,5-P, en funcién del tiempo de incubacién, en
presencia de Ca*® 100 pM. La hidrélisis del Ptd [2-%H] Ins

tiene una fase lineal corta de alrededor de 5 minutos, mien-
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FIGURA 21: ACCION DE LA "FOSFOLIPASA C SOBRE FOSFATIDILINOSITOL Y
FOSFATIDILINOSITOL 4,5-BISFOSFATO EN FUNCION DEL TIEMPO DE
INCUBACION
(0) 196 pg de protefnas 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-°H] Ins 4,5-P,
(110000 dpm) en presencia de PtdIns 4,5-P, 64 pM e Ins 1,4,5-P3 2 mM, durante los tiempos
sefialados y como se indica en Materiales y Métodos. La concentracién de Ca*? es 100 pM en
ambos ensayos. Se detiene la reaccién, se separa la fase acuosa y se analiza por HPLC, como se
indic6 en Materiales y Métodos. Se colectan las fracciones en que eluyen (o) [2-3H] Ins 1-P y [2-
3H] inositol o (e) [2-*H] Ins 1,4,5-P, y la radiactividad en ellas se cuantifica por espectrometria de
centelleo liquido. Los resultados se expresan como (o) [2-3H] Ins 1-P + [2-3H] inositol formados
(dpm) o (e) [2-3H] Ins 1,4,5-P5 formado (dpm) en los tiempos indicados.
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tras que la hidrélisis del Ptd [2-°H] Ins 4,5-P, presenta una
fase lineal més corta, de aproximadamente 2 minutos.
Considerando las radiactividades especificas de los
sustratos estimadas en la seccidén anterior (D.l.), las activi-
dades especificas de la fosfolipasa C con PtdIns y con PtdIns
4,5-P, como sustratos son 243 y 2037 pmoles de producto/min mg

respectivamente.

D.3. Efecto del Ca™

- Como se puede ver en la Figura 22-A; la hidrdlisis
del PtdIns catalizada por la fosfolipasa C es estimulada en un
100% por Ca** 100 pM, existiendo si una actividad basal en
ausencia del catién. A concentraciones mayores de 100 pM el
grado de estimulacién es algo menor. También se comprobd que
el Mg*? no reemplaza al Ca*'? en todo el rango de concentracidn
ensayada desde 50 pM a 2 mM.

Por su parte, la Figura 22-B nos indica que la
hidrélisis del PtdIns 4,5-P, es totalmente dependiente de Ca*?,
no existiendo actividad enzimdtica en su ausencia’y obtenién-
dose un méximo de actividad con una concentracidén de Ca*? de
50 pM, y esta actividad se mantiene con concentraciones mayo-
res de Ca*?, hasta 2 mM. A su vez, también se determind que el

Mg*? no reemplaza al Ca* a las concentraciones ensayadas,

desde 50 pM a 2 mM.
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FIGURA 22: EFECTO DE Ca*? SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA C DE
MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis.

En (A), 196 pg de proteinas de membranas se incuban con 2,7 pmoles de Ptd [2-H] Ins
(110000 dpm) durante 10 minutos. En (B), 119 pg de proteinas de membranas se incuban con 5,7
pmoles de Ptd [2-°H] Ins 4,5-P, en presencia de PtdIns 4,5-P, 64 M e Ins 1,4,5-P; 2 mM
durante 2 minutos, con diferentes concentraciones de Ca*? y como se indica en Materiales y
Meétodos. Se detiene la reaccién, se separa la fase acuosa y se analiza por HPLC, como se indica
en Materiales y Métodos. Se colectan las fracciones en que eluyen (A) [2-3H] Ins 1-P y [2-°H]
inositol o (B) [2-*H] Ins 1,4,5-P; y la radiactividad se cuantifica por espectrometria de centelleo
liquide. La actividad enzimética se expresa como (A) [2-3H] Ins 1-P + [2-3H] inositol formados
(dpm) en 10 minutos o (B) [2-*H] Ins 1,4,5-P, formado (dpm) en 2 minutos.
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D.4. Efecto del pH

Las fosfolipasas C estudiadas de diferentes ori-
genes presentan pH 6ptimo entre 4,5 y 8 (Manne y Kung, 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 interpretado como consecuencia de
la existencia de diferentes tipos y subtipos (Rhee y col.,
1989).

La Figura 23 muestra los resultados del anélisis
del efecto de las variaciones de pH sobre la actividad de 1la
fosfolipasa C de membranas de oocitos, utilizando como sus-
trato PtdIns y realizado en presencia de Ca*? 100 pM. Se puede
observar que la maxima actividad enzimd&tica se obtiene a pH
7,5. No hay variacién en cuanto al pH 6ptimo si se determina
en presencia de Ca*? 500 pM.

Experimentos controles demostraron que no hay

hidrélisis no enzimadtica en el rango de pH estudiado.

D.5. Efecto de poliaminas 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 PtdIns como sustrato, logradndose un incremento
maximo de alrededor de un 50% a una concentracién de 2 mM. Sin
embargo, a concentraciones mayores el efecto estimulador dis-
minuye, llegdndose nuevamente a la actividad basal con 10 mM.

Por su parte, la espermina, en concentracién
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FIGURA 23: EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA C DE

MEMBRANAS DE OOCTTOS DE Xenogpus laevis.
(SUSTRATO: Ptd [2-H] Ins)
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 Métodos, pero en presencia de diferentes
amortiguadores, de modo de obtener los pH indicados. La concentra-cién de Ca*? es 100 pM. Se
detiene la reaccién, se separa la fase acuosa y se analiza por HPLC, como se indica en Materiales
y Métodos. Se colectan las fracciones en que eluyen [2-3H] Ins 1-P y [2->°H] inositol y Ia
radiactividad se cuantifica por espectrometria de centelleo liquido. La actividad enzimatica se
expresa como [2-3H] Ins 1-P + [2-3H] inositol {(dpm) formados en 10 minutos.
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FIGURA 24: EFECTO DE POLIAMINAS SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA C
DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus lacvis.
(SUSTRATO: Ptd [2-3H] Ins)
119 pg de protefnas de membranas se incuban con 2,7 pmoles de Ptd [2-*H] Ins (110000 dpm)
durante 10 minutos,como se indica en Materiales y Métodos,pero en presencia de diferentes
concentraciones de () espermina o (o) espermidina. La concentracién de Ca*? es 100 pM. Se
detiene la reacci6n, se separa la fase acuosa y se analiza por HPLC, como se indica en Materiales
y Métodos. Se colectan las fracciones en que eluyen [2-°H] Ins 1-P y [2-3H] inositol y la
radiactividad se cuantifica por espectrometria de centelleo liquido. La actividad enzimatica se

expresa como [2-H] Ins 1-P + [2-3H] inositol (dpm) formados en 10 minutos. El 100% se asigna
al control sin adicién: (e) 4274 dpm (0) 4542 dpm.




146

0,5 mM, también aumenta la actividad enzimédtica, ain cuando lo
hace en menor grado, logrdndose un incremento méximo de s&lo
un 35%. Este compuesto a concentraciones mayores de 2 mM
ejerce un efecto levemente inhibidor, disminuyendo la hidrd-
lisis de PtdIns a valores de alrededor de un 75% del control
en concentraciones mayores de 5 mM.

La polilisina (PM 12000) ejerce un efecto biféasico
sobre la hidrélisis del PtdIns catal-izada por la fosfolipasa
C. En efecto, como puede verse en la Figura 25, este polica-
tién en concentraciones 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 hidrélisis del PtdIns hasta lograrse
un incremento de alrededor del 65% sobre el control, a 700 pM.

Utilizando PtdIns como sustrato, la neomicina ejer-
ce un efecto bifésico sobre la actividad enzim&tica, presen-
tando un leve efecto activador con un maximo a 1 mM y que re-
presenta un 30% de incremento sobre el control, para luego
disminuir su efecto activador logrédndose la actividad basal a
5 mM vy un 10% de inhibicién a 10 mM. Estos resultados se

muestran en la Figura 26.

D.6. Efecto de fosfolipidos
En la Figura 27 se muestran los resultados obteni-
dos al estudiar el efecto de &cido fosfatidico sobre la acti-

vidad fosfolipasa C, utilizando PtdIns como sustrato, y en
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FIGURA 25: EFECTO.DE POLILISINA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA C
DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenapus laevis.
(SUSTRATO: Ptd [2-°H] Ins)
119 pg de proteinas de membranas se incuban con 2,7 pmoles de Ptd [2->H] Ins (110000 dpm)
durante 10 minutos, como se indica en Materiales y Métodos, pero en presencia de diferentes
concentraciones de polilisina (PM 12000). La concentracién de Ca*? es 100 pM. Se detiene la
reaccién, se separa la fase acuosa y se analiza por HPLC, como se indica en Materiales y Métodos.
Se colectan las fracciones en que eluyen [2-°H] Ins 1-P y [2-3H] inositol y la radiactividad se
cuantifica por espectrometria de centelleo liquido. La actividad enzimatica se expresa como el

[2-3H] Ins 1-P + [2-H] inositol (dpm) formados en 10 minutos. El 100% se asigna al control sin
adici6n: 4263 dpm.
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FIGURA 26: EFECTO DE NEOMICINA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA C
DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis.
(SUSTRATO: Ptd [2-H] Ins)
119 pg de proteinas de membranas se incuban con 2,7 pmoles de Pid [2-3H] Ins (110000 dpm)
durante 10 minutos, como se indica en Materiales y Métodos, pero en presencia de diferentes
concentraciones de neomicina. La concentracién de Ca*? es 100 pM. Se detiene la reaccién, se
separa la fase acuosa y se analiza por HPLC, como se indica en Materiales y Métodos. Se colectan
las fracciones en que eluyen [2-3H] Ins 1-P y [2-*H] inositol y la radiactividad se cuantifica por
espectrometria de centelleo liquido. La actividad enziméatica se expresa como [2-3H] Ins 1-P +
[2-3H] inositol (dpm) formados en 10 minutos. El 100% se asigna al control sin adicién: 4558 dpm.
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FIGURA 27 EFECTO DE ACIDO FOSFATIDICO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
FOSFOLIPASA C DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis.
(SUSTRATO: Ptd [2-*H] Ins)

119 pg de proteinas de membranas se incuban con 2,7 pmoles de Ptd [2-3H] Ins (110000 dpm)
durante 10 minutes, como se indica en Materiales y Métodos, pero en presencia de diferentes
concentraciones de acido fosfatidico. La concentracién de Ca*? es 100 pM. Se detiene la reaccién,
se separa la fase acuosa y se analiza por HPLC, como se indica en Materiales y Métodos. Se
colectan las fracciones en que eluyen [2-°H] Ins 1-P y [2-3H] inositol y la radiactividad se cuantifica
por espectrometria de centelleo liquido. La actividad enzimética se expresa como [2->H] Ins 1-P
+ [2-3H] inositol (dpm) formados en 10 minutos. El 100% se asigna al control sin adicién:
4105 dpm.
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ella se demuestra que este compuesto estimula en forma impor-
tante la actividad enzimética, logrédndose un 100% de activa-
cién con una concentracién de 400 pM. Como se puede ver en la
Tabla VI, este efecto no se logra con ningln otro de los fos-
folipidos ensayados, de los cuales sélo el fosfatidilglicerol
(200 pM) presenta una accidn estimuladora (33% sobre el con-
trol). La fosfatidilserina ejerce un leve efecto estimulador
a 200 uM, pero a 400 pM inhibe en un 15% la actividad enzimi-
tica. La fosfatidiletanolamina y la fosfatidilcolina, ambas en
concentracién de 200 pM, presentan un leve efecto inhibidor.

Cuando se adiciona &cido fosfatidico en concentra-
cién de 100 pM al medio de incubacidén que contiene como sus-
trato Ptd [2-°H] Ins 4,5-P, en presencia de fosfatidilserina
vy fosfatidiletanolamina (en concentraciones de 180 y 192 uM,
respectivamente) se obtiene un aumento de la actividad enzi-
mética 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-P, no radiactivo por fructosa 1,6-bisfosfato 10 mM
para inhibir a las fosfomonoesterasas que degradan al produc-
to. En experimentos controles se comprobd que no hay diferen-
cias significativas entre el uso de uno o del otro en cuanto
al rendimiento en [2-°H] Ins 1,4,5-P,.

Cabe sefialar que al efectuarse los ensayos de fos-
folipasa C utilizando Ptd [2-°H] Ins 4,5-P, como sustrato, si

en el medio de incubacidén sélo estédn presentes el sustrato
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TABLA VI
EFECTO DE FOSFOLIPIDOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA C

DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xeropus laevis

( SUSTRATO : Ptd [2->H] Ins )

CONCENTRACION PRODUCTO FORMADO

ADICION [2-*H]Ins 1-P + [2-*H]inositol % ACTIVIDAD
(pM) (dpm)
ninguna 7.500 = 80 100
(D,L)-4cido fosfatidico 200 13.800 =154 184
400 15.375 £ 98 205
L) - fosfatidil serina 200 8.302 =122 114
400 6.503 =189 85
@) - fosfatidil colina 200 6.750 = 49 92
(L) - fosfatidiletanol amina 200 6.467 =125 89

(L) - fosfatidil glicerol 200 9.922 * 33 133
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TABLA VI: EFECTO DE FOSFOLIPIDOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA
C DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis.
(SUSTRATO: Ptd [2-°H] Ins)
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 Métodos, pero en presencia de diferentes
fosfolipidos en las concentraciones que se indican. La concentracién de Ca*? es 100 pM. Se
detiene la reaccién, se separa la fase acuosa y se analiza por HPLC, como se indica en
Materiales y Métodos. Se colectan las fracciones en que eluyen [2-*H] Ins 1-P y [2-3H] inositol
y la radiactividad se cuantifica por espectrometria de centelleo liquido. La actividad se expresa
como [2-3H] Ins 1-P + [2-3H] inositol (dpm) formados en 10 minutos y se asigna el 100% al
control sin adicién. Cada valor corresponde al promedio = desviacién estdndar de los
triplicados de un mismo experimento.
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TAB LA VI
EFECTO DE ACIDO FOSFATIDICO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA C

DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus laevis

( SUSTRATO : Ptd [2-°H] Ins 4,5 - P, )

PRODUCTO FORMADO
ADICION CONCENTRACION [2-3H]Ins 1,4,5-P5- % ACTIVIDAD
(pM) (dpm)
ninguna -— 6.100 =202 100
acido fosfatidico 50 7.930 =173 130
écido fosfatidico 100 10.980 =326 180

119 pg de proteinas de membranas se incuban durante 2 minutos con 4,5 pmoles de
Ptd [2-°H] Ins 4,5-P, (88000 dpm), en presencia de PtdIns 4,5-P, 64 pM. El medio contiene
también fosfatidilserina 180 pM y fosfatidiletanolamina 192 pM, como se indica en Materiales
v Métodos, y el Acido fosfatidico se adiciona previo a la sonicacién. Ademas el medio contiene
fructosa 1,6-bisfosfato 10 mM. La concentracién de Ca*™ es 50 pM. Luego se detiene la
reaceidn, se separa la fase acuosa y se analiza por HPLC, como se indica en Materiales y
Métodos. La radiactividad en las fracciones que corresponden a [2-°H] Ins 1,4,5-P; se
determina por espectrometria de centelleo liquido y la actividad enzimética se expresa como
[2-3H] Ins 1,4,5-P; (dpm) formado en 2 minutos. El 100% se asigna a la actividad en ausencia
de &cido fosfatidico. Cada valor corresponde al promedio =+ desviacién estandar de los tripli-
cados de un mismo experimento.
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radiactivo y el no radiactivo y se omite la fosfatidilserina
y la fosfatidiletanolamina, la actividad enzimdtica disminuye
al 15% de la que se obtiene en presencila de estos dos Gltimos

fosfolipidos.

D.7. Actividad de la fosfolipasa C en presencia de hormonas y
acetilcolina

La Tabla VIII muestra que la actividad de la fosfo-
lipasa C que se encuentra en las membranas aisladas de
oocitos, utilizando Ptd [2-°H] Ins como sustrato, no varia en
forma significativa al ser ensayada en presencia de acetilco-
lina, carbamilcolina (agonista estable puesto gue no es hidro-
lizada por la acetilcolinestarasa como lo es la acetilcolina),
progesterona e insulina, GTP-y-S y GDP-B-S. De los compuestos
analizados, s6lo el fluoruro presenta un efecto significativo,
que corresponde a una disminucidén de la actividad enzimatica
en un 35% cuando se emplea una concentracién de 10 mM.

Otras concentraciones de acetilcolina, carbamilco-
lina, insulina y progesterona, aparte de las que se muestran
en la Tabla VIII, fueron también ensayadas: no se obtuvo nin-
gin efecto a 10 ni 40 pM, en ausencia o presencia de GTP-y-S
10 o 100 pM.

En experimentos controles, utilizando la misma pre-
paracién de membranas, se puede apreciar que la adenililcicla-
sa presenta un comportamiento normal, siendo estimulada fuer-

temente por GTP-y-S y fluoruro, en tanto que la actividad es-
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TABLA VII

ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA C DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus
laevis EN PRESENCIA DE POSIBLES REGULADORES Y
CONTROLES REFERENTES A ADENILILCICLASA.

( SUSTRATO: Ptd [2-3H]Ins )

PRODUCTO FORMADO
EXP. ADICION CONCENTRACION  [2-3H]Ins 1-P + [2-3HJinositol % ACTIVIDAD
(pgM) (mM) (dpm)
I ninguna — 4210 =125 100
GTP-y-S 10 4.084 +182 97
100 4125 + 96 98
GDP-B-S 10 3.999 +105 - 05
100 4144 +122 98
NaF 5 8.578 +137 85
10 2.736 = 88 65
Acetileolina 20 : 3.494 =109 83
+ GTP-y-S 100 3.620 =155 86
Carbamileolina 20 3.557 +194 88
+ GTP-y-S 100 4.505 =141 107
I ninguna - 5.097 =172 100
GTP-y-S 100 5.250 =161 103
Progesterona 10 4,128 =282 81
+ GTP-y-S 100 4.828 +177 95
Insulina 10 5.110 =237 114
+ GTP-y-S 100 4.893 =212 96
I ACTIVIDAD ADENILILCICLASA [32P] cAMP
(pmoles/mg 30 min)
ninguna 9,3 +0,35 100
GTP-y-S 100 111,9 +0,30 1.203
GTP-y-S 100 76,5 +0,5 823

+ Progesterona 5

NaF 10 149,83 =15 1.605
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TABLA VIII: ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA C DE MEMBRANAS DE QOCITOS DE -
Xenopus laevis EN PRESENCIA DE POSIBLES REGULADORES Y
CONTROLES REFERENTES A ADENILIT.CICLASA.

(SUSTRATO: Ptd [2-°H] Ins)

119 ug de proteinas de membranas se incuban durante 10 minutos con 2,7 pmoles de Ptd [2-

3H] Ins (110000 dpm), de acuerdo a las condiciones indicadas en Materiales y Métodos, pero

adicionando los compuestos que se sefialan en la tabla. La concentracién de Ca*? es 50 pM.

Luego se detiene la reaccién, se separa la fase acuosa y se analiza por HPLC, como se indica

en Materiales y Métodos. La radiactividad en las fracciones que corresponden a [2-3H] Ins 1-P

y [2-H] inositol se determinan por espectrometria de centelleo liquido y la actividad enzimética

se expresa como los productos formados (dpm) en 10 minutos. I y II representan 2

experimentos diferentes. IIT corresponde a la determinacién de la actividad adenililciclasa, la

cual se realiza incubando las membranas en presencia de [«-3?P] ATP 0,1 mM (600 dpm/pmol)
durante 30 minutos, luego de lo cual el cAMP sintetizado se aisla por una doble cromatografia
en DOWEX-50 y alimina, se cuantifica su radiactividad por espectrometria de centelleo liquido

¥ la actividad enzimaética se expresa como los pmoles de cAMP sintetizados en 80 minutos y

por mg de proteinas. El 100% se asigna en cada caso a la actividad en ausencia del posible

regulador. Cada valor corresponde al promedio + desviacidn estdndar de los duplicados de un
mismo experimento.
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timulada por GTP-y-S cae significativamente 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 esté& demostrado que la inhibicidn
por progesterona sélo se observa cuando la enzima es activada
a través del tratamiento con GTP-y-S (Jordana y col., 1981 a),
por lo cual en estos experimentos no se incluyd un control con
progesterona sola.

La Tabla IX muestra a su vez que, usando como SusS-
trato Ptd [2-°H] Ins 4,5-P,, la actividad de la fosfolipasa C
de las membranas aisladas no se ve afectada en forma signifi-
cativa por ninguno de los siguientes compuestos ensayados:
GTP-y-S, GDP-B-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 también en concentraciones diferentes a
las que se indican en la Tabla IX, no encontrdndose ningin
efecto a 10 pM ni 40 pM, en ausencia o presencia de GTP-y-S
100 pM.

Nuevamente, como se puede apreciar en la Tabla IX,
los experimentos controles con la misma preparacién de membra-
nas muestran que la adenililciclasa estd 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 IX
ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA C DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE Xenopus
Laevis EN PRESENCIA DE POSIBLES REGULADORES Y
CONTROLES REFERENTES A ADENILILCICLASA.

( SUSTRATO: Ptd[2-*H]Ins 4,5-P,)

PRODUCTO FORMADO
EXP. ADICION CONCENTRACION [2-3H]Ins 1,4,5-P, % ACTIVIDAD
(pM) (mM) (dpm)

I ninguna 13.431 =118 100
GTP-y-S 100 13.362 =203 99
GDP-B-S 100 12,759 =107 92
Carbamileolina 25 12.423 =176 98

+ GTP-y-S 100 12.589 +231 103
Progesterona 10 13.134 %231 98
+ GTP-y-S 100 13.028 =262 103
Insulina 10 14.774 =198 110
+ GTP-y-S 100 13.834 =262 97
fluoruro de sodio 10 7.406 =300 55
ACTIVIDAD ADENILILCICLASA [32P]cAMP ~ T
(pmoles/mg 30 min)

I ninguna 15,1 +0,9 100
GTP-y-S 100 154,9 8,9 1.025
GTP-y-S 100 113,56 =13,5 752

+ Progesterona 5

fluoruro 10 237,7 £3,3 1.574
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TABLA IX: ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA C DE MEMBRANAS DE OOCITOS DE
Xenopus laevis EN PRESENCIA DE POSIBLES REGULADORES Y
CONTROLES REFERENTES A ADENILIL.CICLASA.

(SUSTRATO:Ptd [2->H] Ins 4,5-P,)

119 pg de proteinas de membranas se incuban durante 2 minutos con 5,7 pmoles de Ptd [2-3H]

Ins 4,5-P, (110000 dpm), en presencia de PidIns 4,5-P, 64 pM y de Ins 1,4,5-P; 2 mM, de

acuerdo a las condiciones indicadas en Materiales y Métodos, pero adicionando ademas los

compuestos que se sefialan en la tabla. La concentracién de Ca*? es 25 1iM: Liiego se detiene

la reaccibén, se separa la fase acuosa y se analiza por HPLC, como se indica en Materiales y

Métodos. La radiactividad en las fracciones que corresponden a [2-3H] Ins 1,4,6-P5 se

determina por espectrometria de centelleo liquido y la actividad enzimética se expresa como

el producto formado (dpm) en 2 minutos. I y II representan 2 experimentos diferentes. III

corresponde a la determinacién de la actividad adenililciclasa, la cual se realiza incubando las

membranas en presencia de [«-32P] ATP 0,1 mM (600 dpm/pmol) durante 80 minutos, luego
de Io cual el cAMP sintetizado se aisla por una doble cromatografia en DOWEX-50 y alimina,
se cuantifica su radiactividad por espectrometria de centelleo liquido y la actividad enzimatica
se expresa como los pmoles de cAMP sintetizados en 30 minutos y por mg de proteinas. El

100% de asigna en cada caso a la actividad en ausencia del posible regulador. Cada valor

corresponde al promedio = desviacién estdndar de lo duplicados de un mismo experimento.
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DISCUSION

A.— ESTUDIOS SOBRE LAS RUTAS METABOLICAS EN QUE PARTICIPA EL
FOSFATIDILINOSITOL 4-MONOFOSFATO EN MEMBRANAS DE OOCITOS

DE Xenopus laevis

A.l. Las quinasas que catalizan la sintesis y la fosforilacién
del fosfatidilinositol 4-monofosfato S

En estudios previos realizados en este laboratorio
se establecié que la fosforilacién del PtdIns de la membrana
del oocito tiene como resultado la sintesis de fosfatidilino-
sitol monofosfato, el cual es posteriormente degradado por la
misma preparacién de membranas que contiene a la enzima fosfo-
rilante (Carrasco y col., 1989).

El primer objetivo de esta tesis fué justamente
definir las reacciones que dan cuenta de la degradacién del
fosfatidilinositol monofosfato en las membranas de oocito,
bajo las mismas condiciones en que se estudié la sintesis de
este compuesto en trabajos anteriores (Carrasco y col., 19839).

Un punto importante gque los estudios previos no
habian definido es si el fosfatidilinositol monofosfato gene-

rado por las membranas aisladas de oocito corresponde al

PtdIns 4-P o al PtdIns 3-P. En la sintesis del primero inter-
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viene una fosfatidilinositol 4-quinasa y en la del segundo una
fosfatidilinositol 3-quinasa (Carpenter y Cantley, 1990). La
quinasa que fosforila al PtdIns en la posicidn 4 del inositol
participa en la via gque conduce a la sintesis del
PtdIns 4,5-P,, precursor de Ins 1,4,5-P; y DAG, el primero re-
gulador de la liberacién de Ca*? intracelular y el segundo
activador de la proteina quinasa C (Berridge e Irvine, 1989).

Por su parte, la PtdIns 3-guinasa es una de las
proteinas citoplasmiticas que se asocian con receptores de
factores de crecimiento y el producto de algunos oncogenes,
todos los cuales tienen en comin el constituir proteinas con
actividad tirosina quinasa (Cantley y col., 1951). En efecto,
la PtdIns 3-gquinasa se ha encontrado asociada a la proteina
producto del oncogen src viral (pp 60" (Sugimoto y col.,
1984), el complejo formado por el antigeno T medio del virus
polioma con pp 60Y°* (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 esta razdén y dado también que la actividad de esta
enzima se encuentra aumentada en células estimuladas a
proliferar, ella ha sido implicada como formando parte de un
mecanismo de transduccidén de seflales para la proliferacién

celular y transformacién (Cantley y col., 1991). Sin embargo,
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es importante sefialar que el PtdIns 3-P es un constituyente
normal pero muy minoritario en células que no estédn en
proliferacidén y en células no transformadas (Whitman y col.,
1988; Auger y col., 1989; EKucera y Rittenhouse, 1990;
Cunningham y col., 1990). Cabe también considerar que el
oocito de Xenopus laevis posee receptores para insulina, los
cuales podrian estar en relacién con una actividad
PtdIns 3-quinasa. -

La fosfatidilinositol quinasa presente en las mem-
branas de oocitos resultd ser sensible a la inhibicién por
adenosina y ADP. En efecto, la reaccidén de fosforilacién del
PtdIns es inhibida en un 80% por adenosina 200 pM y en el
mismo porcentaje por ADP 1 mM. La inhibicién por adenosina y
ADP, de tipo competitivo con respecto al ATP, constituye una
propiedad caracteristica de las PtdIns 4-quinasas "tipo II",
en tanto gque las PtdIns 4-quinasas "tipo III" vy las PtdiIns
3-quinasas ("tipo I") no son afectadas (Whitman y col., 1987;
Carpenter y Cantley, 1990).

Considerando que la o las PtdIns quinasas presentes
en la membrana del oocito se comporten frente al ADP y a la
adenosina en forma similar a como lo hacen todas las PtdIns
quinasas estudiadas hasta la fecha, los resultados obtenidos
permitirian concluir que en la membrana del oocito se encuen-
tra mayoritariamente una PtdIns 4-quinasa, es decir, una
quinasa que fosforila al PtdIns en la posicién 4 del anillo

inositol y, por comsiguiente, el producto principal que se
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obtiene como resultado de la fosforilacién del PtdIns en
membranas de oocitos es el PtdIns 4-P.

Para dilucidar este punto en forma definitiva se
propone como trabajo futuro determinar directamente si el
fosfatidilinositol monofosfato sintetizado en este sistema es
el PtdIns 4-P o el PtdIns 3-P, o bien, si hay sintesis de
ambos. Para realizar este estudio se dispone de las herramien-
tas analiticas necesarias (Whitman y col., 1988). Por otra
parte, seria interesante estudiar lo que sucede en oocitos
tratados con insulina, comparados con oocitos no tratados,
puesto que se ha descrito en otros sistemas que el tratamiento
con esta hormona provoca una activacidén de la PtdIns 3-quina-
sa, probablemente relacionada con la asociacidén fisica que se
establece entre la enzima y el receptor de insulina (Endermann
y col., 13890; Ruderman y col., 1990).

El PtdIns 4-P generado es posteriormente metaboli-
zado por la misma preparacidén de membranas y en las mismas
condiciones experimentales en que es sintetizado, es decir, en
presencia de Mg' y en ausencia de Ca*? agregado.

Como ha quedado establecido, al utilizar [y-*?P] ATP
para fosforilar el PtdIns enddgeno de la membrana, se sinteti-
za [4-°?P] PtdIns 4-P y, si se blogquea la incorporacién de 32p
en este compuesto diluyendo el [y-**P] ATP con un exceso de ATP
no radiactivo, se observa que la radiactividad del [4-3%P]
PtdIns 4-P se va perdiendo en el tiempo. En estas condiciones,

la radiactividad que se pierde no se recupera en PtdIns 4,5-P,
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ni en liso PtdIns 4-P. Con respecto a la generacidén del prime-~
ro de los nombrados, se sabla por estudios previos de este la-
boratorio que al incubar membranas de oocitos con [y-3?P] ATP
la incorporacidén 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 antecedentes de la
literatura sobre la localizacidén subcelular de la enzima en
otras células, se puede apreciar que ella ha sido encontrada
tanto en membrana plasmatica (Smith y Chang, 1989; Ling y
col., 1989) como en citosol (Van Rooijen y col., 1985;
Lundberg y col., 1986), asi como también en ambos comparti-
mentos subcelulares (Van Dongen y col., 1984; Cochet y
Chambaz, 1986; Bazenet y col., 1990). Asi, se procedid a estu-~
diar la actividad de la PtdIns 4-P 5-quinasa en membranas y
sobrenadante de 100000 x g de ococitos y los resultados indican
que la enzima se encuentra mayoritariamente en las membranas.

La adicidn del sobrenadante de 100000 x g al ensayo
realizado con membranas y [y-°?P] ATP no varia la relacidén
entre los productos PtdIns 4-P y PtdIns 4,5-P,, con respecto
a lo que se obtiene con membranas solas, sin embargo, las
actividades especificas de ambas quinasas son menores a las
esperadas de acuerdo a las obtenidas con cada fraccién. Se
requiere de un mayor estudio para tener la explicacién de este
hecho puesto que, dada 1la complejidad de la fraccién
sobrenadante, existen varias posibilidades. Entre ellas, que

ocurra una rapida remocién de los productos PtdIns 4-P Yy
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PtdIns 4,5-P, a medida que se sintetizan en la membrana, por
accién de una o mids enzimas del sobrenadante, o bien, una
mayor hidrSlisis del [y-*°P] ATP. También es posible la
existencia en la fraccidn sobrenadante de uno o mds inhibi-
dores que afecten la actividad de la PtdIns 4-quinasa y de la
PtdIns 4-P 5-quinasa de la membrana.

La actividad especifica de la PtdIns 4~P 5-quinasa
en membranas de oocitos resultd ser 10 veces menor a -la de la
PtdIns 4-quinasa y, si bien es cierto que la PtdIns 4-P 5-qui-
nasa puede ser menos activa o estar en menor cantidad que
la PtdIns 4-quinasa en la membrana del oocito, también pueden
plantearse otras posibilidades. Una de ellas es que el PtdiIns
4,5-P; en la membrana aislada esté siendo rapidamente removido
a medida que se va formando, a través de una actividad fosfo-
lipasa C o alguna otra reaccién aiin no definida. Otra es que
la enzima sea activada a través de algiin mecanismo que esté
interrumpido en la membrana aislada debido, por ejemplo, a la
pérdida de alguna molécula reguladora durante el proceso de
preparacion de las membranas. También es posible que la enzima
sufra un proceso de proteolisis durante el fraccionamiento
celular, y de aqui que seria necesario realizar un estudio
comparativo usando membranas preparadas en ausencia Yy en
presencia de inhibidores de proteasas. En contra de estas dos
Gltimas hipétesis estdn los resultados obtenidos al incubar
oocitos enteros con 3*?P,, puesto que en estas condiciones

también el Ptdins 4,5-P, radiactivo se encontrd en concentra-
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cién muy baja y menor que el PtdIns 4-P (Carrasco, 1990) 1lo
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 PtdIns 4-P 5-quinasa la enzima
responsable de reponer el PtdIns 4,5-P, hidrolizado por 1la
fosfolipasa C en la célula estimulada, es posible que su
actividad sea baja en la célula no estimulada, pero que su
actividad aumente, a través de un mecanismo aiin no conocidoc,
cuando el sistema de transduccidén de seflales acoplado a la
fosfolipasa C es estimulado por la unién de un ligando a un
receptor de la membrana celular. Resultados experimentales
recientes (Moritz y col., 1992) muestran que el &cido fosfa-
tidico es un potente activador de la PtdIns 4-P 5-quinasa
presente en membranas aisladas de cerebro de bovino, aumen-~-
tando 20 veces la actividad de la enzima a una concentracién
de 80 pM. Este efecto es especifico puesto que no se obtiene
con ningin otro fosfolipido. También se investigd si el acido
fosfatidico tiene efecto al ser generado enddgenamente, para
lo cual se trataron las membranas con fosfolipasa D, enzima
que genera 4cido fosfatidico por hidrélisis de fosfolipidos,
para luego incubarlas con [y-*°P] ATP. En estas condiciones hay
un aumento de mds de dos veces de la marca incorporada en
PtdIns 4,5-P,, mientras la marca que se recupera en PtdIns 4-P
permanece sin variar con respecto a las membranas sin tratar.

La posible implicancia fisiolégica de estos datos

experimentales se discutirén mas adelante, puesto que resulta-
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dos de esta tesis e informacidén de la literatura indican que

el dcido fosfatidico también activa a la fosfolipasa C.

A.2. La hidr6lisis del fosfatidilinositol 4-monofosfato

Dado que la radiactividad que se pierde del [4-32P]
PtdIns 4-P no aparece asociada a ningidn otro compuesto de na-
turaleza lipidica detectable por cromatografia en capa fina,
se concluydé que.dicha pérdida debia ocurrir a través de una
reaccidén de hidrdlisis con la generacidén de productos hidroso-
lubles. Analizando esta posibilidad se observa que la pérdida
del *P desde el [4-%?P] PtdIns 4-P puede ser explicada a tra-
vés de dos reacciones hidroliticas diferentes, una catalizada
por una fosfomonoesterasa (reaccién A) y la otra por una fos-

folipasa C (reaccién B):

A) [4-°%P] PtdIns 4-P + H,0 > PtdIns + 32p,

B) [4-*P] PtdIns 4-P + H,0

> [4-%?P] Ins 1,4-P, + DAG

Una de ellas o las dos podrian dar cuenta de la
degradacién del PtdIns 4-P.

Para dilucidar este punto se procedid a analizar
los productos de la reaccién de hidrélisis. Cuando se utilizé
[4-°*P] PtdIns 4-P exdgeno se obtuvo como dnico producto ¥p,,
Esto es indicativo de la presencia en la membrana de una fos-
fomonoesterasa, sin embargo, no es una evidencia concluyente

puesto que se habria obtenido un resultado similar si el
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[4-32P] PtdIns 4-P hubiese sido hidrolizado por una fosfolipasa
C y, a su vez, el [4-°*P] Ins 1,4-P, resultante se desfosfori-
la para generar inositol libre:
H,0
[4-3?P] Ins 1,4-P2-—§>——-> [4-3?P] Ins 4-P + P,

H,0 \1

inositol + 32p;

Para que esta proposicién fuese valida, debia darse
la condicién de la presencia en las membranas del oocito de
fosfomonoesterasas capaces de hidrolizar al Ins 1,4-P; hasta
inositol libre (Majerus, 1992). En los experimentos disefiados
para analizar este aspecto se comprobd que efectivamente di-
chas enzimas estén presentes en el sistema de oocitos.

La cuestidn de la naturaleza de la reaccidén de hi-
drélisis que explique la degradacién del [4-3?P] PtdIns 4-P fue
resuelta utilizando como sustrato el Ptd [2-°H] Ins 4-P. En

este caso, las dos reacciones posibles son:

A) Ptd [2-°H] Ins 4-P + H,0 ----> Ptd [2-°H] Ins + P,

B) Ptd [2-°H] Ins 4-P + H,0 ----> [2-%H] Ins 1,4-P, + DAG

En el caso de actuar una fosfolipasa C (reaccidén B)
y generarse [2-°H] Ins 1,4-P,, éste seria hidrolizado por las
fosfomonoesterasas de inositol fosfatos de la membrana, pero

este problema se obvidé agregando un exceso de Ins 1,4-P, no
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radiactivo, el cual satura la reaccién de hidrélisis y atrapa-
ria al producto radiactivo.

Al utilizar el sustrato tritiado se pudo comprobar
que mas del 80% de la radiactividad que se pierde del
Ptd [2-°H] Ins 4-P se recupera en Ptd [2-"H] Ins, no aparecien-
do marca en otros compuestos de naturaleza lipidica como
PtdIns 4,5-P, (el experimento se realiza en ausencia de ATP
exdgeno) o liso PtdIns 4-P. Estos resultados demostraron que
el PtdIns 4-P es degradado preferencialmente por accidén de una
fosfomonoesterasa para formar PtdIns y P;.

En estos experimentos también se genera una canti-
dad pequefia pero significativa de [2-°H] Ins 1,4-P,, lo cual
demostrd la presencia en la membrana del ococito de una acti-
vidad fosfolipasa C capaz de hidrolizar al PtdIns 4-P. Como se
verda mis adelante las condiciones usadas en este ensayo, Mg*?
10 mM y Ca*? total 15 pM (determinado por espectroscopia de
absorcidn atémica) son claramente subSptimas para esta enzima.
Sin embargo, nuestro objetivo en este capitulo fue el de
definir las vias responsables de la degradacién del PtdIns 4-P
precisamente bajo estas condiciones.

Al incubar las membranas de oocitos con Ptd [2-°H]
Ins 4-P también se observd la formacién de inositol monofosfa-
to e inositol tritiados. Puesto que la transformacién del
[2-H] Ins 1,4-P, en dichos compuestos estd bloqueada por la
adicién de un exceso de Ins 1,4-P, no radiactivo, la otra

posibilidad es que el inositol monofosfato se esté generando

]
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a partir del Ptd [2-°H] Ins que proviene de la hidrélisis del
Ptd [2-°H] Ins 4-P. A su vez el inositol monofosfato generaria
inositol por hidrélisis. Mediante el uso de Ptd [2-°H] Ins se
pudo comprobar que efectivamente este compuesto es hidrolizado
por la preparacién de membranas y bajo las condiciones de este
ensayo para formar inositol monofosfato, lo cual demuestra la
presencia en la membrana del oocito de una fosfolipasa C capaz
de utilizar este fosfoinositido como sustrato. Sin embargo,
debido a las condiciones subdptimas para esta enzima, ya men-
cionadas, se obtiene la hidrélisis de sb&lo el 5% del sustrato
radiactivo. De acuerdo a la estructura del PtdIns, el inositol
monofosfato que se forma a partir de €l debe ser el Ins 1-P.

Considerando los resultados obtenidos en el estudio
de las vias de metabolizacidén del PtdIns 4-P en membranas ais-
ladas de oocito, se propone que este fosfolipido de inositol
se degradaria mayoritariamente a través de la siguiente se-
cuencia de reacciones, en presencia de Mg*? y en ausencia de

Ca*? exdgeno:

H,0 P,
PtdIns 4-P :¥-Zt> PtdIns
H,0
DAG H,0 P,

Ins 1-P :E>—4£-> inositol

De los experimentos realizados para estudiar las

reacciones que dan cuenta de la degradacién del PtdIns 4-P
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surgieron también datos de interés con respecto a las enzimas
responsables del metabolismo de los inositol fosfatos en las
membranas de oocito. Asi por ejemplo, se encontraron activida-
des enzimdticas capaces de hidrolizar al Ins 1,4,5-P,;, al Ins
1,4-P, y al Ins 1-P. La actividad que hidroliza al Ins 1,4,5-P,
debe ser, por extrapolacidn a lo que ocurre en otros sistemas,
una inositol polifosfato 5-fosfomonoesterasa. La actividad que
degrada al.Ins 1,4-P, debe corresponder a la inositol polifos-
fato l-fosfomonoesterasa, por antecedentes de la literatura y
resultados de esta tesis al analizar el producto de la reac-
cidén. Por tGltimo, es una sola la enzima que degrada a todos
los inositol monofosfatos, con excepcién del Ins 2-P, y
corresponde a la inositol monofosfato fosfomonoesterasa.

De los resultados obtenidos, la inositol monofosfa-
to fosfomonoesterasa aparece como la menos activa de las tres.
Sin embargo, en otros sistemas estudiados la enzima se
encuentra en la fraccidédn soluble y no asociada a membranas
(Ackermann y col., 1987; Ragan y col., 1988). Por ésto seria
interesante analizar la distribucidén subcelular de esta enzima
en oocito, de modo tal de comprobar si en esta célula la enzi-
ma estd exclusivamente en membranas, si estd distribuida entre
fraccidén soluble y membranas, o bien si la actividad encontra-
da en membranas es s6lo minoritaria.

Ademds se demostrd que esta enzima es inhibida por
el Ins 1,4-P,.

A su vez, también se obtuvieron evidencias experi-
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mentales que indican que el Ins 1,4-P, en la membrana del
oocito es hidrolizado a Ins 4-P como ocurre en todos los sis-
temas estudiados hasta ahora (Imai y Gershengorn, 1986; Ragan
y col., 1988; Inhorn y Majerus, 1987), pero los resultados no
son concluyentes porque no se dispuso de Ins 4-P tritiado que
sirviera como patrén para un andlisis por HPLC que diera una

respuesta definitiva.

B.—~ DPROPIEDADES DE IL.A FOSFOMONOESTERASA QUE CATALIZA LA
- HIDROLISIS DEL. FOSFATIDIL. INOSITOI. 4-MONOFOSFATO

Como se sefialé en la Introduccidén de esta tesis,
existen escasos antecedentes en la literatura sobre fosfomono-
esterasas que degraden PtdIns 4-P o PtdIns 4,5-P,. Este 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 Lawrence, 1985; Schidfer y col., 1987; Claro y
col., 1989; Claro y col., 1990), pero s6lo la enzima de
envoltura nuclear de higado de rata ha sido objeto de un
estudio sistemético (Smith y Wells, 1984).

La hidrélisis del [4-°%P] PtdIns 4-P endégeno,
sintetizado a partir de [y-*?P] ATP y PtdIns enddégeno de la
membrana, progresa en el tiempo hasta que se ha degradado
aproximadamente un 60% del compuesto radiactivo presente ori-

ginalmente. La cuantia del sustrato hidrolizado no aumenta aun

cuando se continde la incubacién en el tiempo. No se tiene una

o
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explicacién definitiva para el hecho de que exista una frac-
cién del [4-3?P] PtdIns 4-P que no se degrada. Una posibilidad
es que con [y-3?P] ATP se estén marcando dos conjuntos diferen-
tes de PtdIns 4-P y que sdlo uno de ellos esté accesible para
la accién de la fosfomonoesterasa. La hipdtesis de la existen-
cia de diferentes compartimentos de fosfoinositidos en 1la
célula estéd apoyada por una serie de datos experimentales
(Monaco, 1982; Monaco y Woods, 1983; Koréh y Monaco, 1986;
Monaco, 1987; Inokuchi e Imboden, 1990). Otra posibilidad es
que la incubacién de las membranas genere inhibidores de 1la
fosfomonoesterasa.

El estudio de las propiedades de la PtdIns 4-P fos-
fomonoesterasa de membranas de oocitos reveld que la hidréli-
sis de PtdIns 4-P catalizada por dicha enzima no requiere
iones metédlicos divalentes, puesto que la adicibén de EDTA y
EGTA, asi como la presencia de Mg*? o de Mg* y Ca'? en forma
simulténea no afectan a la reaccién. Si se compara con la de-
gradacién de PtdIns 4-P catalizada por la enzima de envoltura
nuclear, se encuentra que en este caso la hidrélisis es més
rédpida en presencia de EDTA y la reaccidén es inhibida por Ca*?
y Mg*? (Smith y Wells, 1984). A su vez, la enzima de membrana
plasmdtica del tumor de células P de rata es activada por Ca'*?
(Tooke y col., 1984).

2 Es conocido que el Li' ejerce una inhibicién de
tipo no competitiva sobre otras fosfomonoesterasas del metabo-

lismo de los compuestos derivados del inositol, especificamen-




174

te sobre la inositol polifosfato l-fosfomonoesterasa (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
esta razdén se estudid si presenta o no un efecto similar sobre
la PtdIns 4-P fosfomonoesterasa, encontrédndose que la adicidn

de Li* al medio de incubacidén no modifica la hidrdélisis del

. PtdIns 4-~P.

La actividad PtdIns 4-P fosfomonoesterasa de mem-
branas dée oocitos resultd ser inhibida en un 50% por espermina
10 mM y s6lo muy levemente por espermidina a la misma concen-
tracién, efectos muy parecidos a los que se obtienen con la
enzima de envoltura nuclear de hepatocitos de rata, la cual es
ademds estimulada por otra poliamina, la putrescina (Smith y
Wells, 1984). Otras enzimas del metabolismo de fosfoinositidos
también son afectadas por poliaminas. Entre ellas, la
PtdIns 4-quinasa de membranas plasmdticas de células 2431
(Vogel y Hoppe, 1986) y la PtdIns 4-P 5-quinasa de citosol de
cerebro de rata (Lundberg y col., 1986), las cuales son
activadas por estos policationes.

Como se discutird m&s adelante, en este trabajo
también se encontrd que tanto la espermina como la espermidina
afectan a la actividad fosfolipasa C de membranas de oocitos.

Por otra parte, en estudios previos de este labora-

torio se habia observado que otro policatién, la polilisina,

estimula significativamente la reaccién de hidrélisis del
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PtdIns 4-P catalizada por la fosfomonoesterasa (Carrasco y
col., 1988). A su vez, la polilisina también afecta la activi-
dad de la fosfolipasa C de membranas de oocito, como se mostrd
en los Resultados.

Tanto el efecto inhibidor de las poliaminas como su
efecto activador han sido interpretados en términos de una
interaccién entre el policatién 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 través de los cuales las poliaminas y polilisi-
na afectan la actividad de algunas enzimas. La accidén del po-
licatién puede estar relacionada con un efecto sobre la es-
tructura 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
documentada desde los trabajos de Quinton y Philpott (Quinton
y Philpott, 1973).

La neomicina, un aminoglicésido cargado positiva-
mente, también afecta la actividad de la fosfomonoesterasa que
hidroliza al PtdIns 4-P en membranas de oocitos. Su accién es
bifésica, presentando un leve efecto estimulador que es méximo
a 0,2 mM (15%), pero a concentraciones mayores de 0,6 mM
ejerce una inhibicién, disminuyendo la actividad enzimética en

un 55% a 1 mM. También en esta tesis se demostré que este

antibiético altera la actividad de la fosfolipasa C de las




176

membranas de oocito, presentando nuevamente un efecto
bifasico.

Se sabe que la neomicina altera el metabolismo de
fosfoinositidos. La PtdIns 4-P fosfomonoesterasa de membranas
de oocitos tiene un comportamiento frente a la neomicina simi-
lar al de la enzima de envoltura nuclear (Smith y Wells,
1984). En otros sistemas estudiados, la hidrélisis de PtdIns
4-P y PtdIns 4,5-P,, cataldizada por fosfomonoesterasas, es
inhibida por neomicina, pero sin presentar el efecto estimula-
dor que se observa a bajas concentraciones con la enzima de
oocitos y la de envoltura nuclear (Orsulakova y col., 1976;
Schacht, 1976). También el antibiético afecta a otras enzimas
del metabolismo de fosfoinositidos, entre ellas, la PtdIns
4-quinasa de membranas de oocito, con la cual también se
obtiene un efecto bifésico (Carrasco y col., 1988), la PtdIns
quinasa de membranas de eritrocitos de rata (Marche y col.,
1983) y tanto la PtdIns quinasa como la fosfolipasa C de
fibroblastos (Carney y col., 1985). En estos tres tultimos
casos s6lo se ha descrito un efecto inhibidor.

La neomicina se une fuertemente a PtdIns 4,5-P, y
PtdIns 4-P, presentando una afinidad algo menor por PtdiIns
(Williams y Schacht, 1986), y se atribuye su efecto inhibidor
@ una interaccidn idnica entre el antibiético y el fosfolipi-
do. La estimulacién que se logra en algunos casos a baja con-
centracidén de neomicina podria deberse a efectos del antibid-

tico a otro nivel, como podria ser un efecto sobre la membra-
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na, sobre la enzima misma o sobre ambas.

Es interesante destacar que varios de los efectos
de las poliaminas encontrados in vitro se logran a concentra-
ciones de éstas que son semejantes a su concentracién en las
células (0,1-4 mM). Su actividad sobre el metabolismo de los
fosfoinositidos podria relacionarse con la postulacién de que
estas poliaminas estarian jugando un importante papel regula-
dor en diversos aspectos del metabolismo y proliferacién celu-
lar (Tabor y Tabor, 1984).

El fluoruro, ion que constituye un inhibidor de
fosfomonoesterasas &cidas en general (Igarashi y Hollander;
1968), estimula la actividad fosfomonoesterdsica de membranas
de oocitos. En efecto, con una concentracién de 5 mM se
obtiene una estimulacién de 50%, la cual no aumenta si se
varia la concentracién de fluoruro hasta 10 mM. Esta propiedad
también ha sido descrita para la enzima equivalente de corteza
cerebral de rata (Claro y col., 1990), mientras la PtdIns 4-P
fosfomonoesterasa de reticulo sarcoplasmético es inhibida por
este ion (Schidfer y col., 1987). A su vez, la enzima de envol-
tura nuclear de hepatocitos no es afectada (Smith y Wells,
1984).

Se sabe que el fluoruro en combinacién con Al*!, en
forma de AlF,”, activa a las proteinas G, involucradas en la
activacidén de la fosfolipasa C acoplada a receptor (Hepler y

Gilman, 1992), y la accién de este ion sobre la fosfomonoeste-

rasa abria la posibilidad de que la enzima estuviese de alguna
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manera también regulada por proteinas G, aln cuando no existe
ningin antecedente en la literatura que apoye esta hipdtesis.
Sin embargo, en contra de esta idea esté&n los datos experimen-
tales obtenidos en esta tesis al estudiar el efecto de 1la
acetilcolina en presencia de GTP-y-S sobre la hidrélisis de
PtdIns 4-P. Se sabe que la unidén de acetilcolina a su receptor
estimula a la fosfolipasa C, con la generacién de Ins 1,4,5-P,
y DAG, proceso acoplado a proteinas G y descrito en una serie
de tipos celulares, entre ellos el oocito de Xenopus laevis
(Oron y col., 1985). Sin embargo, la acetilcolina en presencia
de GTP-y-S no afecta la hidrélisis del PtdIns 4-P en las mem-
branas aisladas.

El tartrato, otro compuesto descrito como inhibidor
de fosfomonoesterasas &dcidas en general (Igarashi y Hollander,
1968), también presenta un efecto activador, mientras que el
fosfato, el producto de la reaccidén e inhibidor de fosfomono-
esterasas alcalinas (Cox y col., 1967) inhibe parcialmente la
hidrélisis del PtdIns 4-P. La enzima de envoltura nuclear de
hepatocitos no es afectada por ninguno de estos dos inhibido-
res (Smith y Wells, 1984).

Para explicar el estimulo por estos dos inhibidores
de fosfomonoesterasas se podria postular que la actividad de
la fosfomonoesterasa es estimulada por alguna estructura fos-
forilada, cuya desfosforilacién podria ser inhibida por floru-

ro o tartrato. Obviamente que no hay evidencia experimental

que avale esta idea.
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El estudio del efecto de una serie de metabolitos
fosforilados sobre la hidrélisis de PtdIns 4-P por la fosfomo-
noesterasa entregd algunos interesantes resultados. La fructo-
sa 1,6-bisfosfato y el a-glicerol fosfato resultaron ser po-
tentes inhibidores de la hidr6lisis de PtdIns 4-P, logréndose
una inhibicién de 100% con concentraciones de 5 mM y 10 mM,
respectivamente.

Existen antecedentes en la literatura que indican
que la inositol polifosfato 5-fosfomonoesterasa de células de
Islotes pancredticos es también fuertemente ihhibida por fruc-
tosa 1,6-bisfosfato, siendo la inhibicién de tipo competitivo.
Sin embargo, en este caso también hay una fuerte inhibicién
por fructosa 2,6-bisfosfato y glucosa 1,6-bisfosfato (Rana y
col., 1986), mientras que en el caso de la enzima de membranas
de oocitos se obtuvo s6lo una inhibicién parcial con fructosa
2,6-bisfosfato (60% a 12 mM) y ningiin efecto con glucosa
l,6-bisfosfato.

También en este trabajo de tesis se demostrd que la
fructosa 1,6-bisfosfato inhibe a las actividades enzimaticas
de la membrana de oocitos que degradan al Ins 1,4,5-P,, Ins
1,4-P, e Ins 1-P.

Las hexosas monofosfato ensayadas, fructosa 6-fos-
fato y glucosa 6-fosfato, no ejercen ningin efecto en la
hidrélisis del PtdIns 4-P con membranas de ococitos. La misma
reaccidén 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 polifosfato
5-fosfomonoesterasa de islotes pancredticos sufre alteraciones
con hexosas monofosfato (Rana y col., 1986).

Como ya se indicd, la actividad PtdIns 4-P fosfomo-
noesterasa de membranas de oocitos es también fuertemente
inhibida por ae-glicerolfosfato, mientras que el B-glicerolfos-
fato estimula levemente la actividad enzim&tica (25% a 5 mM).
Ninguno de los dos afecta a la enzima de-envoltura nuclear de
hepatocitos (Smith y Wells, 1984).

Estudios previos de este laboratorio habian demos-
trado que otro intermediario fosforilado, el 2,3-bisfosfogli-
cerato, no afecta la hidrélisis del PtdIns 4-P en membranas de
oocito (Carrasco y col., 1989), mientras que este compuesto es
un inhibidor importante de la enzima que cataliza la hidréli-
sis de Ins 1,4,5-P; en islotes pancredticos de rata (Rana y
col., 1986), de membranas de eritrocitos humanos (Downes y
col., 1982) y de membranas plasmdticas de higado de rata
(Seyfred y col., 1984). En los dos primeros casos se ha
comprobado que se trata de una inhibicién de tipo competitivo.

Por dltimo, el fosfatidilglicerol, agregado en con-
centracién de 1 pg/pl al medio de incubacién, inhibe parcial-
mente la degradacién de PtdIns 4-P en el tiempo, mientras que
el difosfatidilglicerol (cardiolipina) no tiene ningiin efecto.

Teniendo en cuenta que al trabajar con membranas es
dificil precisar si los efectos observados se deben a una

accidén a nivel de la membrana, de la enzima misma o de ambas ’
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un andlisis de las estructuras de los intermediarios fosfori-
lados utilizados, considerando sus propiedades estereoquimi-
cas, indica que el efecto inhibidor de algunos de ellos podria
ser consecuencia de una analogia estructural con el sustrato
PtdIns 4-P, como es el caso de la fructosa 1,6-bisfosfato.

Por otra parte, tanto la progesterona como la insu-
lina inducen la maduracidén meidética del oocito, a través de
vias de transduccién.-de seflales separadas pero convergentes
(Smith, 1989). Como se demostrd en trabajos anteriores de este
laboratorio, la induccién de la maduracién meidtica del oocito
por cada una de estas hormonas provoca, entre otros efectos,
un aumento de la incorporacién de [®H] inositol en fosfoino-
sitidos, la cual ocurre luego de 3-6 horas del tratamiento
hormonal. En el caso de la progesterona, aumenta también la
. formacién de inositol fosfatos (Carrasco. y col., 1990). Sin
embargo, los mecanismos moleculares que expliquen estos
resultados no se conocen. Por su parte, se sabe que la
acetilcolina se une a un receptor de tipo muscarinico en 1la
membrana del oocito acoplado a la fosfolipasa C con la
generacidén de inositol fosfatos, y el tratamiento del oocito
entero con el neurotransmisor provoca un aumento temprano de
la incorporacién de [®H] inositol en los fosfolipidos
derivados de él1, detectable ya en los primeros 10 minutos
luego del tratamiento con acetilcolina.

Asi, estando estas moléculas requladoras involucra-

das de alguna manera en el recambio de fosfoinositidos, funda-
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mentalmente en el aumento de la incorporacién de [H] inositol
en fosfoinositidos, se decidié estudiar si tenian o no algin
efecto sobre la degradacién de PtdIns 4-P por accién de la
fosfomonoesterasa, por ejemplo, inhibiendo esta reaccién
hidrolitica. Al estudiar la hidrélisis del PtdIns 4-P en
membranas de oocitos en funcién del tiempo, se pudo demostrar
que ni acetilcolina, ensayada en presencia de GTP-y-S, ni
progesterona e insulina alteran la cinética de degradacién de

PtdIns 4-P en este sistema in vitro.

C.- EFECTO DE INTERMEDIARIOS FOSFORILADOS SOBRE I.A TNCORPORA-
CION DE [*?P] FOSFATO EN FOSFATIDILINOSITOL 4-MONOFOSFATO

El hallazgo que algunos metabolitos fosforilados
sean inhibidores de ciertas enzimas del metabolismo de los
compuestos derivados del inositol puede ser muy dtil. Andlo-
gamente, el 2,3-bisfosfoglicerato ha sido ampliamente utili-
zado para blogquear la hidrélisis del Ins 1,4,5-P; (Downes y
col., 1982; Seyfred y col., 1984; Rana y col., 1986) y facili-
tar asi la deteccidén de cambios en los niveles de este com-
puesto provocados por la estimulacién de la fosfolipasa C
(Orellana y col., 1987; Balla y col., 1987; Baukal y col.,
1988) o bien para el estudio de las vias metabdlicas 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 relacién

a la sintesis de PtdIns 4-P podrian ser facilitados por el uso
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de fructosa 1,6-bisfosfato o e-glicerolfosfato para impedir su
degradacién.

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 PtdIns 4-quinasa de
membranas de oocitos (Carrasco y col., 1989), de forma tal que
durante este trabajo de tesis parecid Gtil disponer de infor-
macidén sobre posibles efectos sobre otras reacciones del meta-
bolismo de fosfoinositidos e inositol fosfatos de los mismos
compuestos-ensayados con la PtdIns 4-P fosfomonoesterasa. Asi,
se realizd un estudio en paralelo, analizando la incorporacién
de [*P] fosfato en PtdIns 4-P y ademds, se probd el efecto de
algunos intermediarios fosforilados sobre la incorporacién de
[**P] fosfato en PtdIns 4,5-P,, asi como también sobre las
fosfomonoesterasas que hidrolizan a los inositol fosfatos.

Los estudios de la sintesis de [4-°?P] PtdIns 4-P
revelaron que este proceso aumenta en forma muy notoria en
presencia de fructosa 1,6-bisfosfato, la cual, presente en el
medio de incubacidn en concentracién de 10 mM, triplica la
incorporacién de [**P] fosfato en PtdIns 4-P. Este efecto es
especifico para la fructosa 1,6-bisfosfato puesto que ni 1la
fructosa 2,6-bisfosfato ni la glucosa 1,6-bisfosfato ejercen
una accidn similar. La fructosa 2,6-bisfosfato presenta un
efecto bifdsico, estimulando o inhibiendo la incorporacién de
[**P] fosfato segiin su concentracién, mientras que la glucosa

1,6-bisfosfato disminuye la formacién de [4-°2P] PtdIns 4-P.
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Las hexosas monofosfato fructosa 6-fosfato y glucosa 6-fosfato
s6lo presentan un leve efecto estimulador.

Otro intermediario fosforilado cuya presencia en el
medio de incubacién aumenta en forma importante la produccién
de [4-*?P] PtdIns 4-P es el a-glicerolfosfato, el cual a 10 mM
la incrementa en un 100%. El Pp-glicerolfosfato también estimu-
la, pero su efecto es menor que el de a-glicerolfosfato a las
mismas concentraciones. :

El fosfatidilglicerol, a su vez disminuye la fosfo-
rilacién del PtdIns, mientras que el difosfatidilglicerol
(cardiolipina) no afecta dicha reaccidnm.

También la incorporacién de [3%P] fosfato en
PtdIns 4,5-P, es activada en forma importante por ¢ y p-glice-
rolfosfato.

No existe ningan antecedente en la literatura sobre
efectos de metabolitos fosforilados sobre las actividades de
la PtdIns 4-quinasa y la PtdIns 4-P 5-quinasa, con excepcién
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 atencién que los com-
puestos que méAs fuertemente estimulan la sintesis de PtdIns
4-P a partir de PtdIns, la fructosa 1,6-bisfosfato y el a-gli-
cerolfosfato, son justamente los que resultaron ser los
inhibidores més potentes de la degradacién hidrolitica del

PtdIns 4-P.
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Es entonces importante definir si la inhibicién de
la degradacién es capaz de dar cuenta del estimulo sobre la
incorporacidén que fue observado. Para esto es necesario hacer
algunas aproximaciones para determinar las velocidades de sin-
tesis y degradacidén en la membrana. La velocidad de sintesis
de PtdIns 4-P fue estimada de acuerdo a la Vmax de la reac-
cién, determinada previamente por Carrasco y col. (Carrasco y
col., 1989).en tiempos cortos con velocidad inicial lineal.
Para estimar la velocidad de degradacién usando el ensayo
empleado en el cual se sintetiza [4-%%P] PtdIns 4-P y se
detiene la incorporacién de marca agregando un gran exceso de
ATP no radiactivo, es necesario calcular la dilucién isotdpica
que sufre el PtdIns 4-P radiactivo por el compuesto enddgeno
preexistente en las membranas y por el que se seguiria
sintetizando a partir del ATP no radiactivo que fue agregado
a tiempo cero. Estos cdlculos estdn basados en varias
presunciones; una de las méds discutibles es que todo el PtdiIns
4-P presente en las membranas conformaria un solo conjunto
susceptible de ser degradado por la fosfomonoesterasa. Ademés,
para los célculos se ha supuesto que el contenido de
fosfoinositidos de las membranas de oocito es semejante al de
las membranas plasmaticas de hepatocito (Schachter, D., 1988),
lo cual también puede ser discutible. Asi y todo, estos
cdlculos nos arrojan una velocidad de sintesis que seria de 62
pmoles por min y por mg de proteinas de membrana Y una degra-

dacién que seria casi tres veces mayor, 176 pmoles por min y
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por mg. De ser esto asi, podriamos concluir que el aumento de
incorporacién de [?**P] fosfato en PtdIns 4-P observado en
presencia de la fructosa 1,6-bisfosfato y con a-glicerol-
fosfato podria explicarse totalmente por el efecto inhibidor
de estos compuestos sobre la hidrdlisis del PtdIns 4-P, ya que
estos compuestos eliminan totalmente la reaccidn de la fosfo-
monoesterasa.

Sin embargo, el efecto de otros intermediarios
fosforilados sobre la incorporacién de [**P] fosfato en PtdIns
4-P parece ser independiente de su efecto sobre la reaccién de
hidrélisis del PtdIns 4-P. Por ejemplo, el fosfatidilglicerol
inhibe ambas reacciones, mientras que la glucosa 1,6-bisfos-
fato inhibe la reaccién de formacién del PtdIns 4-P pero no
afecta su degradacién. En estos casos, podria estar afectada
la actividad de la PtdIns 4-quinasa, como consecuencia de un
efecto sobre la membrana o sobre la enzima misma.

Volviendo a nuestra estimacién de las velocidades
de sintesis y degradacidén del PtdIns 4-P, parece evidente que
estas velocidades calculadas para las condiciones de nuestro

ensayo in vitro con membranas aisladas no pueden reflejar la
situacidén in vivo. De otra manera no se explicaria la existen-
cia de cantidades apreciables de PtdIns 4-P en las membranas
celulares. En la célula deben existir condiciones que regulen
alguna o ambas actividades, ya sea por accién sobre las enzi-
mas pertinentes, compartimentacidén de sustratos o enzimas o

por factores indirectos. La PtdIns 4-quinasa y la PtdIns 4-P




187

fosfomonoesterasa podrian constituir un ciclo fitil de utili-

zacién de ATP que probablemente estd regulado in vivo.

D.- LA FOSFOLIPASA C DE MEMBRANAS DE OOCITOS

En el desarrollo de esta tesis se pudo comprobar
que las membranas de oocitos poseen actividad fosfolipasa C
capaz de hidrolizar PtdIns, PtdIns 4-P y PtdIns 4,5-P,, con la
generacién de inositol mono, bis y trisfosfato, respectivamen~-
te. No se tiene informacién que permita decidir si se trata de
una enzima o varias enzimas diferentes.

Al hacer una estimacién de la actividad especifica
de la fosfolipasa C utilizando como sustratos PtdIns y PtdIns
4,5-P,, tal como se indica en Resultados (secciones D.l1. y
D.2.) en las condiciones 6ptimas de concentracién de Ca*?, la
enzima resulta ser aproximadamente 10 veces mas activa con el
bisfosfato. Estos resultados estdn de acuerdo con los datos de
la literatura sobre la especificidad de sustrato de la fosfo-
lipasa C de diversos origenes (Wilson y col., 1984; Bennett y
Crooke, 1987; Homma y col., 1987; Rhee y col., 1989; Rhee y
Choi, 1992). Como se vera mas adelante, sin embargo, la prefe-~
rencia por los sustratos se revierte en ausencia de la Ca*2.

La fosfolipasa C ha sido descrita tanto en la frac-
cidén soluble de la célula como asociada a membranas (Rebecchi
Y Rosen, 1987; Bennett y Crooke, 1987; Manne y Kung, 1987; Ryu
y col., 1987; Taylor y Exton, 1987; Carter y Smith, 1987; Lee

Yy col., 1987; Banno y col., 1988; Roy y col., 1981). En oocito
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se encontrdé en membranas y en sobrenadante de 100000 x g; en-
sayada con Ptd [2-°H] Ins como sustrato, la actividad especi-
fica en membranas es aproximadamente el doble que en el sobre-
nadante de 100000 x g (datos no mostrados).

Es importante destacar que existe informacién en la
literatura 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).

La fosfolipasa C de membranas de oocitos, utilizan-
do como sustrato PtdIns, presenta actividad enzimdtica en
ausencia de Ca*®, la cual es estimulada en un 100% por la
adicién de Ca*® en concentracién de 100 pM. A su vez, usando
PtdIns 4,5-P, la enzima es absolutamente dependiente de Ca*?,
alcanzando la actividad méxima a una concentracién de este
catidén de 50 pM. Esta concentracién de Ca*? 6éptima para la
hidrélisis de PtdIns 4,5-P, resulta ser mayor gque para la
mayoria de las fosfolipasas C descritas hasta el momento. En
general, todas las fosfolipasas C especificas para fosfoinosi-
tidos que se han estudiado necesitan Ca*? para su o6ptimo fun-
cionamiento, siendo menor el requerimiento para la hidrélisis
de PtdIns 4,5-P, que para la de PtdIns. En efecto, en
numerosos sistemas se ha descrito méxima hidrélisis de PtdiIns

4,5-P, a concentraciones de Ca*? entre 1 Yy 10 pM, en tanto que
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usando PtdIns como sustrato se necesita concentraciones de 1
mM o mé&s para lograr la maxima actividad (Bennett y Crooke,
1987; Manne y Kung, 1987; Rebecchi y Rosen, 1987; Ryu y col.,
1987; Nakanishi y col., 1988; Banno y col., 1988). De estos
antecedentes se desprende que la fosfolipasa C de membranas de
oocitos presenta un comportamiento atipico con PtdIns como
sustrato, puesto que presenta actividad en ausencia de Ca*? y .
se logra la méxima hidr6lisis a 100 pM del catién.

Sin embargo, también se han descrito fosfolipasas
C con las -cuales la midxima hidrélisis de PtdIns 4,5-P,-se
logra a mayor concentracién de Ca*?, como por ejemplo, una fos-
folipasa C de linfocitos de porcino cuya maxima actividad con
Ptdins 4,5-P, se obtiene a una concentracién de Ca*? de 1 mM
(Carter y Smith, 1987).

Cabe sefialar que las concentraciones de Ca*? a las
que se ha hecho referencia constituyen las concentraciones a
las cuales se obtiene méxima actividad, perc varias de las
fosfolipasas C descritas, actuando sobre PtdIns 4,5-P,, pre-~
sentan una actividad significativa a concentraciones de Ca*?
bajo 1 pM (Banno y col., 1988; Bennett y Crooke, 1987; Wilson
y col., 1984; Homma y col., 1988; Ryu y col., 1987). La con-
centracidn intracelular de Ca*? corresponde a 100-200 nM Yy en
la célula la fosfolipasa C debe actuar al nivel de Ca*? que
existe en la célula en reposo, puesto que la hidrélisis del
PtdIns 4,5-P,, acoplada a la estimulacién de un receptor de

membrana, debe ocurrir antes del aumento del Ca*2 intracelular
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desencadenado por el Ins 1,4,5-P,. Asi, es posible que al
aumentar el nivel de Ca'™ en la célula, la fosfolipasa C
utilice eficientemente como sustrato al PtdIns.

Los resultados de este trabajo mostraron también
que la actividad de la fosfolipasa C de membranas de oocitos
es afectada por poliaminas y neomicina, como se menciond ya en
esta Discusiédn.

Usando PtdIns como sustrato, tanto la espermina
como la polilisina ejercen un efecto bifdsico. Con la primera
se logra una activacién méxima del 35% a 0,5 mM Y presenta un
efecto inhibidor también 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 vy a
concentraciones mayores el efecto se revierte, logréndose un
incremento en la actividad de un 65% a 700 pM. A su vez, la
espermidina solo ejerce una accidén estimuladora, siendo mayor
que la de la espermina, pero se logra a mayor concentracién
(50% a 2 mM).

Como ya se planted en esta Discusién, no esta cla-
ramente establecido el mecanismo a través del cual las polia-
minas estdn influenciando la actividad de una serie de enzimas
de membrana (ver seccién B).

La neomicina también presenta un efecto bifasico,
aumentando o disminuyendo la hidrélisis del PtdIns segin la

concentracidén a la cual se agrega al medio de incubacidén. Sin
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embargo, llama la atencién que el efecto activador (incremento
de un 30%) sea mayor que el inhibidor (disminucién de un 10%),
en el rango de concentracién estudiada, puesto que, como se
discutidé anteriormente en referencia a los efectos de este an-
tibidtico sobre la fosfomonoesterasa que hidroliza al PtdInms
4-P, el efecto més notorio de la neomicina sobre el metabolis-
mo de fosfoinositidos es su cardcter inhibidor que se deberia
a una interaccién idnica entre el antibidtico, un aminoglicé-
sido cargado positivamente y el sustrato, un fosfolipido con
carga negativa.

Sin embargo, también se ha determinado que la afi-
nidad por PtdIns es algo menor que por PtdIns 4-P y PtdIns
4,5-P,, compuestos mis fuertemente cargados negativamente
(Williams y Schacht, 1986). En ésto podria radicar la expli-
cacién al hecho observado de que aquellas enzimas que utilizan
como sustratos PtdIns 4,5-P, o Ptdins 4-P son, en general, més
fuertemente inhibidas por la neomicina (Orsulakova y col.,
1976; Schacht, 1976; Carney Y col., 1985), mientras que el
efecto podria ser menor con aquellas enzimas que usan PtdiIns
como sustrato. Por otra parte, como ya se discutid anterior-
mente, el leve efecto estimulador a bajas concentraciones del
antibidtico sobre la actividad de algunas enzimas de membrana,
como la PtdIns 4-quinasa y la PtdIns 4-P fosfomonoesterasa
tanto de membranas de oocitos como de envoltura nuclear de
hepatocitos, no ha sido aiin explicado, pero podria deberse a

una interaccién del aminoglicésido cargado con componentes de
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la membrana celular o con la enzima misma.

La fosfolipasa C de membranas de oocitos resulté
ser activada en forma importante (2 veces) por acido fosfati-
dico, usando tanto PtdIns como PtdIns 4,5-P, como sustratos.
El efecto sobre PtdIns se caracterizé en mayor grado y se
demostrd que el efecto de &cido fosfatidico es especifico, no
logréndose con ninguno de los otros fosfolipidos ensayados.

Este resultado es interesante puesto que existen
algunos datos en la literatura sobre un efecto similar en
otros sistemas : la fosfolipasa C de membranas de sinaptoso-
mas, con PtdIns como sustrato, es fuertemente activada por
dcido fosfatidico, aumentando la hidrélisis 4 veces con una
concentracién de 50 pM (Qian y Drewes, 1991). A su vez, la
enzima que hidroliza PtdIns 4,5-P, de membranas de plaquetas
aumenta 17 veces su actividad cuando se ensaya en presencia de
dcido fosfatidico. Ningin otro fosfolipido presenta este efec-
to (Jackowski y Rock, 1989).

Con estos datos experimentales, se ha postulado que
podria existir un mecanismo de retroalimentacién positiva
regulando a la fosfolipasa C, puesto que el &cido fosfatidico
se genera a partir del diacilglicerol, producto de la hidréli-
sis del PtdIns 4,5-P, (Berridge, 1987). De esta manera, se
lograria un aumento en el recambio de los fosfoinositidos y
una mayor generacidn de los segundos mensajeros Ins 1,4,5-P,
Yy DAG. Por otra parte, se ha demostrado que también la sinte-

sis de PtdIns 4,5-P,, catalizada por la PtdiIns 4-P 5-quinasa,
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es estimulada fuertemente por &cido fosfatidico (Moritz y
col., 1992).

El A&cido fosfatidico es también producto de la
accién hidrolitica de la fosfolipasa D sobre fosfolipidos de
la membrana celular y, por otra parte, existen datos experi-
mentales que indican que la estimulacién de un receptor musca-
rinico por carbamilcolina activa tanto a la fosfolipasa C como
a la fosfolipasa D en una preparacién de membranas de sinapto-
somas, en presencia de GTP-y-S (Qian y Drewes, 1991). De esta
manera, se abre la posibilidad de que el producto de la accién -
de la fosfolipasa D, el &cido fosfatidico, esté influenciando
a la fosfolipasa C, de forma tal que se estaria frente a una
interconexién o didlogo entre 2 vias diferentes de transduc-
cidén de sefiales extracelulares. Se ha postulado que la acti-
vacién de la fosfolipasa D podria constituir un evento que
preceda y tal vez desencadene la activacidén de la fosfolipasa
C, sin embargo, si bien esto podria estar ocurriendo en
algunos tipos celulares, existen datos experimentales que
indican que la activacién por un mismo estimulo de la fosfo-
lipasa C ocurre antes que la de fosfolipasa D (Liscovitch,
1992).

También se ha propuesto que podria existir una
convergencia entre las dos vias de transduccién 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 interconvierten por accidén de la DAG
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quinasa y la fosfatidato fosfohidrolasa. Asi, la fosforilacién
del DAG, que se ha interpretado como un posible mecanismo que
ponga término a su sefial, podria en realidad estar represen-
tando la generacién de una nueva sefial a través del &cido
fosfatidico. Sin embargo, no hay datos hasta el momento que
apoyen esta hipdtesis.

Algo similar podria estar ocurriendo por medio del
proceso contrario, es decir, la desfosforilacién del &cido
fosfatidico para formar DAG (Liscovitch, 1992). Esto dltimo
tiene alglin apoyo experimental, puesto que en-algunos sistemas
se ha demostrado que existe una produccién tardia de DAG a
partir de &cido fosfatidico, producido éste a su vez por una
sefial que active a la fosfolipasa D (van Blitterswijk y col.,
1991 a; van Blitterswijk y col., 1991 b; Fdlmann y col.,
1992). También se ha demostrado que la produccién de DAG a
través de este mecanismo se correlaciona con una activacién de
la proteina quinasa C (Fdlmann y col., 1992).

Como trabajo futuro, seria interesante determinar
si el oocito posee una fosfolipasa D activada por sefiales
externas, asi como también realizar experimentos agregando
fosfolipasa D exdgena para generar &cido fosfatidico endége-
namente y observar si la fosfolipasa C se activa en estas
condiciones.

Un esquema tentativo que muestra posibles relacio-
nes entre los dos sistemas de transduccidén de sefiales es el

Esquema XI.
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ESQUEMA XI:

INTERCONEXION PROPUESTA ENTRE LAS VIAS DE TRANSDUC-
CION DE SENALES QUE INVOLUCRAN A LA FOSFOLIPASA CY
A LA FOSFOLIPASA D.

Ry R’ = receptores; Gy G’ = protefnas G; PLC-p = fosfolipasa C-B;
PLD = fosfolipasa D; Ptd C = fosfatidil colina; DAG = diacilglicerol;
PtdOH = &cido fosfatidico; PKC = proteina quinasa C; R.E. = reticulo
endoplasmico.
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Entre los objetivos de esta tesis también estaba el
estudiar posibles factores hormonales que pudieran estar regu-
lando la actividad de algunas de las enzimas involucradas en
el metabolismo de los fosfoinositidos. Los resultados del
efecto de acetilcolina, progesterona e insulina sobre la acti-
vidad de la PtdIns 4-P fosfomonoesterasa ya fueron analizados
en esta Discusidn (ver seccién B).

- Cuando las membranas aisladas de ococitos se trata-
ron con GTP-y-S o bien, con este mismo andlogo no hidrolizable
de GTP en presencia de acetilcolina o carbamilcolima,“no se
observd ningidn efecto sobre la actividad de la fosfolipasa C,
usando tanto PtdIns 4,5-P, como PtdIns como sustratos. A su
vez, la adicidén de fluoruro (el cual como AlF,” activa a las
proteinas G) disminuyé la hidrdlisis de ambos fosfoinositidos.
Estos resultados fueron inesperados, puesto que se sabe que el
oocito de Xenopus laevis posee receptores para acetilcolina de
tipo muscarinicos (Kusano y col., 1982) y responde in vivo a
la estimulacién de dicho receptor con un aumento del Ins
1,4,5-P; intracelular (Oron vy col., 1985). Resultados
similares se obtienen con varios receptores exb6genos
expresados en el oocito (Gundersen y col., 1983; Sumikawa Yy
col., 1984; Dascal y col., 1986), lo que indicaria la
activacién acoplada a receptor de una fosfolipasa C en esta
célula.

Como ya se establecid en la Introduccién de esta

tesis, durante la década pasada se acumuld una gran cantidad
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de informacidén indirecta que indicaba que la activacidén de la
fosfolipasa C por una serie de hormonas y neurotransmisores
estd mediada por una proteina G (Gonzdlez y Crews, 1985;
Cockcroft y Gomperts, 1985; Harden y col., 1987; Harden y
col., 1988: Litosh y col., 1985; Taylor y Exton, 1987;
Orellana y col., 1987; Sommermeyer y col., 1989; Claro y col.,
1989; Claro y col., 1990). En todos estos casos se observd
una estimulacidén de la fosfolipasa C por GTP o sus andlogos no
hidrolizables. Esté& bien establecido que la unién de GTP a la
subunidad ¢ de una proteina G (trimero afy) provoca la diso-
ciacién de dicha subunidad y que el complejé ¢-GTP constituye
un regulador de proteinas efectoras (Taylor, 1990). También
el fluoruro,como AlF,”, puede interactuar con el complejo a-GDP
para imitar el efecto de «~GTP (Hepler y Gilman, 1992).

Estudios realizados en los dltimos dos afios permi-
ten suponer que las proteinas de la familia de las Gy, serian
las transductoras de la seflal entre el receptor y la fosfoli-
pasa C-f,. En efecto, estas proteinas purificadas son capaces
de estimular a la fosfolipasa C-B,, en presencia de GTP-y-S o
de fluoruro (Taylor y col, 1990; Smrcka y col., 1991; Taylor
y Exton, 1991; Waldo y col., 1991). A su vez, la fosfolipasa
C-B, es activada por G, (Lee y col., 1992).

Entre los receptores que se acoplarian a fosfolipa-
sa C-B, a través de las proteinas G estd 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 lipidicas con Gy, Yy con la fosfolipasa C-B.,
muestran que la adicidén de carbamilcolina y GTP-y-S aumenta la
hidrSélisis del PtdIns 4,5-P, 15 veces por sobre la basal
(Berstein y col., 1992).

En muchos sistemas de membranas aisladas de diver-
sos origenes se ha logrado estimulacién de la fosfolipasa C
con GTP-y-S u otros andlogos no hidrolizables de GTP (Gonzdlez
Yy Crews,.1985; Cockcroft y Gomperts, 1985; Taylor..y Exton,
1987; Litosh, 1987; Orellana y col., 1987; Cockcroft y Taylor,
1987; Harden y col., 1988; Claro y col., 1989; Claro y col.,
1990). En varios de estos casos también se ha comprobado el
efecto 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.

También se ha estudiado en sistemas de membranas
aisladas el efecto de carbamilcolina en presencia de GTP-y-S,
encontrédndose un aumento de la actividad de la fosfolipasa C,
el cual es significativamente mayor que con GTP-y-S sb6lo. Esto
se observé tanto con Ptdins 4,5-P, como con PtdIns como sus-—
tratos (Claro y col., 1989; Claro y col., 1990), y también en
membranas premarcadas con [?H] inositol (Orellana y col.,
1987). En el caso de las membranas de oocitos no se obtuvo
efecto de acetilcolina ni carbamilcolina, en presencia de
GTP-y-S, con PtdIns como sustrato. Por su parte, tampoco la

hidrélisis del PtdIns 4,5-P, se vié afectada por carbamilco-
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lina en presencia del mismo andlogo.

Cabe sefialar que en la mayoria de los estudios ci-
tados més arriba con respecto a la estimulacién de la fosfo-
lipasa C por andlogos no hidrolizables de GTP, las concentra-
ciones utilizadas de GTP-y-S caen entre 10 y 100 pM, y los
experimentos de esta tesis se realizaron en este mismo rango
de.concentracién. En cambio, en los casos citados sobre los
estudios del efecto de carbamilcolina se han utilizado con-
centraciones hasta 1 mM (Claro y col., 1990), muy superiores
a las utilizadas en los ensayos con membranas de oocito, en
que la méxima concentracidn ensayada fué 40 pM. Es posible que
para observar el efecto de acetilcolina o de carbamilcolina
con las membranas de oocitos sea necesario usar concentracio-
nes mayores a las utilizadas en esta tesis.

Los resultados de Oron y col. (Oron y col., 1985) -
Y los de Carrasco y col. (Carrasco y col., 1990) indican que
en el oocito entero la acetilcolina promueve un aumento de la
produccién de Ins 1,4,5-P;. En el primer caso, el efecto se
logré con una concentracién de 100 pM y en el segundo con una
de 10 pM.

Con respecto a los estudios realizados con las mem~
branas aisladas de oocito, los ensayos con GTP-y-S y acetilco-~
lina o carbamilcolina se efectuaron a una concentracién de Ca*?
correspondiente a la mitad de la 6ptima, es decir, 50 pM para
PtdIns y 25 pM para PtdIns 4,5-P,. Seria interesante repetir

estos experimentos a menores concentraciones de Ca*2.
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Por otra parte, es posible que en las vesiculas
obtenidas al preparar las membranas, los receptores muscari-
nicos no queden accesibles a la acetilcolina o a la carbamil-
colina, lo cual podria suceder si en un porcentaje importante
de las vesiculas el 1lado intracelular quedara hacia el
interior.

Existen algunos datos experimentales sobre la par-
ticipacién de proteinas G en la transduccidn de la sefal .de
acetilcolina y otros agonistas en el oocito. Dascal y colabo-
radores (Dascal y col., 1986) encontraron que la microinyec-
cién de GTP-y-S en el oocito imita la respuesta de acetilco-
lina y de serotonina, y el tratamiento del oocito con toxina
de Bordetella pertussis, la cual ADP ribosila a G; y G, blo-
queando sus efectos (Hepler y Gilman, 1992), disminuye a la
mitad la respuesta a dichos agonistas. Estos resultados fueron
confirmados por Nomura y colaboradores (Nomura y col., 1987),
los cuales demostraron adem&s que la microinyeccién de GDP-f-S
disminuye en forma importante la respuesta ante la estimula-
cidén con serotonina o acetilcolina.

Por su parte, la expresidén en el oocito de los mRNA
de cerebro para G; y G, aumenta significativamente la respuesta
ante el GTP-y-S microinyectado, el cual, como ya se menciond,
imita la respuesta a acetilcolina y serotonina (Kaneko y col.,
1987).

A su vez, los trabajos del grupo de Iyengar mos-

traron que la microinyeccién de las subunidades py de las
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proteinas G conducia a una atenuacién de la estimulacién de la
corriente de Cl- producida por acetilcolimna, lo cual fué in-
terpretado como debido al secuestro de una subunidad ¢ activa-
dora de la fosfolipasa C. También en estos estudios el trata-
miento del oocito con toxina de Bordetella pertussis provocd
un desacoplamiento del receptor muscarinico de la estimulacidén
de la corriente de Cl- (Moriarty y col., 1988).

Los resultados con la toxina de Bordetella
bertussis sugirieron que una proteina G, estaria involucrada
en la activacién de la fosfolipasa C de oocitos. El mismo
grupo  anterior realizdé experimentos en los cuales
microinyectaron la subunidad e, activada con GTP-y-S, logrando
una corriente de Cl-, con movilizacién de Ca*2 intracelular. A
su vez, la microinyeccién del trimero G, aumentdé la corriente
de Cl- estimulada por 1la unién del agonista al receptor
muscarinico, en tanto que la microinyeccién de las subunidades
@iy Q32 ¥ €33, @sl como también la de los trimeros correspon-
dientes no tuvieron ningidn efecto (Moriarty y col., 1990).
También la microinyeccién de la subunidad &y; recombinante
aumentd la estimulacién muscarinica de la corriente de CI-
mediada por Ins 1,4,5-P, (Padrell y col., 1991).

A la luz del conocimiento actual sobre la identidad
de las proteinas G que estarian activando a la fosfolipasa
C-B, las cuales serian de la familia Gq (ver Introduccién), es
dificil interpretar los resultados del grupo de Iyengar. Es

posible que las proteinas G y las subunidades « utilizadas en
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dichos estudios hayan estado contaminadas con Gy 0 G;; o alguna
otra proteina de esta familia, posibilidad que los autores han
descartado (Padrell y col., 1981). También cabe la posibilidad
que efectivamente la fosfolipasa C-B de la membrana del oocito
pueda estar interactuando con proteinas G diferentes a las de
la familia Gq-

Hasta la fecha se han clonado dos subtipos de «,
dos subtipos de a; y.un subtipo de «,, desde una genoteca de
CDNA de oocitos de Xenopus laevis (Olate Yy col., 1989; Olate
y col., 1990).

También es importante destacar que, como se planted
en la Introduccidén, no todas las fosfolipasas C conocidas son
reguladas por proteinas G. Se sabe que las proteinas Gq/11r las
cuales regqulan a la fosfolipasa C-B; no estimulan a las fosfo-
lipasas C-y ni C-% (Taylor y col., 1991). Ahora bien, si en

las membranas del oocito las fosfolipasas C mé&s abundantes

fueran isoenzimas_no reguladas por proteinas G o receptores, -

podrian enmascarar la actividad regulada por el receptor
muscarinico. En efecto Y como se establecié en la Introduccidén
de esta tesis, la fosfolipasa C-y, estaria participando en un
mecanismo de transduccidén de sefiales que involucra a los re-
ceptores con actividad tirosina quinasa de algunos factores de
Crecimiento (Rhee y Choi, 1992). A su vez, para la fosfolipasa
C-6 no se ha descrito hasta ahora ningdn receptor ni proteina
transductora de sefiales, ni algin otro mecanismo gue esté

requlando 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
selectivamente durante la preparacién de membranas.

Cabe sefialar que los controles efectuados determi-
nando la actividad de la adenililciclasa en las membranas
aisladas de oocitos demostraron que esta enzima se encontraba
funcionalmente intacta en la preparacidén, respondiendo a la
estimulacién con fluoruro y con GTP-y-S, y a la.inhibicién con
progesterona de la activacién con GTP-y-S, de una manera
similar a la descrita (Jordana y col., 1981 a; Jordana y col.,
1981 b; Jordana y col., 1982; Jordana y col., 1984). Esto
indica que en la preparacién de membranas las proteinas G
involucradas en la activacién de la adenililciclasa estéan
presentes y son funcionales.

En cuanto a las posibles acciones de la progeste-
rona y de la insulina, ninguna de estas dos hormonas tuvo
efecto sobre la hidrélisis de PtdIns ni de PtdIns 4,5-P, con
la preparacién de membranas de oocitos.

Se probd progesterona en este sistema porque la
incorporacién de [°H] inositol en fosfolipidos, asi como
también la generacién de inositol fosfatos, aumenta durante la
maduracidén meidtica del oocito luego de 3-6 horas del trata-
miento con la hormona (Carrasco y col., 1990). El mecanismo a
través del cual la progesterona produce este efecto no se
conoce, pero seria indirecto ya que requiere de la sintesis de

pProteinas. Los resultados negativos obtenidos, por lo tanto,
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no son sorprendentes pues indicarian que no seria la
fosfolipasa C un blanco directo de la accién de la progestero-
na. De la misma manera, el efecto de insulina sobre el recam-
bio de fosfoinositidos también debe ser indirecto, puesto que,
al igual como sucede con la progesterona, su accidén se
evidencia varias horas después del tratamiento con la hormona
Y es bloqueado por inhibidores de la sintesis proteica.
-Como trabajo a futuro, se sugiere un estudio més
detallado de la fosfolipasa C del oocito. Por una parte, es
importante lograr una caracterizacién mas completa de 1la
enzima, para lo cual es necesaria su purificacidén. Por otra
parte, el clonamiento y la expresién de la fosfolipasa C-f, de
las proteinas G (de las cuales ya se han clonado especies de
Gor 0 Y ¢;) Y del receptor muscarinico del oocito, permitiria
disponer de todos los componentes purificados para realizar
con ellos estudios de reconstitucién del sistema y avanzar asi
en la comprensién de los mecanismos moleculares involucrados

en la transduccién de sefiales externas en el oocito.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos de esta tesis y los
antecedentes analizados en la Introduccidn, las conclusiones

mas importantes de este trabajo son:

1.- Se ha podido establecer la via metabdlica que es respon-
sable de la degradacién mayoritaria del fosfatidilinosi-
tol 4-monofosfato en membranas aisladas de oocito de
Xenopus laevis, en presencia de Mg*? y ausencia de Ca*

agregado, proponiéndose la siguiente ruta:

H,0
PtdIns 4-P -—bk-———-> PtdIns + P,
H,0
DAG

Ins 1-P ——77—<§r-> inositol

H,0 P,

2.- Como consecuencia del estudio anterior, se ha identifi-
cado la presencia de las sigquientes actividades enzima-

ticas involucradas en el metabolismo de fosfoinositidos
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e inositol fosfatos en las membranas aisladas de oocito:

A)

B)

Una fosfomonoesterasa que cataliza la hidréli-
sis del PtdIns 4-P con la formacién de PtdIns y P,.
Esta enzima es la responsable en forma mayoritaria
de la degradacidén observada del PtdIns 4-P sinteti-
zado con membranas aisladas de oocito a partir de
PtdIns enddgeno.

En el estudio. realizado para determinar las
propiedades de esta enzima y posibles factores
hormonales o metabolito5 que modifiquen su acti-
vidad, se encontrd que la fructosa 1,6-bisfosfato y
el e-glicerclfosfato son potentes inhibidores de la
actividad enzimdtica, mientras que el P;, la esper-
mina y la espermidina ejercen también diferentes
grados de inhibicidn.

La enzima es activada o inhibida por neomicina
segin su concentracién y lo mismo ocurre con fluo-
ruro. A su vez, acetilcolina, progesterona e insu-

lina no afectan la hidrélisis de PtdIns 4-P.

Una actividad fosfolipasa C que hidroliza a
PtdIns, PtdIns 4-P y PtdIns 4,5-P,, con la gene-
racién de Ins 1-P, Ins 1,4-P, e Ins 1,4,5-P;, res-~
pectivamente. La actividad con PtdIns como sustrato
presenta la propiedad atipica de hidrolizar a este

fosfolipido en ausencia de Ca*?, presentando su




C)

207

mixima actividad a Ca*? 100 puM.

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 inhibidor.

La actividad que hidroliza al PtdIns no es
afectada por acetilcolina, carbamilcolina, pro-
~gesterona, insulina ni GTP-y-S en las condiciones
ensayadas. A su vez el Acido fosfatidico la esti-
mula en forma importante, lo cual apoya la hipé-
tesis recientemente enunciada, que postula una
interconexién o didlogo entre los mecanismos de
transduccidn de sefiales a través de la fosfolipasa
C y de la fosfolipasa D.

Con PtdIns 4,5-P, como sustrato, la enzima es
absolutamente dependiente de Ca*?. Esta actividad es
también estimulada por &cido fosfatidico Y no es
afectada por carbamilcolina, progesterona, insulina

ni GTP-y-S en las condiciones utilizadas.

Fosfomonoesterasas que hidrolizan Ins 1,4,5-P,,
Ins 1,4-P, e Ins 1-P hasta inositol y fosfato inor-

génico.
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