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INTRODUCCION

1. Egg; NUCLEOTIDOSg CITIDINA9133 BIOSINTESISg FOSFOGLICERIDOS

1.1. Fosfoiïpidos. Generalidades.

Los fosfolïpidos constituyen una ciase particuïar de ïïpidos que con
tienen fósforo en su estructura molecuïar, habituaimente en 1a forma de orto
fosfato.

Dentro de 1a c1asificaci6n genera] de 1ïpidos (dei griego "Iipos": grasa)

10s fosfoiïpidos forman parte de ios iïpidos compiejos, todos los cua1es con
tienen ácidos grasos como componentes de su estructura hidrocarbonada y son,

por 10 tanto, saponificab1es. Los otros miembros de este grupo son los aci1
g1icéridos, esfingoiïpidos -usua1mentegiicoiïpidos- y ias ceras.

Por otro 1ado, ios iïpidos simples o no saponificab1es inc1uyen a Ios
terpenos y esteroides.

De acuerdo a 1a ciasificación propuesta por Strickïand (1) ios fos
foïïpidos pueden ser divididos en cinco sub-ciases en base a sus constituyen
tes principaïes. Así, además de los fosfolïpidos que contienen giiceroi
(fosfogïicéridos o giicerofosfátidos) y aque1105 que contienen esfingosina
(fosfoesfingoiïpidos), se incïuyen también derivados de 1a dihidroxiacetona
(fosfodio1 iïpidos), fosfoïïpidos que contienen fósforo en 1a forma de fos
fonato (fosfonoïipidos) y fosfoiïpidos que tienen e] grupo fosfato esterifi
cado a un azücar de un giicoiïpido (fosfogïicoiïpidos).

La característica común de todos 105 fosfo1ïpidos es su naturaïeza

anfipática, con una región hidrofóbica formada por ias co1as no poïares de Ios
ácidos grasos o de 1a N-aciiesfingosina y una región hidrofïlica formada por
Ias cabezas poiares esterificadas a1 grupo fosfato (Figura I).

Cuando estos compuestos se encuentran en un anbiente acuoso tienden a
agregarse de tai manera de exponer ias regiones hidrofïiicas a1 agua y ocuitar
sus coias hidrofóbicas. En 1a Figura I se observa que esto 1o pueden Iograr
formando "ficeias esféricas o bien formando una bicapa fosfoiipïdica que se
vesicu1iza espontáneamente para minimizar 1a interacción de ias coias
hidrofóbicas de 10s extremos con e] agua.

Las nmmbranas bioïógicas están constituidas en un 50% de su peso por
1ïpidos anfipáticos de ios cuaies ios fosfoiïpidos son ios más abundantes y
están dispuestos formando una bicapa; 1uego 1e siguen e1 coiesterol y los gïi
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coiïpidos. Cabe señalar que ias membranasbacterianas carecen de coiesteroi y,
a diferencia de ios organismos superiores, contienen nayoritariamente un sóio

tipo de fosfoiïpido. Asï, 1a nmnbrana de Escherichia coii contiene un 70%de
fosfatidii-etanoiamina.

La presencia de distintos tipos de fosfoiïpidos en membranaseucarióticas

sugiere que no cumpien soiamente una función estructura].

1.2. Fosfogiicéridos. Estructura moiecuiar1_caracterïsticas generaies.

Los fosfogiicéridos son ios principaies componentes de ias membranas
ceiuiares y iipoproteïnas de] piasma.

De acuerdo con 1a recomendación de 1a Comisión de Nomenciatura Bioquímica

(IUPAC)ios fosfogiicéridos se definen como derivados sn-giicer01-3-fosfato

(sn-g]icero-3—P) que contienen a1 menos un resto O-acii, 0-a1qui1 o

0-a1qui1-1'-eni1 unido a 1a moiécuia de giiceroi (2,3).
En estos compuestos uno de ios grupos hidroxiio primarios de] giiceroi se

ha11a esterificado por e] ácido fosfórico; ios demás grupos hidroxiio pueden
estario por ácidos grasos (O-acii), o bien por un resto de hidrocarburo
(saturado o no) unido en forma de éter.

E1 compuesto originario de 1a serie es, por 10 tanto, e] éster fosfórico
de] giiceroi. Por tener un carbono asimétrico, este compuesto puede denomi

narse D-giiceroï-l-fosfato o bien L-giicer01-3-fosfato. Debidoa que ias reac
ciones bioiógicas son estereoespecïficas, se ha adoptado 1a numeración
estereoespecïfica para ios derivados de] giiceroi (se abrevia con e] prefijo
sn-stereospecific numbering) (4). Esta numeración exige que en 1a proyección
de 1a fórmuia dei giiceroi-fosfato e] hidroxiio en e] C-2 asimétrico quede
representado a 1a izquierda y ios carbonos superior e inferior se numerencomo
C-l y C-3 respectivamente.

E1 isómero dei giiceroi-fosfato presente en ios fosfogiicéridos naturaies
se denomina sn-giicero-3-P y pertenece a 1a serie estereoquïmica L.

Consideraremos en detaiie ios fosfogiicéridos que poseen dos ácidos gra

sos esterificados a ios hidroxiios C-l y C-2, denominados R1 y R2.
Generaimente R1 y R2 son distintos y, por 10 menos uno de eiios es no

saturado. La configuración de] dobie eniace es generaimente cis; en ios ácidos
grasos monoenoicos se haiia ubicado entre ios átomos de carbono 9 y 10 (ac.



paimitoieico y oleico) mientras que en ios poiienoicos generaimente se con

serva dicno doble eniace y se ie agregan otros hacia e] extremo metiio
terminal de la cadena (ác. iinoieico, iinoiénico y araquidónico).

Dada 1a diversidad de grupos R1 y R2, cada representante de este grupo
constituye una famiiia de compuestos.

La presencia de ácidos grasos insaturados ie otorga a 1a moiécuia de fos

fogiicérido una mayor fiexibiiidad y, dado que se empaquetan menos en una

bicapa iipïdica, contribuyen a aumentar 1a f1uidez de ias membranas(5).

E1 compuesto más senciiio de ios fosfogiicéridos es ei ¿5199 fosfatïdico
(Ptd-A). Este ácido se encuentra iibre en ias céiuias en cantidades muybajas
(1-5% de ios fosfoiïpidos totaies), pero es un intermediario netabóiico muy
importante en 1a biosïntesis de fosfogiicéridos. Los fosfogiicéridos másabun
dantes en piantas superiores y animaies son 1a fosfatidii-etanoïamina (Ptd-EA)
y fosfatidii-coiina (Ptd-Coi) que contienen ios aminoaïcohoies etanoiamina y
coiina respectivamente. En 1a Figura II se encuentran ias fórmuias químicas de
ios principaies sustituyentes presentes en ias cabezas poiares de ios fos
foglicéridos.

La Ptd-EA y Ptd-Coi poseen un grupo amino ionizabie (pK'=10 para 1a eta

noiamina y pK'=13 para 1a coiina), con un punto isoieiéctrico airededor de

pH=6,7, por 10 cua] se consideran compuestos neutros en condiciones
fisioiógicas.

Otro fosfoiïpido nitrogenado es 1a fosfatidiï-serina (Ptd-Ser), donde e]
grupo hidroxiio dei aminoácido L-serina está esterificado por ei ácido
fosfórico. Por tener un grupo ácido extra este fosfogiicérido es ácido a pH=7.
La Ptd-Ser está ampïiamente distribuida en 1a naturaieza aunque en con
centraciones menores a1 10%de] contenido ceiuiar totai de fosfoiïpidos. La
mieiina dei sistema nervioso centiene cantidades mayores, 1as piantas tienen
poca cantidad y en bacterias 5610 se detectan trazas.

Los fosfoïïpidos no nitrogenados revisten carácter ácido por tener 5610
restos cargados de ácido fosfórico. E1 "ás compiejo de todos es ei
difosfatidii-giiceroi (DPG)o cardioiipina, con dos restos fosfatidil unidos a
una molécuia de gliceroi. Se encuentra en 1a nembrana interna de ias mito

condrias donde aicanza e] 20% dei contenido de fosfoiïpidos de 1a organeia y

contribuirïa a mantener una inusuai impermeabiiidad a iones (6). Se encuentra
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tanbien en ios cloroplastos vegetales y en ias membranas bacterianas. Su

nombre proviene de haber sido aislado por primera vez de corazón, materia] muy
rico en mitocondrias.

E1 fosfatidi1—g1icer01 (Ptd-Gii), con una moiécuïa de giiceroï esterifi
cada a1 ácido fosfórico de] Ptd-A y su derivado ei 3'-0-1isii-fosfatidii-gli
cero] se encuentran también frecuentemente en bacterias.

Otro grupo importante de fosfoglicéridos ácidos es e] de ios ¡{95;
foinosïtidos. E1 compuesto parenta] de 1a serie es e] fosfatidiï-inositoi
(Ptd-Ins) que posee una molécuïa de mio-inosit01 (1,2,3,5 cis-4,6
trans-cic1ohexano-hexadi01) esterificada, a través de su hidroxiio 1, a1 resto
fosfatidi].

En condiciones apropiadas, 1a hidróiisis ácida de este compuesto 1ibera
inositoi-fosfato y dig1icérido. En ios 1aboratorios de Ba110wy Brown se

estabieció que 1as preparaciones de semi11a de soja, higado y cerebro con
tenían ei isómero D-mio-inositoi-l-fosfato (7). Dicha configuración fue
posteriormente corroborada por otros 1aboratorios (8). Por 1o tanto, e] nombre
compïeto de] Ptd-Ins es 1'-(3sn-fosfatidi1)-D-mio-inosito].

E1 Ptd-Ins es e] más abundante de ios fosfoinosïtidos y está ampiiamente
distribuido en 1a naturaïeza en cantidades que osci1an entre e] 2 y 12%de 1os
fosfoiïpidos totaies. Está presente en tejidos animaïes, vegetaïes, aïgunas
bacterias y hongos (7,9-13).

Los derivados fosfori1ados de1 Ptd-Ins constituyen 105 poiifos
foinosïtidos. De eiïos, e1 Ptd-Ins-4P posee un grupo fosfato esterificado a1
hidroxiio 4 de1 mio-inosito] y e] Ptd-Ins (4,5)P2 posee dos grupos fosfato en
ias posiciones 4 y 5 respectivamente.

Si bien ios poiifosfoinosïtidos fueron descubiertos iniciaïmente en
cerebro (14), posibïemente existan trazas en todas ias cé1u1as eucarióticas,
aunque en tejido nervioso y méduia adrena] 1a cantidad es mayor (15). E1 hecho

que estos tejidos, ricos en membranas piasmáticas posean cantidades men
surabies de estos compuestos sugiere que están concentrados en dicha fracción
subce1u1ar (16).

La dificu1tad de cuantificar Ios poiifosfoinosïtidos se debe a que se
hidroiizan rápidamente, es difíci] realizar su extracción cuantitativa y están
presentes en muy Poca cantidad en 1a mayoría de ios tejidos.



Un rasgo comünde todos los fosfoinosïtidos, que los distingue del resto

de los fosfoglicéridos, es que tienen una distribución particular y constante
de ácidos grasos: 21 es generalmente ácido esteárico (C13) y R2 es ácido ara

quidónico (C20¡14) (17). Esta distribución no ha sido encontrada en los fos
foinosïtidos de plantas.

Finalmente, el último fosfoglicérido que vamosa condiderar (en la clasi

ficación propuesta por Strickland existen más de 20) es el fosfatidil-CMP
(Ptd-CHP).Este liponucleótido posee un grupo citidïlico (citidina-5'-fosfato)
esterificado al grupo fosfato del ácido fosfatïdico (Figura 2). Se lo conoce
habitualmente con el nombre de CDP-diglicérido pero de acuerdo con Hauser y

Eichberg es más correcto designarlo como Ptd-CMPya que refleja mejor su rol

como dador de grupos fosfatidil (18).
Si bien su existencia como intermediario en la biosïntesis de fos

foglicéridos fue sugerida desde 1958, su aislamiento y caracterización fue
posible recién en 1973, cuando Raetz y Kennedy incubaron células de E. coli

con (3H)citosina y sn-glicerol—3-(32P)fosfato y examinaron la composición de
un extracto orgánico purificado por columnas de DEAE-celulosa (19). En dichos
experimentos los autores describieron la presencia de cantidades equimolecu
lares de Ptd-CMP y Ptd-dCMP (fosfatidil-dCMP), siendo la concentración de

ambos 20 veces menor a la del Ptd-A, que en bacterias corresponde al 1% del

contenido total de fosfolïpidos.
Posteriormente, el Ptd-CMPfue extraido de células animales. Hauser y

Eichberg en 1975, utilizando precursores radioactivos, hallaron formación de
Ptd-CMP en glándula pineal (18) y Thompson y MacDonald mediante el uso de pro

cedimientos de extracción en gran escala, aislaron dicho compuesto a partir de
cerebro e higado bovino (20). Estos autores proponen que la concentración in
vivo del Ptd-CMPes sümamente baja, representando 1-5% de la concentración de
Ptd-A. Existen evidencias que indican que está presente también en plantas (9)
y hongos (21).

Con respecto al Ptd-dCMP, ha sido localizado en mitocondrias de hígado de

rata por Ter Schegget y col. (22), en núcleos de neuronas de conejo (23) y en
linfocitos humanospor Mordohy col., constituyendo ésta la primer evidencia
de su existencia en células eucarióticas intactas (24-27).



1.3. Biosïntesis gg fosfoglicéridos.

Los principales fosfoglicéridos se sintetizan a partir de Ptd-A por dos
rutas diferentes, una de las cuales es la que prevalece en animales y plantas
superiores y la otra tiene lugar en algunas bacterias y hongos. En ambas rutas

los nucleótidos de citidina se utilizan comoportadores, tanto de los grupos
-0H de las cabezas polares como del grupo fosfatidil.

El rol central de los nucleótidos de citidina en la biosïntesis de fos

folipidos fue descubierta por E.P. Kennedy (28) por lo que se la conoce tam

bién como "Via de Kennedy" o de los CDP-intermediarios.

Veremosahora las principales rutas de sintesis de fosfoglicéridos en uno
y otro grupo, señalando los rasgos sobresalientes en cada caso.

1.3.1. Biosintesis de fosfoglicéridos en ELcoli

En las bacterias Gram negativas (como Escherichia coli) los fos
foglicéridos que forman parte de la envoltura celular son tres: Ptd-EA
(75-85%), Ptd-Gli (10-20%) y cardiolipina (DPG) (5-15%). En general, la

mayoría de las bacterias Gram negativas no contienen Ptd-Col, Ptd-Ins,
esfingolïpidos, glicolïpidos, plasmalógenos o esteroles, que sen carac
terísticos de los sistemas eucarióticos (29).

En la Figura III se muestran las principales reacciones que conducen a
la sintesis de Ptd-EA, Ptd-Gli y DPGen E. coli (30).

Comenzandocon la acilación del sn-glicero-3-P, todas las reacciones de
la sintesis de fosfolïpidos ocurren en la membranacitoplasmática de la bac
teria. Esta conclusión está basada en la observación que los intermediarios
claves como el Ptd-A, Ptd-CMP y Ptd-Ser están unidos a nembrana y que las

enzimas biosintéticas se recuperan en la fracción de nembrana interna de los
extractos celulares (31-33).

En el paso inicial, el sn-glicero-3-P es acilado en la posición 1 con
un ácido graso saturado, unido a través de una unión tioéster a una proteina
aceptora "ACP" ("acyl carrier protein"). En las cepas salvajes se acumula muy
poco ácido lisofosfatidico, ya que es rápidamente acilado con un ácido graso
no saturado para formar Ptd-A. Al igual que los otros intermediarios de ésta
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ruta metabólica, el Ptd-A tiene un alto nümero de recambio ("turnover") y
constituye no más del 1% de los lípidos totales. La acilación del

sn-glicero-3-P es, probablemente, la etapa de regulación de la composición de
los ácidos grasos de los fosfoglicéridos de E. coli.

En una segunda etapa, el Ptd-A es convertido a Ptd-CMP y Ptd-dCMP.

Ambos liponucleótidos están presentes in yilg y se recambian con una vida
media del orden de segundos (19,34). Existen algunas evidencias que sugieren
que la formación de Ptd-CMPy Ptd-dCMP es la etapa limitante de toda la ruta.

Sin embargo la función especifica de cada uno se desconoce. Se ha purificado

parcialmente una liponucleótido-sintetasa que utiliza tanto CTP como dCTP
(35). Por otra parte, ambosliponucleótidos son sustratos para las fosfatidil
transferasas de E. coli (19).

El aislamiento de mutantes parcial y totalmente defectivas en
CTszosfatidato-citidililtransferasa permitió demostrar que el 90%de los fos
folïpidos de E. coli se sintetiza a partir de estos liponucleótidos. En las
mutantes parcialmente defectivas, que acumulan Ptd-A, si bien la síntesis de
Ptd-CMPy Ptd-dCMP está muy disminuida, la síntesis residual permite que el

resto de los fosfolïpidos se sintetice normalmente (36). Las mutantes
totalmente defectivas son letales condicionales: a pH mayor de 8 la acumula

ción de Ptd-A sube a un 30% de los lípidos totales y la síntesis gg_ggxg de
Ptd-EA y Ptd-Gli disminuye abruptamente, muriendo al cabo al cabo de 60 min de

incubación a pH=8,5 (37). Los autores postulan que la citidilil-transferasa
normalmente regularïa el pH intracelular en E. coli y que en estas mutantes
la proteína alterada estaría inhabilitada para cumplir tal función.

Comose aprecia en la Figura III, el Ptd-CMP (y Ptd-dCMP) está locali

zado en un punto de divergencia biosintética: puede donar su grupo fosfatidil
ya sea al grupo -0H de la L-Ser o al -0H de la posición 1 del sn-glicero-3-P.
A pesar de que ambas fosfatidil-transferasas pueden funcionar en los dos sen
tidos, el equilibrio está ampliamente desplazado en la dirección de los pro
ductos fosfodiéster (38,39).

Tal como ocurre con los otros intermediarios de esta ruta, en con
diciones normales la Ptd-Ser y el Ptd-Gli-P no se acumulan. La primera es

decarboxilada para formar Ptd-EA mientras que el segundo es defosforilado,
dando Ptd-Gli, siendo estas reacciones irreversibles. La Ptd-EA es



generalmente un producto final estable mientras que el Ptd-Gli se convierte en

cardiolipina por una reacción que, a diferencia con eucariontes, no requiere
liponucleótido (40).

Aproximadamente un tercio del pool total de Ptd-Gli se recambia en una

generación; la cardiolipina recambia aproximadamente a la misma velocidad. El
turnover de los poliglicerofosfátidos puede ser inhibido casi completamente
sin ningún efecto adverso sobre el crecimiento o la división celular (41).

En 1973, Van Golde y col. (42) descubrieron una familia de oligo

sacáridos los cuales tenían unido covalentemente sn-glicero-l-P, ácido
succïnico y fosforil-etanolamina (43). Este material, llamado "M00"("membrane

derived oligosaccharides") constituye el 0,5-1% del peso seco de E. coli y
está localizado en el espacio periplásmico (41,42). Los estudios de marcación
radioisotópica asi como su inusual estereoquimica sugieren que el grupo
sn-glicero-l-P deriva de las cabezas polares de los poliglicerofosfátidos,
especialmente el Ptd-Gli (42). La formación de MDOpuede dar cuenta del 75%

del "turnover" de poliglicerofosfátidos que ocurre en las cepas salvajes, ya
que mutantes incapaces de sintetizar MDOmuestran una dramática reducción en

la velocidad de recambio de estos compuestos (43).

Comoconsecuencia de la transferencia de la porción glicerol-l-P del
Ptd-Gli al MDO,se generaría sn-1,2 diacilglicérido (1,206) como Subproducto.
En las cepas salvajes, este compuesto es convertido nuevamente a Ptd-A por
acción de una diglicérido quinasa (44). A pesar de que este "ciclo del
diglicérido" es una ruta menor en la biosïntesis de Ptd-A, mutantes que care

cen de la quinasa acumulan cantidades sustanciales de 1,20Gin_vivg (44).

1.3.2. Biosïntesis de fosfoglicéridos en Saccharomxcescerevisiae.

Los eucariontes inferiores comola levadura S. cerevisiae, tienen un
metabolismo de fosfoglicéridos similar a las bacterias, a pesar de que poseen
una mayor diversidad de fosfolïpidos (Ptd-Col, Ptd-Ins, Ptd-Ser, fosfoes
fingolïpidos, etc.). La similitud reside en que todos estos compuestos se sin
tetizan a partir del Ptd-CMP(21,45).

En estas células, la privación de inositol conduce, entre otras cosas,
a la muerte celular (46), y utilizando mutantes auxótrofas para este polialco
hol se determinó que en ausencia de inositol se acumulan fundamentalmente



Ptd-A y Ptd-CMP (45).

A diferencia 1as de bacterias, en estos organismos no se sintetiza
Ptd-dCMP(47). Másaün, ha sido aisiada y purificada una CTszosfatidato-citi
di1i1transferasa de mitocondrias de S. cerevisiae que posee una especificidad
absoiuta para e] CTP, siendo e1 dCTP un inhibidor no competitivo de 1a misma
(48).

I.3.3. Biosïntesis gg fosfogiicéridos en céiuias eucarióticas.

En 1a Figura IV se han esquematizado ias vïas biosintéticas de ios
principaies giiceroiïpidos en céiuias eucarióticas (fosfogiicéridos y
aciigiicéridos) con 1as enzimas intervinientes en cada paso. Trataremos en
deta11e 5610 aigunas de eiias, que hacen a 1a introducción de] trabajo rea1i—
zado.

Si bien estas rutas se conocen desde hace más de veinte años, son pocas

ias enzimas invoiucradas que han sido purificadas a homogeneidad. La difi
cuitad reside en su estrecha asociación a membranas, generaimente de] retïcuïo

endopiasmático y nfitocondriaies, 10 que dificuita su soiubiïización, en 1a
1abi1idad de ias enzimas soiubiiizadas y en 1a dependencia, en aigunos casos,
de fosfoiïpidos para su actividad.

En 1ïneas generaies, tres hechos distinguen 1a biosïntesis de fos
fogïicéridos en células eucarióticas con respecto a ios organismos
inferiores:
1°) La acilación de] sn-giicero-3-P ocurre con ácidos grasos esterificados a

1a coenzima A (CoA).

2°) A diferencia de bacterias y 1evaduras, en céiuias eucarióticas e] Ptd-CMP
es preCursor soiamente de ios fosfoglicéridos ácidos, mientras que Ios
fosfogiicéridos neutros se sintetizan por transferencia de ios precursores
activados con CDPa1 1,2 DG (Figura IV).

3°) La síntesis de cardioiipina (DPG) utiiiza Ptd-CMP como dador de] segundo
resto fosfatidii de 1a moiécuia de DPG.
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Enzimas intervinientes: 1* ácido graso - CoA 1igasa; 2*Sn- 1icero-3-P
ac1|transferasa; 3* Üihidroxiacetona-P aci1transferasa; 4* aci (a1qui1)
dihidroxiacetona - P oxidoreductasa; 5* Iisofosfatidato aciïtransferasa; 6*
fosfatïdico fosfohidro1asa; 7* diaci1glicer01 quinasa (dig1icérido quinasa);
8* diaci191icer01 aciïtransferasa; 9* coïina quinasa; 10* coïina-P
citidiItransferasa; 11* diaciigiicerOI co1inafosfotransferasa; 12* etan01amina
quinasa; 13* etanoïamina-P citidiïtransferasa; 14* diaciïgïicero1
etanolaminafosfotransferasa; 15* fosfatidiïetanoiamina N-metiItransferasa; 16*
fosfatidi1etano1amina serintransferasa; 17* fosfatidiiserina decarboxi1asa;
18*CTP-fosfatidato citidiïiïtransferasa; 19*fosfatidi1-CMP:inosit01-fosfati
di1trdnsferasa; (fosfatidi1inosito1 sintetasa); 20* gïiceroï-P fosfatidii
transferasa; 21* fosfatidilgliceroi-P fosfatasa; 22* cardioiipina sintetasa;
23* araquidoniI-CoA CDP-monoaci191icer01aciïtransferasa; 24*fosfatidi1inosi
toï-quinasa; 25* fosfatidi1inosito1-4-P uinasa.
Ilreacción b1oqueada por cationes anfi111icos (CPZ).



1.3.3.1. Biosïntesis de ácido fosfatidico.

La biosïntesis de] Ptd-A ocurre a través de 1a acilación secuencia]

de] sn-gïicero-3-P por tioésteres de 1a CoAconteniendo una cadena de ácido

graso. La enzima sn-glicero-3-P-aci1transferasa (en 1a figura IV, reacción 2*)
se encuentra en 1as fracciones microsoma] y mitocondriai de céiuïas animaies

(49) y en 1a cubierta de ios cioroplastos (50). Ha sido parciaïmente purifi
cada de microsomas y mitocondrias de higado de rata y se determinó que

difieren en su sensibiiidad a1 caior, pH óptimo, Kmpara ambos sustratos y

especificidad para e] acii-CoA (1a enzima mitocondria] tiene más afinidad por
10s derivados con ácidos grasos saturados) (51,52). Se ha sugerido que 1a pre
ferencia de 1a enzima mitocondriai hepática por ios tioésteres de acii-CoA

saturados podria reguiar 1a composición de ácidos grasos de ios gïiceroiipidos
ce1u1ares. En ese sentido, se ha encontrado que ios fosfoiïpidos de céiuias

tumoraies, que contienen poca o nu1a actividad de gïicero-3-P-aci1transferasa
mitocondria], tienen una proporción inusuaimente aita de ácidos grasos no

saturados en 1a posición sn-l (53).
La aciiación de] liso-Ptd-A en 1a posición sn-2 ocurre en 1a cara

citopiasmática de 1as vesicuias microsomaies (54). La enzima

1iso-Ptd-A-aci]transferasa (5*) ha sido purificada de microsomas de higado de
rata (55) y tiene mayor afinidad por ias especies no saturadas de aci1-CoA.

La sintesis de Ptd-A a partir de 1a acilación de 1a
dihidroxiacetona-P y su consecuente reducción a 1iso-Ptd-A provee una ruta
aiternativa para 1a sintesis de este fosfogiicérido (49,56,57).

La enzima ¿¿ggg guinasa (7*), que convierte e] 1,206 en Ptd-A está
presente tanto en 1a fracción soiubie como en membranas de diversos sistemas.

Si bien ha sido detectada en microsomas de higado de rata (58), en cerebro 1a
actividad se encontró en fracciones enriquecidas en membranap1asmática (59).
Fue detectada también en 1a nembrana piásmatica de eritrocitos (60) y 1in
focitos (61). Comoveremos más adeiante, esta via de síntesis de Ptd-A no se

utiiiza para 1a sintesis gg_novode ios fosfoiipidos neutros y acii-gïicéridos
sino para 1a re-sïntesis de Ptd-Ins.



I.3.3.2. Biosïntesis gg_l¿g_diaciigiiceroi l_lg¿ fosfoglicéridos neutros.

La síntesis de 1,206 ocurre por defosforiiación de] Ptd-A y está
cataiizada por 1a enzima fosfatïdico-fosfohidr01asa (6*). Esta enzima ha sido
iocaiizada (y en aïgunos casos purificada) en ias fracciones microsoma], mito
condria], 1isosoma1 y citosóiica de diversos tejidos (52-64). Kent y Vageios
informaron que 1a enzima de céluias muscuiares en cuitivo estaba iocaiizada
exciusivamente en 1a membranapiasmática (65), locaiización también encontrada
en otros sistemas (66).

La enzima soïubie estaria primariamente invoiucrada en 1a sintesis gg
3912 de 1a mayoría de ios giiceroiipidos (Ptd-Co], Ptd-EA, TG), mientras que
1a enzimamitocondriai contribuirïa a 1a sintesis de cardioiipina (67).

Se ha propuesto que 1a fosfatïdico-fosfohidro]asa cataiiza ei paso
iimitante de 1a sintesis de gïicero1ïpidos en hígado de rata por varias
razones: i) Su actividad ig_vitrg es 1a más baja de todas 1as enzimas de esta
ruta; ii) 1a actividad de 1a enzima soiubie varía directamente con 1a dieta o

1a inducción hormona] y iii) su actividad disminuye con aigunas drogas que

inhiben 1a sintesis de 1ïpidos neutros (68,69).
En céiuias eucarióticas e] 1,20G es utiiizado para 1a síntesis de Ptd-EA

y Ptd-Co], Ios fosfoiïpidos más abundantes de ias membranas ceiuiares. Ambos
aminoaicohoies deben ser primero activados a CDP-coiina y CDP-etanoiamina

donde intervienen coiina X. etanoiamina quinasas (9* y 12*) y coiina-P 1
etanoiamina-P-citidiïtransferasas (10* y 13*). Estas cuatro enzimas son
soiubies y se piensa que 1as transferasas constituirian ias etapas reguia
torias de 1a sintesis de ambosfosfoïïpidos (69).

En una segunda etapa se produce 1a transferencia de ios aminoaïcohoies
activados a1 1,206. Esta reacción está cataiizada por dos enzimas microsomaies
diferentes (11* y 14*).

Existe una ruta aiternativa para 1a síntesis de Ptd-C01 por metiiación de
1a Ptd-EA, que también da iugar a 1a Ptd-Ser.



I.3.3.3. Biosïntesis de Ptd-CMP¿_1os fosfoglicéridos acidos.

La enzimaCTszosfatidato-citidiii1transferasa (18*) cataiiza 1a sïn
2+tesis de Ptd-CMPa partir de Ptd-A y CTPy requiere Mg para su actividad.

Esta reacción gobierna 1a entrada de Ptd-A hacia la síntesis de 10s fos
foiïpidos ácidos: Ptd-Ins, Ptd-Gli y cardioiipina (70-72). Ha sido iocaiizada
en microsomas y mitocondrias de diverso origen anima] y vegeta] (62,73-75) y

también se detectó esta actividad en núcleos de neuronas aunque asociada a 1a
membrana externa, 10 que sugiere que proviene dei RE (24). En menor cantidad

también se encuentra en 1a membrana piasmática de higado de rata (62).

Las enzimas mitocondria] y microsoma] difieren en cuanto a su sen

sibiiidad a detergentes. La enzima microsomai se inactiva en presencia de
detergentes de] tipo de] Tritón X-100, mientras que 1a mitocondria] no se ve

afectada (76). Por otra parte se ha demostrado que aigunas formas bacterianas
de esta enzima requieren para su actividad 1a presencia de detergentes no
iónicos (77). Es posibie entonces, que 1a sintesis de Ptd-CMPmitocondriai sea
efectuada por una enzima de tipo procariótico, distinta de 1a enzima de] RE.

Se ha estudiado 1a infiuencia de fosfatidato exógeno y unido a
membranas (generado en este caso por 1a acción de fosfoïipasa D) y se deter

minó que 1a enzima tiene mayor afinidad por e] segundo y que in vivo opera muy

por debajo de su capacidad máxima (78). Experimentos reaiizados jn_ 111131
mostraron que 1a enzima no tiene especificidad por distintas especies de Ptd-A
(72). Sin embargo en hígado de rata y en cerebro bovino se encontró que ias
principaïes especies de Ptd-CMPeran de tipo 1-estearoi1-2-araquidoni1-g]ice
rol (20,79). Esta composición no se encontraba especiaimente en 1as especies

de Ptd-A pero era muy simi1ar a ias especies predominantes de Ptd-Ins. Si bien
fue sugerido que 1a CTP:fosfatidato-citidi1i1transferasa seieccionarïa espe
cies de Ptd-A ricas en dicha composición (80), posteriormente se encontró en

microsomas de higado de rata una enzima que cataiiza 1a adición de una
moiécuïa de ácido graso a 1a especie 1iso-Ptd-CMP (CDP-monoaciigiiceroi)

(reacción 23*). Esta enzima tiene preferencia por araquidoniï-CoA, con 10 que

sugerirïa que ias especies 1-estearoi1-2-araquidoni1 se formarïan por deaciia
ción y reacilación (81). Thompsony MacDonaldpurificaron casi a homogeneidad
esta enzima (araquidonii-CoA-CDP-monoaci191iceroi-aciitransferasa) y verifi



caron su marcada especificidad por el dador araquidoni1—CoA y el receptor

iiso-Ptd-CMP (82). Estos haiiazgos permiten establecer una nueva vïa de sïn
tesis para estas especies de Ptd-CMP.

A diferencia de bacterias, 1a detección de Ptd-dCMP en céiuias

eucarióticas ha sido generaimente infructuosa (18,20,79). Sin embargo, tanto
en mitocondrias de hígado de rata (22) como en neuronas de cerebro de conejo

(23)se encontró sintesis de Ptd-dCMP, determinada mediante 1a incorporación de

(3H)dCTPa1 iiponucieótido. En 1a sección III de esta Introducción se presen
tarán ias evidencias obtenidas en 1infocitos humanosestimuiados con fitohe

magiutinina (PHA)que demuestran que estas céiuias sintetizan Ptd-dCMP.
Comohemos visto anteriormente, en céiuias eucarióticas e] Ptd-CMPse

utiiiza para 1a sintesis de Ptd-Gii, cardioiipina y Ptd-Ins (70-72). La sin
tesis de ios dos primeros se reaiiza fundamentaimente en ias mitocondrias
(83,84). La Ptd-Gii-P-sintetasa es una enzima integra] de 1a membranainterna
de 1a mitocondria, a1 iguai que 1a enzima que sintetiza 1a cardioiipina.

Davidson y Stanacev demostraron que este üitimo compuesto se sintetiza a par
tir de Ptd-Gii y Ptd-CMP (85), 10 que constituye una diferencia con 1a

biosïntesis de cardioiipina en bacterias.
La sintesis de Ptd-Ins ocurre fundamentaimente en membranas de] REy

está cataiizada por 1a enzima Ptd-CMP:inosit01—fosfatidi1transferasa (19*)
(10,62,74,86), que ha sido soiubiiizada de microsomas de cerebro (87) e higado

de rata (88). La enzima de hígado depende fuertemente para su actividad dei
agregado de fosfoiïpidos exógenos y se resueive compietamente de otra enzima

que cataiiza 1a transferencia de mio-inosit01 a Ptd-Ins por una reacción de
intercambio, independiente de Ptd-CMP (86,88,89). Ambas enzimas tienen

distinto pHóptimo y requerimientos iónicos y sóio 1a primera (19*) participa

en 1a sintesis gg_ggvg de Ptd-Ins (89).
Los poïifosfoinosïtidos Ptd-Ins-4P y Ptd-Ins (4,5)P2 se sintetizan

por fosforiiación secuencia] dei Ptd-Ins. La Ptd-Ins-guinasa (24*) es una
enzima Mgz+-dependiente que cataiiza 1a formación de Ptd-Ins-4P a partir de
Ptd-Ins y ATP(90,91). Se iocaiiza fundamentaimente en 1a membrana piasmática

(92,93) y menbranas asociadas como 1a de ios gránuios cromafines de 1a méduia
adrena] (94).

Una segunda quinasa, Ptd-Ins-4P-guinasa (25*), también dependiente de



M92+, cataiiza la síntesis de Ptd-Ins (4,5)P2, usando como dador de] grupo
fosfato a1 ATP (95).

En los gióbuios rojos ambas quinasas están 10ca1izadas en 1a membrana

p1asmática y son activas soiamente de] 1ado citopiasmático (96). En e1 tejido
cerebrai, sin embargo, 1a Ptd-Ins-4P-quinasa es una enzima soiubïe (95).

1.3.3.3.1. Degradaciónde poïifosfoinositidos.

Como se mencionó anteriormente, ios poiifosfoinosïtidos son muy
Iábiies lo que dificuita en gran medida su extracción y cuantificación.
Existen en las céiuias fosfomonoesterasas que actúan en sentido inverso a ias
quinasas que fosforiïan Ptd-Ins (97,98) por 10 cua] estos compuestos se ha11an

en un equiïibrio contïnuo de síntesis y degradación:

ATP ATP 1 ZDG

14x 24. 5 ’Ptd-Insr Ptd-Ins-4P/ Ptd-Ins (4,5)P
"s37/ \4{ 2

P_ P_ InsP3'I 1

Estas quinasas (1,2) y fosfomonoesterasas (3,4) constituyen dos
"cicïos fütiies de función desconocida", a través de 10s cuaies 105 grupos
fosfato de ias posiciones 4 y 5 de] inositol son constantemente agregados y
removidos. Esto representa un gasto metabóiico muy importante. Como veremos

más adeïante, 1a ocupación de determinados receptores por su correspondiente

agonista saca a1 Ptd-Ins(4,5)P2 de] cicïo, activándose una fosfodiesterasa
(fosfoiipasa C, 5) que io c1iva a D-mio-inosito1-1,4,5-trifosfato (InsP3) y
sn-l,ZDG (99). Comoveremos, estos compuestos pueden funcionar como mensajeros

intraceiuiares siendo degradados rápidamente y utiiizados para 1a re-sïntesis
de Ptd-Ins.

Existen otras fosfodiesterasas capaces de hidroiizar Ptd-Ins y
Ptd-Ins-4P; aün no se ha estabiecido ciaramente si se trata de distintas

Ca2+-dependientes y generaimente citosóiicasisoenzimas. Todas eilas son

(100), sin embargo en cerebro 1a actividad ha sido iocaïizada en 1a membrana
piasmática (101).

E1 netaboiismo de fosfoinosïtidos es sumamente compïejo y es tema
de profundos debates. La intención de esta sección es dar un panorama genera]



de] mismoy señaïar aïgunos conceptos.
Comohemos visto, 1a síntesis de Ptd-Ins ocurre fundamentaimente en

e] retïcuio endopiasmático, mientras que 1a de ios poiifosfoinosïtidos ocurre
casi exciusivamente en 1a membrana piasmática. Esto supone un novimiento de

ias moiécuias de Ptd-Ins desde un sitio hacia ei otro. Micheii sugirió, en

1975, que esto se 11evarïa a cabo por proteinas transportadoras de Ptd-Ins
(102), por anaiogïa con 10 que sucede con e] transporte de otros fosfoiïpidos
desde e] REa 1as mitocondrias y viceversa (103).

Por otra parte, si bien 1a membranapiasmática puede sintetizar
Ptd-A a partir de 1,206, 1a distribución subceiuiar de 1a
CTP:fosfatidato-citidi1iitransferasa sugiere que ei Ptd-A deberia ser simi
Iarmente moviiizado desde 1a nembrana piasmática a1 RE para compietar 1a re

sïntesis de Ptd-Ins. Sin embargo, e] transporte de ambos fosfoiïpidos a través
de proteínas transportadoras que funcionen entre 1a membrana p1asmática y ei
RE no ha sido aün convenientemente demostrado (100).

1.4. Contro] gg_la_biosintesis gg_fosfoglicéridos por drogas anfifï1icas.

Los cationes anfifïïicos, a1 interactuar con ias membranasbioiógicas
pueden nndificar 1a dirección dei metaboiismo de giiceroïïpidos.

Las primeras observacones datan de 1963 cuando se observó que 1a ciorpro

mazina (CPZ), un derivado de 1as fenotiazinas, aumentaba 1a incorporación de

(32P) a Ptd-A y Ptd-Ins (104). Posteriormente se ha demostrado que otras feno
tiazinas, asï como antidepresivos de tipo imipramina, anestésicos iocaies,
fenfiuoramina y sus derivados, morfina, 1evorfan01, propranoio] y otros bio
queantes {3-andrenérgicos promueven 1a sintesis de fosfoiïpidos acïdicos en
diversos tejidos (105,106).

Hauser .y coi. estudiaron e] efecto de] propranoioi sobre 1a glánduia

pineai de rata .y observaron que por efecto de esta droga se estimuiaba 1a

incorporación de (3219) y (14C)glicer01 a Ptd-A, Ptd-CMP, Ptd-Gii, DPG y
Ptd-Ins, mientras que 1a incorporación de estos precursores a ios fos
fogïicéridos neutros estaba disminuida (18,106).

Estas observaciones permitieron postuiar que e] mecanismo comün de todos
estos efectos seria 1a inhibición de 1a enzima fosfatïdico-fosfohidroiasa

(FFH) que, como vimos, actüa en un punto de ramificación donde 1a síntesis de



giiceroiïpidos neutros diverge de ios 1ïpidos derivados dei Ptd-CMP.

Este mecanismo fue confirmado con ensayos in vitro donde se demostró que
muchos de estos compuestos inhiben 1a actividad de FFH (107,108). En 1a Figura

IV se observa que, como resultado de dicha inhibición, e] Ptd-A se utiiiza

fundamentaimente a través de] Ptd-CMPpara 1a síntesis de Ptd-Ins, Ptd-Gii y
DPG.

Los cationes anfifiiicos promueven1a síntesis gg novo de fosfolïpidos
acïdicos ya que 1a mayoría de eiios estimuia 1a incorporación de (14C) o

(3H)giicer01 a estos fosfoglicéridos (18,105,109). Esto representa una
diferencia con e] efecto que producen otros compuestos que, actuando a través
de receptores apropiados, estimuian e] "turnover" de fosfoinosïtidos. En estos
casos se observa un aumento en 1a incorporación de (32P) a Ptd-A y Ptd-Ins sin

disminución en 1a incorporación de "arca en ios fosfogiicéridos neutros y con
poco cambio en 1a incorporación de giiceroi radioactivo (105,108).

A pesar de que las drogas que re-dirigen 1a síntesis de novo de fos
fogiicéridos tienen una variedad de efectos terapéuticos, fisicoquïmicamente
son nuy simiiares ya que todas poseen una región hidrofóbica y un grupo amino
primario o sustituido que iieva una carga neta positiva. Esta naturaieza
anfifïlica 1es permite interactuar con ios fosfoïïpidos aniónicos de ias
membranas ce1u1ares.

Se ha demostrado en microsomas de hígado de rata que 1a inhibición de 1a

FFH por 1a CPZ es competitiva con respecto a1 fosfatidato y resuita de 1a

interacción de nniécuïas de fosfatidato cargadas negativamente con 1a droga
catiónica. La neutraiización de] Ptd-A con CPZ impedirïa que e] primero sea
buen sustrato para 1a enzima (110).

Para1e1amente a 1a inhibición de 1a FFH, 1a CPZ estimuió 1a actividad de

1a CTszosfatidato-citidi1i1transferasa. Aparentemente, e] efecto sobre esta
enzima reside en 1a capacidad de 1a CPZ de reempiazar a ios iones M92+

ciaies para su actividad. Este es un ejempio de cooperatividad positiva entre
, esen

drogas catiónicas y cationes bivaientes (110).

Existen ejempios, sin embargo, donde estas drogas antagonizan ios efectos
de cationes bivaientes. Por ejempïo, 1a enzima que c1iva e] Ptd-Ins en 1in

2+ e inhibida por CPZ (111). Un resuitado simiiar se
obtuvo con propranoioi en membranas de retina (112).

focitos es activada por Ca



Brindley y col. han propuesto que 1a interacción de drogas anfifïiicas
catiónicas con e] fosfatidato sea 1a causa que explique aigunos efectos far

macoiógicos de estas drogas (113):
1) La inhibición de 1a FFH y ei consiguiente descenso en 1a veiocidad de

síntesis de triaciigiicéridos puede estar re1acionada con ias propiedades
hipoiipidémicas y adeigazantes de la fenfiuoramina y sus derivados.

2) La redirección dei fosfatidato hacia 1a sintesis de fosfoiïpidos ácidos
puede expiicar 1a fosfoiipidosis que frecuentemente se observa 1uego de
tratamientos prolongados con aitas dosis de muchas de estas drogas. Las
mismas estimuian 1a sintesis de fosfolïpidos aniónicos que son 1uego

transportados junto con ias drogas a ios iisosomas. Aiiï, 1a presencia de
1a droga unida a ios iipidos impediria 1a acción de fosfoiipasas que nor
maimente degradan estos fosfoiipidos. La fosfoiipidosis se produciría
entonces por dos motivos: 1°) una aumentada síntesis ¿3; ¿Engl de fos
foiïpidos ácidos y 2°) una deficiente degradación a nivei de ios iisosomas
(113).

Los cationes anfifïiicos generaimente interfieren con fenómenos de
membrana c0mo movimiento, fusión, permeabiiidad, transporte y función de

2+ juega un ro] importante y posibïereceptores (114); en todos eiios ei Ca

mente varios de estos fenómenos estén mediados por 1a hidróiisis de fos
foinosïtidos.

E1 efecto antagonista con e] Ca2+ puede expiicarse en parte por 1a
interacción de estas drogas con 1a caimoduiina, 10 que modifica ias propieda
des de esta moiécuia (115).

Ademásde inhibir 1a hidrólisis de fosfoinositidos en aigunos tejidos
(111,112), muchos de estos compuestos inhiben 1a actividad de una proteín
quinasa Ca2+ y fosfoïipido dependiente (PK-C), que posibiemente esté invo
1ucrada en 1a transducción de mensajes extraceiuiares (116).

1.5. Metaboiismogg_ios nucieótidos de citidina.

En ias secciones precedentes se ha puesto e] énfasis en ei ro] de 10s
nucieótidos de citidina en 1a biosintesis de fosfogiicéridos. En efecto, se ha
visto que e] CTP y e] dCTP se utilizan en 1a síntesis de Ptd-CMP y Ptd-dCMP

respctivamente, mientras que el CTP intreviene también en 1a activación de



colina y etanoTamina necesaria para 1a sintesis de Ptd-Col y Ptd-EA.
Los nucTeótidos de citidina se utiTizan tanbien en 1a biosïntesis de Tos

ácidos nucTeicos. El CTP es uno de Tos sustratos de Ta síntesis de] ácido

ribonucTeico (RNA)junto con 1a adenosina trifosfato (ATP), guanosina trifos
fato (GTP)y uridina trifosfato (UTP), que en conjunto constituyen el pooT de
ribonucTeósidos trifosfato (rNTPs) ceTuTar.

ET dCTP interviene en 1a biosïntesis de] ácido deoxiribonucTeico (DNA),

siendo Tos otros deoxinucTeósidos trifosfato (dNTPs) que participan en dicha
síntesis e] dATP,dGTPy dTTP(timidina trifosfato).

Veremos ahora cómo se forman Tos pooTes ceTuTares de CTP y dCTP. Existen

dos vias de síntesis para cada nucTeótido: i) 1a vïa de rescate y ii) 1a vïa
2m

i) La 1ïg_dg rescate es aqueTTa que permite 1a re-utiTización celuïar de
Tos nucTeósidos circuTantes. En e1 caso de 1a deoxicitidina (dCyd) ésta es

fosforiTada intraceTuTarmente por una quinasa especifica: 1a dCyd quinasa,
dando como producto e] dCMP (deoxicitidina monofosfato) que es Tuego fos

foriTado por otras quinasas nmnos específicas (pirimidin-quinasas) para dar
dCDPy dCTP. La citidina (Cyd) sigue un camino simiTar.

AmbosnucTeósidos entran a 1a cé1u1a por un proceso de difusión facili
tada, es decir mediada por un transportador o "carrier". Este sistema es
saturabTe y no requiere energia metabóTica para funcionar. Cuandoe] transpor
tador se satura e] nucTeósido puede entrar por difusión pasiva.

Existen evidencias que indican que e] transporte y eT metaboTismo de
ambos nucTeósidos son procesos separados. Por ejempïo, mutantes de céTuTas
L1210 (céTuTas Teucémicas rurinas) que carecen de dCyd quinasa pueden

transportar dCyd (117). ATgo simiTar ocurre en gTóbuTos rojos humanos, que

carecen de Tas quinasas de nucTeósidos pirimidïnicos y sin embargo se ha

demostrado que Tos mismos penetran por difusión faciTitada (118).

ii) La gig gg M es aqueHa por 1a cua] e] aniHo pirimidïnico se
construye a partir de compuestos más simpTes. La via comienza con 1a conden

sación de ácido aspártico y carbaminoïT fosfato y a través de sucesivas reac
ciones se sintetiza uridina nnnofosfato (UMP). Su producto fosforiTado, UTP,
es e] sustrato para 1a síntesis de CTP, cataTizada por 1a enzima
CTP-sintetasa; Ta reacción es comosigue:



UTP + NH3 + ATP -—-——-———-——>CTP + ADP + Pi

Las céiuias eucarióticas utilizan giutamina como fuente de grupo amino
y, dado que este aminoácido es inestabie, ios medios de cultivo son usuaimente
supiementados con este compuesto.

La síntesis de novo de ios deoxinucieótidos ocurre por reducción de Ios
ribonucieótidos difosfato y es cataiizada por 1a enzimma ribonucieótido
reductasa.

E1 sistema enzimático que interviene en 1a reducción de CDP a dCDPes

simiiar en E. coii y céiuias eucarióticas y es conocido como sistema de la
tioredoxina. La tioredoxina es una proteína azufrada que en presencia de
tioredoxina-reductasa y NADPHse reduce. La tioredoxina reducida es utiïizada

para reducir ei hidroxiio de 1a posición 2 de 1a ribosa. La reacción es cata

1izada por 1a ribonucieótido-reductasa y como productos se obtienen dCDPy
tioredoxina. E1 sistema compieto requiere cuatro proteínas: tioredoxina,
tioredoxina-reductasa, Bl y 82; estas üitimas son dos subunidades de 1a ribo
nucieótido reductasa (119).

Con ei uso de anticuerpos monocionaies y técnicas de inmunohistoquïmica
se ha demostrado que esta enzima es citopiasmática y se encuentra fundamen
talmente en ei reticuio endopiasmático (120).

Las céïuias poseen mayor cantidad de rNTPs que de dNTPs. Por ejempio, e]

pool de CTP en céiuias L1210 en creimiento iogarïtmico es de 280

pmoies/lxlo6 céiuias mientras que ei poo] de dCTPes de 62 pmoies/lxlO6 céiu
las (121).

Si bien 1a repiicación de] DNArequiere cantidades aproximadamente
equimoïares de ios cuatro dNTPs, 1as céiuias eucarióticas poseen distintas
cantidades de ios mismos. En genera] se ha observado que e] nás abundante es

e] dCTPy e] que está en menor proporción es e] dGTP (121-123). Peter Reichard

ha estudiado e] comportamiento de ios pooies de dNTPs en distintas 1ïneas
ceiuiares en cuitivo (122). Sus observaciones indican que 1°) ias céiuias que
se dividen tienen mayor cantidad de dNTPsque ias céiuias en reposo y 2°) e]

poo] que más aumenta en cuitivos sincronizados es 91 de dCTPy su aumento se
correlaciona con 1a síntesis de DMA.Esenciaimente a ias mismas conciusiones

arribaron otros grupos (121,123).
Existen evidencias que indican que e1 poo] de dCTP está



compartimentaiizado; con respecto a ios otros dNTPs ios resultados son

confiictivos (124). La compartimentaiización de] poo] de dCTPqueda eviden

ciada con el siguiente ejempio: Nicander y Reichard incubaron fibrobiastos de

ratón con cantidades isotópicas de (3H)timidina (dThd), (3H)Cyd y (3H)dCyd y

observaron que 1a veiocidad de sintesis de DNAera nayor cuando se utiiizaba

(3H)dThd o (3H)Cyd como precursor que cuando se utiiizaba (3H)dCyd. Si bien 1a

actividad especifica de] pooi de dCTP marcado con (3H)Cyd o (3H)dCyd no

variaba mucho, 1a cantidad de (3)dCMP incorporado a1 DNAera mayor cuando se

incubaba con (3H)Cyd y era simiiar a 1a cantidad de (3H)dTMPincorporada
(125).

Estos resuitados sugieren que existen dos pooies de dCTP, uno de 10s

cuaies, e] que proviene de 1a sintesis de novo por reducción de] CDP, es ei
que se utiiizarïa para 1a sintesis de DNA.Por otra parte, en ei mismotrabajo
se conciuyó que existiría un 5610 pooi de dTTP.

1.5.1. Metaboiismogg la arabinosil-citosina.

La arabinosii-citosina o 1-(3-D-arabinofuranosi1-citosina (ara-C) es un
anáiogo de 1a deoxicitidina que se uti1iza como agente antineop1ásico por su
potente acción inhibitoria sobre 1a sintesis de DNA.Está bien estabiecida su
utiiidad en 1eucemias agudas, particuiarmente mieioides, soia o en combinación
con otras drogas (126-127). En 1a Figura V se muestra su fórmuia estructurai.
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La arabinosa es un epïmero de 1a ribosa que difiere en 1a posición de]

hidroxiio de] carbono 2. Este hidroxiio, que está ausente en 1a dCyd, causa

una obstrucción estérica que impide 1a rotación de 1a base pirimidïnica aire
dedor de 1a unión nucieosïdica. Comoconsecuencia, 1as bases de poiiarabino

nuc1eótidos no pueden apiiarse correctamente.
Como1a nayorïa de 10s antimetaboïitos purïnicos y pirimidïnicos, e]

ara-C debe ser activado intrace1u1armente para ejercer su acción antitumora1.
Cuando entra a 1a céiuia, utiiizando e] transportador de 1a dCyd, e] ara-C es

fosforiiado por 1a dCyd-quinasa para dar ara-CMP (128) que es 1uego fos

foriïado por otras quinasas para dar ara-CDP y ara-CTP. Este üitimo es e1

metaboiito activo que inhibe 1a síntesis de DNA(129).

Por su anaiogïa con e] dCTP, e1 ara-CTP inhibe competitivamente a ias

DNApoiimerasas ce1u1ares (130), aunque 1a constante de afinidad para e] inhi
bidor es muy simiiar a 1a Kmpara ei dCTP(131). La concentración intraceïuiar

de dCTP en céïuïas 1eucémicas en crecimiento iogarïtmico es de] orden de

10'5M; cuando esas céiuïas se exponen a muybajas concentraciones de ara-C, se

produce una significativa inhibición de 1a síntesis de DNAa una concentración

intrace1u1ar de ara-CTP de] orden de 10'7M (131). Estos resuïtados indican que

1a inhibición de 1a DNApolimerasa por ara-CTP no es e] principe] mecanismo

por ei cua] este anáiogo inhibe 1a síntesis de DNAig_!jjgb
Se ha propuesto también que 1a inhibición de 1a síntesis de DNAse pro

duce por intercaiación de] ara-CTP en e] DNA(132) y en aïgunos casos este

evento se ha correiacionado con 1a pérdida de 1a capacidad de crecimiento
ce1u1ar (133). Sin embargo todavía no hay acuerdo sobre si es esa 1a causa

primaria que 11eva a 1a muerte ce1u1ar por ara-C.

Dado que 1a nnyorïa de 1as acciones dei ara-C se relacionan estrecha

mente con 1a biosïntesis y función de] DNA, se 1o considera un agente

específico que actúa en 1a fase S de1 cicïo ce1u1ar (134).

1.5.1.1. Mecanismosgg_resistencia gl_ara-C.

Muchos tejidos normaies, asï como aïgunos tumores no susceptibïes a1

ara-C tienen aitas concentraciones de Cyd-dCyd-deaminasa, enzima capaz de con
vertir e] ara-C a su metaboïito no tóxico: arabinosiï-uraciïo (ara-U). La
reiación ded-quinasa/dCyd-deaminasa es un factor clave para determinar 1a



susceptibiiidad de ios tejidos a1 ara-C (135). Se ha identificado un potente y

aparentemente irreversibie inhibidor de 1a deaminasa: tetrahidrouridina (l36).
compuesto que aumenta 1a vida media piasmática de] ara-C. Sin embargo no se ha

determinado si 1a inhibición de 1a deaminasa provoca un cambio favorabie en e]

indice terapéutico de] ara-C. Parece probabie que tejidos norma1menteprotegi
dos por 1a Cyd-dCyddeaminasa sufrirïan efectos desfavorabïes si se administra
1a combinación de ambas drogas.

Otro método para prevenir este tipo de resistencia es diseñando
anáiogos de] ara-C con aita actividad de sustrato para 1a dCyd-quinasa y poca

afinidad por 1a deaminasa. En ese sentido se ha demostrado que con 1a admi

nistración de derivados fosfoiipïdicos de] ara-C: ara-CDP-dipaïmitina y
N4-pa1mitoï1-ara-C se obtienen. muy buenos indices terapéuticos en tumores
experimentaies (137,138). Esto se debe a que, además de ser naios sustratos

para 1a deaminasa, estos compuestos actúan como drogas de iiberación pro
iongada.

Otra causa de resistencia ce1u1ar a1 ara-C resuita de mutaciones que

conducen a una deficiencia en 1a actividad de 1a dCyd-quinasa. De esta manera

1as céiuias tienen disminuida 1a capacidad de retención de] ara-C y generan
poco ara-CTP, e1 metaboiito 1eta1. Se ha identificado una mutante de este tipo

en céiuias derivadas de una 1eucemia promieïocitica humana (HL-60) que

requiere 1.000 veces más ara-C que ias céïuïas sa1vajes para obtener una inhi
bición de] 50%de] crecimiento ceïuiar (139).

Otras mutaciones que provocan resistencia a1 ara-C son 1as que causan
aïteraciones en 1a DNApo1imerasa-ct, enzima responsabie de 1a sintesis repii
cativa de] DNA. Por ejempio, se ha verificado que 1a enzima purificada de

pacientes con 1eucemia 1infob1ástica aguda es más resistente a 1a inhibición
con ara-CTP que 1a enzima purificada de pacientes con 1eucemia mieiobïástica
aguda (140). Estos ha11azgos podrian expiicar por qué e1 ara-C es más efectivo
en e] tratamiento de ias ieucemias no ïinfocïticas.

Finaimente, existe 1a posibiiidad de que mutaciones que 11even a una
alteración en e] transportador de dCyd provoquen resistencia ai ara-C. Este
tipo de resistencia, asï comoaigunas de ias mencionadas anteriormente, pueden
ser corregidas con 1a administración de aitas dosis de ara-C ya que en esa
situación este anáiogo puede entrar por difusión simpïe.



II. TRANSÜUCCION E SEÑALES EXTRACELULARES MEDIADAS P0_R L_A HIDROLISIS g

FOSFOINOSITIDOS

E1 comportamiento de las céiuias en diferentes momentos está gobernado por
sistemas de señalización que traducen información externa en un iimitado

repertorio de señaies internas, denominadossegundos mensajeros.
Los receptores de 1a superficie ceiuiar funcionan comoantenas moïecuiares

detectando información externa (hormonas, factores de crecimiento,
neurotransmisores o 1uz) que 1uego es transducida y ampiificada por 10s segun

dos mensajeros; éstos, a su vez, controian numerosos procesos ceiuiares taies
comometaboiismo, secreción, contracción, fototransducción y crecimiento celu
iar.

E1 interés en e] campo de 1a transducción de señaïes está creciendo ace

ieradamente por muchas razones, entre ias cuaies 1a posibiiidad de que un des
baiance de segundos mensajeros sea 1a responsabie de 1a cancerización ce1u1ar

es de suma importancia.

E1 sistema de señaiización que utiiiza AMPccomo segundo mensajero es

quizás ei más conocido.

Existe otro sistema de señaiización que invoiucra ei nmtaboiismo de fos
foinosïtidos en su mecanismo de transducción.

Las primeras observaciones fueron reaiizadas por Hokin y Hokin (141)
quienes descubrieron que 1a estimuiación dei páncreas con acetiicoiina provo
caba un aumento en 1a incoporación de (32P) a Ptd-A y Ptd-Ins. En ese mismo

tejido verificaron que 1a incorporación de (3H)Ins a1 Ptd-Ins también estaba
aumentada (142). Iniciaimente no se sabía si 1a marcación incrementada se

debia a un aumento en 1a síntesis de novo de Ptd-Ins o a un aumento de 1a
veïociad de recambio de este fosfoiïpido. La respuesta provino dei mismo

grupo, cuando verificaron que en cortes de cerebro e] aumento de incorporación
de (32P) y (3H)Ins a1 Ptd-Ins no estaba acompañada por un aumento en 1a incor

poración de giiceroi radioactivo, indicando que en esas circunstancias habia
un recambio sóio de 1a porción fosforii-inositoi de 1a nniécuia y que 1a por
ción digiicérido era re-utiiizada para 1a síntesis de Ptd-Ins (143).

La observación que por efecto de un agonista se estimuiaba ei cataboiismo

de Ptd-Ins fue iuego generaiizada para una gran variedad de tejidos en
respuesta a numerososestímuios extraceiuiares (99,102,144,145).



Durei] y co]. sugirieron que este metaboiismo estimuiado (conocido también

como 1a "respuesta de Ptd-Ins") podría ser parte de 1a función de receptores
(146) mientras que Micheii propuso que e] metabolismo de fosfoinosïtidos
estaba invoiucrado con e] modo de acción de aqueiios agonistas que eievaban e]
Ca2+intraceiuiar (102).

Si bien esta hipótesis no es aceptada universaimente (147), ias numerosas
2+ y estimuian ei turnovercoincidencias entre ios agonistas que moviiizan Ca

de fosfoinositidos (144), asi comolos controies de negativos (receptores que
no moviiizan Ca2+no estimuian 1a hidrólisis de fosfoinosïtidos) han iievado a

aceptar que e] Ca2+ y ios fosfoinosïtidos están íntimamente conectados.
Berridge y c01. demostraron que ei nexo que une a ios fosfoinosïtidos y e1

Ca2+es e] Inosit01-1,4,5 trifosfato (InsP3) (148).
Este compuesto se genera por 1a hidróiisis de Ptd-Ins (4,5)P2 en 1a cara

interna de 1a membranapiasmática por 1a acción de una fosfodiesterasa que es
activada a través de 1a ocupación de un receptor por su correspondiente
agonista.

Originaimente se pensaba que sóio ei Ptd-Ins era hidroiizado, pero nás
recientemente se encontró que ios tres fosfoinosïtidos pueden ser degradados
por una fosfodiesterasa para formar 1,206 y uno de Ios inositoi fosfatos (Fig.
VI). Sin embargo, sóio 1a hidróiisis de Ptd-Ins(4,5)P2 genera InsP3 que fun
ciona como segundo mensajero. Los inositoi fosfatos son rápidamente degradados

a inositoi por inositoi-fosfato fosfatasas y este compuestoes utiiizado para
1a re-sintesis de Ptd-Ins. Este compuesto se halla en equiiibrio con e]
Ptd-Ins-4P y e] Ptd-Ins(4,5)P2 a través de un cicio de quinasas y fosfatasas
que mantienen a ios poiifosfoinosïtidos en una muy baja concentración

(Ptd-Ins:5-7% frente a Ptd-Ins-4P:1% y Ptd-Ins(4,5)P2:0,4% de ios fosfoiïpidos
totaies).

E1 1,206 puede seguir dos caminos: puede ser hidroiizado por iipasas para
dar monogiicérido y iuego araquidonato y giiceroi o bien ser fosforiiado por
1a 1,206 quinasa para dar Ptd-A. E1 Ptd-A es 1uego convertido a Ptd-Ins a

través de 1a formación de Ptd-CMP, compietando de esa nanera e1 "cicio de]
Ptd-Ins".

E1 InsP3 y 1,ZDG funcionan como segundos mensajeros de manera anáioga a

como 10 hace e] AMPC, es decir, i) su producción se inicia por agonistas
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especificos, ii) son potentes activadores de otras reacciones ceiuiares
actuando en nuy baja concentración y iii) son rápidamente degradados a com

puestos inactivos. En la Tabia I se presenta una resumen de ios tejidos que

responden a estimuios externos a través de 1a hidróïisis de Ptd-Ins (4,5)P2.
E1 arquidonato, que se genera en 1a nnyorïa de ias céiuias pero no en

todas, es también considerado un segundo mensajero. Es e1 precursor obiigado
de 1a sintesis de eicosanoides, famiiia de compuestos que inciuye a 1as

prostagiandinas, tromboxano y leucotrienos que median o moduian una gran

variedad de funciones ce1u1ares (149). Si bien muchos de estos compuestos
cump1en con los requisitos de segundos mensajeros, a diferencia de ios

anteriores tienden a actuar sobre céïuias vecinas más que intraceiuiarmente.
Por otra parte, existen numerosas evidencias que indican que e] araquidonato

puede activar por si mismo ciertos procesos ce1u1ares, particuiarmente 1a

iiberación de GMPCque acompaña 1a hidróiisis de fosfoinositidos en numerosos
sistemas ce1u1ares (100,102,145).

Existen varias maneras de determinar que e] cicïo descripto en 1a Figura
VI tiene 1ugar. Históricamente, como ya se ha mencionado, se utiiizó e]
aumento en 1a incorporación de precursores radioactivos a1 Ptd-A y Ptd-Ins.
Con e] advenimiento de técnicas más precisas de separación ha sido posibie
observar aumentos en 1a marcación de Ios poiifosfoinosïtidos. Más recien

temente se ha iogrado medir directamente 1a producción de ios inositoi
fosfatos soiubies; esto se ha conseguido gracias a1 descubrimiento que e]
Li+ inhibe 1a inositoi-l-fosfato fosfatasa (177,178). De esta manera se pro
duce una acumuiación de InsP y una disminución de inosito] iibre 10 que impide
que e] reciciaje de inosito] tenga 1ugar. La ampiificación de 1a acumuiación

de inositoi-fosfatos provocada por e] Li+ constituye una herramienta muyüti]
para medir 1a degradación de fosfoinositidos (178).

II.1. Formación de Inositoi 1,4,5 trifosfato ¿_ moviïización de 932+.
Perspectiva histórica.

Se sabe desde 10s tiempos de Ringer, hace más de cien años, que ei

Ca2+ es esencia] para 1a contracción dei corazón (150). Comenzando con 105

ciásicos trabajos de Katz sobre 1a iiberación de acetiicoiina en terminaies
nerviosos (151), ha sido aparente que muchas respuestas evocadas por agonistas



TabTa l. Tejidos .329 responden a_ estimuios externos 5551 gn_ cambio gn_ la

hidróTisis de Ptd-Ins(4,5)P2 (Ref. 148).

Tejido EstimuTo

Múscuïo Iiso de iris de conejo
Cerebro
Parótida
Páncreas

Hígado

GTánduTa saTivaT de moscarda

PTaquetas sanguíneas

GangTio simpático

CéTuTas de tumor pituitario, GH3

Corteza adrena]

IsTotes pancreáticos
Neutrófiios
CéTuTas Teucémicas, HL-60

Leucocitos
CéluTas TinfobTastoideas T

Basófiios Teucémicos

FibrobTastos 3T3

Fotoreceptores
Huevos de erizo de mar

AcetiTcoTina*

AcetiTcoTina*

Aceti]coTina*, sustancia P*
Aceti]co]ina*, careuTeina*

Adrenaïina, ATP vasopresina*,an
giotens1na, factor de act1vac1on
pTaquetario

Serotonina* (5-hidroxitriptamina)

ADE,trombina*, factor de activa
C1on pTaquetario

Vasopresina*
Hormonade Tiberación de tirotrofina

Angiotensina
GTucosa

F-met-Teu-phe
F-met-Teu-phe*

Leucocidina de pseudomona
PHA

Antïgeno*

PDGF*,bombesina*, vasopresina*
Fotones*

Espermatozoides

La hidr61isis de Ptd-Ins(4,5)P2 fue usuaTmente medida siguiendo cambios en 1a
distribución de (3H)Ins o (32P). *:

tos en 1a formación de InsP3.

sistemas donde se describieron Tos aumen

Efifl; fitohemagTutinina; PDGF: factor de crecimiento derivado de pTaquetas;
F-met-Teu-Ehe: formiTmetionii-1euci1-feni1a1anina.



utilizan el Ca2+ como segundo mensajero. En efecto, se observaba que la
2+ extracelular e incrementos en la conrespuesta fisiológica requería Ca

centración de Ca2+ intracelular derivado de reservorios tanto intracelulares
comoextracelulares.

En un estudio realizado sobre una gran variedad de tejidos que mostraban

la respuesta de Ptd-Ins, Michell notó que el necanismo de estímulo-respuesta
2+ como segundo mensajero (102). Teniendo enen estos tejidos involucraba al Ca

cuenta que en la mayoría de los tejidos estudiados hasta ese momento la
respuesta de Ptd-Ins era parcial o totalmente independiente del
Ca2+ Ca2+extracelular y que los ionóforos de provocaban respuestas
fisiológicas pero no la hidrólisis de Ptd-Ins, Michell propuso la hipótesis de

2+ celularque la hidrólisis de Ptd-Ins antecedïa a la elevación de Ca

sugiriendo que la hidrólisis de Ptd-Ins abría "compuertas para Ca2+" en la
membranaplasmática (102).

Esta hipótesis fue avalada durante algunos años particularmente por los
trabajos de Fain y Berridge en la glándula salival de moscarda (blowfly) donde

la estimulación con S-hidroxitriptamina (serotonina) causaba una pérdida de
2+ a las células epiteliales (152,153).Ptd-Ins y una entrada de Ca

Hasta hace poco tiempo, la hipótesis de las "compuertas para Ca2+" fue
motivo de considerables controversias. Estas se basaban en el hecho de que en

algunos tejidos la respuesta de los fosfoinosïtidos, usualmente la de Ptd-Ins,
2+ 2+ como el A23187 estimues Ca -dependiente (154). Asimismo, ionóforos de Ca

lan, en algunos casos, la hidrólisis de fosfoinosïtidos, generalmente la de
Ptd-Ins, sugiriendo que en dichas situaciones la hidrólisis de fosfoinosïtidos
debería ser secundaria al aumento de Ca2+ intracelular (Ca2+c).

El debate se complicó aün más por el hecho de que la(s)
fosfoinosïtido-fosfodiesterasa(s) son Ca2+-dependientes (ver sección
I.3.3.3.1.). Lo que parece surgir de los datos actualmente disponibles es que
bajo condiciones fisiológicas de pH y fuerza iónica, la concentración de
Ca2+ requerida para el clivaje fosfodiesterásico de al menos

Ptd-Ins(4,5)P2 está a nivel o por debajo de la concentración intracelular del
Ca2+ en reposo (aprox. 0,1 pM). De esta manera, el Ca2+c no es un factor limi

tante para el clivaje de Ptd-Ins(4,5)P2 (155-156). En ese sentido, un antecen
dente que apoya esta afirmación lo constituyó el hecho de que en hepatocitos



estimuiados con vasopresina, 1a hidróiisis de Ptd-Ins(4,5)P2 precede cambios
2+ extraceiuiar (176).en Ptd-Ins y es independiente dei Ca

A pesar de que ios detaiies de 1a propuesta inicia] de Micheii sobre ei

compromiso de] Ptd-Ins en 1a apertura de "compuertas para e] Ca2+" en 1a

menbrana piasmática eran incorrectas, se ha nantenido ei concepto de que una
función de] metaboiismo aceierado de fosfoinosïtidos es eievar ei

Ca2+ intraceiuïar y que éste es un nexo esencia] en numerosos mecanismos de
estimuïo-respuesta (157,158).

Se ha demostrado que en aqueiios tejidos que responden con 1a hidróiisis

de fosfoinositidos, 1a fuente inmediata de Ca2+c es intraceiuiar y proviene
de] reticuïo endopiásmico (159-161). Este pooi intraceiuiar de Caz+' que es
iiberado a1 citoso] en e] término de segundos, es denominado habituaimente

"disparo" o "gati11ado" de Ca2+ (trigger Ca2+). Su iiberación es continuada,
tiempo más tarde, por un infiujo de Ca2+ extraceiuïar (157) que nantiene 1a

respuesta a tiempos mayores y tiende a reponer e] pooi de Ca2+c que ini
cialmente se agota por e] gatiiiado.

Es obvio que se necesita un mensajero para transferir 1a información

desde e] receptor en 1a membrana piasmática a1 iugar de 1iberación de Ca2+c.

Cuando Berridge encontró una muyrápida iiberación de InsP3 a1 estimuiar

gïándu1as sa1iva1es de moscarda con serotonina (162) sugirió que e] InsP3 era
ei segundo mensajero para 1a moviiización intrace1u1ar de Ca2+. PosteriormenteÁ

se determinó que si e] InsP3 es agregado a céïuïas permeabiiizadas hay uña
rápida 1iberación de Caz+ (163-166). La concentración de InsP3 requerida para
iiberar e] 50%de] Ca2+ está en e] orden de 0,1-1 pM (163-166). No hay iibera

ción con Inst, InsP o con Inositoi-1,2—fosfato cïciico (compuesto inter
mediario de] c1ivaje de Ptd-Ins (167)) (148,163). E1 Inositoi 1,4,5 trifosfato
es capaz de 1iberar Ca2+ cuando se agrega directamente a microsomas de

páncreas (159), higado (160) y de un insuiinoma de rata (161) y no iibera
Ca2+de fracciones mitocondriales (159-161).

Teniendo en cuenta todo 10 expuesto, más ias numerosas evidencias que

indican que ei sitio principai de ciivaje de] Ptd-Ins es ei reticu1o
endop1ásmico (168-171) y que e] Ptd-Ins es 1a fuente principa] de 1,20G y ara

quidonato (172), Hokin propuso recientemente una secuencia de eventos esquema
tizada en 1a Figura VII (100). Según ésta, 1a interacción de un agonista con
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su receptor provoca la ruptura de Ptd-Ins(4,5)P2 en la nembrana plasmática
liberando al medio intracelular InsP3; éste gatillará la salida de Caz+ de] RE
que a su vez estimulará la hidrólisis de Ptd-Ins. El 1,20G asï formado es

sustrato para una diglicérido-lipasa que libera araquidonato, mientras que el
1,ZDGque se genera en la membrana plasmática es posiblemente utilizado para
la sintesis de Ptd-A. En ese sentido, se ha encontrado que preparaciones

aisladas de membranaplasmática de linfocitos al ser estimuladas con PHAesti
mulan la incorporación de (32P)-ATP a Ptd-A (102).

No queda claro aün si el metabolismo de fosfoinosïtidos juega algún rol

en la entrada de Ca2+ extracelular. Se ha propuesto que el Ptd-A generado en
la membrana plasmática pueda actuar como ionóforo de Ca2+ (173). El ácido

lisofosfatïdico generado por la acción de una fosfolipasa A2 también ha sido
propuesto como ionóforo en plaquetas (174). Sin embargo, ni el Ptd-A ni el

lisoPtd-A se comportan como ionóforos de Ca2+ en liposomas de Ptd-Col (175).

11.2. Acumulacióndg_l¿g Diacilglicerol x_activación gg_la_protein-guinasa g,

El otro producto primario de la hidrólisis diesterásica de los fos
foinositidos es el 1,206. Este compuesto se eleva transitoriamente al estimu
lar la ruptura de los fosfoinositidos en plaquetas (179), páncreas (172),
células cebadas (180), fibroblastos 3T3 (181), células pituitarias (182) y
hepatocitos (183).

En 1979, Nishizuka y col. encontraron que en una protein-quinasa inde
pendiente de nucleótidos ciclicos previamente aislada del citosol de cerebro
de rata (184) podia ser activada por fosfolïpidos aniónicos (de los cuales la
Ptd-Ser es indispensable) en presencia de Ca2+ (185). En un trabajo siguiente
el grupo mostró que cantidades micromolares de 1,20G disminuïan dramáticamente

el Kmaparente para el Ca2+, de tal manera que en esas condiciones la enzima
mostraba una máximaactividad con concentraciones basales de Ca2+ (186). Este

hallazgo implica que un mecanismo de control que aumenta los niveles de 1,206

(comoes la hidrólisis de los fosfoinositidos) podria activar una protein
quinasa celular sin una movilización previa de Ca2+ o AMPc(187).

La enzima, denominada protein-quinasa C (PK-C) está presente en todos

los tejidos de mamíferos y otros organismos (188). Se ha sugerido que la PK-C
es citosólica y que la enzima encontrada en fracciones particuladas está solo



adsorbida a e11as. Sin enbargo, en aigunos casos se requiere detergentes
(O,2-0,4% de Tritón X-lOO) para removeria (188).

En nmchos tejidos su actividad excede ampiiamente 1a actividad de 1a

protein-quinasa AMPc-dependiente (PK-A) cuando se 1as ensaya sobre un mismo

sustrato. Consiste en una única cadena poiipeptïdica de 67 KDde peso mo]ecu—

1ar, con dos dominios funcionaies que pueden ser separados por proteasas

especiales: uno de eiios es hidrofóbico y e] otro es hidrofilico y 11eva 1a
actividad cataiïtica (189,190).

Se ha verificado que drogas anfifïiicas de] tipo de 1a CPZ, imipramina,
anestésicos iocaies y otros compuestos que interactúan con fosfoiipidos inhi

ben 1a actividad de PK-Cin vitro, compitiendo con 10s fosfoïïpidos pero no
con e] Ca2 o 1,206 (116,191). Si bien estos compuestos bioquean 1a actividad

de caimoduiina, 1a PK-C es independiente de CaM(192).

Castagna y co]. encontraron que e1 promotor tumora] TPA
(tetradecanoiiforboï acetato) puede sustituir a1 1,20G comoactivador de PK-C,

actuando a concentraciones 1.000 veces menor que e] 1,206 y provocando 1a fos

foriïación de varias proteinas ce1u1ares (193). Estudios de co-purificación
sugieren fuertemente que 1a PK-Ces e] receptor ce1u1ar para e] TPA (194).

Existen aigunas evidencias que indican que parte de 1a reguiación
fisioiógica de 1a PK-C impiica su unión a 1a membrana piasmática ya que se ha

verificado que e] TPAcausa una rápida disminución de 1a enzima citosóiica y
un correspondiente aumento en 1a cantidad unida a 1a membrana p1asmática
(157,192).

La transferencia de 1a PK-C de] citosoi a 1a membrana piasmática

pondria a 1a enzima en contacto con su activador fisioiógico, e1 1,ZDG, y con
105 fosfoiïpidos aniónicos, esenciaies para su actividad.

Una pregunta que cabe formuïarse es si 1a activación de 1a PK-C por e]
TPAes 1a responsabïe de 1a promoción tumora] ejercida por este compuesto. Se

sabe que, mientras que e] 1,ZDG es rápidamente destruido 1uego de su produc
ción, proveyendo 5610 una seña] transitoria, ios ésteres de forboi no son

fáciimente metaboiizabies 10 que impïica un estado contínuo de estimuiación.
E1 necanismo de carcinogénesis quimica es actuaimente caracterizado como

un proceso muitifacético que incluye a1 wenos dos fases: iniciación y promo;
giga (195). La iniciación se 11eva a cabo por 1a apïicación de dosis subcar



cinogénicas de carcinógenos químicos (ej. dimetilbenzantraceno). Los tumores
se desarroïlan por 1a aplicación repetida de otro compuesto no carcnogénico
(ej. TPA). Dicho compuesto promueve 1a cancerización de] tejido ya iniciado en

ei proceso (196). La capacidad tumorigénica de ios ésteres de forbo] ha corre
1acionado bien con su capacidad de activar a 1a PK-C (193,197). Por otra

parte, e1 ácido retinoico y sus derivados han demostrado ser efectivos
antipromotores, inhibiendo 1a tum0rigénesis inducida por ésteres de forbo] en
sistemas epidérmicos de ratón (198). E1 retina] es un inhibidor de 1a proteín
quinasa C (199).

II.3. Formacióngg_araquidonato 1_ggs metaboiitos

En p1aquetas (155), miniióbuïos pancreáticos (172) y otros tejidos (200)

existe una 1iberaci6n agonista-dependiente de ácido araquidónico; 1os estudios
11evados a cabo en páncreas sugieren fuertemente que 1a estimuïación de 1a
hidróïisis de fosfoinositidos genera arquidonato via 1a acción secuencia] de
1a fosfoïipasa C (que produce 1,ZDG)y 1a diincérido 1ipasa. Se considera que
en 1a mayoria de 1as cé1u1as e] araquidonato proviene en un 50-75% de esta

via. E1 resto proviene de 1a acción de una fosfoïipasa A2 que actúa sobre
distintos fosfoïïpidos. En p1aquetas esta enzima actüa sobre Ptd-Col, Ptd-EAy
Ptd-Ins (201).

La fosfo1ipasa A2 tiene baja afinidad por e1 Ca2+ por 10 que se presume
se activaría como consecuencia de 1a e1evación de] Ca2+

hidróïisis de fosfoinosïtidos (100). También se describió una fosfo1ipasa
A2 que actúa sobre Ptd-A en p1aquetas (202). Sin embargo, posteriormente se
determinó que 1a trombina produce liberación de araquidonato antes de detectar
aïgün aumento de Ptd-A (203).

E1 araquidonato es e] precursor obïigado para 1a sintesis de prosta

c provocada por 1a

gïandinas (PG) y otros eicosanoides (149). Dado que 1as enzimas que sintetizan
estos compuestos están contïnuamente activas en 1as cé1u1as, 1a producción de
eicosanoides está determinada por 1a cantidad de araquidonato disponib1e
(155,172). Este, a su vez, es función de 1a concentración de 1,20G y de 1a

ve1ocidad con que es utiïizado por 1a 1,20G-quinasa o 1a 1,ZDG-1ipasa.

En e] páncreas, 1a e1evaci6n de araquidonato producida vïa 1a hidróïisis
de fosfoinosïtidos es varios órdenes de magnitud mayor que 1a e1evaci6n de



PGEZy PGFZ provocada por ei agonista (172). Por esta razón se piensa que e]
araquidonato tendría otras funciones además de regular 1a producción de eico
sanoides.

Micheïl notó, en 1975, que en una gran variedad de tejidos que

respondïan a estímuios extrace1u1ares con 1a hidróiisis de fosfoinosïtidos,
10s niveies de GMPcïc1ico estaban también eïevados, no asï ios niveles de

AMPc. Se ha encontrado que e) araquidonato y otros ácidos grasos activan 1a

guaniiato ciciasa (204,205) sugiriendo que este compuesto moduia 1a con
centración de GMPccuando ias céiuias son estimuiadas por un agonista.

Si bien e) Ca2+

de) mismo previene e] aumento de GMPcy porque ios ionóforos de Ca

ha sido invoiucrado en este efecto, porque 1a privación
2 producen

e) mismoefecto que ios agonistas sobre este nucieótido (204), parece probabie

que ese efecto sea 1a consecuencia de 1a dependencia de 1a fosfoiipasa A2 y

probabiemente también de 1a DG-iipasa por este catión (100,206).
Se ha postuiado que e1 GMPcgenerado por 1a acción de) araquidonato fun

cionaria como una seña] negativa para 1a hidróiisis de fosfoinosïtidos
(100,192), proveyendo un contro] por retroaïimentación que prevendria 1a
sobre-respuesta de 105 receptores.

II.4. Interacciones sinergïsticas entre la 1L1_ggl_1¿{diaciigiiceroi x_lg_ggl
Inosito) 1,4,5 trifosfato.

Un sistema de señaïización que se bifurca, como e) de 1a hidróiisis de
fosfoinosïtidos, provee una gran versatiiidad para su contro).

Comohemos visto, una ruta fosforiïa proteinas a través de 1a activación
de 1a PK-C por 1,206 y 1a otra ruta activa reacciones dependientes de CaMa
través de aumentos en 1a concentración de Ca2+

2+
c generados por e] InsP3.

Aigunos efectos de) Ca , sin embargo, no están nediados por CaM, como

por ejempïo 1a activación de fosfoïipasa A2 (207).
E1 sinergismo entre ias dos rutas ha sido demostrado estimuiando cada

via por separado con sustancias que no interactúan con ios receptores
especificos. Asï, por ejempio, ionóforos de Ca2+ como e) A23187y análogos dei

1,206 como e] OAG(1-olei1-2-aceti1 gïiceroi) o 1os ésteres de forbo), que
producen aumentos en a1 Ca2+c y activación de PK-C respectivamente, han sido

herramientas muy ütiies para evaiuar e) sinergismo de 1as dos rutas en una



respuesta ceiuiar dada.
En 1a mayoria de 10s casos, cada agente por separado es incapaz de pro

ducir una respuesta fisioïógica máxima, aunque sï 10 hacen ambos actuando en

conjunto (192,208-210). Esta afirmación es váiida para 1os procesos de secre

ción observados en piaquetas, neutrófiïos, hígado, páncreas, médu1a adrena] y
cé1u1as cebadas (100).

Otro punto de contro], que podría expiicar 1a versatiïidad de 1as
respuestas fisio1ógicas, podría ser 11evado a cabo por un c1ivaje indepen

diente de 1os tres fosfoinosïtidos. En e] caso de 1a ruptura de Ptd-Ins 0

Ptd-Ins-4P habria formación de 1,20G pero no InsP3. Esto enfatizarïa 1as rutas
de 1,206 y araquidonato, y podria justificar 1a presencia de distintas fos
fodiesterasas (Ca2+-dependientes 1as que c1ivan Ptd-Ins y Ptd-Ins-4P y
CaZ-independiente 1a que c1iva Ptd-Ins(4,5)P2 (100).

Se ha observado que 1a estimu1aci6n de ambas rutas metabóïicas, ya sea

con ionóforos de Ca2+ (211) o con ésteres de forbo] (211,212), aumenta gran

demente ]a formación de Ptd-Ins4P y Ptd-Ins(4,5)P2, estos resuitados sugieren
que tanto e] 1,2DG como e] Ca2+ podrían funcionar como retroa1imentadores

positivos de su propia síntesis incrementando 1a formación de Ptd-Ins(4,5)P2,
necesario para e] funcionamiento dei receptor. Este tipo de reguïación tiene
mucha importancia si se piensa que 1a concentración de poiifosfoinosïtidos en
1a membrana pïasmática es sumamente baja.

Un probiema que no ha sido aciarado tota1mente en 1a formación de

InsP3 y 1,206 es cómo 105 receptores en 1a membrana p1asmática están conec

tados con 1a Ptd-Ins(4,5)P2 fosfodiesterasa. Se ha sugerido que 10s agonistas
inducirïan un cambio conformaciona1 en e] receptor, 1o que perturbarïa 1a

membrana1o suficiente como para hacer accesibïe e] Ptd-Ins(4,5)P2 a 1a fos
fodiesterasa (213). Aiternativamente, esta enzima podría estar conectada a1
receptor a través de una proteína que une GTP, ta] como ocurre en e] mecanismo

que vincuïa 1os receptores a 1a adeni1ato-cic1asa (214,215).
Las primeras indicaciones que sugirieron que una proteina que une GTP

estaría involucrada en 1a transducción de señaïes que impiican hidróïisis de
fosfoinosïtidos y movi1izaci6n de Caz+ fueron las observaciones que e] GTP
aumenta 1a afinidad de noradrenaïina por receptores cil (216) y de carbacoï
por receptores muscarïnicos (217).



Un víncuïo más directo surgió de trabajos sobre piaquetas per
meabilizadas, donde tanto el GTPcomo sus anáiogos no hidroiizabies aumentan

1a sensibiiidad del mecanismo secretor a1 Ca2+ (218), aparentemente por for

mación de 1,20G (148).

Se ha sugerido que e] producto de] proto-oncogen ceiuiar ras, p21, pro

teïna de nembrana capaz de unir e hidroiizar GTP (219,220) pueda funcionar

vinculando ios receptores con 1a Ptd-Ins(4,5)P2 fosfodiesterasa (148). En
apoyo a esta hipótesis se ha encontrado que e] factor de crecimiento epidér

mico (EGF) aumenta 1a unión de GTP a 1a p21"as (221), sugiriendo que e] pro

ducto dei gen ras puede interactuar con receptores de membrana.

Cabe agregar que también se ha invoiucrado a 1a p21 con 1a activación de
1a adenilato-ciciasa en 1evaduras (222).

Otras interacciones entre ios nucieótidos cïciicos y 1a hidróiisis de
ios fosfoinosïtidos sugieren que ambos mecanismosde transducción están conec

tados. En piaquetas, por ejempio, e] AMPctiene un narcado efecto inhibitorio
sobre 1a hidróiisis de fosfoinosïtidos (168), generaimente interpretado como
una inhibición de 1a fosfodiesterasa pero iguaimente probabïe como una acción
sobre ias quinasas o ias fosfomonoesterasas que controian e] nive1 de

Ptd-Ins(4,5)P2 (148). También se han reportado efectos simiiares de ios
ésteres de forbo] (presumiblemente actuando como anáiogos de 1,20G) sobre 1a

sensibiiidad de receptores que activan a 1a adeniiato-ciciasa (223).

II.5. Crecimiento ce1u1ar x_oncogene .

Se sabe desde hace muchos años que ios mitógenos provocan cambios

tempranos en e1 nmtaboiismo de fosfoinosïtidos. En efecto, Fisher y Mbeiier
(61) informaron hace más de 15 años que 1a PHAestimuiaba 1a incorporación de

(32P) a Ptd-Ins y Ptd-A en una pobiación mixta de iinfocitos humanos a1 cabo

de 3 min de incubación, mientras que 1a sintesis de] resto de ios fosfoiïpidos
ceiuiares comenzaba a verse afectada recién a Ios 30 min. Por otra parte, 1a
mayoría de ios efectos estimuiatorios de 1a PHAcomo aumento de síntesis de
proteínas, transpOrte de sustancias y síntesis de DNAentre otras, no ocurrïan
sino a1 cabo de varias horas y aün días de estimuiación (224). Más recien

temente se ha observado que dicho evento está precedido por una nuy rápida

hidrólisis de Ptd-Ins(4,5)P2 (225).



En concordancia con estas observaciones, se ha señaïado que una gran

variedad de mitógenos (226,227) y factores de crecimiento (228) estimu1an e]
metaboïismo de fosfoinosïtidos.

E) descubrimiento de] InsP3 como segundo mensajero ha contribuïdo a 1a

comprensión de aqueiïos aspectos de) crecimiento ce1u1ar que dependen de 1a

moviiización de Caz+ de reservorios intraceïuïares. Por otra parte, e] ro) de
1a PK-C en la transducción de señaïes extraceïuïares y su sinergismo con e)

Ca2+ han permitido proponer que e] 1,20G y e) InsP3 funcionan como segundos
mensajeros controïando los principaïes eventos iónicos imp1icados en 1a proïi
feración ceiuiar. Dichos eventos se muestran en 1a Figura VIII.

E) 1,20G generado en e] pïano de 1a nembrana p1asmática actúa estimu

1ando a 1a PK-C que, como ya mencionamos, es e) sitio probabïe de acción de

ios promotores tumoraïes. Dado que 10s ésteres de forbo) pueden activar un

sistema intercambiador Na+/H+ (229), se ha propuesto que e) 1,ZDGactüa de 1a

misma manera, incrementando e] pH citopiasmático (145,148).

Este sistema intercambiador, que se encuentra en 1a nembrana p1asmática
está siiencioso en cé1u1as quiescentes, pero puede ser activado por e] suero o
factores de crecimiento aumentando e1 f1ujo de Na+ hacia 1a cé1u1a y acidifi

cando e] medio extraceiuïar (sin bicarbonato); con e) uso de) indicador
fiuorescente de pH quin 1 se ha verificado 1a correspondiente a1ca1inizaci6n
de) citopïasma (230). Este mecanismo es inhibido por e] amiïoride y sus deri
vados, y se ha observado que, en determinadas ocasiones, estos compuestos b10—
quean 1a iniciación de 1a proïiferación ce1u1ar (231).

E) incremento de pH ce1u1ar es un rasgo característico de 1a acción de

mitógenos y factores de crecimiento y se piensa que cumpïe un importante pape)
en 1a estimuiación de] crecimiento ce1u1ar (230-232).

E1 Ca2+ ha sido 1argamente imp1icado en 1a pro1iferaci6n ceïuïar
(233-235), particuïarmente por 1a observación que en 1infocitos, e) A23187
podía imitar ios efectos de 1a PHA(234,235). Posteriormente se demostró que
este ionóforo aumenta también e) pH citopïasmático, actuando probabïemente
sobre 1as mitocondrias (230).

E) incremento de Ca2+c que ocurre cuando 1as cé1u1as son estimu1adas con

factores de crecimiento (232,236) o durante 1a ferti1izaci6n (237) depende de

1a hidróiisis de Ptd-Ins(4,5)P2 que genera InsP3 y éste a su vez promueve 1a
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1,2 QE, Ins 3 1_Erote1nas oncogenicas.

E1 esquema representa una integración de 105 modeïos propuestos por Berridge
(148) y Macara (245).
Las transformaciones químicas se han indicado con 1ïneas 11enas, 1as de regu
1aci6n con Iïneas punteadas. Las proteínas oncogénicas están subrayadas.
1: Ptd-Ins, 2: Ptd-Ins-4-P, 3: Ptd-Ins(4,5)P2; FDE:fosfodiesterasa (fosfo1i
pasa C).



saiida de Ca2+de reservorios intraceiuiares (RE). Esto se ha verificado incu

2+ extraceiuiar, 1a mayoría de ios efec
2+

bando ias céiuias en ausencia de Ca

tores provoca un aumento transiente de Ca c que precede a1 aumento de pH
(236).

La acción de factores de crecimiento (PDGF, b0mbesina y vasopresina)

sobre fibrobiastos 3T3 resuitan en una aumentada formación de 1,206 (181) e

InsP3 (238,239).
En fibroblastos de hamster estimuiados con trombina se ha observado un

efecto similar (240). En este sistema, sin embargo, e] efecto mitogénico de 1a

trombina persiste aün cuando se bioquea 1a iiberación de InsP3 con bajas con
centraciones de neomicina. Concentraciones mayores de este antibiótico, que
impiden e] ciivaje de ios tres fosfoinositidos, resuitan en una inhibición de

1a sintesis de DNA. Estos resuitados sugieren que 1a seña] de Ca2+c generada

por e] InsP3 no es necesaria para 11evar a cabo e] efecto mitogénico de 1a
trombina, mientras que 1a producción de 1,ZDGes indispensabie. De esta manera

1a activación de 1a PK-C jugaría un ro] centra] en 1a mitogénesis provocada
por 1a trombina.

Un avance fundamenta] en 1a comprensión de Ios fenómenos que conducen a

1a división ce1u1ar y su contro] resultó de 1a observación que Ios productos
de varios oncogenes pueden estar imp1icados en esta cascada de eventos (Figura
VIII).

1°) E1 producto dei oncogen v-sis es simiiar, sino idéntico a1 PDGF(241,242).
La producción de aitas concentraciones de este factor podría 11evar a una
división descontroiada de ias céiuias.

2°) E1 oncogen v-erb-B codifica una proteina nmy simiïar a1 receptor de EGF
pero carece de 1a porción de 1a moiécuia que reconoce a1 factor (243).

Esto representa un receptor truncado que estaria activado independien
temente de 1a presencia de su 1igando.

E1 EGF estimuia ei metaboiismo de fosfoinosïtidos en aigunos tejidos
(181,235) pero no en otros (244). En base a ésta y otras observaciones Macara
propuso que en ios tejidos donde e] EGF no estimuia 1a hidrólisis de fos

foinosïtidos, actúa en 1a progresión de 1a respuesta mitogénica (245) (ver "ás
adeiante).



3°) Los productos de ios oncogenes v-src (246) y v-ros (247) tienen actividad

de iïpido-quinasa in vigía e in vivo. E1 producto de v-ros (pp68V‘r05)
fosforiia Ptd-Ins para formar Ptd-Ins-4P y e] producto de v-src

(pp60V‘5rC) fosforiia también Ptd-Ins-4P y 1,20G para formar

Ptd-Ins(4,5)P2 y Ptd-A respectivamente. La transformación de fibrobiastos

CO" 105 Virus URZV'rOS y RSVV'SrC condujo a una formación aumentada de

InsP3 e Inst con e] primero (247) asï como a una incorporación aumentada
de (32m a Ptd-Ins-4P, Ptd-Ins(4,S)Pg y Ptd-A con ei segundo (246).

En un trabajo reciente se encontró que ia PK-C fosforiia in_vivg e in
vitro a 1a pp60V'5rCy a su contraparte ceiuiar pp60c'5rC en un sitio novedoso
(serina 12) que no es utiiizado por otras serin/treonin-quinasas y se discute
1a posibilidad que esta fosforiiación constituya un factor de reguiación nega
tivo para 1a proteina ceiuiar pero no para 1a proteína transformada (248).

Si bien 1a pp60 y pp68 tienen actividad de tirosin-quinasas, asï comoios
productos de otros oncogenes y ios receptores de PDGF,EGFe insuiina, numero

sas evidencias indican que este tipo de fosforiiaciones no juegan un ro] esen
cia] en e] contro] de 1a proiiferación ceiular (245). Sin embargo, 1a posibie
existencia de rutas aiternativas a ias descriptas en 1a Figura VIII, a1 menos
para e] PDGF,no permiten descartar esta posibiiidad.

4°) Diversos mitógenos como 1a Con A en 1infocitos (249) y PDGFy FGF (factor

de crecimiento derivado de fibrobïastos) en fibrobiastos (249,250), acti
van 1a expresión dei proto-oncogen c-myc. En céïuias normaies, 1a expre
sión de este oncogen ocurre transitoriamente cuando ias cé1u1as entran a1
cicio ce1u1ar (251).

2+ producenSe ha verificado que ios ésteres de forbo] y ios inóforos de Ca
un aumento en 1a expresión de c-myc en fibrobiastos de ratón y que 1a com

binación de ambos provoca un efecto aditivo (252). Estos resultados sugieren
que los dos eventos iónicos generados por 1a hidróiisis de fosfoinosïtidos,

2+c y pHc, pueden estar invoiucrados en 1a expresión de c-mycaumento de Ca

(245,252). hhcara propuso, además, que ei aumento de Na+ provocado por 1a

activación dei transportador Na+/H+podría también jugar un roi en este pro
ceso (245).

Recientemente se ha demostrado que ei gen c-myc es transcripto a gran



velocidad en fibroblastos quiescentes en Go, aunque los RNAmson muy
inestables y se degradan rápidamente (253). En este trabajo los autores
demuestran que los factores de crecimiento regulan la expresión de c-myc a

nivel post-transcripcional, probablemente inhibiendo la degradación de los
mensajeros.

El producto del gen c-myc es una proteína nuclear de 60KDde peso nnlecu

lar que tiene la propiedad de unirse al DNA(254). Su función hasta ahora es

desconocida pero se podría pensar que su presencia desencadenarïa la expresión
de otros genes necesarios para la proliferación celular. En ese sentido, cabe
mencionar los trabajos realizados en fibroblastos humanosestimulados con PDGF

(255). En dicho trabajo los autores demuestran que, si bien el PDGFestimula
la hidrólisis de fosfoinosïtidos y la expresión de c-myc, la desensibilización
de la ruta de la PK-C por exposición prolongada con esteres de forbol inhibe

la inducción de c-myc pero no el efecto Initogénico del PDGF. Dado que la
desensibilización con los ésteres de forbol no afectó la actividad de tirosin

quinasa del receptor de PDGF,los autores sugieren que esta actividad podría
ser clave en la respuesta mitogénica del PDGFllevada a cabo por esta ruta
alternativa. El modelo que proponen se encuentra esquematizado en la Figura

IX. Este modelo difiere un poco del anterior fundamentalmente por el hecho de
que el EGFen fibroblastos humanos estimula la expresión de c-myc (255).

Es interesante señalar que durante la diferenciación de células leucémicas
que poseen una alta expresión de c-myc (HL-60 y una línea celular proveniente

de una eritroleucemia), se ha observado una disminución precoz en la expresión
de este oncogen (256,257), precedido por una disminución en los niveles de
1,ZDG (257).

5°) No queda claro aün cuál es el rol del oncogen ras en los mecanismos de

transducción que llevan a la proliferación celular. Como mencionamos
anteriormente, Berridge ha sugerido que este gen controlarïa el vïnculo
entre los receptores y la polifosfoinosïtido-fosfodiesterasa.

Macara propone, por el contrario, que el producto del gen ras intervendrïa
en otra ruta metabólica que conduce al mantenimiento de la respuesta
mitogénica. En apoyo a esta hipótesis se ha verificado experimentalmente que
el gen ras no induce la expresión del gen c-myc (258).
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Tabia El, Resguesta gg fibrobiastos gI}_ggiescentes g_mitógenos

_ Efecto sobre e] Efecto sobre Actividad Actividad
Mitogeno turnover integca 10 de _ de __

de Ptd-Ins Na /H competenc1a progre51on

Suero ++ ++ ++ ++

pDGF ++ ++ ++ 

FGF ++ (ref. 252) ++ ++ 

Insu1ina - (j) - - +
EGF — (++) + +

PGFZ ++ 2 ++* _*

Vasopresina ++ ++ ++* _*

Bradiquinina ? ++ ++* -*
Trombina ++ ++ ++* -*

Vanadato + ++ ++* -*

TPA Imita a 1,206 ++ ++* -*

++ significa gran aumento, + aumento menor pero significativo, - sin efecto,
(j) aumento en aïgunos tipos celuïares, (++) gran aumento en cé1u1as de car
cinoma A431, ? no hay información, * agentes que no han sido estudiados por e]

método de Sti1es y co]. (259,260) pero que son sinérgicos con insu1ina y EGF
para estimuiar 1a mitosis (Ref. 245).



E1 modelo de Macara, incluido en 1a Figura VIII, propone que ios factores

de crecimiento que estimuian ei metaboiismo de fosfoinosïtidos y expresión de
c-myc inician a 1a céiuia en 1a respuesta mitogénica (ruta de competencia)

pero ias células sólo pueden progresar hacia 1a sintesis de DNAsi están pre
sentes otros factores como las somatomedinas o e] EGFque, actuando a través

de otro Mecanismo permiten 1a progresión de ias mismas hacia 1a síntesis de
DNA(ruta de progresión) (245).

Esta proposición está basada en ios resuïtados obtenidos por Stiies y co].
quienes observaron que e] efecto mitogénico de] suero sobre fibrobiastos de

ratón 3T3 se debia a 1a acción sinergista de dos grupos de factores: un primer
grupo, representado por ei PDGF otorgaba a ias céiuias un estado de

"competencia" para repiicar su DNApero 1as mismas no progresaban hacia 1a

fase S de] cicio ceiuiar a menos que se agregaran factores de crecimiento con

tenidos en un suero pobre en piaquetas. Este segundo grupo de factores, repre
sentados por 1a somatomedina C, tenia muy poca actividad de competencia pero

era indispensabie para 1a "progresión" de ias céiuias competentes hacia
estadios más avanzados que cuiminaban en 1a sintesis de DNA(259,260).

En 1a Tabia II se muestran ias caracteristicas de 1as respuestas de
distintos mitógenos sobre fibrobiastos 3T3 y que apoyan e] modeio de Macara.

Cabe agregar que 10s experimentos sobre fibrobiastos humanos (Figura IX)
se reaiizaron en presencia de insuiina y transferrina (255). La diferencia
principai con e] modeio de 1a Figura VIII, es que en este sistema e] PDGF

induciria "competencia" por un mecanismo distinto a 1a hidróiisis de fos
foinosïtidos.

11.6. Inhibidores de la sintesis de fosfoinosïtidos: Efecto terapéutico del
LiÏ en las psicosis ggnïaco-depresivas.

Las saies de iitio han sido y siguen siendo utiiizadas extensamente en
ias enfermedades manïaco-depresivas.

Muchas de ias drogas que mejoran o revierten esta sintomatoiogïa inter
fieren con 1a fisioiogïa de ias aminas biógenas, sugiriendo que 10s cambios
animicos asociados con ios estados de depresión o nnnïa pueden estar re1a—
cionados con 1a neurotransmisión mediada por estas sustancias (261).

Una importante contribución a 1a di1ucidación de] mecanismo de acción



dei Li+ fue aportada por A1|ison y Stewart (262), quienes descubrieron que e1
tratamiento de ratas con este catión disminuïa 1a concentración de mio

inosito] 1ibre en 1a corteza cerebra]. Estudios posteriores reveiaron que esta
disminución estaba asociada a un aumento en 1a concentración de

inositoi-l-fosfato resuitante de 1a inhibición de 1a enzima inosito1—1—fosfato

fosfatasa (177,178,263-265). Sobre 1a base de estas observaciones se ha

sugerido que e] Li ejercerïa su acción terapéutica por interferencia con e]
metaboïismo de fosfoinosïtidos que, se sabe, juegan un importante ro] en 1a
función sináptica (265).

Las dos fuentes de inositoi-l-fosfato ceiuiar son 1a giucosa (266) y 1a
ruptura de fosfoinosïtidos. A1 inhibir 1a enzima Ins-P-fosfatasa, e] Li+ puede
inhibir 1a sintesis de fosfoinositidos por una 1imitación en 1a disponibiiidad
de mio-inosit01 necesario para 1a sintesis de Ptd-Ins (ver Figura VI).

La única otra fuente de mio-inosit01 proviene de] transporte activo a
partir de fiuïdos extrace1u1ares y este mecanismoestá bastante iimitado en e]
cerebro (267) y 1os nervios periféricos (268).

De esta manera, e] tejido nervioso es particuiarmente susceptibïe a
1imitaciones en ei suministro de mio-inosit01 y ei tratamiento con Li+ provo
cará una disminución en 1a concentración de Ptd-Ins.

Berridge y co]. observaron que céïuïas de cerebro y giánduia saiivai no
estimuïadas o estimuïadas con bajas concentraciones de serotonina acumuïaban

muy poco (3H)Ins-1-P por efecto de] Li+, mientras que 1a acumuïación aumentaba

dramáticamente a medida que se incrementaba 1a concentración de agonista
(178). Estas observaciones ios 11evaron a proponer que e1 Li+ ejercerïa su
acción terapéutica interfiriendo se1ectivamente con 1a actividad de aque11as
neuronas cuyos receptores están anormaimente estimuiados. Es en dichas céïuias
donde 1a demandade mio-inosito] para 1a resïntesis de Ptd-Ins necesaria para
mantener 1a función de ios receptores debe ser necesariamente mayor. E1 trata

miento proïongado con Li+ conducirïa a una progresiva disminución en 1a con
centración de Ptd-Ins y esto 11evarïa en suma a una desensibiiización de ios

receptores que funcionan a través de 1a hidróïisis de fosfoinosïtidos (178).
Hay evidencias que sugieren que una de ias causas que 11evan a 1a depresión es
una sensibiiidad aumentada de ios receptores cerebraïes de serotonina (269).
Por un mecanismosimiiar, e] Li+ puede inhibir también 1a transmisión sináp



tica mediada por receptores muscarïnico-co]inérgicos, o(-adrenérgícos, hista
minérgicos y peptidérgicos (178). Existen evidencias de que cierta c1ase de
receptores dopaminérgicos, cuya función a1terada ha sido víncuïada con 1as
psícosis-manïaco-depresivas (270), tanbien están asociados a'l metaboh'smo de
fosfoínosïtídos (271).



III. BIOSINTESIS DE Ptd-dCMP EN CELULASEUCARIOTICAS.

III.1. Antecedentes inmediatos.

Con e] objeto de estudiar ios procesos bioquímicos que conducen a 1a

transformación y división ce1u1ar, Mordoh y Fridíender desarroiïaron un
sistema de permeabiiización que ies permitiera comparar 1a capacidad de
síntesis de DNAde linfocitos enteros y nücíeos aisïados uti1izando Ios mismos
precursores radioactivos.

Estos experimentos resuitaban imprescindibies para aciarar obser
vaciones previas que indicaban que ios nücieos aisíados de 1infocitos
quiescentes o estimuíados a proliferar con PHAeran iguaimente capaces de
incorporar deoxinuc]eósidos-trifosfatos (dNTPs) a1 DNA(272). Estas obser
vaciones sugerían que 1a poca disponibiiidad de precursores apropiados en ios
1infocitos no estimuiados podría constituír un paso 1imitante para 1a síntesis
de DNA.Sin embargo, dado que 1a veiocidad de síntesis en Ios nücieos aisíados

de Iinfocitos estimuiados era nuy inferior a 1a obtenida ill 11151, también
existía 1a posibiiidad de que dichos nücieos tuvieran una nenor capacidad de

síntesis. Este hecho podría ser atribuído principaimente a dos causas: 1a
pérdida o inactivación durante e1 aisiamiento de algunas sustancias intra
nucieares requeridas para 1a rep1icaci6n de] DNAo 1a faita de factores

citopíasmáticos que deberían ser contínuamente requeridos para e] mismo fin.
De esta manera, ei desarroiio de un sistema que 1es permitiera medir 1a incor

poración de dNTPsa céiuias enteras era esencia] para intentar contestar estos
interrogantes.

E1 sistema de permeabiiización consistía en una soïución hipotónica que

contenía: HEPES pH 7,9, C12Mg, C12Ca, ATP-Mg, ditiotreitoí y ios dNTPs. En
estas condiciones, 1as céiuias podían incorporar 10s dNTPs a 1a fracción

ácido-insoiubie aunque perdían 1a capacidad de utiiizar los deoxinucïeósidos
para 1a síntesis de DNA.

En e] curso de estos experimentos, Mordohy Fridïender observaron que

e] (3H)dCTPse incorporaba a ias cé1u1as en mayor proporción que e] resto de
105 (3H)dNTPs. La radioactividad recuperada en e] precipitado ácido insoluble
era mayor en 1as céiuias estimuladas que en 1as no estimuïadas. Esta reacción

necesitaba ATP, Ca2+ y Mg2+

Investigando e] destino dei (3H)dCTP, 105 autores pudieron demostrar
que además de incorporarse a1 DNA,10 hacía a un producto soïubie en so1ventes

para obtener una máxima incorporación (Figura X).
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orgánicos (24).
Dicho compuesto extraído de iinfocitos permeabiiizados fue nás tarde

caracterizado por Hedrano y Hordoh como fosfatidii-dCMP (25,26). En efecto, 1a

incubación de céiuias intactas con (14€)giicer01 y su posterior per
meabiiización para permitir 1a entrada de (3H)dCTP, condujo a 1a obtención de
un producto dobiemente marcado que, por hidróiisis a1ca1ina producía (3H)dCMP

y (14€)glicer01-3-fosfato.
E1 Ptd-dCMP se acumuiaba en iinfocitos permeabiiizados; sin embargo

cuando se incubaban céluias intactas con (3H)deoxicitidina (dCyd) comoprecur
sor se recuperaba muypoca radioactividad en 1a fase orgánica.

Buscando compuestos que modificaran e] metaboiismo de fosfoiïpidos, se

encontró que 1a CPZ estimuiaba enormemente 1a incorporación de (3H)dCyd a 1a

fase orgánica. Diversos procedimientos anaiïticos permitieron conc1uir que e]
compuesto sintetizado por ias cé1u1as intactas en presencia de CPZ era idén
tico a1 sintetizado por 1as céïuias permeabiiizadas (26,27).

Como vimos en 1a sección 1.4., 1a CPZ redirige 1a sintesis de gii

ceroiïpidos ácidos por inhibición de 1a enzima fosfatïdico-fosfohidroiasa. En
estas condiciones se acumuia Ptd-A y e] resto de ios fosfoiipidos que derivan
de é].

Si bien Ter Schegget y co]. habían encontrado que mitocondrias de

hígado de rata podían uti1izar dCTPpara 1a síntesis de Ptd-dCMPy que éste
podia servir comosustrato para 1a sintesis de Ptd-Gii (22), ios experimentos
arriba mencionados constituyen 1a primer evidencia de síntesis de Ptd-dCMPen
céiuias eucarióticas intactas.

Los resuitados obtenidos con CPZ y e] hecho de que e] Ptd-A agregado

exógenamente a 1infocitos intactos favorecïa 1a sintesis de Ptd-dCMPpermitió
sugerir que 1a siguiente reacción tenïa 1ugar:

Ptd-A + dCTP -—-————)Ptd-dCHP + PPÍ

La escasa detección de Ptd-dCMPen céiulas intactas y su acumulación en

céiuias permeabiiizadas sugerïan, además, que e] compuesto tenia un a1to
recambio ("turnover") y que a1 permeabiïizar se perdían ciertos factores nece
sarios para su utiiización; de esta manera e] Ptd-dCMPse acumuiaba.

En apoyo a esta hipótesis se observó que ei agregado de inosito] a



céiuias permeabilizadas provocaba una rápida desaparición de] Ptd-dCMPacumu

lado (Figura XI).
Un efecto simiiar pero de nenor uugnitud se obtenía si se incubaban

linfocitos intactos con CPZen presencia o ausencia de inosito].
Por otra parte, e] agregado de ácido araquidónico estimuiaba 1a

síntesis de Ptd-dCMP(26,27) y en experimentos de dobie marcación se demostró

que éste se incorporaba a Ptd-dCMPy Ptd-Ins (26).

Estos experimentos sugerïan, pero no demostraban que e] Ptd-dCMPpodía

ser uti1izado comoprecursor para 1a síntesis de Ptd-Ins.

III.2. Objetivos gg_lg_investigación.

En base a Ios antecedentes arriba nmncionados, existían numerosos pun
tos que debían ser investigados. Entre eiios se cuentan:

1) Precisar e] mecanismo de estimuïación de 1a CPZ sobre 1a síntesis de

Ptd-dCMP.

2) Aportar información sobre 1a identidad de 1as enzimas responsab1es de 1a
sintesis de Ptd-CMPy Ptd-dCMP. Con este propósito se uti1izaron agentes
que afectan dichas reacciones.

3) Determinar e] ro] de] Ptd-dCMPen 1a biosïntesis de Ptd-Ins y otros fos
fo1ïpidos acïdicos, asï como tratar de estabïecer una comparación con e]
conocido r01 de] Ptd-CMPen esta vía metabóïica.

4) Investigar 1as aiteraciones de 1a síntesis de] Ptd-dCMPen e] curso de 1a
diferenciación ce1u1ar.

5) Teniendo en cuenta que uno de ios sustratos para 1a sintesis dei Ptd-dCMP

es e1 dCTP(sustrato también para 1a síntesis de DNA)se decidió:

a) Investigar e] efecto de] agente antineopiásico arabinosi1-citosina
(ara-C) sobre 1a síntesis de] 1iponuc1eótido.

b) Detectar si existe aiguna interreiación entre 1a sintesis de] Ptd-dCMPy
1a de DNA.

Para 11evar a cabo estos estudios se utiiizaron distintos tipos
celuiares: timocitos de ratón, por su fáci] disponibiiidad y por su carac
teristica de estar en activa proiiferación cuando se 105 extrae de] timo,
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céiulas de Sarcoma 180 variedad ascïtica, mieiobiastos de pacientes 1eucémicos
y una iïnea ceiuïar derivada de un paciente con 1eucemia promieiocïtica aguda
(HL-60).



MATERIALES ï_METODOS

1. Céiuias ï_1ïneas ce1u1ares utiiizadas

1.1. Timocitos de ratón.

Para 1a obtención de estas céiuias se utiiizaron ratones BALB/cde 13 a

19 dïas de edad. Luego de sacrificar e] anima] con éter y extraer e] timo,

éste fue infiitrado con Medio Esencia] Minimo de Eagie (MEM),supiementado con

Hepes 20 mM(pH 7,2), glutamina 1 mM, peniciiina 10 U/m], estreptomicina 100

ug/m] (MEM-HEPES)y 10% de suero feta] bovino (FBS). Los timocitos fueron

recogidos en 10 m1 de medio de cuitivo, centrifugados a 2.000 rpm durante 10
min y resuspendidos en ei mismo medio a una concentración de

10-20 x 106 cé1./m1.

1.2. Sarcoma¿gg variedad ascïtiCa.

Este tumor experimenta] fue crecido en 1a cavidad peritoneai de ratones
Swiss aduitos. Los animaies fueron inocuiados intraperitoneaimente con
2 x 106 céiuias en un voiumen de 0,2 m1 de una soiución sa1ina de buffer de

fosfatos (PBS: C1Na 5 g/1; CIK, 0,2 g/i; P04HNa2 1,1 g/1; C12Mg. 6 HZO0,1
g/1). A1 cabo de 7 a 10 dias ei ratón fue anestesiado y e] derrame ascïtico,

que contenía céiuias en crecimiento logaritmico, fue recogido por
paracentesis. Las céiuias fueron diiuïdas inmediatamente con MEM-HEPESy 1ava

das dos veces con dicho medio de cuïtivo para eiiminar e] iïquido ascïtico.
Finaimente, ias céiuias se resuspendieron en MEM-HEPESa una concentración de
6-12 x 106 cé1./m1.

1.3. Mieiobiastos gg_pacientes 1eucémicos.

Estas céiuias fueron purificadas a partir de muestras de sangre de
pacientes con ieucemia mieioide aguda (LMA). Las muestras, ya sea de sangre

periférica o de méduia ósea, fueron suministradas por 1a Academia Naciona] de
Medicina, donde se seieccionaron ios pacientes que no hubieran recibido trata
miento quimioterápico previo. En ei cuadro siguiente se detaiia 1a nómina de
pacientes estudiados indicando sexo, edad y muestra remitida. Cabe señaiar que
en dos casos (no inciuïdos en 1a tabia), ias méduias óseas fueron apiásicas,
recuperándose insuficiente cantidad de mieiobiastos para su estudio.



Paciente Sexo Edad Muestra remitida

1) PT M 5 Sangre periférica
2) SC M 53 Méduia ósea

3) SMO M 39 Méduïa ósea

4) CR M 8 Méduïa ósea

5) LC F 4 Méduia ósea

Para e] aisïamiento de 105 mieïobiastos se procedió de 1a siguiente

manera: aproximadamente 2 In] de méduia ósea o 10 m1 de sangre periférica

heparinizadas fueron diiuïdas 1/3 con soiución fisioïógica (NaC1 0,15 M) y
sembrados sobre un gradiente de Fic011-Hypaque ( S = 1,077). Luego de centri

fugar en una centrífuga c1inica Sorva11 a 2.000 rpm durante 40 min, se tomaron
las céïuias de 1a interfase y se 1avaron dos veces con soiución sa1ina de

Hank's. Finaimente, 1as céiuias fueron resuspendidas en MEM-HEPES,a1 que se

1e agregó 10%FBS. La concentración de cé1u1as uti1izada en Ios experimentos

fue de 6 x 106 cé1./m1 para ios pacientes 1, 4 y 5 y 10 x 106 cé1./m1 para ios

pacientes 2 y 3.

1.4. Linea ce1u1ar HL-60.

Esta 1ïnea se estabieció en 1977 (273) y deriva de un paciente con 1euce
mia promieiocïtica. Las cé1u1as crecen en suspensión y se ias cultivó en Medio
Esencia] Mínimo (MEM«x ) con 10% de FBS en una estufa a 37°C, gaseada con 5%

C02. Se ias diïuyó dos veces por semana con medio fresco para mantener e]
cuïtivo en crecimiento iogarïtmico. E1 tiempo de generación de éstas céiuïas
es de aproximadamente 24 h. Usuaimente, 1a concentración de céïuias utiiizadas
fue de 4 x 106 cé1./m1.



2. Inducción de diferenciación de HL-60a neutrófiios maduros.

Los cuitivos se iniciaron con 2,5 x 105 cé1./m1, a ios que se agregó ácido
retinoico 1 mMdisueito en aicohoi absoiuto (274). La concentración fina]

usada fue de 1 uM. A1ternativamente, se indujo diferenciación con retina] 10

uM o DMSO160 mM (275). Las céiuias fueron incubadas a 37°C-5% C02 durante 6

dias, diiuyéndoias convenientemente con medio de cuïtivo con inductor a1
tercer dia de inducción. Todas 1as manipuiaciones se reaiizaron en ambiente de
penumbra para evitar 1a fotodescomposición de] inductor (ácido retinoico y
retinai).

Con e] objeto de verificar 1a presencia de céiuias diferenciadas, se
reaiizó una coioración de Nright-Giemsa (criterio morfoiógico) y un ensayo
funcionai que consiste en estimuiar 1a producción intraceiuiar de anión

superóxido (Oá‘) caracteristica de neutrófiios maduros. E1 anión superóxido se
detecta por su capacidad de reducir e] nitrobiuetetrazoiium (NBT), formando un
precipitado oscuro de formazán.

2.1. Ensayo gg_y51.

E1 ensayo se realizó con 5 x 105 céiuias resuspendidas en 0,5 m1 de PBS

que contenía 1 mg/m] de NBTy 1 ug de tetradecanoi] forbo] acetato (TPA) como

estimuiante (276). Las cé1u1as se incubaron durante 25 min a 37°C, a1 cabo de

ios cuaies se extendieron sobre un portaobjetos. Una vez secas a1 aire y fija
das con acetona-formaidehido (10 min a -20°C), se coIorearon con

Wright-Giemsa. Las céiuias positivas son pequeñas, de nücieo picnótico,
segmentado o en cayado y presentan granuiaciones negro-azuiadas en su
citopiasma, correspondientes a ios depósitos de formazán. Las cé1u1as negati
vas presentan 1a morfoiogia típicamente bïástica, son céiuias más grandes, con
núcleo redondeado donde es posibie visuaiizar ei nucieoio. Su citopiasma pre
senta granuiaciones azurófilas y no se ven depósitos de formazán.

La observación microscópica se reaïizó con un microscopio Zeiss modeio
Standard, utiiizando un objetivo de inmersión (100 x).

2.2. Coioración de Nriqht-Giemsa.

Se resuspendieron 10 x 106 céiuias a coiorear en 0.1 m1 de PBS y se
extendieron en un portaobjetos iimpio y desengrasado. La fijación se reaiizó
por inmersión de ios preparados en una soiución de acetona-formaidehido, 3



gotas cada 50 m1 de acetona (277), durante 10 min. a -20°C. La coioración de
Wright se reaiizó por inmersión de ios preparados en una soiución de coiorante
de Wright (0,25% en metanoi) diiuido 1:3 en buffer fosfato de potasio 0,06 M

pH 6,8. A1 cabo de aproximadamente 4 min Ios preparados se 1avaron con agua de

1a cani11a y se sumergieron en coiorante de Giemsa (Lowens) diiuido a1 4% en

agua por otros 4 min. A1 finaiizar 1a coioración se iavó nuevamente con agua
corriente.

3. Preparación de fracciones subce1u1ares.

3.1. Aisiamiento 1_purificaci6n de nücïeos.

Se utiiizó e] método descripto por Fridïender y co]. (272) con aigunas
modificaciones. Se partió de 6 x 108 cé1u1as de Sarcoma 180, obtenidas como se

describió en ei punto 1.2. Después de lavarïas dos veces con PBS, las cé1u1as

se resuspendieron en 10 m1 de buffer fosfato de potasio 10 mM, pH 6,5, C12Mg
10 mMy se dejaron 20 min a 4°C, Luego se homogeneizó con 40 goipes de homoge

neizador Dounce y se contr016 1a ruptura ceiuïar a1 Inicroscopio óptico. Se
procedió Iuego a centrifugar a 600 x g en una centrífuga refrigerada Sorva11,
(modeio RCZB) durante 10 min, y e] pe11et se resuspendió en igua] voiumen de

una soiución que contenía buffer fosfato de potasio 1 mM(pH 7,4), C12Mg1 mM,
sacarosa 0,32 M y 0,2% de Tritón N-101 (buffer Tritón). La fracción se dejó

durante 15 min a 4°C, se homogeneizó con 20 goipes de Dounce y se centrifugó a

600 x g durante 10 min. Este procedimiento tiene por objeto eiiminar porciones
de reticuio endopïásmico que quedan adheridos a 1os nücieos cuando se aïsian
por este método. En aigunos casos, cuando estos no aparecen “1impios”, se
repite 1a operación una vez más, acortando e] tiempo de contacto con e]

detergente. De esta manera se evita dañar 1a membrananucïear. Luego dei tra
tamiento con buffer Tritón, 1a fracción nuciear se 1av6 con una soiución que

centenïa buffer fosfato de potasio 1 mM(pH 7,0), C12Mg1 mMy sacarosa 0,32
M.



3.2. Aisïamiento dg_microsomas.

Se uti1izó e] método descripto por Takenawa y co]. (86). Se partió de
4 x 108 cé1u1as de Sarcoma 180, 1as cuaïes fueron resuspendidas en 4 voïümenes

de 01K 0,15 M y homogeneizadas con un disruptor ce1u1ar "Uïtraturrax". E1

homogenato fue centrifugado a 500 x g durante 10 min para e1iminar restos

ce1u1ares y nücïeos, y Iuego a 10.000 x g durante 15 min para sedimentar 1a

fracción mitocondria]. E1 sobrenadante de 10.000 x g fue centrifugado a
100.000 x g durante 60 min en una u1tracentrïfuga Spinco. E1 pe11et obtenido

Iuego de esta centrifugación fue resuspendido en Sacarosa 0,25 My recentrifu

gado a 100.000 x g durante 60 min. E1 pe11et resu1tante fue resuspendido en

sacarosa 0,25 M a una concentración de proteinas de 3 mg/m1y fue utiiizado

como “fracción microsoma1". Todas 1as operaciones se 11evaron a cabo a 4°C.

Los microsomas fueron congeïados a -70°C hasta e1 momento de usar.

4. Incorporación ge_precursores radioactivos a_distintos sistemas ce1u1ares.

4.1. Medicióng transporte d_eL3H)dCXd.

Usuaimente, se resuspendieron 25-30 x 106 cé1u1as en 1 m1 de PBS-glucosa

(1 mg/mï) y se incubaron durante 30 min a 0°C con dCyd 1 uM, 1 uCi de (3H)dCyd

(act. esp. 27,7 Ci/mm01)y distintos agregados. La incubación se detuvo por
di1ución de 1a marca con 4 m1 de PBS frío. Luego de centrifugar durante 10 min

a 2.000 rpm en centrífuga refrigerada, 1as céluïas fueron 1avadas dos veces
con 5 m1 de PBS frio. Los pe11ets fueron fina1mente so]ubi1izados con

Soluene-350 (Packard) y contados con 10 m1 de Toiueno-Omnifiuor en un contador

de cente11eo Iïquido Beckman LS 8100.

4.2. Incorporación gg_1?H)dCyd¿_L?H)Cyda_cé1u1as intactas. Determinación de
la radioactividad incorporada a_la fase orgánica x_g_la fase ácido inso
1ub1e.

Se resuspendieron 0,5 m1 de c51u1as en e] medio de cu1tivo y a 1a con

centración indicada en e1 punto 1 de esta sección ("Céïuïas y Iineas ce1u1ares
uti1izadas") y se incubaron a 37°C con 3 a 5 pCi de (3H)dCyd ó (3H)Cyd (act.



esp. 27 Ci/mmoi) durante distintos tiempos con 105 agregados que se describen

a1 pie de cada figura. La incorporación de 10s precursores se detuvo por

enfriamiento y centrifugación a 2.000 rpm en una centrífuga refrigerada

Sorvaïl RCZB. E1 peiiet se resuspendió en 0,7 m1 de H20; después de mezc1ar y

dejar durante 5 min en hieio se agregó 0,1 m1 de pirofosfato de sodio 0,1 M,

0,2 m1 de DNA desnaturaiizado por caïor (2,5 mg/mi) y 1 m1 de ácido

tricioroacético (TCA)10%. Se centrifugó en frio a 4.000 rpm durante 10 min y

e] precipitado se 1av6 2 veces con TCA 5%—pirofosfato de sodio 60 mM. La

extracción de Iïpidos de] precipitado se reaiizó con 0,5 m1 de
cioroformo/metanoi (1:1), C1H 0,1 N (278) ca1entando durante 3 min a 56°C.

Luego de centrifugar durante 15 min en una centrífuga ciïnica a 3.000 rpm, e]
sobrenadante fue transferido a un via]. Los primeros experimentos de esta
tesis (en timocitos de ratón) fueron reaiizados midiendo 1a radioactividad
incorporada a 1a fase orgánica por transferencia de ésta a 10 m1 de soiución

de Bray. Posteriormente se determinó que ei secado de 1a fase orgánica en un

viaï y ei subsiguiente agregado de 10 m1 de Toïueno-Omnifiuor mejoraban 1a
eficiencia de 1a medición. En consecuencia, este üitimo método fue utiiizado

en 1a mayoria de 10s experimentos rea1izados posteriormente.
Cuando fue necesario determinar 1a incorporación de precursores a1 DNAo

RNA,e] precipitado remanente de 1a extracción 1ipidica fue disueito en 0,5 m1

de HONa0,2 N, se agregó 1 m1 de H20 y se reprecipitó con 0,25 m1 de ácido

perc16rico 12,5%. Se centrifugó en frio a 4.000 rpm durante 10 min y e] preci

pitado se so1ubi1izó con Soïuene-350 y se transfirió a un via] con 8 m1 de
Toiueno-Omnifïuor; e1 tubo fue 1avado dos veces con 1 m1 de so1uci6n cen

te11eadora y 105 1avados se transfirieron a1 via].
La radioactividad fue medida en un contador de cente11eo iiquido Beckman

LS 8100.

4.3. ncorporación gg L?H)dThda_cé1u1as intactas.

Usua1mente 3 x 106 céluias fueron resuspendidas en 0,5 m1 de medio de

cuïtivo e incubadas con 0,5 uCi de (3H)dThd (act. esp. 20 Ci/mmoï) durante 30

min a 37°C. Luego de centrifugar en frio durante 10 min a 2.000 rpm, se siguió
exactamente e] mismo procedimiento descripto en e1 punto anterior, es decir,
extracción de 1ïpídos y determinación de 1a radioactividad en 1a fracción



ácido-insoiubie.

4.4. Incorporación gg_1?H)dCTPa céiuias permeabiiizadas.

Con e] objeto de medir 1a incorporación de (3H)dCTP, 1as céiuias fueron

permeabiiizadas con 1a siguiente mezcïa hipotónica: Hepes 50 mMpH 7,2, C12Mg

5 mM, ditiotreito] 1 mM, ATP — Mg2+ 0,5 mM, C12Ca 0,2 mMy 3,3 un (3H)dCTP

(3.000 cpm/pmoi). Usuaimente 1a concentración de cé1u1as fue de 3 a 6 x

106 cé1/300 ui de mezcia de permeabiïización. Cuando fue necesario estimar 1a

síntesis de DNA se agregó a 1a mezcia dTTP, dATP y dGTP 66 uM. Las céïuïas

fueron incubadas a 37°C con Ios agregados que se describen en cada experimento
y a1 finaiizar 1a incubación fueron centrifugadas en frio. La determinación de
1a radioactividad incorporada a 1a fase orgánica y a 1a fracción ácido inso

1ub1e se rea1izó siguiendo e] mismo procedimiento que para ias cé1u1as intac
tas (punto 4.2.).

Cuando se midió 1a incorporación de (3H)CTP se agregó 3,4 pM (3H)CTP
(act. esp. 2.950 cpm/pmoi).

4.5. Incorporación dg_1?H)dCTPa_nüc1eos.

Se resuspendieron 6 x 106 núcleos de Sarcoma 180 en 300 u] de mezcïa de

permeabiiización compieta con ios agregados que figuran en cada experimento.
Particuiarmente e] ácido fosfatïdico fue agregado comosuspensión acuosa soni
cada con un sonicador Uitrasonic Modeio w-14o.

La incubación de 105 nüc1eos se reaiizó a 37°C. A1 finaïizar e] experi

mento, ios mismosse centrifugaron en frïo y ios pe11ets nucieares fueron pro
cesados para extraer ios iipidos y e] DNAde 1a misma manera como se reaiizó
con ias céiuias intactas(punto 4.2.).

4.6. Incorporación gg_1?H)ara-c a_céiu1as intactas.

Se resuspendieron 14 x 106 timocitos en 0,5 m1 de MEM-HEPESque contenía

10%FBS diaiizado y 5 uCi de (3H)ara-C (act. esp. 15 Ci/mmoi). Las céiuias se

incubaron en presencia o ausencia de ciorpromazina (CPZ) 60 uM durante distin

tos tiempos a 37°C. La incorporación de marca se detuvo por centrifugación en
frío a 2.000 rpm. La extracción de ios 1ïpidos se reaïizó comose describió en



e] punto 4.2.

4.7. Incorporación dg_L;H)Insa céiulas intactas.

Se resuspendieron 10 - 16 x 106 timocitos en 0,5 m1 de PBS que contenía

C12Ca 1 mMy C12Mg 1 mMy se incubaron a 37°C con 5 pCi de (3H)Ins (act. esp.

3,9 Ci/mmoï) en presencia o ausencia de CPZ 60 uM. A1 finaiizar 1a incubación

ias cé1u1as se centrifugaron y se extrajeron Ios 1ïpidos comose describió en
e] punto 4.2.

5. Identificación gg_1?H)dCMPen los sobrenadantes gg_incubación.

La identificación de (3H)dCMPen Ios sobrenadantes de incubación fue reaii

zada por cromatografía descendente en pape] Whatman N° 1 usando como soïvente

ácido acético lM/acetato de amonio 1MpH 7,4/etan01 (13:2:37,5). Los sobrena

dantes fueron concentrados con aire y sembrados con standards internos de

dCMP,dCDPy dCTP (10 mM). Estos fueron posteriormente detectados por i1umina

ción con 1uz u1travi01eta usando una iámpara "Mineraïite". La radioactividad
en 1a tira fue iocaiizada utiiizando un radiocrOmatógrafo Packard, modeio
7201. Para cuantificar 1a radioactividad se cortó e] pape1 en 1a zona que co

cromatografió con e] dCMP usado como standard y se contó con 3 m1 de

Toïueno-Omnifïuor en e] contador de cente11eo 1ïquido.

6. Identificación y_purificación gg_Etg_¿_L?H)dCMP.

6.1. Identificación cromatográfica gg_ggg ;_L?H)dCMPproveniente de timocitos
intactos y_permeabi1izados.

Se resuspendieron 50 x 106 timocitos en 3 m1 de MEM-HEPES10% FBS y se

incubaron en presencia o ausencia de CPZ 60 pM y 30 pCi de (3H)dCyd.

La misma cantidad de timocitos fue permeabiiizada con 3 m1 de mezcia de

permeabiiización ya descripta y se incubaron en presencia o ausencia de CPZ60
HMy 30 PCÏ de (3H)dCTP. Todas las céiuias fueron incubadas durante 30 min a

37°C.

Luego de extraer ios 1ïpidos como se describió en e] punto 4.2. pero uti
1izando 2 m1 de cioroformo/metanoï 1:1 C1H 0,1N, 1as fases orgánicas fueron



fraccionadas en alícuotas de 5.000 cpm, secadas bajo nitrógeno y guardadas a
-20°C hasta ei momentode cromatografiar.

La cromatografía se rea1izó con p1acas de Siïicageï G (Merck) activadas
30 min a 100°C. Se usaron dos mezc1as de soIventes:

I) cïoroformo/metanoï/ác. acético/agua 50:25:7z3
II) cïoroformo/metanoï/ác. acético/agua 25:2:9:1

La cantidad estimada de producto que debia sembrarse se resuspendió en un

minimo voïumen de cloroformo/metanoï 1:1 C1H 0,1 N. E1 desarr011o de 1a croma

tografía duró aproximadamente 3 h a1 cabo de 1as cuales 1as p1acas se dejaron

secar a1 aire. La identificación de 105 compuestos radioactivos se rea1izó

dividiendo 1a p1aca en segmentos de 1 cm, cortándo1os e introduciendoïos

dentro de via1es que contenían 10 m1 de soïución cente11eadora de Bray. La

radioactividad se midió en un contador de cente11eo 1ïquido Isocap-300,

Nuciear Chicago.

6.2. Separación cromatográfica gg_Etg_:_L?H)dCMPï_Etd_;1?H)CMP.

Se resuspendieron 30 x 106 cé1u1as de Sarcoma 180 en 1,5 m1 de mezc1a de

permeabiiización ya descripta, conteniendo CPZ 60 uM y 3 uM (3H)dCTP (4.000

cpm/pmoï) o 3 UM(3H)CTP (4.000 cpm/pmoI) y se incubaron durante 1 h a 37°C.

Luego de extraer 1os 1ïpidos comoen e] punto anterior 1as fases orgáni

cas fueron evaporadas a sequedad con N2 y cromatografiadas en p1acas de
Si1icage1 G (Eastman Kodak) impregnadas con ácido bórico 0,4 M. E1 soïvente de
corrida que se usó fue c1oroformo/metan01/agua/amonïaco 70:38:228.

Este sistema permite 1a comp1eta separación de 105 dos 1iponuc1e6tidos
(22) ya que e] anión borato se compïeja con hidroxiïos vecinos reteniendo e]

Ptd-CMP en e] origen pero no e] Ptd-dCMP. E1 pico correspondiente a Ptd 

(3H)dCMPfue raspado de 1a sïïica y eluido con c10roformo/metano1/agua

1:1:0,3. Esta fracción fue 11evada a sequedad con N2 y guardada a -20°C hasta
e] momento de usar.

Cuando se quiso cuantificar 1a cantidad de ambos 1iponuc1e6tidos, se
siguió un protoc010 simi1ar con 1as siguientes variantes:
1°) Se hicieron 2 extracciones con 1 m1 de cïoroformo/metanoï 1:1, C1H0,1 N

para aumentar e1 rendimiento de 1a extracción.



2°) La cromatografía se realizó en ausencia de ácido bórico con e] objeto de

purificar e] Ptd-CMP, que de 1a otra forma saie contaminado con los iípi
dos que quedan en e] origen.

3°) Los picos correspondientes a Ptd-(3H)CMP y Ptd-(3H)dCMP se eiuyeron como

se describió arriba y se Ilevaron a sequedad con N2. Para determinar e]
contenido de fósforo, ias muestras se resuspendieron en Tritón X-100 y se

procedió como se describe en e] punto 9.4.

7. Síntesis de fosfatidiI-inositoi gn_lg_fracción microsomai.

7.1. Condiciones gg_incubación.

Se incubaron 0,1 m1 de microsomas, obtenidos como se describió en e]

punto 3.2., en 0,5 m1 de un medio que contenía buffer giiciI-giicina 50 mMpH

8,6, Cleg 20 mM, (3H) mio-inositoi 150 uM (act. esp. 33 Ci/moi) y Tritón
X-100 0,1%, de acuerdo con ei método de Takenawa y c01. (86). Cuando

correspondía, se agregó Ptd-(3H)dCMPpurificado, resuspendido en Tritón X-100
1%y sonicado con e] objeto de obtener una dispersión homogénea. Luego de 30

min a 37°C 1a reacción se detuvo por e1 agregado de 1,88 m1 de

cloroformo/metanoi 1:2 y ios 1ípidos fueron extraídos por e] método de Hajra y

c01. (279), modificado por Brindiey y co]. (107). Brevemente, a 1a fase

cioroformo-metanóiica se 1e agregó 0,623 m1 de cioroformo y 0,775 m1 de H20;
después de centrifugar se 1avó 1a fase inferior con 2 m1 de una fase superior

sintética que contenía: 50 m1 de cioroformo, 50 m1 de metano], 20 m1 de HZO,

25 m1 de CIK 2 M - P04H3 0,2 M, 2 m1 de C1H 12 N, 0,16 m1 de giiceroi y 50 mg

de giicer01-3-fosfato. E1 1avado se repitió dos veces más y posteriormente se
midió por conteo de una aiícuota en T01ueno-0mnif1uor, 1a radioactividad
incorporada a 1a fase inferior 1avada.

7.2. Identificación cromatográfica dei producto gg_reacción.

Los extractos iipídicos de 1a reacción, 11evados a sequedad con N2 y
resuspendidos en e] mínimo voïumen de cïoroformo, fueron sembrados en una

p1aca de Siiicagei G (Eastman Kodak) impregnada con ácido bórico 0,4 My cro

matografiados con c1oroformo/metano]/agua/amoníaco 70:38:2:8. Se sembró tam



bién un standard externo de fosfatidiï-inositoï que fue posteriormente
reveiado con ácido fosfomoïïbdico 4% en etano]. E1 desarroiio de coïor se

obtuvo por ca1entamiento de 1a piaca a 80°.

8. Determinación de 1a viabilidad ce1u1ar.

8.1. Métodode exciusión del azu] tripan.

E1 método se basa en 1a capacidad de cé1u1as viabies de exciuir ei

coiorante azu1 tripan. Las cé1u1as muertas, por tener aiteraciones en 1a
membrana p1asmática se vueiven permeabies a1 coïorante, tiñéndose de coior
azu].

E1 método consiste en incubar 0,3 m1 de céiuias (5 x 105 ce1./m1) con 0,1

m1 de azu1 tripan (0,4% en PBS). Se deja 5 min a temperatura ambiente y se

cuenta en un hemocitómetro e1 nümero tota] de céiuias y e] número de cé1u1as
vivas (no teñidas).

E1 microscopio utiïizado fue Zeiss, modeio Standard RA.

8.2. Métodogg_formaci6n gg_co1onias gn_agar semisó1ido.

E1 método se basa en que 1as céiuïas viab1es de un cu1tivo proiiferante

son capaces de formar coionias cuando se 1as cu1tiva en un medio semisólido.
Cuaïquier factor que afecte 1a capacidad de reproducción, 11evará a 1a muerte
ce1u1ar y por 10 tanto a una reducción en e] nümero de coionias formadas.

Este método fue usado para estudiar e1 efecto de 1a CPZ sobre 1a 1ïnea
ce1u1ar HL-60.

E1 ensayo se reaïizó en cajas de pïástico tipo Faicon de 35 x 10 mm. Se

preparan dos soïuciones:

a) Capa inferior: Agar Difco 3% di1uido a1 0,5% con MEM4x-10%FBS.

b) Capa superior: Agar Difco 3% di1uido a1 0,35% con MEM°<-10%FBS a1 que

se agregan 1as cé1u1as (1 x 105 cé'I/0,1 m1).

E1 ensayo se inició incubando cé1u1as HL-60 en crecimiento exponencia1 (4
x 105 céi/m1) con distintas concentraciones de CPZ (0 a 10 mM)durante 1 h a

37°C en estufa gaseada (95% aire - 5%C02). Paraïeiamente se preparó 1a capa



inferior y se coïocó 1 m1 por p1aca. Se dejó solidificar. Cuando terminó 1a

incubación, 1as cé1u1as se 1avaron con PBS y se 1as resuspendió en MEMq=10%

FBS. Seguidamente se preparó 1a capa superior, a 1a que se agregaron 1as

cé1u1as; se p1aqueó l m1 de capa superior conteniendo 1as cé1u1as sobre 1a

capa inferior (1 x 105 cé1u1as) y una vez controïada a1 microscopio 1a ausen

cia de grumos, se 1as puso a crecer en 1a estufa gaseada. A1 cabo de 10-14
dias se contaron 1as coïonias de más de 30 cé1u1as. Para eilo se utiïizó un

microscopio Ni1d de contraste de fases, invertido.

9. Métodos varios.

9.1. Tratamiento gg_lg¿ productos de incubación con DNAsa.

Se incubaron 35 x 106 timocitos, resuspendidos en 2,5 m1 de MEM-HEPES-10%

FBS con CPZ 60 uM y 5 uCi de (3H)dCyd durante 30 min a 37°C. Luego de 1a incu

bación 1as cé1u1as fueron 1avadas con PBS, resuspendidas en 2,5 m1 de Tris-CIH

50 mMpH 7,5 y sonicadas durante 20 seg a intensidad 5 con un homogeneizador

Politrón (Kinematica-Suiza). Luego de 1a sonicación, 1a muestra fue dividida

en dos fracciones de 1,25 m1. Una de eïlas recibió C12Mg 10 mMy 100 ug/m]
DNAsaI mientras que 1a otra recibió un voïumen equivaïente de agua. Ambas

fracciones fueron incubadas durante 3 h a 37°C. La reacción se detuvo por e]

agregado de 0,2 m1 de DNAdesnaturaiizado por caïor (2,5 mg/m1) y 5 m1 de TCA

10%. La extracción de 1ïpidos y determinación de 1a radioactividad en 1a fase
orgánica y en 1a fracción ácido-insoïubie se rea1izó como se describió en e]
punto 4.2. de esta sección.

9.2. Incubación gg_cé1u1as con anticuerpos monocïonaïes.

Se permeabiïizaron 2 x 106 cé1u1as HL-60 con 0,3 m1 de 1a mezc1a

descripta en e1 punto 4.4 a 1a que se agregó GTP 1 mM. Luego de 20 min a 4°C

se agregó e] anticuerpo y ias cé1u1as fueron rápidamente congeïadas y

desconge1adas con N2 1ïquido verificándose a1 microscopio 1a Iisis ce1u1ar. A1
cabo de 15 min a 4°C se agregó DTT 1 mM(que fue omitido en 1a primera etapa)

Y 3 HM(3H)dCTP y se incubó 30 min a 37°C. E1 materia] lipïdico se obtuvo como

se describió en e1 punto 4.2.



Los anticuerpos utiiizados fueron obtenidos de rata. E1 anti-p21 (280)

fue gentiimente obsequiado por e] Dr. Mariano Barbacid y e] anti-HLA usado

como contro] por e1 Dr. Oscar Burrone (281).

9.3. Determinacióngg_la concentración gg_groteïnas.

Se utiïizó e] método de Lowry y co]. (282), usando seroaïbümina bovina
como soïución de referencia.

9.4. Determinacióndel contenido de fósforo de fosfoïïpidos.

Se utiïizó e] método de Bartïett (283) que se basa en una modificación
de] método de Fiske-SubbaRow para aumentar 1a sensibiïidad de 1a reacción.

Las muestras se mineraïizaron con 0,3 m1 de SO4H2 10N ca1entando en

estufa a 150-160°C durante 3 h, 1uego se agregaron dos gotas de H202 y se

voïvió a ca1entar 1,5 h. La reacción de coior se rea1izó con 0,45 m1 de H20,
0,4 m1 de moïibdato de amonio 2,5% y 50 u] de] reactivo de Fiske-SubbaRow; se

mezcïó bien y se ca1entó en un baño de agua a 100°C durante 7 min con boïitas

de vidrio cubriendo 1os tubos. La densidad óptica se midió a una 1ongitud de

onda de 800 mu uti1izando un espectrofotómetro Coïeman, Modeïo 6/20.

Dado que ias muestras venian resuspendidas en Tritón X-100, e] mismo fue
inc1uïdo en 1a curva de ca1ibración. Esta se reaïizó utiïizando un buffer de

fosfatos 10 mMpH 7 (rango 0,02-0,1 umoi) que fue mineraiizado junto con 1as
muestras .

9.5. Pregaración gg_gfl5cogrecigitante.

Se uti1izó DNAde timo de ternera disueïto en Tris-C1H 50 mMpH 7,5 a una

concentración de 2,5 mg/m]. Se 11evó a 100°C durante 30 min y 1uego se enfrió

rápidamente en baño de hieïo.



RESULTADOSÏ_DISCUSION

CAPITULO L

ESTUDIODE_LEFECTOEl; ARA-C SOBREQ SINTESIS E Ptd-dCMP.

Esta parte de] trabajo se 11evó a cabo en timocitos de ratón ya que es un

sistema eXperimenta1 de más fácii disponibiiidad que ios 1infocitos humanos,
se Obtiene gran cantidad de céiuïas en poco tiempo y no es necesario estimuiar

con mitógenos ya que ias céïuias que se extraen de] timo están en activa pro

1iferación. Sin embargo, para aigunos experimentos se utiiizaron además céiu
ias de Sarcoma 180 en suspensión porque resu1taron ser más apropiadas para Ios

estudios que debian efectuarse.
Los primeros experimentos que se reaiizaron tuvieron e] objeto de verifi

car que e] sistema de ios timocitos de ratón se comportaba de manera simi1ar a

como 10 hacian ios 1infocitos humanos con respecto a 1a sintesis de Ptd-dCMP.

1.1. Sintesis d_ePtd-dCMPfl timocitos d_eratón. Efecto d_e_1_afi.

En 1a Tab1a 1 se observa que en timocitos intactos 1a sintesis de

Ptd-dCMP, medida como incorporación de (3H)dCyd a 1a fase orgánica, sóio es

detectada en presencia de CPZ. Un resuitado simiiar se obtuvo cuando se midió

1a sintesis de Ptd-CMP, uti1izando (3H)Cyd como precursor (Tabia 1 expto. 3).
Cuando ios timocitos son permeabiïizados, es posibie detectar sintesis de
Ptd-dCMPa partir de (3H)dCTP en ausencia de CPZ. A1 igua] que en 1infocitos,

1a droga tiene un efecto óptimo a una concentración de 60 pM (Figura 1).
Con e] objeto de verificar que 1a radioactividad remanente en ei precipi

tado de TCA, Iuego de extraer ios 1ïpidos con cioroformo-metanoi, es esen
cialmente DNA,se reaiizó una incubación con DNAsade ias células preincubadas

con (3H)dCyd y CPZ. Como se observa en 1a Tabia 1, expto. 2, iuego dei trata

miento enzimático e] 96% de 1a radioactividad remanente en ei precipitado de
TCAfue hidroiizada, mientras que 1a radioactividad recuperada en 1a fase

orgánica disminuyó sóio un 14%. De esta manera se puede considerar que 1a con

taminación cruzada dei compuesto iipïdico en e1 precipitado de TCAy de] DNA

en 1a fase orgánica es despreciabïe.
Un resuitado interesante, que será anaiizado con mayor profundidad en e]



Condiciones Ex . Precursor Agregados Extracción c/cioroformo-metanoï
experimentaïes N Extraibïe No extraïbïe

cpm

Cé1u1as 1 (3H)dCyd Nada 51 17.624
Intactas CPZ 60 pM 1.818 10.773

2 (3H)dCyd CPZ 60 uM 13.300 52.535
CPZ 60 pM; 11.427 1.991
MMM I

3 (3H)Cyd Nada 27 44.445
CPZ 60 pM 1.292 18.441

Cé1u1as
permeabiiizadas (3H)dCTP Nada 5.156 n.d.

CPZ 60 MM 6.878 n.d.

Tab1al; Síntesis gg Ptd-dCMPen timocitos gg ratón.

E1 ex erimento 1 se rea1izó incubando 10 x 106 timocitos en 0.5 m1 de MEM-HEPES
10% ¿ES en presencia o ausencia de ciorpromazina (CPZ) 60 ¿H4 y 5 pCi de
(3H)dCyd. Las cé]u1as fueron incubadas durante 30 min. a 37°C. La fracción
extraïbïe y' no extraïb1e con cïoroformo-metanoi se determinó como figura en
Métodos.
E1 ex erimento 2 se reaïizó con 35 x 106 timocitos resuspendi os en 2.5 m1 de
Tris EU mMpH 7Ï3 y a 1os que se agregó CPZ 60 uM y 5 pCi de ( H)dCyd. Luego de
30 min. a 37°C 1as cé1u1as fueron sonicadas y divididas en dos fracciones, una
de ias cua1es fue tratada con 100 ug de DNAsaI, como se indica en ei punto 9.1.
de Materiaïes y Metodos. Luego se obtuvieron 1as fracciones extraibie y no

extraibïe en cïoroformo-metanoi. E1 ex erimento 3 se reaïizó comge] experimento1, sa1vo que se usó como trazador ( HSCyd. Se utïïizaron 10 x 10 timocitos/m1 y

se incubó 60 min. a 37°C. E1 experimento con cé1u1as pergeabiiizadas se reaiizóincubando 25 x 10 timocitos permeabiïizados con 3,3 pM ( H)dCTPdurante 30 min.
como se describe en Métodos. n.d.: no determinado.
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Figura 1: Efecto de cantidades variab'les de CPZ sobre 1a síntesis de
—- Tcïfït‘idTT-dCHP_UU¿_DNA_IB). _ — _ —

Se resuspendieron 5 x 106 timocitos en 0,5 m1 de MEM-HEPES10% FBS y se incubaron con concentraciones variables de CPZy 5 uCi de ( H)dCyd durante 30 min.
a 37°C. A1 finaïizar 1a incubación, ias cé1u1as fueron 1isadas y e] materia]
1ipidico (o - o) y ei DNA(o - o) fueron extraídos y medidos como se describe
en ei punto 4.2. de Materiaies y Métodos.



capïtuio III, es 1a inhibición en 1a síntesis de DNAy RNAprovocada por 1a

CPZ (Tabia 1 y Figura IB).

1.2. Identificación _gg ios compuestos Iipïdicos sintetizaggí gn_ timocitos
intactos x_permeabi1izados.

Comoya se presentó en 1a Introducción, en 1infocitos humanos se demostró

fehacientemente que e] compuesto extraido con c10roformo-metan01 de cé1u1as

intactas y permeabiïizadas, marcadas con (3H)dCydy (3H)dCTPreSpectivamente,

era Ptd-dCMP. Los siguientes experimentos se reaiizaron con e] propósito de
confirmar 1a simiiitud de ios compuestos 1ipïdicos sintetizados por timocitos
intactos y permeabiiizados en presencia y ausencia de CPZ. Para eïïo se croma

tografiaron 1as fases orgánicas en pïacas de Siiicagei G uti1izando dos siste
mas de soiventes distintos. Comose observa en 1a Figura 2A, 1a nnviïidad de

los compuestos en e1 soïvente A fue idéntica, con un Rf de 0,88. En 1a Figura

ZB se muestra que en e] soivente más ácido ios mismos cmnpuestos croma

tografïan con Rfs muy simiiares. La poca cantidad de cuentas incorporadas a 1a
fase orgánica en Ios timocitos incubados sin CPZimpidió detectar pico aïguno.

1.3. Efecto del ara-C sobre 13_sintesis de Ptd-dCMPx_2!5_en timocitos intac
tos.

Dado que 1a sintesis de Ptd-dCMP y DNAcomparten un mismo sustrato, e]

dCTP, se quiso investigar si inhibidores de 1a sintesis de DNAafectaban 1a
sintesis de] 1iponuc1eótido. Para e110 se eïigió e] antimetaboiito
1-B-D-arabinofuranosi1 citosina (ara-C), anáiogo de 1a deoxitidina que se usa
como agente antineopiásico debido a su potente efecto inhibitOrio sobre 1a
sintesis de DNA. Cuando e1 ara-C entra a 1a cé1u1a es fosforiiado por 1a

deoxicitidina quinasa para dar ara-CMP (128) y 1uego por otras quinasas
generando ara-CTP, e] metaboiito activo de 1a droga (129). E1 ara-CTP puede

competir con ei dCTP a nive1 de 1a DNApoiimerasa (130) o bien puede inter

caiarse en e1 DNA,b10queando su eïongación (132).

Para estudiar e] efecto de] ara-C sobre 1a sintesis de] Ptd-dCMP, 1os

timocitos fueron incubados con (3H)dCyd en presencia de CPZ 60 pM ya que, como

se vio anteriormente, e1 agregado de esta droga permite 1a detección de] 1ipo
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Figura g: Cromatografía gg ios compuestos 1ipïdicos sintetizados por timocitos
intactos ¿_permeabiïizados gn_presenc1a ¿_ausenc1a gg LPZ.

La cromatografía se reaiizó en placas de siiicage] como se describe en e]
punto 6.1 de Materiaies y Métodos.
PANELA: Soivente de corrida CznzAcHszo 50:25:7:3
PIÑEÉ'E: Soivente de corrida C:H:AcH:H3025:2:9:1o-o Timocitos intactos incubados con (‘HidCyd en presencia de CPZ.
0-0 Timocitos permeabiiizados incubados con (3H)dCTPen ausencia de CPZ.
I-l Timocitos permeabiiizados con (3H)dCTPen presencia de CPZ.



nucieótido en céïuias intactas.

En 1a Figura 3 se puede observar que cuando se incuban timocitos en ias

condiciones mencionadas en presencia de ara-C 0,72 mMdurante distintos tiem

pos, 1a incorporación de (3H)dCyd en 1a fase orgánica disminuye hasta un 28%

con respecto a un contro] sin droga. En 1a Figura 4 se observa que este efecto

es dosis-dependiente, con una 0150 de 0,18 mMpara e] Ptd-dCMP mientras que 1a

síntesis de DNAfue inhibida a concentraciones mucho menores (0150 = 0,03 mM).
Con ei objeto de verificar 1a especificidad de] efecto inhibitorio, ias

céiuias fueron incubadas con (3H)Cyd. La Figura 5 muestra que 1a incorporación
de radioactividad en 1a fase orgánica y en ei precipitado (presumibiemente

Ptd-CMP y RNA) no fueron afectadas por e] ara-C, confirmando que e1 mismo es

un anáiogo de 1a dCyd y no de 1a Cyd. Es importante señaiar que este experi

mento demuestra, además, que es posibie inhibir se1ectivamente 1a sintesis de
uno de ios dos iiponucieótidos.

En e] curso de experimentos destinados a modificar 1a sintesis de

Ptd-dCMP en cé1u1as de Sarcoma 180, se encontró que ei ara-C en muy bajas con

centraciones es capaz de estimuiar 1a sintesis de dicho iiponucieótido (Figura
6A). Esenciaimente e1 mismo resuitado se obtuvo cuando se probaron Ios timoci

tos de ratón (Figura 7). Comose observa en ambas figuras, e1 ara-C es capaz

de estimuiar 1a incorporación por encima de los vaiores obtenidos con CPZ; más

aün, en ausencia de esta droga e1 ara-C también estimuia 1a síntesis de
Ptd-dCMP cuando se 1a agrega a1 medio de cu1tivo en bajas concentraciones

(Figura 6A). En ias Figuras 68 y 7 se observa simu1táneamente una marcada
inhibición de 1a síntesis de DNAaün a bajas concentraciones de ara-C.

La explicación que proponemos es que, como consecuencia de 1a inibición

de 1a sintesis de DNAprovocada por 1a droga, e] pool de (3H)dCTPaumentaría,

pudiendo ser utiiizado para 1a síntesis de Ptd-dCMP. Si bien no fue posibie
demostrar experimentaimente este hecho, resuitados obtenidos por otros autores
avaian esta hipótesis (284,285).

1.4. Efecto de] ara-C sobre 1a hidróiisis dei Ptd-dCMP.

La observación de que a1tas concentraciones de ara-C inhibïan 1a incor

poración de (3H)dCyda] Ptd-dCMPpiantearon varias aiternativas, siendo una de
e11as que 1a droga aumentara 1a degradación dei iiponucieótido. Para medir
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Figura g; Efecto gel ara-C sobre l¿_incorEoracíón gg_1;H)dCyd en El Ptd-dCMP.
Curva gg tiemoo. __

Se resuspendieron 5,8 x 106 timocitos en 0,5 m1 de MEM-HERES10% FBS en pre
sencia (o - - o) o ausencia (o - o) de ara-C 0,72 mM.Las ce1u1as fueron incu
badas a 37°C durante tiempos en presencia de CPZ 60 un y 5 uCí de (3H)dCyd, E1
materia] Iipïdíco fue extraído como se describe en e1 punto 4.2 de Materiaïes
y Métodos.
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Se incubaron 5 - 10 x 106 timocitos durante 1 h a 37°C en presencia de CPZ 60
un, 5 uCi de (*H)dCyd y cantidades variables de ara-C (0.09 - 0.72 mM). E1
materia] iipïdico y e] DNAfueron obtenidos como se describe en e] punto 4.2.
de Materiaies y Métodos. Cada punto representa e] promedio de 4 experimentos y
las barras indican e] error standard.
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Figura á: Efecto de distintas concentraciones de ara-C sobre 1a incorporación
d_efH)C7dfl Ptd-CMPM¿_WTE. _— _

Se incubargn 10 x 106 timocitos durante 1 h a 37°C en presencia de CPZ 60 pH,
5 uCí de ( H)Cyd y cantidades variabies de ara-C (0.09 - 0.72 mM). E1 materia]
Iipïdico y RNA fueron obtenidos como se describe en e1 punto 4.2. de
MateriaIes y Métodos. Cada punto representa e] promedio de 4 experimentos y
ias barras indican e] error standard.
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Figura 6: Efecto estimuiatorio de] ara-C sobre 1a incorporación gg_1?H)dCydEn
'_ Pía-HC“ y 7-3h ceIuIas ae Sïïcoma 180.

Se incubaron 6 x 106 céïuias de Sarcoma 180 en 0,5 m1 de MEM-HÉfESen presen
cia (o -- o) o ausencia (o ——-o) de CPZ 60 uM con 3 uCi de ( H)dCyd y can
tidades variabïes de ara-C (10 - 500 uM) durante 1 h a 37°C. A1 cabo de 1a
incubación e] materia1 Iipïdico y e] DNAfueron extraídos como se describe en
e] punto 4.2. de Materiaies y Métodos.
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Figura _7_:Efecto estimu1ator1’o de] ara-C sobre 1_aincorporación dngNCyd en
Ptd-dCMP (o) y DNA(¡Í-en t1mocítos de ratÜI.

Se incubaron 10 x 106 tímocitos en 9,5 m1 de MEM-HEPESque contenía 10% FBS enpresencia de CPZ 60 11M,5 uCi de ( H) dCyd y cantidades variabïes de ara-C (1
- 500 uN). Las cé1u1as fueron incubadas durante 1 h a 37°C a1 cabo de 1a cua]
se extrajo e] materia] Hpïdico y DNA, ta] como figura en e1 punto 4.2. de
Materiaïes y Métodos.



este efecto se diseñó ei siguiente experimento. Se incubaron cé1u1as de

Sarcoma 180 con CPZ 60 pM y (3H)dCyd durante 30 min. con ei objeto de sin

tetizar Ptd-(3H)dCMP, 1uego ias céiuias se 1avaron y resuspendieron en medio
de cuitivo fresco con o sin ara-C. Se retiraron aiicuotas a distintos tiempos
y se midió 1a cantidad de Ptd-(3H)dCMP remanente en 1a fase orgánica. En 1a

Figura 8 se observa que, si bien e] Ptd-(3H)dCMPse degrada espontáneamente,
e] ara-C no modifica 1a veiocidad con que 10 hace.

1.5. Efecto del ara-C sobre el transporte gg_i?H)dCXd.

Es sabido que e] ara-C uti1iza, para entrar a 1a céïuïa, transportadores
que habituaïmente son utiiizados por nuc1eósidos naturaies entre 105 que se
encuentra 1a dCyd. Era posibie, entonces, que e] ara-C interfiriera con 1a
entrada de] precursor radioactivo utiiizado para medir 1a sintesis de]
Ptd-dCMP. En 1a Figura 9 se observa que esto es asï. En efecto, a ias con

centraciones de ara-C que inhiben 1a incorporación de (3H)dCyd a1 1ipo

nucïeótido, se observa inhibición de] transporte de] precursor. E1 transporte
fue nedido a 0°C para detener e] netaboïismo ce1u1ar y estudiar soïamente 10
que sucede a nive1 de 1a membrana p1asmática.

Dado que e] ara-C es fosforiiado intraceïuïarmente generando ara-CTP,
metabo1ito que inhibe 1a sintesis de DNA,se investigó 1a posibiiidad de que
este compuesto afectara también 1a síntesis de Ptd-dCMP.

1.6. Efecto del ara-CTP sobre la_sïntesis gg_Ptd-dCMPx_DNA.

Con el objeto de medir e] efecto de] ara-CTP sobre 1a incorporación de

(3H)dCTP a1 Ptd-dCMP, 1as cé1u1as tïmicas fueron permeabiïizadas como se

describió en e] punto 4.4. de Materiaïes y Métodos. Este sistema permite que
1os nucieósidos trifosfato penetren a 1a cé1u1a y a 1a vez permite descartar
1a posibiïidad de que ios compuestos interactüen a nive] de 1a entrada a 1a
cé1u1a.

En 1a Figura 10 se observa que e] ara-CTP inhibió en forma dosis

dependiente 1a sïntesis de Ptd-dCMP y DNA. Aqui también se observa que ei DNA

fue más sensib1e que e] 1iponuc1eótido a1 efecto inhibitorio dei ara-CTP

(DI50 = 0,02 y 0,11 mMrespectivamente). Este resuitado fue confirmado en
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Figura g: Efecto d_e'l_ara-C sobre 1_a hídróh’sis d_e Ptd-dCMP.

Se resuspendieron 6 x 106 cé1u1as de Sarcoma 180 en 0,5 m1 de MEM-HEES y se
incubaron durante 30 min a 37°C en presencia de CPZ 60 ¡JMy 3 uCi de ( H)dCyd.
La incubación se detuvo por e] agregado de 5 m1 de medio de cu1tivo frío y 1as
cé1u1as se centrífugaron y se 1avaron con 5 m1 de medio. Luego de'l 1avado, 1as
cé1u1as se resuspendieron en 0,5 m1 de medio de cu1t1’vo sin agregados (o - o),
con ara-C 8,3 un (o - o), ara-C 580 ¡1M (A- -A) y se reíncubaron a 37°C
durante distintos tiempos. A1 finah‘zar e] experimento se obtuvo e1 materia]
Hpïdico c0mo se describe en e] punto 4.2. de Matería1es y Métodos.
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A) Se incuharon 25 - 30 x 106 céiuias de Sarcoma 180 con (3H)dCyd luM en 1as

B y

condiciones descriptas en e] punto 4.1. de Materiaies y Métodos, con can
tidades variables de ara-C. Luego de 30 min a 0°C ias céiuias fueron 1ava
das extensamente y 1a radioactividad fue medida disoïviendo ‘Ios peHets
ceiuiares con So1uene 350.
Se incubaron 6 x 10 céiuïas de Sarcoma 180 con CPZ 60 uM, (3H)dCyd y can
tidades variabies de ara-C durante 30 min a 37°C. A1 cabo de 1a incubación
se extrajo ei materiaï iipïdico (o - o) y e1 DNA (o —o) como figura en
Materia1es _vMétodos.
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Figura 19¿ Efecto gel ara-CTP sobre lg incorooración gg_j?H)dCTP en Ptd-dCMPMLMM- _“_
Se permeabiiizaron 10 x 106 timocitos con una mech de permeabiiización sin
dNTPs ta] como se describe en e] punto 4.4. de Materiaies y Métodos. A 1a
mezcïa de incubación se agregó CPZ 60 ¿1My cantidades variabies de ara-CTP.
Las céiuias fueron incubadas durante 30 min a 37°C, 1uego de 105 cuaies se
obtuvieron e] materia] iipïdico y ei DNAcomo figura en Materiales y Métodos.
Cada punto representa e1 promedio de 3 experimentos y ias barras indican e]
error standard.



núcleos de Sarcoma 180, donde también se encontró que e] ara-CTP inhibe 1a

síntesis de Ptd-dCMPy DNA(Tabia 2).

1.7. ncorporación ge_1?H)ara-Clg_11 fase orgánica.

Con e1 propósito de investigar si e] ara-C actüa en esta via metabóïica a
través de un intermediario iipïdico, se midió su incorporación a 1a fase

orgánica. Para eïio se incubaron timocitos de ratón resuspendidos en medio de
cu1tivo con suero diaïizado, con e] objeto de e1iminar ios nucïeósidos ya que
estos podian interferir con 1a entrada de (3H)ara-C a 1a céiuïa.

En 1a Figura 11 se observa que en presencia de CPZ se recupera un com

puesto 1ipïdico marcadoradioactivamente, posiblemente fosfatidiï-araCMP. Este
resuïtado está indicando que e] fosfatidiI-araCMP se sintetiza por un "eca
nismo simiiar a1 que conduce 1a síntesis de Ptd-dCMP.

1.8. Efecto del dipiridamoï sobre_gl transporte gg_1?H)ara-C.

Es bien sabido que e] dipiridamo] es un potente inhibidor de] transporte
de nucieósidos a 1a cé1u1a (117,286). Experimentos reaiizados en e] 1abora
torio demostraron que esta inhibicion también ocurre a 0°C.

Dado que e1 ara-C compite con 1a deoxicitidina por 1a entrada a 1a

cé1u1a, quisimos estudiar ei comportamiento de1 dipiridamo1 con reSpecto a1
transporte de ara-C. Para e110 e1egimos dos dosis de ara-C, 0,5 uM y 250 pM.

En 1a Figura 12 podemos comparar e] efecto de] dipiridamo] sobre e]

transporte de (3H)dCydy e1 de ara-C. Comose observa, esta droga inhibe en un

95%e] transporte de (3H)dCyd mientras que e] efecto sobre ara-C es menor (77%

para 0,5 uM y 48% para 250 uM). Esto está de aCuerdo con 10 encontrado por

otros investigadores (287). E1105 postuïan que e1 ara-C se incorpora por
transporte faciiitado en un 80-87%a una concentración de 1 pM, mientras que a

200 uM 10 hace en un 68-80%. Este transporte faciiitado se rea1iza uti1izando
e] transportador de 1a deoxicitidina mientras que e] exceso de ara-C entra por
difusión pasiva y por 10 tanto su entrada no es bioqueada por dipiridamoi.

Este resuïtado sugiere también que ias concentraciones intrace1u1ares de
ara-CTP a1canzab1es con a1tas dosis de ara-C son mucho mayores que ïas que se

a1canzan con dosis convencionaies y permite expïicar e] éxito que ha tenido 1a



Radioactividad recuperada en

Nücieos aisiados Ptd-dCMP DNA
(cpm)

Sin agregados 1.114 1.438

Ptd-A 1 mM 8.740 1.530

Ptd-A 1 mM+ ara-CTP 0.5 mM 5.103 312

Tabia g; Efecto dei ara-CTP sobre la sintesis gg Ptd-dCMP1_Q!5 en nücieos
aislaaos'gg_celulas gg Sarcomalgg. ’

Los nücieos fueron obtenidostfomo se describe en e1 punto 3.1. de Materiaies yMétodos. Se incubaron 5 x 10 üc1eos en 0,3 m1 de mezïca de permeabiiización
compieta que contiene 3,3 uM ( H)dCTPy ios agregados que figuran en 1a tabïa.
E1 ácido fosfatidico (Ptd-A) fue agregado como una dispersión acuosa sonicada.
Luego de 30 min a 37°C se extrajo e] materia] iipïdico y ei DNAcomo figura en
e] punto 4.5. de Materiaies y Métodos.
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Figura ll; Curva gg tiemoo gg_ la incorEoración gg_ L?H)ara-C g_ 1__ fase
organica.

Se resuspendieron 14 x 106 timocitos en 0,5 m1 de MEM-HEPESque contenía 10%FBS diaiizado. Las céiuias se incuharon con 5 uCi de ( H)ara-C en presencia
(o) o ausencia (o) de CPZ 60 uM durante tiempos variabïes a 37°C. E1 materia]
iipïdico fue extraído comose describe en Hateria1es y Métodos.
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Figura lg: Efecto de] di iridamo] sobre el transoorte gg_i?H)dCydl_1?H)ara-C___. —l._—
en Sarcoma .

Figura lag: Se incubaron 22 x 106 cé1u1as en 1 m1 de PBS-G1ucosa (1 mg/m1) con

dCyd 1 uH (1 “Ci de ( H)dCyd) en gresencia o ausencia de dípiridamoï 10 pM. (1) sin agregados; (2 dipirídamo].

Figura 13g: Se incubaron 30 x 106 cé1u1as en e1 mismo medio con 0.5 o 250 uM
ara-C (1 uCi de ( H)ara-C) en presencia o ausencia de dipíridamo]
10 pH. (1) sin agregados; (2) dípiridamo].

Las incupacíones se 11evaron a cabo a 0°C durante Q9 min. La medición de 1a
radioact1vidad incorporada a 1as cé1u1as se reaïizo como se describe en e]
punto 4.1. de Materiaïes y Métodos.



quimioterapia con aitas dosis de ara-C (HD-ara-C) en una gran proporción de
pacientes.

1.9. Modeiopropuesto para explicar el efecto del ara-C sobre 13_sintesis deo
En base a ios resuitados obtenidos en este capïtuio se han diseñado dos

modeios que expiican e1 modo de acción dei ara-C a bajas y aïtas con
centraciones.

En 1a Figura 13A está esquematizado 10 que sucede cuando se incuban

céiuias con (3H)dCyd en presencia de 1 a 10 ¡JM ara-C. Ambos nucieósidos

penetran a 1a cé1u1a por un proceso de difusión faciiitada, utiiizando pro
bablemente e] nfismo transportador, ya que estudios cinéticos de transporte
indican que ambos nucieósidos poseen ios mismos vaiores de Kmy Vmax. (288).

Una vez dentro de 1a cé1u1a, 1a dCyd quinasa citopiasmática fosforiia ambos

nucieósidos dando ios respectivos nucieósidos monofosfato y 1uego, por 1a
acción de otras quinasas se sintetizan dCTPy ara-CTP. Concentraciones intra

ce1u1ares de ara-CTP dei orden de 10'7 Mson suficientes para inhibir 1a sin
tesis de DNA(289). Comoconsecuencia de dicha inhibición, 1a concentración
intraceiuïar de dCTPaumentaría. Existen en 1a 1iteratura numerosas evidencias

de que e] ara-C es capaz de aumentar dicho pooi. Roberts y co]. encontraron

e1evados ios pooies de dCTPy dTTP como consecuencia de 1a administración de

1.200 mg/Kg de ara-C en ratones portadores de céiuias 1eucémicas L1210 (284).

Grahamy Nhitmore, en experimentos in_vit:g, encontraron que 1a incubación de
céiuias L de ratón con ara-C 30 uM y (3H)dCyd provocaba, 1uego de 2 h de incu
bación, un incremento de 3 veces en 1a concentración de (3H)dCTP (285).

Dado que ei dCTPes sustrato para 1a sintesis de Ptd-dCMP, un aumento en

su concentración intrace1u1ar provocaría un incremento en 1a sintesis dei

1iponuc1eótido. Este efecto se observa independientemente de‘ Ios niveies
endógenos de ácido fosfatïdico, e] otro sustrato para 1a sintesis de Ptd-dCMP,
aunque en presencia de CPZ, que aumenta Ios niveies de dicho fosfoiïpido por
inhibición de 1a enzima fosfatïdico-fosfohidr01asa, 1a estimuiación de 1a
sintesis de Ptd-dCMPes mayor (Figura 6A). Estos resuïtados sugieren que,
posibiemente, ambos sustratos se ha11an en concentraciones 1imitantes en
céiuias intactas. Este hecho permitiría exp1icar, a1 menos en parte, e1 bajo
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nivei de Ptd-dCMP detectado cuando se incuban ias cé1u1as con (3H)dCyd en

ausencia de drogas que aumenten 1a concentración de aiguno de sus sustratos.

Cuando se incuban céiuïas en presencia de aitas concentraciones de ara-C

(5100 uM) 1a situación cambia. Esto está esquematizado en 1a Figura 13B. En

primer 1ugar, se observa una inhibición de] transpOrte de (3H)dCyd que se pro

duce por competencia de 1as nmïécuias de ara-C por e] transportador de dCyd.

Es necesario tener en cuenta que en todos 10s experimentos e] ünico aporte de

dCyd proviene de] suero donde 1a concentración aproximada de este nucieósido

es de] orden de 1 uM (290). La inhibición en ei transporte de (3H)dCyd hace

que 1a concentración de (3H)dCTPintraceïuiar baje, no asï 1a concentración de
ara-CTP, que aicanza niveies suficientes para inhibir, además de 1a sintesis

de DNA,1a síntesis de Ptd-dCMP. Los experimentos reaiizados con céluïas per

meabiiizadas y nücïeos sugieren que e] ara-CTP inhibe 1a sintesis de Ptd-dCMP

por competencia con e] dCTP por 1a enzima que transfiere este nucieótido a1

ácido fosfatïdico. E1 experimento de 1a Figura 11 sugiere que e] ara-CTP

actuarïa como sustrato de dicha enzima ya que e] (3H)ara-C se incorpora a un
compuesto soiubie en soiventes orgánicos. Más aün, esta incorporación sóio es
detectada en presencia de CPZ, sugiriendo un mecanismo simi1ar a aquéi que
conduce a 1a detección de Ptd-dCMPen cé1u1as intactas.

Si bien en e] esquema no fue indicado para simpiificar su comprensión, e]

ara-C se incorpora a 1a fase orgánica aün a bajas concentraciones pero 10 hace
con muy baja eficiencia, de ta] forma que e] efecto neto es un incremento en

1a sintesis de Ptd-dCMP provocado por ei aumento en 1a concentración de
(3H)dCTP.

E1 nndeio propone que e] Ptd-dCMPse sintetiza en 1a membrana p1asmática,

io que también representa una simpiificación ya que sabemos que Ios nücieos
pueden sintetizar Ptd-dCMP(Tabia 2). Si bien en esta organeia 1a sintesis
estaría 10ca1izada a nive1 de membrana (como ocurre con 1a síntesis de todos

ios fosfoiïpidos), es difíci] discriminar si ocurre en 1a nembrana externa,
proiongación de] retïcu1o end0p1asmático, o si ocurre en 1a nembrana nuciear
propiamente dicha. Por otra parte, estudios rea1izados en e] 1aboratorio
señaiaron a 1a fracción de nembranas sedimentadas a baja veiocidad y a 1a

fracción nuc1ear, como ios 1ugares donde se Iocaiiza e] 75% de1 Ptd-dCMPsin

tetizado por ias céïulas. Los microsomas contenían e] 2%mientras que e1 resto



de 1a radioactividad se distribuïa entre mitocondrias y fracción soïubie
(26).

En e] Capítuio IV se presentarán 1as evidencias que demuestran e] roi dei

Ptd-dCMPcomo precursor en 1a biosïntesis de fosfatidiI-inositoi. Es intere
sante destacar que Raetz y co]. (291) sintetizaron químicamente
ara-CDP-DL-dipa1mitina y demostraron que sóio un 30% puede ser sustrato para

1a enzima fosfatidii-inosito] sintetasa en microsomas de higado de rata y que
no puede ser convertido a fosfatidi]-giicerofosfato por mitocondrias dei mismo
origen ni a fosfatidii-serina en extractos de Escherichia Coïi. Los resuitados
presentados en este Capituio permiten postuiar un nuevo mecanismo de acción de

1a droga antineoplásica ara-C. Dicho necanismo impiicarïa 1a inhibición par
cia] de 1a biosïntesis de fosfoïïpidos ce1u1ares.

Los resuitados presentados no permiten discernir si 1a inhibición de 1a
sintesis de Ptd-dCMPjuega aigün roi en el efecto citotóxico de] ara-C.

Existen datos en 1a Iiteratura que indican que e1 ara-C puede interferir
con otros procesos además de 1a síntesis de DNA. Chu ha reportado que esta

droga se incorpora a RNA(292) y Hawtrey y coï. mostraron que e] ara-C inhibe

1a sintesis de giicoiïpidos y gïicoproteïnas en cé1u1as embrionarias de
hamster (293).

Recientemente e] grupo de David Woodcock, utiïizando técnicas de microci
nematografia, microfiuorimetrïa de fiujo y estudio de 1a morfoiogïa cro
mosómica 11egó a 1a conciusión que e] daño primario que 11eva a las cé1u1as

tratadas con ara-C a 1a muerte no se debe a su intercaiación en e] DNA,sino a

una re-replicación aberrante de] DNAque conduce a severas a1teraciones en 1a
estructura cromosómica (294). Este proceso ocurre cuando 1a replicación de]
DNAse inhibe directamente por acción sobre 1a DNApoiimerasa o indirectamente
por inhibición de 1a sintesis de proteinas.



CAPITULOll

SINTESIS QE Ptd-dCMP En CELULAS QE ORIGEN MIELOIDE

11.1. Efecto del ara-C sobre mieïobiastos dg_pacientes 1eucémicos.

Recientemente han surgido trabajos en 1a iiteratura en apoyo de] trata
miento con aitas dosis de ara-C, particuiarmente en pacientes con Leucemia
Mieioide Aguda (LMA)resistentes a dosis convenciona1es de 1a droga (295,296).

Como se señaló en e] capïtuio anterior, e1 éxito de esta terapia podria
deberse a que usando aitas dosis de ara-C se pueden e1udir Ios mecanismos nor

maies de transporte de este nucïeósido, que potencialmente pueden estar
a1terados en cé1u1as resistentes.

Dado que 1a concentración que a1canza e] ara-C en piasma en ei curso de
105 tratamientos con aitas dosis (297) son factibies de inhibir a1 Ptd-dCMP,

resu1t6 de interés estudiar 1a sintesis de Ptd-dCMPy DNAen mie10b1astos de

pacientes con LMAy e1 efecto jg_xitrg del ara-C sobre ambas vias metabólicas.
E1 objetivo inicia] fue investigar cuái de estas vias está aiterada en ias
cé1u1as resistentes y si esto se nndifica con e] tratamiento de a1tas dosis.

11.1.1. Efecto del ara-C sobre la incorporación de 1?H)dCyd a Ptd-dCMP¿_gflfi
en mieïob'lastos _d_epacientes MM.

E1 estudio se rea1i26 con 5 pacientes con diagnóstico de LMAque no

hubieran recibido tratamiento quimioterápico previo, con 1a idea de proseguir
e] estudio con aqueïïos pacientes que presentaran resistencia a 1as dosis con
vencionaies de ara-C con ias que serian tratados.

Los datos de estos pacientes, asi como 1a fuente de mieiobiastos uti
1izada, figuran en e] punto 1.3. de Materiaies y Métodos.

Como se puede observar en 1a Tabïa 3, no se detectó sintesis de

Ptd-dCMP, aün en presencia de CPZ, en 3 de 1os pacientes estudiados (N° 1, 2 y

4). En ios pacientes 1 y 2, un ampiio rango de concentraciones de ara-C fue
inefectivo para estimuïar 1a sintesis de] 1iponuc1eótido observada a bajas
concentraciones de droga en timocitos y Sarcoma 180. Este efecto si se observa

en ios mieiobiastos de] paciente N° 4.
A diferencia de ios anteriores, ios mieïobiastos de ios pacientes N° 3



Ptd-dCMP DNA

(cpm) (cpm)
ara C (NM)

P.1 P.2 P.3 P.4 P.5 P1 P2 P3 P4 P5

k 0 22 3 0 0 61 2118 2081 11900 4146 23319

0+CPZ 60 uM 41 21 1176 6 1760 368 477 6095 180 17223

1+ 38 13 N.D 104 2146 200 152 N.D 356 4056

5+ 65 15 N.D 184 1770 101 205 N.D 108 '1884

10+ 35 16 953 168 1778 82 152 650 95 1460

50+ 208 2 N.D 61 1520 44 74 N.D 61 1330

100+ 2 12 366 67 920 17 58 430 49 980

200+ 22 8 336 4 600 25 40 315 42 747

Tabia 3; Efecto de] ara-C sobre la incorporación gg_1?H)dCyda_Ptd-dCHP ¿_Q!fl
en mielñbTastos humanos.

Se incubaron 3 — 6 x 106 mieiobiastos humanos en 0,5 m1 de MEM-HEPES 0% FBS
en presencia de CPZ 60 uM, cantidades variables de ara-C y 3 uCi de ( H)dCyd
durante 1 h a 37°C. A1 finaiizar 1a incubación ei materia] lípidico y e] DNA
fueron extraídos como se describe en e] punto 4.2 de Materiaies y Métodos. Los
experimentos fueron reaiizados por dup1icado.



y 5 se comportaron como normaimente 10 hacen otras céïulas en proïiferación

estudiadas, es decir que 1a CPZ estimuïó 1a incorporación de (3H)dCyd a1

Ptd-dCMP y que e] ara-C incrementó dicho efecto a bajas concentraciones
(paciente N° 5) y 10 inhibió a concentraciones aitas en ambos casos.

Por otra parte, 1a sintesis de DNAen ios mieiobiastos de todos Ios
pacientes fue sensib1e a1 efecto inhibitorio de] ara-C. Este dato tuvo una

buena correiación con e] tratamiento c1ïnico en ei sentido de que ninguno de
ios pacientes presentó resistencia c1ïnica a 1a droga. En efecto, tres de ios
pacientes estudiados entraron en remisión 1uego de 1a administración de dosis

convencionaïes de ara-C (75 mg/mz/dïa s.c, 8 cicïos de 4 días) mientras que
105 otros dos murieron durante 1a inducción de 1a remisión.

Cabe señaiar que 1a CPZ inhibió en todos Ios casos 1a sintesis de DNA,

y que 1a magnitud de dicha inhibición fue aitamente significativa, siendo
interesante destacar que fue mayor en 105 casos en que no aumentaba 1a sïn
tesis de Ptd-dCMP.

11.1.2. Efecto del ara-CTP sobre lg_incorporación de (3H)dCTP3_Ptd-dCMPX 955
¡en mieïobiastos gg_pacientes ggn_Ljyy

E1 efecto dei ara-CTP sobre 1a incorporación de (3H)dCTPse estudió en

los mie10b1astos de ios pacientes N° 1, 2 y 5. Para medir este efecto ios

mieiobiastos fueron permeabiiizados para permitir e] pasaje de los nuc1eósidos
trifosfato (dNTPs). En 1a Tab1a 4 se observa que ios mieiobiastos per
meabi1izados de] paciente N° 1 sintetizaron Ptd-dCMP a pesar de que en ias
céiuïas intactas no se detectó síntesis de] mismo. Esta sintesis fue par
cia1mente inhibida con 200 MMara-CTP (18% de inhibición). En e] paciente N° 2

no se detectó sintesis de] 1iponuc1eótido en este sistema aunque e1 agregado

de CPZ estimuió 1a incorporación de (3H)dCTP a 1a fase orgánica (440 cpm). En

e1 paciente N° 5, a1 igua] que en céiuïas intactas, hubo síntesis de Ptd-dCMP
y ésta fue inhibida por ara-CTP (24%de inhibición).

Con respecto a 1a sintesis de DNA,fue 11amativa 1a baja incorporación
de radioactividad en este sistema en todos ios pacientes estudiados. Se podría
especuiar que Ios mieïobïastos, a1 permeabiïizarse, pierden a1gün factor
importante para 1a sintesis de DNA.



Ptd-dCMP DNA

(cpm) (cpm)

ara-CTP
(UM) Pac N° Pac N° Pac N° Pac N° Pac N° Pac N°

1 2 5 1 2 5

0 2616 69 5607 63 8 379

1 2577 83 n.d. 97 12 n.d.

50 2897 55 n.d. 85 6 n.d.

100 2589 91 n.d. 117 4 n.d.

200 2138 81 4264 53 0 294

Tabia 4: Efecto de] ara-CTP sobre 1a incorporación gg_1?fil dCTPal Ptd-dCMP1
_ QEE_ÉEmieloñlasfos permeáEï 12a os.

Se incubaron 3 —5 x 106 mieiopiastos con 0,3 m1 de mezcia de permeabiiizaciónen presencia de 3 ¡JCi de ( H)dCTP .y distintas concentraciones de ara-CTP
durante 1 h a 37°C. A1 finaiizar 1a incubación se extrajo e] materia] 1ipïdico
y e1 DNAcomo figura en Materiaies y Métodos. Los experimentos fueron reaiiza
dos por dup1icado.



II.1.3. Transporte gg 13H)ara-Cen mieiobiastos ggl_paciente N:_3¿

Este experimento se reaiizó con ei objeto de detectar posibies faiias
en e] transporte dei quimioterápico. En 1a Figura 14 se observa que e]

(3H)ara-C se incorpora a ios mieïobiastos aicanzando un máximoa ios 20 min.
de incubación, a partir de Ios cuaies 1a incorporación disminuye abruptamente.
Probabiemente esto suceda porque a 0°C no funcionan ias quinasas y ei

nucieósido no fosforiiado no es retenido por 1a céiuia. En 1a Tabia 3 se

observa que en este paciente e] ara-C actuó muybien in litro tanto sobre 1a
síntesis de DNAcomo sobre 1a síntesis de Ptd-dCMP, 1uego de 1 h de incubación
a 37°C.

En base a ios resuitados obtenidos podemos ciasificar a 10s

mieiobiastos de LMAen dos grupos distintos en 10 que se refiere a síntesis de

Ptd-dCMPy DNA.En e] primer grupo (pacientes N° 3 y 5) se encuentran aqueilos

mieiobiastos que incorporan (3H)dCyd a1 Ptd-dCMP en presencia de CPZ. Estas
céiuïas tienen, a su vez, una activa sintesis de DNA(Tabia 3).

En e] segundo grupo (pacientes N° 1, 2 y 4) se encuentran aqueiios

mieiobiastos que no incorporan e] precursor radioactivo en 1a fase orgánica en
presencia de CPZ. Este grupo de mieiobiastos tiene comparativamente menor

síntesis de DNAque ios anteriores. Un resumen de estos resuïtados se pre
senta en 1a Figura 15.

Cabe señaiar que ninguno de ios pacientes estudiados presentó
resistencia ce1u1ar a1 ara-C, con una DI50 para 1a síntesis de DNAque osciló
entre 1 y 10 pM. Estos pacientes tampoco desarroiiaron resistencia posterior
a1 tratamiento quimioterápico empieado con 10 cua] ninguno fue se1eccionado
para un tratamiento con aitas dosis de ara-C.

A1 cabo de un año de estudio, tres de ios pacientes habían faiiecido (N° 2 y 3

durante 1a inducción de 1a remisión y N° 4 un año después). Con respecto a ios

otros dos, e] paciente N° 1 entró en remisión contínua y no voivió a1 centro
asistencia] y e] paciente N° 5 recayó un año después de] tratamiento y
actuaimente no se conoce su situación.
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Fiaura 13; Transgorte gg_1?fil_ara-C En míeïobïastos humanos.

Se íncubaron 30 x 106 cé1u1as en 1 m1 de PBS-gïucosa (l mg/mï) con 50 uM ara-C
(1 uCi de ( H)ara-C) durante tiempos_ varíabïes a 0°C. La medición de 1a
radioactividad incorporada se rea1ízo como se describe en Materíaïes y
Métodos.
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Fíaura É: Síntesis d_ePtd-dCMP (A) L DNAMEL mie1ob1astos humanos.

Este gráfico se construyó en base a los experimentos que figuran en 1a Tabïa
3.



11.2. Sintesis ge Ptd-dCMPen la 1ïnea ce1u1ar HL-60.

Los resuitados obtenidos con mieïobïastos humanos, sugiriendo 1a presen
cia de distintas pob1aciones ceiulares en cuanto a 1a sintesis de Ptd-dCMPy
DNAmotivó 1a e1ecci6n de 1a 1ïnea HL-60 como nndeio experimenta] para estu

diar 1a sintesis de este 1iponuc1eótido en distintas condiciones de cuïtivo.
Esta 1ïnea fue estabiecida en 1977 a partir de 1eucocitos de sangre periférica
de un paciente con 1eucemia promieiocïtica aguda (273). Las cé1u1as en

cu1tivo poseen caracteristicas morfoïógicas y tinciones histoquïmicas
especificas de ias céiuïas mieïoides, comoser e] Sudan Bïack, 1a c1oroacetato
esterasa y 1a mieioperoxidasa (273). E1 90%de 1as céïuïas se encuentra en e1

estadio de promieiocitos, mientras que e] 10%restante corresponde a céïuias
más maduras, con morfo]ogïa de mieiocitos, metamie10citos iy neutrófiios en

cayado y segmentados.

Las céïuïas HL-60 manifiestan un fenotipo transformado, cuyas carac
terísticas principaies son anormaïidades en e1 cariotipo, proïiferación
continua en cu1tivo sin necesidad de agregar factOres de crecimiento, tumori
genicidad en ratones atïmicos (ratones “nude") y simiïitud morfoiógica, histo
quïmica y cariotïpica con ias céïuïas 1eucémicas dei paciente que 1e dieron
origen (298).

Una caracteristica distintiva de esta 1ïnea ce1u1ar es su capacidad de
ser inducida a diferenciar a distintos tipos ce1u1ares dependiendo de 1a
natura1eza de] inductor. Asi por ejempio, e] ácido retinoico y sus derivados

(274), e] dimetil suïfóxido (DMSO)y otros compuestos p1anares y una variedad
de compuestos p01ares (275) son capaces de inducir una diferenciación termina]

mieïoide, mientras que ios esteres de forbo1 inducen una diferenciación de
tipo monoóïtica (299). Las cé1u1as asi diferenciadas poseen 1as carac
teristicas morfoiógicas y funcionaïes de neutrófiïos y monocitos maduros. Por
ejempïo, dichos neutrófiïos pueden hacer fagocitosis, quimiotaxis y poseen 1a
habiïidad de reducir e] nitrobïue tetrazoiium (NBT)(300,301). E1 propósito de
este estudio fue investigar 1a síntesis de Ptd-dCMPen 1as cé1u1as indiferen
ciadas y en 1as cé1u1as inducidas a diferenciar a neutrófiïos maduros.



11.2.1. Síntesis gg_Ptd-dCMPï_Q!A en HL-60en proïiferación.

La sintesis de Ptd-dCMPy DNAfue estimada incubando cé1u1as en creci

miento exponencia] con (3H)dCydy midiendo su incorporación a 1a fase orgánica
y a 1a fase ácido-insoiubïe.

En 1a Figura 16A se puede observar que 1a síntesis de Ptd-dCMP es
dificiimente detectada en ausencia de CPZ aün si se aumenta 1a cantidad de

céiuias. E1 agregado de esta droga produce un fuerte incremento de ios niveies

de] 1iponuc1eótido que es dependiente de 1a cantidad de céïuias utiïizadas. La
síntesis de DNA,por e] contrario, fue significativamente inhibida por CPZ
(Figura 16B). Este resuitado es simiiar a1 obtenido con 105 mieïobiastos huma

nos, donde sorprendió 1a gran sensibiiidad de estas cé1u1as a 1a inhibición de
1a sintesis de DNApor CPZ. Es probabie que esto esté refïejando un rasgo
comün a toda 1a serie mieioide.

La Figura 17 muestra 1a incorporación de (3H)dCyd a1 Ptd-dCMP y DNAen

función dei tiempo de incubación. Teniendo en cuenta que e] experimento se

rea1izó en presencia de CPZ (para estas céiuias 1a concentración óptima es

también de 60 uM) se puede observar que esta droga produce una disminución en

1a viabiiidad ceïuiar a tiempos reïativamente cortos, 11egando a una inhibi
ción de1 80% Iuego de 60 min. de incubación. Los timocitos de ratón, luego de

60 min. a 37°C en presencia de CPZ 60 uM tienen una viabi1idad de1 70% y 1as
céiuïas de Sarcoma 180 incubadas en 1as mismas condiciones tienen una viabili

dad de1 90%. Una observación generai es que e] tiempo que tarda 1a reacción

para 11egar a1 plateau depende de 1a viabiiidad, por 10 tanto 1as curvas como
1as de 1a figura 17 difieren para ios distintos tipos ce1u1ares.

11.2.2. Sintesis de Ptd-dCMP¿_g!5 en HL-60inducidas g_diferenciar.

La inducción de diferenciación se reaïizó con ácido retinoico (RA) 1

uM que, como ya se mencionó, produce una diferenciación granu1ocitica. En 1a

Figura 18 se observan ias cé1u1as HL-60 en crecimiento exponencia] y 1uego de
6 dias de agregado e1 inductor. Las fotografias muestran c1aramente un corri
miento de] cu1tivo hacia formas más maduras, que dan positiva 1a reacción de

NBT (4% de cé1u1as positivas en e] contro1 frente a 82% en las tratadas),
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Fiaura 16: Sintesis de Ptd-dCMP (A) y DNA(B) en HL-60 en crecimiento. Efecto
_ ¿FCH

Se incubaron cantidades variabies de3HL-60 en crecimiento exponencia] en 1 m1
de "¡iMac-10% FBS con 2 uCi de (H)dC d en presencia (o - o) o ausencia
(o --- o) de CPZ 60 uM durante 2 h a 37 C. E1 materiaï 1ipídico y e1 DNAse
obtuvieron como se describe en e] punto 4.2. de Materia] es y Métodos.
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Figura H: Incorporación de (3H)dCyd¿al Ptd-dCMP¿Mi HL-60fl función _de_1
tiempo__e inculícion.

Se incubaron 2 x 106 céiuias en crecimiento expámenciaï con 0,5 m1 deMNK-10% FBS en presencia de CPZ 60 uM y 3 pCi de ( H)dCyd durante distintos
tiempos a 37°C. A1 finaiizar e] experimento, e1 materia] 'Iipïdico (o - o) y e]
DNA(o - o) fueron obtenidos como se describe en e] punto 4.2. de Materia] es y
Métodos. Paraieïamente se determinó 1a viabiïidad de 1as céiuias a ios distin
tos tiempos de incubación utiiizando ei método de exciusión de] azu] tripan,
descripto en e] punto 8.1. de Materiaies v Métodos (An-A ).a



- 104 

Figura lg; Fotografías gg_cé1u1as HL-60.

A) Cé1u1a en crecimiento exponencíaï.
B- —D ') Cé1u1as díferenc1adas con ácido retínoíco 1 JJM (6 días de

inducción).
C

Las fotografías fueron tomadas de cé1u1as a 1as que se 1es rea1izó un ensayo
de NBTy que posteriormente fueron teñidas con Wright-Gíemsa (Materiaïes y
Métodos, puntos 2.1. y 2.2.).



visuaiizándose ios depósitos negros de formazán.
Cuando se midió 1a sintesis de Ptd-dCMPen estas céiuias tratadas con

RA, se observó que 1as cé1u1as habian perdido 1a capacidad de acumuiar e]

Iiponucieótido en presencia de CPZ (Figura 19A). Se puede observar también que
e] RA no produce un efecto directo sobre 1a síntesis de Ptd-dCMP, a1 menos
durante 2 h de incubación.

La síntesis de DNAen estas céiuias fue nuy baja comparada con ias

céiuias en crecimiento exponenciai utiiizadas como contro] (1a incorporación
desciende un 70-80%). La sintesis residua] fue inhibida por CPZ(FIgura 198).

Resuïtados simi1ares se obtuvieron cuando 1a inducción se rea1izó con

retina] 10 uM (Figura 20).

Con e] objeto de determinar si 1a faita de acumu1ación de] iipo

nuc1eótido en presencia de CPZera específica para ei deoxiderivado, se midió

1a síntesis de Ptd-CMPen idénticas condiciones. En 1a Tabïa 5 se muestra que

1as cé1u1as inducidas a diferenciar tampoco acumu1an Ptd-CMPen presencia de

CPZ; 1a síntesis de RNAbaja un 50% con respecto a 1as céiuias no inducidas y

1a síntesis residuai es fuertemente inhibida por CPZ.
En dicha tab1a se comparan Ios resuïtados obtenidos cuando se incuban

céïulas con (3H)dCydy (3H)Cyd. Es necesario tener en cuenta que 1a radioac

tividad incorporada depende de 1a actividad específica de cada nuc1eótido
dentro de 1a céïuia. Dado que no conocemos e] tamaño de 1os pooies de CTP y

dCTPen HL-60 no se pueden sacar conc1usiones con respecto a ios niveies reia

tivos de ambos1iponuc1eótidos a partir de estos resuitados.
La falta de sintesis de ambos 1iponuc1eótidos en 1as céïuïas inducidas

a diferenciar p1antea 1a posibiiidad de que durante este proceso se haya
reprimido 1a síntesis de 1a(s) enzima(s) que sintetiza(n) ios 1iponuc1eótidos.

11.2.3. Sintesis gg Ptd-dCMPen cé1u1as diferenciadas permeabiiizadas.

Con e] objeto de obtener más información referente a 1a fa1ta de

efecto de 1a CPZ en HL-60 diferenciadas, ias mismas fueron permeabiiizadas y

1a síntesis de Ptd-dCMP fue nedida uti1izando (3H)dCTP como precursor. En 1a
Tab1a 6 se puede apreciar que, en estas condiciones, ias céïuïas diferenciadas
sintetizan Ptd-dCMPy 1a CPZestimuïa dicha síntesis. Es decir, se comportan
comoHL-60 sin diferenciar. Estos resuïtados permiten descartar 1a hipótesis
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diferencia'aas con acido retinmco.

Dos cuitivos de HL-60, uno en crecimiento _exponencia1 y otro inducido a
diferencgar con ácido retinoico (RA) luM 6 dias antes fueron incubados con 3
uCi de ( H)dC_yden presencia o ausencia de CPZ 60 ¡JM durante 2 h a 37°C. Como
contro] se incubaron céiuias en crecimiento exponencial
mismas condiciones. E1 materia] 1ip1dic0 y e1
detaHa en e] punto 4.2. de Materiaies v Métodos.4

con RA 1 uM en ias
DNA se obtuvieron como se
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Figura 20: Sintesis de Ptd-dCMP (A) y DNA (B) en HL-60 en crecimiento 1— diferenma-dáscon rcïtïnaïT _ _ _

Dos cu1tivos de HL-60, uno en crecimiento exponencia] _y otro inducido a
diferenciar 6 dias antes con retina] 10 uM fueron centrifugados y resuspen
didos a una concentración de 4 x 10 céi/m] con HHH-10% FBS. Se incubaron
0,5 m1 de céluias con 3 ¡JCi de (3H)dCyd en presencia o ausencia de CPZ 60 ¡1M
durante 2 h a 37°C. E1 materia] 1ipïdico y e] DNA se obtuvieron como se
describe en ei punto 4.2. de Materiefles y Métodos.



Condición CPZ Ptd-dCMP DNA Ptd-CMP RNA

Experimenta] 60 uM cpm Cpm cpm cpm

HL-60 contro] 32 197.014 630 45.896

+ 1.797 63.748 9.584 27.903

HL-60 diferenciadas 36 45.890 256 22.840

+ 108 9.868 188 2.140

Tab1a é; Incorporación gg_L;H)dCyd x_1?H)Cyd en HL-60.

Dos cu1tivos de HL-60, uno en crecimiento exponenciai y otro inducido a
diferenciar 6 dias antes con ácido retinoi o 1 uM, fueron centrifugados y
resuspendidos a una concentración de 4 x 10 /m1 con medio de cu1tivo fresco
(MEM!-10% FBS). Se incubaron 0,5 m1 de céiuïas con 3 JJCÍ de (3H)dCyd o
(3H)Cyd en presencia y ausencia de CPZ 60 ¡JM durante 2 horas a 37°C. E1
materia] 1ipïdico y ácido-insoiubïe se obtuvieron comose describe en e] punto
4.2. de Materiaies y Métodos.



Condición experimenta] CPZ Ptd-dCMP DNA
60 MM cpm cpm

controï - 42 106.814
+ 2.714 47.913

HL-60
enteras

diferenciadas - 0 38.254
+ 129 12.692

r
contro] - 1.643 142

+ 7.126 350
HL-60
permeab.

diferenciadas - 2.528 347
+ 9.618 379

Tabïa g; Sintesis gg_Ptd-dCMP¿_DNAen HL-60 enteras z_permeabi1izadas.

Dos cuitivos de HL-60, uno en crecimiento exponencial y otro inducido a
diferenciar con RA 1 uM 6 dias antes, fueron divididos en dos partes: una de
e11as se centrifugó y resuspendió en MEMK-40z FBS y se incubó con 3 uCi de
(3H)dCyd en presencia o ausencia de CPZ 60 uM y 1a otra parte se permeabi1izó
con medio de permeabiiización compieto descripto en e1 punto 4.4. de
Materiaies y Métodos y se incubó con 3 uCi de (3H) dCTPen presencia o ausen

cia de CPZ 60 uM. Luggo de 1 h a 37°C se extrajo ei compuesto 1ipidico y e]DNA.Se usaron 2 x 10 cé1u1as para cada determinación.



de 1a represión genómica ya que demuestran que 1a(s) enzima(s) que

sintetiza(n) ios iiponuncieótidos está(n) presente(s) en 1a céiuia diferen
ciada.

Un hecho que 11ama 1a atención es 1a baja síntesis de DNAen HL-60

permeabiiizadas, aün cuando a1 medio de permeabiiización se 1e agregaron todos

10s dNTPs. Un resuitado simiiar se obtuvo con 10s mieiobiastos de ios pacien

tes 1eucémicos. Además, en e] paciente N° 1 se encontró que, si bien ios

mieiobiastos extraídos de néduïa ósea no acumuiaban Ptd-dCMPen presencia de

CPZ, sí 10 hacian cuando se ios permeabiiizaba.

11.2.4. Transporte ge_igH)dCXden HL-60.

Habiendo demostrado que ias céiuias diferenciadas poseen 1a maquinaria
para 1a sintesis de ios 1iponuc1eótidos, 1a faita de detección de Ios mismos

en presencia de CPZ podría estar refiejando una aiteración en 1a membrana

piasmática que conducirïa a un transporte reducido de ios nucieósidos precur
sores. Con e] objeto de comprobar esta hipótesis se midió e] transporte de
(3H)dCyden céiuias proliferantes y diferenciadas.

En 1a Figura 21 se puede observar que en 1as céluias diferenciadas ei

transporte de (3H)dCyd está totaimente bioqueado, expiicando, a1 menos en
parte, 1a faita de detección dei Ptd-dCMPen ias céïuïas intactas.

11.2.5. Efecto gg_1g_gg; sobre la capacidad cionogénica gg_HL-60.

En 10s puntos anteriores se ha señaiado 1a gran sensibi1idad de estas
céluias a1 efecto inhibitorio de 1a CPZ sobre 1a sintesis de DNA.En 1a Figura
17 se ha mostrado que a1 cabo de 30 min en contacto con 1a droga, ias céiuïas

se vueiven permeabies a1 coiorante vita] azui tripan. Sin embargo, y dado que

1a CPZprovoca alteraciones en 1a membranapiasmática, se hizo necesario pro
bar que 1as céiuias perdieron 1a capacidad de dividirse uti1izando un nétodo
más directo. Dicho método es ei ensayo cionogénico, que evaiüa 1a capacidad de
formar coionias de céiuias en cuitivo.

E1 ensayo se reaiizó incubando HL-60 en presencia de distintas con

centraciones de CPZ durante 1 h a 37°C. A1 cabo de ese tiempo se removió 1a

droga y ias cé1u1as se piaquearon en agar semisólido, cuidando que queden
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Figura gl: Transporte gg LQH)dCydEn HL-60.

Las cé1u1as se incubgron a una concentración de 10x106/m1 en PBS conteniendogïucosa 1 mg/m1 y ( H)dCyd 1 uM durante distintos tiempos a 4°C. La incor
poración se frenó por e1 agregado de 5 m1 de PBS frío y 1as cé1u1as se 1avaron
con 6 m1 de] mismo medio. Los pe11ets fueron so1ubi1izados con 0,5 m1 de
Soïuene 350 y contados con lap m1 de To1ueno-0mníf1uor. (o - o) HL-60 contro1l
(I) HL-60 diferenciadas con acido retinoico 0,5 pM. E1 experimento se rea1ízo
a1 séptimo día de inducción.



separadas en 1a piaca. A1 cabo de 2 semanas se contaron 1as coionias de más de
30 céiuias.

Los resuitados de este experimento se nmestran en 1a Figura 22. Se

puede observar que concentraciones crecientes de CPZ disminuyen 1a capacidad

de formar coionias 11egando a cero con 60 uM. Sin embargo, 1a viabiiidad de

ias céiulas 1uego de 1 h de incubación c0n 1a droga se mantuvo cercana a1 100%

con concentraciones 56 pM descendiendo un 70% con 60 uM. Este experimento

demuestra que 1a CPZ es capaz de inhibir 1a proiiferación ceiuiar y que e]

ensayo cionogénico es un método muy sensibie para evaiuar dicho efecto ya que

con CPZ6 pM, aün cuando 1as céiuias están viabies uti1izando e] criterio de]

azul tripan, han perdido 1a capacidad de dividirse en un 80%.

II.3. Discusión.

Los experimentos con mieiobiastos purificados de pacientes con LMA,
reaiizados con ei objeto de estudiar e] nntaboiismo de Ptd-dCMPy correia
cionario con 1a posibïe aparición de resistencia a1 ara-C, reveiaron un com
portamiento heterogéneo con respecto a 1a sintesis de Ptd-dCMPy DNA.

Con respecto a 1a sintesis de Ptd-dCMPse observó que aïgunos pacientes
sintetizaron e] iiponucieótido en presencia de CPZ, en cuyo caso e] mismofue

inhibido con concentraciones aitas de ara-C y estimuïado con concentraciones

bajas, mientras que otros pacientes no respondieron a 1a CPZ. A pesar de e110,
en un caso e] ara-C pudo estimuiar 1a sintesis dei iiponucieótido (paciente N°

4). La sintesis de DNAfue nnyor en ias céiuïas de aqueiios pacientes que
respondïan a 1a CPZ acumuiando ei Ptd-dCMP. En todos ios casos, e] agregado de

1a misma, como asï también de ara-C, provocó una importante inhibición de 1a
síntesis de DNA.

La esporádica disponibiiidad de muestras de pacientes con LMA,que no
siempre cursan con aumentada cantidad de mieiobiastos en méduia ósea, nos

impuïsó a continuar e] estudio en una 1ïnea ce1u1ar derivada de un paciente
con Leucemia Promieiocïtica (HL-60). Estas céluïas ofrecen 1a particuiaridad
de diferenciarse a granuiocitos maduros por acción de diversos inductores.

Los resuïtados obtenidos con estas céiuias demostraron que 1a síntesis
de Ptd-dCMPestimuiabie por CPZsólo es detectada en ios cuitivos no diferen

ciados. Cuandoestas céïuias fueron inducidas a diferenciar a otras que, por
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Figura gg; Efecto gg_gfg_sobre lg_ca9acidad gg formación gg_co1onias gÉ_HL-60.

Se incubaron 4 x 105 cé1u1as HL-60 en crecimiento exponencia] con distintas
concentraciones de CPZ durante 1 h a 37°C. Luego de remover 1a droga y
resuspender las céïuias en medio de cu1tivo fresco 1as mismas fueron p1a
queadas en agar semisóïido ta] como se describe en e] punto 8.2. de Materiaïes
y Métodos. A1 cabo de 10-14 dias a 37°C - 5% C02 se contó e1 número de c010
nias formadas. Cada punto representa e] promedio de 2 experimentos reaïizados
por tripïicado.



criterios morfológicos y funcionaies se comportaban como neutrófiios maduros,
verificamos que perdían 1a capacidad de acumuiar e] iiponucieótido en presen
cia de CPZ. En estas condiciones 1a síntesis de Ptd-CMP también se vio inhi

bida. Hemosdescartado 1a posibilidad de que durante 1a diferenciación se haya

inhibido 1a síntesis de aiguna enzima reiacionada con el netaboiismo de ios

iiponucieótidos ya que 1a permeabiiización de ias céiuias diferenciadas per
mitió detectar síntesis de Ptd-dCMP.

Se ha verificado que ias céiuias diferenciadas poseen un transporte

disminuído de (3H)dCyd a1 cabo de 6 días de inducción, 10 que permitiría
expiicar, a1 menos en parte, 1a baja incorporación de radioactividad a1

Ptd-dCMP en presencia de CPZ. Es posibie que, además de 1a aiteración en e]

transporte de los precursores, otros factores estén impidiendo 1a acumuiación
de ios 1iponuc1eótidos en ias célúias diferenciadas.

Durante 1a redacción de esta Tesis, e] grupo de Ian Macara pubiicó un

trabajo reaiizado con céiuias Friend (iínea de cé1u1as eritroieucémicas que
pueden ser inducidas a diferenciarse a eritrocitos maduros) donde 105 autores

describen una disminución precoz en ios niveies de 1,2 digiicérido e inosit01—
trifosfato 2 horas después de comenzada 1a inducción de 1a diferenciación

(255). Este descenso precedió a 1a disminución de expresión de] proto-oncogen

c-myc, y ios autores sugieren que ios niveies de 1,2 diglicérido, a través de
1a proteín-quinasa C, podrían reguiar 1a expresión de dicho oncogen, así como
controiar 1a diferenciación de estas céiuias. En este sentido, en dicho tra
bajo se muestra que e1 agregado de un éster de forboi (que mimetiza a1 1,2

digiicérido ,y activa a 1a PK-C) o de digiicéridos sintéticos, bioquean 1a
diferenciación de ias céiuias Friend (255).

En base a estas observaciones, sería muy interesante diiucidar si los
cambios en 1a acumuiación de iiponucïeótidos detectados en HL-60 preceden a 1a
alteración en e] transporte de precursores y, de ser esto así, qué ro] juegan
en 1a inducción de diferenciación de estas céiuias.

A 1a 1uz de ios resuitados obtenidos con 1a línea HL-60, ios resuitados

obtenidos con Mieiobiastos de pacientes con LMA(Figura 15) podrían ser agru
pados en dos pobiaciones: 1a primera (pacientes N° 3 y 5) correspondería a

céiuias no diferenciadas, con aita síntesis de DNAy Ptd-dCMPy 1a segunda
(pacientes N° 1, 2 y 4) correspondería a céiuias más diferenciadas, con sín



tesis de DNAmás baja que ias anteriores, donde no es posibie detectar sïn

tesis de Ptd-dCMP en presencia de CPZ.

A1 iguai que en HL-60 diferenciadas, cuando 1as céiuias de] paciente N°

1 fueron permeabiiizadas, acumuiaron Ptd-dCMP, ta] como 10 hacen ias céiuias
no diferenciadas.

Las impiicancias de agrupar a ios mie10b1astos de LMAde acuerdo a estos

criterios surgirá de anaiizar un mayor nümero de muestras y de poder comparar
ios resuitados con 1a evoiución de ios pacientes.

Otra observación interesante fue 1a aita sensibiiidad de ias céiuias

HL-60 y mieïobiastos de pacientes a 1a ciorpromazina. Este hecho podria ser
aprovechado para e] tratamiento de este tipo de tumores. En este sentido, es
interesante destacar que estudios epidemioiógicos reaiizados entre 1950y 1970
reveiaron que 1a incidencia de tumores en pacientes con enfermedades mentaies

fue sustanciaimente menor que en 1a pobiación generai (302,303). Curiosamente,
ei año 1955 señaia 1a introducción de CPZen ias prácticas psiquiátricas y su
uso en gran escaia. De hecho, varias pubiicaciones atribuyeron a esta droga
regresiones de distintos carcinomas en enfermos mentaies (304,305).

Sin embargo, es poco 10 que se sabe acerca de] mecanismo de acción de 1a

CPZ. Boder y co]. observaron que esta droga inhibe 1a mitosis de céiuias ani

maies, sugiriendo que interactúa con e] sistema de microtübuios de] huso
mitótico (306).



HO

CAPITULOm

ESTUDIO_DE_LEFECTOg! CLORPROHAZINASOBREu SÍNTESIS E Ptd-dCMP 1M.

A 10 largo de ios capituios anteriores se ha descripto que 1a CPZesti
muia 1a sintesis de Ptd-dCMPe inhibe 1a síntesis de DNAen diversos sistemas

ce1u1ares. En este capituïo se anaiizará con más profundidad 1a acción de 1a
CPZ sobre aubas vïas metabóiicas tratando de di1ucidar ios mecanismos inter

vinientes en cada caso.

Este estudio se 11ev6 a cabo en cé1u1as de Sarcoma 180 ya que, como se

mencionóanteriormente, fueron ias más resistentes a1 efecto citotóxico de 1a
CPZ. En 1a Figura 23 se presentan Ios resuitados obtenidos cuando se incuban

estas céiuias con (3H)dCyd y (3H)Cyd en presencia de cantidades variabïes de

CPZ. Se puede observar que 1a droga estimuïa 1a sintesis de Ptd-dCMPy Ptd-CMP

con una concentración óptima de 60 uM para ambos iiponucieótidos. Se ha postu

1ado que en microsomas de higado de rata 1a CPZ inhibe competitivamente 1a

enzima fosfatïdico-fosfohidro1asa y estimuia 1a enzima CTP:fosfatidato
2+ es suficientemente baja,citidiiiÏ-transferasa cuando 1a concentración de Mg

aunque un exceso de CPZ inhibe de manera no-competitiva esta enzima (110). Sin

embargo, 1a concentración de droga utiiizada en estos estudios osciió entre
0,2 y 3 mM,con 1o cua] es posibie que e] efecto observado en cé1u1as intactas

responda, además, a otros mecanismos.
Para1e1amente a 1a estimuiación de 1a síntesis de ambos 1iponuc1e6tidos,

1a CPZ inhibió 1a sintesis de DNAy RNAen forma dosis-dependiente; se puede

observar en 1a Figura 23B que el efecto citotóxico de 1a droga en estas cé1u—

'1as se manifiesta a concentraciones mayores de 60 pM y que 1a inhibición de 1a

síntesis de DNAy RNAocurre aün cuando no hay a1teraciones apreciabïes en 1a

membranap1asmática, evaluadas por e] método de azu1 tripán.

III.1. Efecto ge_lg_gfz_sobre lg_hidr61isis gg_Ptd-dCMP.

En 1a Figura 8 (Capituio I) se presentó un experimento que muestra que

e] Ptd-(3H)dCMP no permanece estabïe en 1a cé1u1a sino que, una vez sin

tetizado, se degrada espontáneamente recuperándose cada vez menos radioac
tividad en 1a fase orgánica en función de] tiempo de incubación.

Dado que este resuitado no permite di1ucidar qué tipo de transformación
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Figura gg; Efecto de CPZ sobre 1a sintesis de 1iponuc1e6tidos ¿Al ¿_ácidos
nucleicos ¿El_gn celuTEE 3É_Sarcom5_180.

Se resuspendieron 3 x 106 céiuias en 0,5 nfl de MEM-HÉfESy se incubaron
durante 30 min a 37°C en presencia de 2 pCi de (3H)Cyd o ( H)dCyd y cantidades
variabies de CPZ. E1 materia] iipidico y ios acidos nuc1eicos fueron obtenidos
como se describe en e] punto 4.2 de Materiaïes y Métodos. La cantidad de
Ptd-dCMP (o - o) y Ptd-CMP (o -- o) están expresadas como porcentajes de 1a
máxima incorporación (29.539 cpm y 18.946 cpm respectivamente). En una incuba
ción para1e1a, se estimó e] efecto de 1a CPZsobre 1a viabiiidad ceiuïar uti
1izando e] método de exciusión de1 azu] tripan ( A'u' A) (Materiaïes y
Métodos, punto 8.1.).



sufre el Ptd-dCMP, se diseñó e] experimento cuyos resultados se muestran en 1a

Figura 24. Ei experimento consiste en incubar céiuias con (3H)dCyd y CPZ

durante un tiempo para permitir que se acumuie Ptd-(3H)dCMP. Luego ias céiuias

se iavan con abundante medio de cuitivo y se ias resuspende en medio fresco

con distintos agregados. Se puede apreciar que 1a CPZbioquea casi compieta

mente 1a degradación de] liponucieótido, expiicando, a1 menos en parte, e]

mecanismo por e1 cua] provoca 1a acumuiación de Ptd-dCMP en céiuias intactas.

En el gráfico también se observa que e] agregado de inositoi estimuia 1a
hidróiisis de Ptd-(3H)dCMPaün en presencia de CPZ. Este resultado indica que
CPZe inositoi actúan sobre distintas reacciones de hidróiisis:

ácido fosfatïdico + dCMP (I)

CP

Ptd-dCMP

In .

\fosfatidi1-inosit01 + dCMP(II)

La reacción I, que 11amaremosdegradación, es fuertemente inhibida por
1a CPZ, probabiemente actuando sobre una 1iponucieótido-fosfohidroiasa; 1a
reacción II, que 11amaremos de transformación, se estimuia en presencia de

inositoi. En ei experimento descripto, 1a CPZ inhibió en cierta medida 1a
transformación de Ptd-dCMPa Ptd-Ins. Resuitados simiiares fueron obtenidos

por Zborowski y Brindiey (307), quienes midieron e1 efecto de 1a CPZ sobre e]

metaboiismo de Ptd-CMP en microsomas de hígado de rata. E1105 encontraron que
1a CPZ inhibe 1a transformación de Ptd-CMP a Ptd-Ins cuando 1a incubación se

reaiiza en presencia de concentraciones iimitantes de MgZ+mientras que 1a
estimuia en exceso dei catión. Ademásverificaron que 1a CPZbioquea 1a degra

dación de Ptd-CMPindependiente de inosito].
En dos experimentos reaiizados en timocitos de ratón comprobamos que 1a

incubación de estas céiuias con PBS conteniendo Mg2+ 1 mMpermite una incor

poración de (3H)Ins a 1a fase orgánica que fue muy incrementada en presencia
de CPZ (Figura 25).
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Figura gi; Efecto gg_lg_gfz_sobre lg_hidróiisis gg_Ptd—dCMP.

Se resuspendieron 6 x 106 cé1u1as de Sarcoma 180 en 0,5 ng de MEM-HEPESy seincubaron durante 30 min a 37°C en presencia de 3 uCi de ( H)dCyd y CPZ 60 uM.
La incubación se interrumpió por e] agregado de 5 m1 de medio de cuitivo frío
y 1as cé1u1as se centrifugaron y 1avaron una vez con 5 m1 de medio. Las céiu
las se resuspendieron 1uego en 0,5 m1 de medio con (o - o) CPZ 60 11M;
(o---o)CPZ 60 uM e Inosito] 10 mM; (o -- o) Inosito] 10 mM; (o - o) sin agre
gados, y se reincubaron a 37°C por diferentes tiempos. A1 fina1 dei experi
mento se realizó 1a extracción de Ios 1ïpidos y se determinó 1a radioactividad
presente en dicha fracción c0mose describió enn e] punto 4.2. de Materiaïes y
Métodos.
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Fi%uragg: Efecto gg gg; sobre la incorEoración gg 1?H)Ins en timocitos ggra on.

Se incubaron 16 x 106 timocitos en 0,5 m1 de PBS conteniendo Ca2+ 1 mM y
Mg2+ 1 mMdurante distintos tiempos a 37°C en presencia (o---o) o ausencia
(o-o) de CPZ 60 m4 y 5 pCi de (3_ H)Ins (acg. esp. 3.9 Ci/mmoi). La fase
organica se obtuvo igua] que para 105 1iponucieotidos.



III.2. Reversibiiidad de] efecto de CPZ.

Con ei objeto de estudiar 1a reversibiiidad de] efecto de 1a CPZsobre

1a síntesis de Ptd-dCMPy DNAse reaiizó el siguiente experimento: se incu

baron cé1u1as de Sarcoma 180 con CPZ 60 uM durante 1 h a 37°C. A1 cabo de ese

tiempo 1a droga se removió por centrifugación y ias céiuias fueron 1avadas con
abundante medio de cuitivo. Posteriormente se ias resuspendió en medio fresco
en presencia o ausencia de CPZ. La sintesis de Ptd-dCMP y DNAse determinó

dando puisos de (3H)dCyd antes y después de 1avar. Comocontroï se incubaron

céiuïas en ausencia de CPZdurante todo e] experimento.

En 1a Figura 26A se observa que inmediatamente después que 1a CPZ es

removida (0-15 min), 1a sintesis de Ptd-dCMP cae, 11egando a] nive1 de ias
céiuias contro] a1 cabo de 60 min. de incubación. También se observa que e]

agregado de medio fresco promueve una nnyor estimuiación de 1a síntesis de
Ptd-dCMP en presencia de CPZ. Posibiemente esto se deba a que a1 cabo de 1a

primera hora de incubación, se hayan agotado ciertos factores necesarios para
1a sintesis de] 1iponuc1eótido que son repuestos a1 agregar nedio de cuitivo
fresco.

En 1a Figura 268 se observa que ei efecto inhibitorio de 1a CPZ sobre

1a sintesis de DNAsóio fue parciaïmente revertido 1uego de 1a remoción de 1a

droga.

III.3. Factores gue afectan lg_sïntesis gg_Ptd-dCMPen diferentes sistemas.

Se reaiizó un estudio paraieio de 1a síntesis de Ptd-dCMPen céiuias
intactas, céiuias permeabiiizadas y nücieos aisiados de Sarcoma 180
(fotografias: Figura 27). Los resuitados, mostrados en 1a Tabla 7, indican que
1a síntesis de] Iiponucieótido es fáciimente detectada en céiuias per
meabiiizadas y nücieo, mientras que en céiuïas intactas se observa poca incor
poración.

E1 efecto de CPZ fue mayor en cé1u1as intactas que en céïuias per

meabiiizadas, teniendo muypoco efecto en nücieos aisiados.
E1 Ptd-A agregado exógenamente estimuió 1a síntesis de Ptd-dCMPaunque

en menor proporción que 1a CPZ en céiuïas intactas y permeabiiizadas, no asï
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Figura gg; Reversibiïidad del efecto ge_gg;.

Se incubaron dos aïiguotas de céiuïas de Sarcoma 180, resuspendidas a una concentración de 6 x 10 /m1, durante 1 h a 37°C una de e11as en presencia de CPZ
60 ¡JM. A1 cabo de ese tiempo 1as céïuïas fueron centrifugadas, 1avadas y
resuspendidas en medio fresco. La fracción que recibió CPZfue dividida en dos
aiicuotas y se voïvió a agregar CPZ 60 uM a una de e11as. Las céiuïas fueron
reincubadas a 37°C y se dieron puïsos de 15 min con 3 uCi ( H)dCyd a ios tiem
pos indicados en 1a figura. (o - o) sin agregados, (o - o) incubadas 1 h con
CPZ, 1avadas y reincubadas con CPZ, (o---o) incubadas 1 h con CPZ, 1avadas y
reincubadas sin CPZ. A1 finai dei experimento se determinó 1a radioactividad
en 1a fase orgánica (A) y en e1 DNA(B) como se describió en Materiaies y
Métodos. La radioactividad indicada a tiempo cero representa 1a radioactividad
incorporada antes de iavar. Los resuitados están expresados comoporcentaje de
Ios vaiores obtenidos para 1a a1icuota con (A) o sin CPZ (B). Cada punto
representa e] promedio de tres experimentos distintos.



Figura gl: Fotqgrafïas gg céIuïas x_nüc1eos aisïados gg Sarcoma¿gg

A) Céïulas resuspendidas en MEM-HEPES.
B) Céluïas resuspendidas en medio de permeabiIización.
C) Nüc1eos ajs1ados.

Las fotografías fueron tomadas con una cámara Zeiss adosada a un microscopio
de contraste de fases Zeiss. Aumento1.000X.



Síntesis de Ptd-dCMPen

Condición Céïuias Células Nücieos
experimenta] intactas permeabiiizadas aisiados

(cpm) (cpm) (cpm)

Sin agregados 377 3.181 1.198

CPZ 60 uM 11.757 6.992 1.822

Ac.fosfatïdico 1 mM 1.830 4.244 7.949

CPZ 60 uM + ác.fos- 8.247 7.222 6.887
fatídico 1 mM

Ac.fosfatïdico 1 mM+ n.d. n.d. 1.005
Inosito] 10 mM

Tabïa Z; Factores gue afectan la síntesis de Ptd-dCMPen diferentes sistemas.

Céiuias de Sarcoma 180, 1avadas dos veces con medio de cu1tivo. se dividieron
en 3 aiïcuotas: una fue resuspendida en MEM-HEPES(céiuïas intactas); 1a
segunda fue permeabiiizada como se describe en e] punto 4.4. de Materiaïes y
Métodos y 1a tercera fue 1isada para obtener la fracción nucïear (ver punto
3.¿. de Materiaïes y Métodos). Las incubaciones se 11evaron a cabo con 5 x
10 céiuias o nücieos durante 30 min a 37°C. Los compueatos se agre aron a 1asconcentraciones indicadas en presencia de 3 uCi de ( H)dCyd o ( H)dCTP. E1
ácido fosfatïdico se agregó como dispersión acuosa (10 mM) sonicada. E1
materia] Iipïdico se obtuvo como se describió en Materiaïes y Métodos. Los
vaiores representan e] promedio de dos experimentos diferentes. n.d.: no
determinado.



en nücieos aisiados, donde e] Ptd-A estimuió casi siete veces 1a síntesis de

Ptd-dCMP. Este efeco fue prevenido por e] agregado de inositoi. La combinación

de ambas drogas no fue aditiva.
La interpretación de estos resuitados es que e] Ptd-dCMP, por tener un

aito turnover, no puede ser detectado en céiuïas intactas a menos que e1 meta

boiismo ceiuiar sea a1terado, ya sea por e] agregado de drogas o por per

meabilización. La CPZ estimuia 1a sintesis de Ptd-dCMP por a1 menos dos

mecanismos: por un 1ado bioquea 1a hidróiisis de1 1iponuc1eótido y por otro

1ado aumenta ios niveies endógenos de ácido fosfatïdico inhibiendo 1a enzima

fosfatïdico-fosfohidro]asa. Esta serïa 1a razón por 1a cua1 e] efecto obser
vado con CPZ es mayor que con ácido fosfatidico agregado exógenamente. E1

hecho que 1a combinación de ambas drogas no produzca un efecto aditivo sugiere

una utiiización preferencia] de moïécuias de ácido fosfatidico unidas a
membrana por parte de 1a enzima que sintetiza e1'1iponuc1e6tido, como es e]

caso de ias moiécuïas que se generan por acción de 1a CPZ. Esta interpretación

está avaiada por Ios resu1tados obtenidos por Van Heusden y Van der Bosch con

CTP;fosfatidato citidiiii-transferasa de origen microsoma](78).
Con respecto a ias cé1u1as pemeabiiizadas, evidencias indirectas indi

can que 1a CPZ no bïoquea 1a hidróiisis en dicho sistema, y, dado que aün asï
estimuia 1a sintesis de Ptd-dCMP, es de suponer que está actuando a través de]

aumento de ácido fosfatïdico endógeno. Es posibie que por estas razones e]
efecto de CPZ en céiuias permeabiïizadas de diversos sistemas siempre fue
menor que en céiuias intactas. Es necesario agregar que esta observación puede

2+ presente en 1a mezcia de permeabiiización, como seser debida, además, a1 Ca

verá en ei próximo punto.

Los resuitados obtenidos con ácido fosfatïdico y CPZen nücieos aisia
dos sugieren una diferente distribución subceiuiar de ias enzimas responsab1es
de] metaboiismo de Ptd-dCMP. Recientemente se ha reportado que en retina
bovina 1a actividad de fosfatidico-fosfohidro]asa es máxima en microsomas y
minima en nücïeo (308); ésta podrïa ser 1a causa dei pobre efecto estimuïa
torio de 1a CPZen dicha fracción subce1u1ar.



III.4. Bol del 933i en el efecto estimuiatorio gg EE; sobre la síntesis gg
Ptd-dCMP.

Los primeros estudios reaiizados en 1infocitos humanospermeabiiizados
reveiaron que 1a síntesis de Ptd-dCMPrequerïa Ca2+ (24). Por otra parte, ias
fenotiazinas han demostradoser potentes inhibidores de] receptor intraceiuiar

de] Ca2+z 1a caimoduiina (CaM) (115). Para que estas drogas se unan a 1a CaM
se necesita Ca2+. La interacción de] Ca2+ con CaMcambia 1a conformación de 1a

proteína, exponiendo regiones iipofïïicas a ias que se unen 1as fenotiazinas
impidiendo que ias reacciones mediadas por e] sistema Ca-CaM tengan 1ugar

(309,310).

Con e1 objeto de investigar e] ro] dei Ca
de 1a CPZ sobre 1a síntesis de Ptd-dCMP, se permeabiiizaron céiuias de Sarcoma

2+

2+ en e] efecto estimuiatorio

180 en presencia o ausencia de Ca exógeno y se midió e1 efecto de CPZ sobre
1a sintesis de Ptd-dCMP. En 1a Tabia 8A se muestran Ios resu1tados de este

experimento. Se puede observar que i) en ausencia de Ca2+ exógeno 1a CPZesti

muió 1a síntesis de Ptd-dCMP, ii) e1 Ca2+

efectos de] Ca2+ y CPZno son aditivos.

estimuia 1a reacción y iii) 105

2+ endógeno que diera cuenta
2+

Dado que 1a CPZ podria estar movi1izando Ca

de] efecto observado, se agregó un exceso de EGTA, queiante de Ca que puede

entrar faciimente en ias céïuias permeabiiizadas. Los resuitados obtenidos
(Tabia 88) indican que i) 1a CPZ estimuia 1a síntesis de Ptd-dCMPen ausencia

tota] de Ca2+, ii) e] EGTAfue efectivo para bioquear e1 efecto estimuiatorio
de] Ca2+ y iii) una parte de] efecto estimuiatorio de 1a CPZ se bioquea en

presencia de EGTA.Esta conciusión surge de comparar ias cuentas corregidas
debidas a 1a CPZ en ausencia de EGTA(1) con ias cuentas corregidas debidas a

1a CPZ en presencia de EGTA(2):

(1) 8.025 - 2.130 = 5.895 cpm

(2) 3.327 - 687 = 2.640 cpm (55% de inhibición)

Este efecto es aün más marcado cuando se anaiizan ios resuitados obte

nidos en presencia de Ca2+ exógeno, donde e] efecto inhibitorio de] EGTAes
de] 86%.

Un experimento simiiar reaiizado para nedir Ios efectos de Ca2+ y CPZ



Síntesis de Ptd-dCMP
(cpm)

Cé1u1as
permeabí1ízadas

-Ca2+ +Ca2+

A)
Contro] 2.130 9.408

CPZ 60 uM 8.025 27.303

B)
Contro] + EGTA 1 mM 687 573
CPZ + EGTA 3.327 3.114

Tabïa g; R01de Ca2+gg_gl_efecto estímuïatorío gg_lg_gfz_sobre lg_sïntesis gg
FïHLHCMFÏ

Las cé1u1as de Sarcomï 130, gPtenídas por paracentesis, se 1avaron exten
samente en PBS sin Ca *' y Mg + .y se resuspendíeron en 1a mezc1a ds permeabiïízación descripta en Materiales y Métodos pero anitiendo e] Ca + Se
incubaron 6x10 cé1u1as en 0.3 m1 de dicha mezc1a con 3,3 uM de (3H)dCTP y 105
agregados que figuran en 1a tabïa en presencia o ausencia de C1 Ca 0.2 mM. A1
cabo de 60 min a 37°C, 1as céïuïas se centrífugaron y se extraJo e] materia]
Iipídíco comofigura en Materiaïes y Métodos.



sobre la sintesis de Ptd-CMPreveló que el catión estimula la síntesis de este

liponucleótido, aunque en bastante menor proporción que la del Ptd-dCMP(Tabla
9). Si bien la CPZ estimuló la sintesis de Ptd-CMPen todas las condiciones

estudiadas, la magnitud de dicha estimulación fue independiente de la presen
cia de Ca2+.

La interpretación de estos resultados es complicada. Se sabe que la CPZ

puede deSplazar Ca2+ unido a fosfolïpidos de nembrana, compitiendo con él a

razón de dos moléculas de CPZ por una de Ca2+ (311). Esto podría explicar los

resultados obtenidos con Ptd-dCMP donde se vio que parte del efecto de CPZ

2+ por la droga.podia ser atribuido a una movilización de Ca

Ha sido descripto que una triglicérido-lipasa puede ser activada en
presencia de Ca2+ lo que conduce a la formación de 1,2 diglicérido y a un
aumento en la sintesis de ácido fosfatïdico (312). Estas observaciones per
mitirïan explicar el efecto estimulatorio del Caz+ sobre la síntesis de
Ptd-dCMPy Ptd-CMP pero no explican por qué el efecto es mayor sobre el pri

mero que sobre el segundo. Por otra parte, tanto la fosfatidato-fosfohidrolasa
comola CTszosfatidato citidililtransferasa y la enzima que degrada Ptd-CMP
se miden en ausencia de Ca2+ y presencia de EGTA(110,307).

Resulta atractivo pensar que el Ca2+ podria estar activando selec
tivamenteuna dCTszosfatidato citidililtransferasa. Esta posibilidad será
discutida en el capitulo siguiente.

III.5. Efecto gg_lg deoxicitidina en la reversión del efecto inhibitorio gg
la CPZ sobre la síntesis de DNA.

Con el objeto de profundizar el estudio del efecto de la CPZ sobre la
síntesis de DNA,se decidió investigar si dicha inhibición se debía a una re
dirección de las moléculas de dCTPhacia la membrana para sintetizar Ptd-dCMP,

de tal manera que el dCTPse convirtiera en limitante para la síntesis de DNA.
Si esto fuera asï, cabría esperar que la adición de dCyden cantidades apro
piadas restaurara la sintesis de DNAa los valores de las células no tratadas
con la droga.

El experimento se realizó utilizando (3H)dThd como precursor ya que la
adición de dCyd fria variaria la actividad especifica de (3H)dCydsi esta se
usara comoprecursor y no serviría para evaluar una reversión de la sintesis



Síntesis de Ptd-CMP
(cpm)

Cé1u1as
permeabí1izadas

-Ca2+ +Ca2+

A)
Contro] 631 - 1.339

CPZ 60 pM 2.632 2.830

B)
Controï + EGTA 653 455
CPZ + EGTA 2.382 2.393

Tabïa g: R01 de Eg?+ gg el efecto estimuïatorío gg_lg_gfig sobre lg síntesis gg
FïHLCMP.

E1 experimento es ígua1 a1 descripto en 1a Tabïa 8 con ¿a única diferencia que1as cé1u1as se permeabiïízaron en presencia de 3,4 uM ( H)CTP.



de DNA. Previamente se verificó que 1a incorporación de (3H)dThd a 1a fase

orgánica es despreciabie.
Los resultados de este experimento se muestran en 1a Figura 28A, donde

se puede observar que 1a dCyd no revirtió e] efecto inhibitorio de la CPZ
sobre 1a sintesis de DNA. Por e] contrario, se observó una potenciación de]

efecto de 1a CPZya que 1a concentración de dCyd utiiizada no afectó 1a incor

poración de (3H)dThd a1 DNAcuando se 1a agregó soïa.

Es de hacer notar, sin embargo, que e] efecto inhibitorio de 1a CPZes
menos evidente cuando se 10 estudia utiïizando (3H)dThd.

111.6. EfectoEgg; sobre¿L transporte d_eL3H)dde.

Dado que se ha reportado que 1as a1teraciones que provoca 1a CPZ a

nive] de 1a membranap1asmática modifican e1 transporte de numerosas moïécuïas

inciuyendo nucieósidos (313,314), se investigó 1a posibiiidad que también
a1terara e] transporte de (3H)dCyd. En 1a Figura 288 se observa que esto no es
asi. En efecto, 1a CPZ a una concentración de 60 uM no modificó 1a entrada de

dCyd a 0°C 6 37°C.

III.7. Efecto de 1a CPZsobre 1a sintesis de DNAen diferentes sistemas.

Unestudio simiiar a1 rea1izado para investigar 1a sintesis de Ptd-dCMP
en distintos sistemas reveió que e] efecto inhibitorio de 1a CPZ sobre 1a
síntesis de DNAse mantiene cuando 1as cé1u1as son permeabiiizadas y se pierde

a1 medir su efecto sobre nücïeos aisiados. Los resuïtados de este experimento

se nuestran en 1a Tabia 10. Es importante seña1ar que 1a sintesis de DNA

disminuye en 1a medida en que se aïtera 1a integridad ce1u1ar, siendo 1a

incorporación de (3H)dCTP en nüc1eo aisiado menor dei 10% con respecto a 1a

que se obtiene con ei mismotrazador en céiuïas permeabiïizadas.
En base a estos resuitados se puede concïuir que 1a CPZinhibe 1a sin

tesis de DNApor un mecanismo que no invoiucra una a1teraci6n en e1 transporte

de dCyd, ni una pérdida de viabiiidad de ias céïuïas, ni una dep1eci6n en e1
poo] de dCTPcomo consecuencia de 1a estimuïación de 1a síntesis de Ptd-dCMP.

Teniendo en cuenta que 1a CPZ no inhibe 1a sintesis de DNAen nücïeos aisia

dos, y si 10 hace en céïuias permeabiïizadas, parece probable que en dicha
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Pane! A: Se incubaron céiuias de Sarcoma 180 durante 1 h a 37°C en presenciae HïdThd como se describió en e] punto 4.3. de Materiaies y Métodos, con a)
sin agregados, b) dCyd 1,8 uM, c) CPZ 60 uM, d) CPZ 60 uM y dCyd 1,8 uM. A1
finaiizar e] experimento, 1a radioactividad remanente en ei precipitado ácido
insoiubie, iuego de 1a extracción de iïpidos, fue determinada como se descri
bió en ei punto 4.2. de Materiaies y Metodos. Cada barra representa ei
promediode tres experimentos distintos i.S.D.

Panei B: Se incubaron 25 x 106 céiuias de Sarcoma 180 en 1 mi de PBS con
teniendo giucosa 1 mg/mi en presencia (c) o ausencia (a) de CPZ 60 ¿Mi y
( H)dCyd 1 uM durante 30 min a 0°C o 37°C. A1 cabo de ese tiempo ias céiuias
se 1avaron dos veces con PBS frio y 1a radioactividad incorporada se determinó
como figura en e] punto 4.1. de Materiales y Métodos.



Sintesis de DNAen
Condición

experimentai Céiuias Céïuias Nücieos
intactas permeabiiizadas aisiados

(cpm) (cpm) (cpm)

Sin agregados 309.898 11.630 1.120

CPZ 60 uM 248.741 8.081 1.372

Tabia lg; Efecto gg_la_CPZsobre lg_sïntesis gg 9!5_en distintos sistemas.

gos resuitados corresponden a 1a radioactividad presente en ei
acido-insoiubie de] experimento de 1a Tab1a 7. Cada va1or representa e] prome
dio de dos experimentos diferentes. La mezcia de permeabiiización utiiizada
contenía todos ios dNTPs.

precipitado



inhibición estén invoiucrados ciertos factores citoplasmáticos o de menbrana
que no son Hberados a1 medio cuando 1a céïuia es permeabiïizada.

Dos posibies candidatas para Hevar a cabo este efecto son 1a CaMy 1a

proteín-quinasa C ya que anbas han sido reïacionadas con 1a proïiferación
ceïuïar y 1a CPZ ha sido efectiva para bloquear 1a actividad de anbas
(115,116).



CAPITULO 1_v

ROL DEL Ptd-dCMP COMOINTERMEDIARIO E!_EA_BIOSINTESIS QE FOSFATIDIL-INOSITOL.

Comose ha visto en 1a Introducción, en céiuias eucarióticas e] Ptd-CMP
es e] intermediario activado dei ácido fosfatïdico en 1a biosïntesis de fos

foiïpidos acïdicos como e] fosfatidii-inositoi, fosfatidii-giiceroi y
difosfatidi1—giicer01 o cardioiipina (70-72). La presencia de Ptd-dCMP en
estas céiuias piantea e] interrogante de si ambos compuestos cumpien funciones
simiiares.

En e] capituio anterior, asi como en 1a Introducción, se presentaron
resuitados que sugerïan que e] Ptd-dCMPpodia actuar como intermediario en 1a

biosintesis de Ptd-Ins. En efecto, e] agregado de inositoi en céiuias intactas
aumentaba 1a degradación de Ptd-(3H)dCMP (Figura 24). Un efecto simiiar se

observaba en 1infocitos permeabiiizados, donde e] agregado de inositoi a
céiulas que habian incorporado (3H)dCTP, provocaba una dramática disminución

de 1a radioactividad incorporada a 1a fase orgánica (Figura XI-Introducción).
En 1a Figura 29 se puede observar que este efecto es dosis-dependiente y

especifico para inosito], ya que e1 agregado de serina 1 mM o

sn-giicer01-3-fosfato 1 mM,no provocaron ningún efecto sobre e] Ptd-(3H)dCMP

sintetizado en céiuias permeabiiizadas. Concentraciones mayores de estos com
puestos fueron iguaimente inefectivas. Hace unos años se ha reportado que ias
mitocondrias de higado de rata pueden sintetizar Ptd-dCMPy que e1 mismo se

uti1izarïa para 1a sintesis de fosfatidii-giiceroi, fosfoiïpido muyabundante
en dicha organeia (22). La fa1ta de efecto dei sn-giiceroi—3-fosfato en céiu
ias permeabiiizadas podria atribuirse a 1a faita de sensibiiidad de] nétodo
para detectar 1a síntesis de un fosfoiïpido cuantitativamente minoritario en
céiuias animaies.

En 1a Figura 30 se observa que e] agregado de inositoi a céiuias intactas
previene e1 efecto estimuiatorio de 1a CPZ sobre 1a incorporación de (3H)dCyd
a1 Ptd-dCMP.
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A) Se resuspendieron 5 x 106 cé1u1as de Sarcoma 180 en 0,3 m1 de mñzcla de permeabi1ización, descripta en hhteriaies y Métodos, que contenía ( H)dCTPy se
incubaron durante 1 h a 37°C. En ese momento se agregaron distintas con
centraciones de inosito] y ias céiuias fueron incubadas por otra hora a 37°C. E1
materiai Iipïdico se obtuvo como se describió en e] punto de 4.2. de MateriaIes
y hfitodos. B) Comparación de ios efectos de inositoi 1 mM(b) serina 1 mM(c) y
sn-g]icero]-3—fosfato 1 mM (d) con respecto a cé1u1as no tratadas (a). Cada
punto representa e] nromedio de 2 experimentos distintos.
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Se incubaron 6x106 cé1u1as de Sarcoma 180 en 0,5 m1 de HEM-HEPESen presencia
de CPZ 60 uM y 3 uCí de ( H)dCyd (o z o). Una serie de tubos recibió además
Inositoï 6 mM(o --- o . La incubacíon se redïízó a 37°C durante distintos
tiempos, al cabo de 1os cuaïes se extrajo e] materia1 Iipïdíco y se determinó
1a radioactividad incorporada a dicha fracción.



IV.1. Liberación gg_L3H)dCMPdependiente gg inositoi.

Si 1a disminución de Ptd-(3H)dCMP provocada por e] agregado de inosito]

fuera debida a 1a síntesis de Ptd-Ins, este evento deberia estar acompañado
por 1a 1iberación de (3H)dCMP.

Para reaïizar este experimento, se incubaron céiuias de Sarcoma 180 con

(3H)dCyd en presencia de CPZ 60 uM y ara-C 10 uM con e] objeto de obtener una

máxima síntesis de Ptd-(3H)dCMP y una mínima síntesis de (3H)DNA(ver Figura

6). Luego de remover 1a "arca, ias céiuias se permeabiiizaron y se incubaron
en presencia o ausencia de inosito], determinándose 1a radioactividad en ias

cé1u1as y en ei sobrenadante de incubación.

Experimentos previos reaiizados en ausencia de ara-C no permitieron
detectar diferencias en 1a radioactividad 1iberada a1 medio de incubación en

presencia o ausencia de inositoi. Se demostró que e110 fue debido a que,

durante 1a permeabiiización, una pequeña fracción de DNAmarcado con (3H)dCyd

era hidroiizado, iiberando (3H)dCMPa1 medio de incubación, 10 que seguramente
enmascaraba ei efecto del inosito] sobre e] Ptd-(3H)dCMP. Estos resuitados se

muestran en 1a Figura 31, donde se puede apreciar que, cuando ias céiuias son

permeabiiizadas, comienzan a 1iberar radioactividad a1 medio a expensas de una

disminución, pequeña pero significativa, de radioactividad en 1a fracción
ácido-insoiubie. Obsérvese también que 1a permeabiiización favorece 1a acumu
1ación de Ptd-(3H)dCMP.

Los resuitados de] experimento reaiizado en presencia de ara-C se

encuentran en 1a Tabia 11. Se puede observar que 1a disminución de 1a radioac
tividad en e1 Ptd-dCMPextraido de] peiiet ce1u1ar en presencia de inositoi se
correiaciona con ei aumento de radioactividad detectada en ei sobrenadante. E1

análisis cromatográfico de Ios sobrenadantes reveió un soio pico de radioac
tividad que co-cromatografió con auténtico dCMP(Figura 32).

E1 experimento muestra además, que en ausencia de inositoi e]

Ptd-(3H)dCMPse degrada, probabiemente a ácido fosfatïdico, ya que se 1ibera

(3H)dCHPaunque e] resuïtado también es compatibie con una transformación a
Ptd-Ins utiiizando inositoi endógeno.

Un experimento simiiar, pero utiiizando (3H)Cyd como precursor, no per
mitió detectar diferencias en 1a iiberación de (3H)CMPen presencia o ausencia
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Figura 3_1:Efecto d_eB Eermeabiïización sobre i Ptd-(3H)dCMP(o) ¿fa DM
m sintetizadosa ceïuïas intactas.

Se incubaro 3,5 x 106 cé1u1as HL-60 en 0,5 m1 de MEMot-10% FBS con CPZ 60 JJM y
5 uCi de ( H)dCyd durante 1 h a 37°C. En ese momento 1as céïuïas se centrífu
garon y se resuspendieron en 0,3 m1 de mezcia de permeabiïización fría incubán
dose durante distintos tiempos a 37°C. E1 materia] Hpïdico (o-o) y e1 DNA
(Aut) fueron obtenidos como se describe en Materiaies y Métodos. E1 sobrena
dante de incubación en cada punto fue transferido a un via] que contenía 10 m1
de soïución centeHeadora de Bray y se determinó su radioactividad en un con
tador de centeHeo líquido (0-0).



Condiciones experimentaies Radioactividad presente en
(cpm)

Tiempo de Agregado de Peiiet ce1u1ar Sobrenadante
incubación Inosito] (Ptd-dCMP) Tota] (3H)dCMP

(min)

0 18.848 5.655 n.d

60 11.754 13.577 13.262

60 + 1.034 23.059 19.545

Tabia ll: Liberación gg (3H)dCMP3_ partir gg Ptd-(3H)dCMP dependiente gg
n051 o .

Se incubaron 3 x 106 cé1u1as de Sarco%a 180 en 0,5 m1 de MEM-HEPESen presenciade CPZ 50 U”. ara-C 10 HMy 3 uCi de ( H)dCyd durante 60 min a 37°C. Las céiuias
fueron permeabiiizadas durante 30 min con un medio de permeabiiización sin
dNTPs, centrifugadas y resuspendidas en medio de permeabiiización fresco con o
sin inositoï 10 nM (t=0). Luego de 60 min a 37°C se midió 1a radioactividad pre
sente en ias céiuïas y en ios sobrenadantes de incubación. E1 contenido de
Ptd-( H)dCMPse determinó como figura en e] punto 4.2. de Materiaïes y Métodos
pero fue medida con soiución cente11eadora de Bray. Una a1ïcuota de Ios sobrena
dantes se transfirió a un via] que contenía 10 m1 de soiución cente11eadora de
Bray y e] resto se cromatografió y se determinó 1a radioactividad que co
cromatografió con auténtico dCMP(ver Figura 32). n.d: no determinado.
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Los sobrenadantes de incubación de] experimento descripto en 1a Tabïa 11 fueron
concentrados y sembrados en papel Nhatman N° 1 como se describe en 1a sección 5
de Materiaies y Métodos, con standards internos de dCTP, dCDPy dCMP. Los mismos
fueron reveïados por exposición dei cromatograma a iuz u1travi01eta. E1 pico que
co-cromatografió con dCHPfue cortado y su radioactividad fue determinada usando
soiución centeiïeadora de Bray. Las cpm obtenidas se corrigieron por e1
quenching de] papeï. E1 factor de corrección se ca1cu16 dividiendo 1a radioac
tividad de 0,2 uCi de ( H)dCTP por 1as cpm que presenta e1 mismo trazador en un
trozo de pape1 Nhatman de dimensiones simiïares a ias de] pico.



de inositoi. Dado que e] ara-C no bioquea 1a entrada de (3H)CMP a1 RNA,

posiblemente sea necesario agregar aigün inhibidor de 1a síntesis de esta
macromoiécuïa para minimizar 1a iiberación de (3H)CMPproveniente de e11a. En

1a Tabia 12 se muestra que pese a no haber encontrado diferencias en ei sobre

nadante de incubación, 1a cantidad de Ptd-(3H)CMPdisminuyó sensibiemente por
e] agregado de inosito].

IV.2. Síntesis de Ptd-Ins a partir ge_Ptd-dCMPen microsomas gg_Sarcoma 180.

Debido a que ios resuïtados presentados en 1a Tab1a 11 podrían piantear

1a posibiiidad de que e1 inosito] disminuya 1a cantidad de Ptd-(3H)dCMP por

activación de 1a reacción de degradación, se reaiizó un experimento tendiente
a demostrar en forma más directa que 1a reacción de transformación a Ptd-Ins
tiene 1ugar.

Para ello, se incubaron microsomas de Sarc0ma 180 con (3H)Ins en presen
cia o ausencia de Ptd-dCMPpurificado. La eiección de esta fracción subceiuiar
obedece a1 hecho que es 1a que posee una máxima actividad de Ptd-Ins sintetasa
(86,102).

IV.2.1. Obtención gg Ptd-dCMPpurificado.

Este 1iponuc1eótido fue obtenido a partir de1 extracto iipïdico de
céiuïas permeabiiizadas incubadas con (3H)dCTP y CPZ durante 1 h a 37°C. E1

extracto 1ipïdico fue concentrado bajo N2 y cromatografiado en piaca deigada
en un sistema de soïventes que permite su comp1eta separación de Ptd-CMP (22).
Comose observa en 1a Figura 33, este üïtimo compuesto es retenido en e1 ori

gen debido a que e1 ácido bórico con que fue impregnada 1a p1aca de si1icage1

forma compiejos con grupos hidroxiios vecinos. E1 Ptd-dCMP, a1 carecer de]

hidroxiio en 1a posición 2 de 1a ribosa, no es retenido y puede correr en ei
soivente de corrida uti1izado.

E1 Ptd-dCMP fue recuperado de 1as secciones en que fue cortado e1

cromatofoiio para anaïizar 1a posición de] compuesto radioactivo ya que e]
mismo no se soiubiiiza en 1a soiución centeiieadora. Comose describió en 1a

sección 6.2. de Mbteriaies y Métodos, e1 1iponuc1eótido fue extraído de 1a
sïïica con una mezcia de c1oroformo-metan01 y agua y se 11evó a sequedad con



Condiciones experimentaies Radioactividad presente en
(cpm)

Tiempo de Agregado de Peiiet ceiuiar Sobrenadante
incubación Inositai (Ptd-CMP) Tota]

(min)

0 2.720 6.515

60 1.348 32.625

60 + 294 26.326

Tab1a lg; Efecto 931 Inosito] sobre Ptd-(3H)CMPsintetizado en presencia QÉ_EE;
l ara-C.

E1 diseño experimentai es idéntico a1 experimento de 1a Tabïa 11; ambos fueron
reaiizados en paraieio.
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Figura 21: Separación cromatográfica gg_Ptd-CMP (A) ¿_Ptd-dCMPLg),

L s fases orgánicas de cé1u1as permeabiiizadas incubadas con CPZy (3H)CTP (A) o
( H)dCTP (B) fueron concentradas bajo H2 y cromatografiadas en una p1aca de
Si1icage1-G impregnada con ácido bórico 0,4 M. E1 so1vente de corrida uti1izado
fue cioroformo-metanoi-agua-amoniaco 70:38:2z8. E1 cromatograma muestra 1a posi
ción donde corrió un standard de fosfatidii-inositoi (PI) que fue reve1ado con
vapores de 12. E1 Ptd-dCMP fue posteriormente recuperado de 1as fracciones
9:10-11 y 12 (B) ta] como se describe en 1a sección 6.2. de Materia1es y
Metodos.
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IV.2.2. incubación de microsomas ggn_1?H)Ins en presencia gg Ptd-dCMP.

Es sabido que ei (3H)Ins se incorpora a Ptd-Ins a través de dos reac
ciones distintas (86):

(a) Ptd-Cr-l? + (3H)Ins————>Ptd-(3H)Ins + CMP

(b) Ptd-Ins + (3H)Ins -———————->Ptd-(3H)Ins + Ins

La reacción (a), 11amada de transferencia, representa una rea] sintesis de
Ptd-Ins; 1a enzima que cataiiza esta reacción se encuentra fundamentaimente

unida a membranas de] retïcuio endopiásnico pero en menor proporción también
se encuentra en 1a membrana piasmática. La reacción tiene un pH óptimo de

8,5-8,6 y ocurre en presencia de M92+o Mn2+.

La reacción (b), 11amada de intercambio, está cataiizada por una enzima
diferente a 1a anterior que se encuentra iocaiizada exciusivamente en ei
retïcuio endopiásmico. Esta reacción se activa soiamente en presencia de
Mn2+como catión bivaiente y tiene un pH óptimo de 7,4-7,5.

La sintesis de Ptd-Ins utiiizando como sustrato Ptd-dCMPfue deter

minada en un medio que contenía Mg2+como catión bivaiente y un buffer giicii

giicina pH 8,6. En estas condiciones sóio tiene 1ugar 1a reacción de trans
ferencia. E1 resuitado de este experimento se muestra en 1a Tabia 13. Se puede

observar que ei agregado de Ptd-dCHP provoca una gran estimuiación de 1a

incorporación de (3H)Ins a 1a fase orgánica 1uego de 30 min. de incubación. E1
anáiisis cromatográfico de 10s extractos 1ipïdicos reveió que en esta
situación se sintetizó un compuesto radioactivo que cromatografió con un Rf
muy simiiar a1 Ptd-Ins usado como compuesto de referencia (Figura 34 I). La

incorporación observada a tiempo cero refieja ia presencia de] sustrato mar
cado (Ptd-(3H)dCMP), que pudo ser separado dei Ptd-(3H)Ins por cromatografía
en piaca deigada (Figura 34 III). Los picos que corrieron con ei frente dei
soivente no fueron identificados.

Estos resuitados demuestran que e] Ptd-dCMPpuede ser eficientemente
transformado a Ptd-Ins en 1a fracción microsomai de céiuias de Sarcoma 180.



Condiciones experimentaïes Radioactividad incorporada

Agregados Tiempo (cpm/mg proteina)
(min)

Nada 30 1.466

Ptd-dCMP 0 6.970

Ptd-dCMP 30 40.086

Tab1a lg; Incorporación dg_1?H)Ins a_Ptd-Ins en microsomas de Sarcoma159,

Se incubaron 0,1 m1 de micr050ma
o presencia de 25 nmoles de Ptd

(conteniendo 300 ug de proteinas) en au encia
H)dCMP (160 cpm/nmo1) con 75 nmoies de ( H)Ins

(33 Ci/mo1) durante 105 tiempos indicados a 37°C. Las condiciones de incubación
y 1a extracción de ios 1ïpidos están descriptas en 1a sección 7 de Materiaies y
Métodos. Los resuitados están expresados comoradioactividad en 1a fase orgánica
por mg de proteína microsoma]. E1 anáïisis cromatográfico de estas fracciones
reveió un pico de Ptd-Ins 5610 en 1a última condición (ver Figura 34).
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figura gi: Radio-cromatogramagg_lg¿ extractos iipidicos obtenidos gg_microsomas
ithbados con LJHiIns en presencia ill_z_ausencia gg_Ptd-dCMP(II).

Los extractos iipïdicos dei experimento descripto en 1a Tabia 13 se cromatogra
fiaron en piacas de siiicagei G usando como soivente de corrida c10roforno
metanoi-agua-amoniaco 70:38:713. Como standard externo se utiiizó
fosfatidii-Inositoi (PI) de 1euaduras (Sigma).I) Microsomas incubados con ( H)Ins en presencia de 25 nmoies de Ptd-(3H)dCMP

(160 cpm/nmoi) durante 30 min a 37°C.
II) Microsomas incubados con (3H)Ins sin agregado de iiponucieótido exógeno

durante 30 min a 37°C.
III) Controi de tiempo cero: microsomas + (3H)Ins + 25 nmoies de Ptd-(3H)dCMP

(160 cpm/nmoi); las iineas punteadas indican que ei pico obtenido en este
cromatograma puede ser resueito en dos picos cuando se cortan ias frac
ciones 14-15 y 16 por 1a mitad. E1 pico (a) correspondería a Ptd-dCHP y ei
pico (b), no identificado, corre COmoios picos obtenidos en ios croma
togramas I y II.



IV.3. Cuantificación d_e _1_a_cantidad g Ptd-dCMP L Ptd-CMP fl cé1u1as d_e

Sarcoma 199:

Para cuantificar 1a cantidad de ambos 1iponuc1e6tidos se determinó 1a
cantidad de fósforo presente en Ptd-dCMP y Ptd-CMP purificados de cé1u1as

permeabiiizadas. Para eiio, se incubaron separadamente céïulas permeabiïizadas

con (3H)dCTP y (3H)CTP durante 1 h a 37°C. Se reaiizó una extracción cuan

titativa de ias fases orgánicas y se separó una a1ïcuota para determinar e1
contenido tota1 de fósforo de fosfoiïpidos.

Dado que en e] sistema cromatográfico uti1izado en e] experimento

anterior (Figura 33) e1 Ptd-CMPqueda retenido en e1 origen, se decidió correr
Ios extractos en ausencia de ácido bórico para permitir que e1 iiponucieótido
migre y poder obtenerio más purificado.

Como se observa en 1a Figura 35, aün en ausencia de ácido bórico fue

posib1e separar Ptd-dCHPy Ptd-CMP.Posteriormente se juntaron 1as fracciones
donde saiïa cada compuesto y se rea1izó 1a e1uci6n de 10s mismos recuperándose

e1 98% de 1a marca presente en 1a sï1ica.

La determinación de fósforo se reaïizó mineraiizando ias muestras y
1uego efectuando una reacción de Fiske SubbaRow modificada, tai como se

describió en e1 punto 9.4 de Materia1es y Métodos. Los resuitados obtenidos se

muestran en 1a Tabïa 14. Comopuede observarse, en ias condiciones en que se
rea1izó e1 experimento se sintetizaron cantidades simiiares de ambos 1ipo
nucïeótidos.

Posteriormente se intentó comparar 1a eficiencia con que ambos sustratos
son transformados a Ptd-Ins, pero por diversos motivos (insuficiente cantidad
de muestra, inactivación de 1a enzima microsoma1 y otros) no fue posib1e
obtener un resu1tado conciuyente.

IV.4. ggl_ggl inosito] gg_lg_fa1ta de detección gg Ptd-dCMPgg_cé1u1as intac

Los experimentos descriptos precedentemente demuestran que e] Ptd-dCMP

puede ser transformado a Ptd-Ins en microsomas aisïados y probabiemente tam
bién en nücieos aisiados (Tabïa 7). Sin embargo, estos experimentos no ofrecen
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Figura fi: Separación cromatográfica d_ePtd-CHP1 Ptd-dCMP.

L s fases orgánicas de cé1u1as permeabiiizadas incubadas con CPZ y (3H)CTP o
(4H)dCTP 3 11Mfueron concentradas bajo N2 y cromatografiadas separadamente en
una p1aca Si1icage1-G como se describe en e] punto 6.2. de Materiaïes y Métodos.
E1 soïvente de corrida utiiizado fue c10roformo-metano1-agua-amonïaco 70:38:2:8.
E1 pico que qgeda en ei origen pudo ser extraido con agua por 1o que se p esume
se trata de ( H)CTP. Las fracciones 5-6 y 7 de‘l carri] nge contiene Ptd-( H)CMPy ias fracciones 8-9 y 10 de] carri] que contiene Ptd-( H)dCMPfueron eïuïdas
con c10roformo-netano1-H20 (1:1:0,3).



nmoies. de
_ nmoïes nmo1es liponucieot.

Muestra de de 1
fósforo iiponucieot. nmo1.de‘F

Extracto A 3.600,0 100

Ptd-dCMP 97,5 -48,75 0,0135 1,35

Extracto B 3.700,0 100

Ptd-CMP 115,0 57,50 0,0155 1,55

Tabïa 14: Contenido de Ptd-dCMP y Ptd-CMP en céiuias de Sarcoma 180 per_ meañilizadaïï _ _ _ _ —

Los compuestos separados cromatográficamente en e1 experimento de 1a Figura 33
fueron cuantificados de acuerdo a su contenido en fósforo (1 ¡noi de 1ipo
nucieótido = 2 mo1es de fósforo). Se determinó también e1 contenido totaï de
fósforo de Ios extractos 1ipïdicos a partir de 1os cuaies se obtuvieron 1os
1iponuc1eótidos.



una adecuada demostración de que El m e] Ptd-dCMPes uti1izado para ta1
fin.

Los experimentos de hidróïisis reaiizados en cé1u1as intactas (Figura

24) indicaban que e] Ptd-dCMP era degradado fundamentaimente a ácido fos

fatïdico, aunque e] agregado de inositoi exógeno estimuiaba 1a transformación
a Ptd-Ins, Sugiriendo que en ias condiciones en que se rea1izó e] experimento

e1 inositoi endógeno fue 1imitante para depietar e] 1iponuc1eótido acumuïado.
Para probar de una manera más directa que existe una correiación entre

1a fa1ta de detección de Ptd-dCMPen céiuias intactas y su transformación a

Ptd-Ins, 1as mismas se incubaron en un medio que no contenía inositoi.
Como se observa en 1a Figura 36A, mientras que 1as cé1u1as incubadas en

e1 medio habitua] (MEM-HEPES)no incorporan (3H)dCyd a 1a fase orgánica, ias

cé1u1as incubadas en un medio definido que contenía PBS, g1ucosa, Ca2+ y

Mg2+ (Medio A) acumu'laron Ptd-dCMP a1 cabo de 30 min de incubación.

En 1a Figura 368 se puede apreciar que 1a sintesis de DNAno fue afec

tada por ei cartbio de medios y demuestra que 1a acumu1ación de Ptd-dCMP no
modifica 1a sintesis de DNA.

La concentración habitua] de inosito] en ei MEMes de 10 ,uM, por 10

tanto si esa cantidad es suficiente para impedir 1a acumuiación de Ptd-dCMPe1
agregado de 1a misma cantidad de inositoi a1 Medio A deberia revertir e]

efecto observado. Eso es 10 que se muestra en 1a Tabïa 15 (Exp. 1).

Los resuitados presentados demuestran que 1a fa1ta de detección de
Ptd-dCMPen céiuias intactas se debe a que éste es uti'lizado para 1a sintesis

de Ptd-Ins. Dado que _i_nM e] aporte de inosito] proviene de] suero (o dei
medio de cuïtivo), cuando a 1as cé1u1as se 1as priva de inosito] e] Ptd-dCMP

se acumuïa. Más aün, 1a preincubación con CiLi, que provoca 1a depieción
endógenade inositoï por inhibición de 1a enzima inositoI-I-fosfato fosfatasa,
ampïifica esta respuesta, siendo 1a misma evidente sóïo cuando 'las céiu‘las se
incuban en medio A. Esto es asï porque e1 inosit01 presente en e] MEM

contrarresta ei efecto de] Li+ (Tabia 15, Exp. 2).
Es interesante seña1ar que, a pesar de que durante 105 60 min de incuba

ción en medio A 1a sintesis de DNAno se vio afectada, está descripto que ei
agregado de inosito1 a 'los medios de cu1tivo es esencia] para e1 crecimiento
de 1ineas ce1u1ares animaïes y humanas en particuiar (315). Posibïemente e110
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Figura 93: Incorporación ELÉHMCyd en céiuias incubadas en un medio sin inosito]. — —_ — — —
Se incubaron 6x106 cé1u1as de Sarcoma 180 en 0,5 m1 de un medio que contenía

PBS, gïucosa 1 m /m1, C12Ca 1 mM3 C12Mg 1 mM (Medio A) (o - o) o bien enMEM-HEPES(0 --- 0 . C0n 3 uCi de ( H)dC_yddurante distintos tiempos a 37°C. E1
materiaï 1ipïdico (A) y e] DNA(B) se extrajeron como se describió en Materiaies
y Métodos.



Medios Incorporación de (3H)dCyd
de a 1a fase orgánica

InCubación (cpm)

Exp. 1

MEM-HEPES 196
Medio A 1.322
Medio A + Inositoi 10 pM 204

u

Exp. 2

MEM-HEPES 155
MEM-HEPES + CÏLÍ 10 mM 181
Medio A 2.519
Medio A + CÏLÍ 10 mM 4.523

Tabïa lá: Efecto de] Inositoi sobre 1a acumuiación de Ptd-dCMP en céiuias
1nEacEas.

Ex erimento 1: Se incubaron 6x106 céiuïas de Sarc ma 180 en 0,5 m1 de c/u de
os me 1OS die figuran en 1a tabia con 3 uCi de ( H)dCyd durante 1 h a 37°C.

A1 cabo de ese tiempo se extrajo e1 materiai 1ipïdico como se describió en
Materiaies y Métodos.
E1 experimento g se reaiizó con 8x106 cé1u1a5/0,5 m1 de ios distintos medios
con o sin C1Li 10 mH. Las cé1u1as se pre-gncubaron durante 15 min a 37°C a1cabo de ios cuaies se agregaron 2 uCi de ( H)dCyd y 1a incubación prosiguió a
37°C durante 45 min más.



se deba a1 ro] de ios fosfoinositidos como generadores de segundos mensajeros

necesarios para 1a división ceiuiar.

IV.5. Efecto del quercetin sobre lg_biosïntesis gg_Ptd-dCMP.

E1 quercetin (QRC)es un biofiavonoide que está presente en forma iibre
o conjugada en muchas frutas y vegetaies. Inhibe ei crecimiento y proiifera

ción de céiuïas maiignas ig vitro, 1a giicóiisis aeróbica de céiuias Ehriich
(316), 1a sintesis de DNA, RNAy proteinas (317), 10s sistemas ATPasa de

varias fuentes animaies (318-320) y e1eva 10s niveies de AMPcpor inhibición
de 1a actividad fosfodiesterásica (321,322).

Más recientemente se ha encontrado que e1 QRCinhibe 1a fosforiiación de

proteinas cataiizada por proteín-quinasas AMPc-independientes (323,324). Se ha
postuiado que ei aumento en ios niveies de AMPcy 1a inhibición de 1a activi
dad protein-quinasas AMPc-independientes podrían dar cuenta de ios efectos

p1eiotr6picos dei QRC.

Una de esas protein-quinasas es ei producto de] oncogene src, denominada

pp605"C por ser una fosfoproteïna de 60 KDde peso noiecuiar. Locaiizada en 1a
membranapiasmática, esta proteina exhibe una actividad de tirosina-quinasa
independiente de AMPctanto sobre sustratos intraceiuiares comoextrace1u1ares

(325). La pp60'5"Cpresenta también actividad de giiceroi-quinasa (326,327) y
extractos purificados de 1a misma han sido eficientes para fosforiiar 1,2
digiicérido y fosfatidii-inositoi (246).

Ta] como sucede con otras protein-quinasas, ei QRCinhibió 1a actividad

de fosfotransferasa de esta proteína tanto in_vitro comoig_jdjfll. Dicha inhi
bición fue competitiva con respecto a1 GTPy ATPusados como dadores de fos

fato (328). También se demostró que ei QRC inhibe 1a actividad de

1ipido-quinasa de 1a pp605"cin_vit:g (246).
Teniendo en cuenta estas üitimas observaciones, se decidió investigar el

efecto de] QRCsobre 1a biosintesis de Ptd-CMPy Ptd-dCMPutiiizando para e110
céiuias de Sarcoma 180.



IV.5.1. Efecto del ggg sobre la sintesis gg_Ptd-dCMPen céiuias intactas.

Para este estudio se utilizó un rango de concentraciones de QRCentre
23 y 103 un ya que ei mismo fue efectivo para inhibir 1a actividad de proteín

quinasa y iipido quinasa de ppGOSrCin vivg_e ig_vjtrg respectivamente. Dado
que e] QRCse utiiiza disueito en DMSO,ei mismo fue agregado a ios controies

sin droga.

Como se observa en 1a Figura 37A, ei QRCestimuió 1a incorporación de

(3H)dCyd a1 Ptd-dCMPen forma dosis-dependiente, 11egando a un piateau con una
concentración de 60 uM. Paraieiamente, 1a síntesis de DNAse vio inhibida con

una 0150 de 26 pM (Figura 37B).

En presencia de CPZ 60 pin e] efecto estimuiatorio de] QRC sobre

Ptd-dCMP fue aün nayor, y tanto ias curvas de tiempo como de concentración

reveiaron que ios efectos no son aditivos (Figura 38Ay 39A). Por otra parte,

e] efecto inhibitorio de] QRCsobre 1a sintesis de DNAfue superior a1 obte
nido con CPZ (Figuras 388 y 393). Dado que 1a,combinación de ambas drogas no

fue "ás efectiva que ei QRCsoïo, es posibie especuiar que estas drogas inhi

ben 1a sintesis de DNAa través de un mismo mecanismo, aunque 1a CPZ ejercerïa

sóio un efecto parcia], que seria compietado por ei QRC.

Con ei objeto de investigar si e] QRCactúa a nivei de 1a degradación

de] Ptd-dCMPse reaiizó e1 experimento que se nuestra en 1a Figura 40, donde

se observa que ei biofiavonoide bioquea parciaimente 1a degradación dei iipo
nucieótido. Dado que 1a CPZbioquea totaimente 1a degradación dei Ptd-dCMP, ei

efecto estimuiatorio de] QRCen presencia de CPZ podria deberse a dos causas:
1) bioqueo de 1a transformación a Ptd-Ins y/o 2) activación de 1a sintesis de
Ptd-dCHP.

IV.5.2. Efecto dei QRCsobre 1a transformación de Ptd-dCMPa Ptd-Ins.

Los primeros experimentos se reaiizaron con cé1u1as permeabiïizadas en

presencia o ausencia de QRC60 uM, a ias que, 1uego de 30 min de incubación

con (3H)dCTPse 1es agregó inositoi frïo durante otros 30 min. Los resuïtados
de este experimento se nuestran en 1a Figura 41. Se puede apreciar que ei

agregado de QRC a 1a mezcia de permeabiiización no modificó e1 grado de
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Figura 37: Efecto de] uercetin sobre 1a incorporación de (3H)dCyd a1 Ptd-dCMP
_ _UU¿LM-(Li a celuias __EIeSïrcoma __IEU. __ _

SS incubaron 6x106 cé1u1as en 0,5 m1 de MEM-HEPESen presencia de 3 uCi de
( H)dCyd¡y cantidades variabies de QRC. E1 mismo se agregó disue] to en DMSO.La
incubacion se Hevo a cabo durante 60 min a 37 C, a1 cabo de ios cuaies se
determinó 1a radioactividad incorporada a 1a fase orgánica (A) y a1 precipitado
ácido-inso] ub1e (B) como se describió en Materiaies y Métodos.
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Figura Q: Efecto d_e]_fi sobre 1_a incorporación _d¿_(_3H)dCyda'l Ptd-dCMP (A) y
DN_A(¿)_ïpresenciadig. _ _ _

Se incubaron 6x106 céiuias de Sarcoma 180 en 0,5 m1 de MEM-HEPESen presencia
(g) o ausencia (o) de CPZ 60 ¡JM y cantidades variab1es de QRC, con 3 pCi de( H)dCyd. La incubación se rea1izó a 37°C durante 60 min a1 cabo de Ios cuaies
se determinó 1a radioactividad presente en e1 extracto 1ipidico (A) y en e] pre
cipitado ácido-inso1ub1e (B) como se describió en Materiaies y Métodos. Los
resu1 tados están expresados como porcentaje de 1a incorporación en ausencia de
drogas. A=382Ï183 cpm (n=4); B=166.781 (n=2).
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Figura 3_9: Efecto de QRC y CPZ sobre 1_a_incorEoración d_eL3H)dCyd a1 Ptd-dCMP
__(M¿LEM-E Cumie tiempo. _

Se incubaron 5x106 cé1u1as de Sarcoma 180 en 0,5 m1 de MEM-HEPEScon QRC 60 ¿1M

(o - o); CPZ 60 pH (o - o); QRC60 yM + CPZ 60 uM (o -— o); sin agregados(o -— o), en presencia de 3 uCi de ( H)dCyd. La incubación se reaiizó a 37°C
durante tiempos variabïes. E1 materiai iipïdico (A) y ácido-insoiubie (B) se
obtuvieron comofue descripto en Materiaies y Métodos.
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Figura fl: Compasación d_e _1o_sefectos d_e_fi l CPZ sobre 1_a hidróïisis _d_e_" l

Se incubaron 6x106 céiutfs de Sarcoma 180 en 0,5 m1 de MEM-HEPESen presencia de
CPZ 60 uM y 3 uCi de ( H)dCyd durante 30 min a 37°C. A1 cabo de ese tiempo se
agregó 1,5 m1 de medio de cu1tivo frio, se centrifugó y se 1avó con abundante
medio de cu1tivo. Finaimente 1as céiuias se resuspendieron en 0,5 m1 de
MEM-HEPESa1 que se agregó QRC 60 uH (o), CPZ 60 pH (o). DHSO2% ( A), sin agre
gados (A) y se reincubaron a 37°C durante distintos tiempos. Los puntos repre
sentan e1 promedio de dos experimentos reaiizados por dupiicado (n=4),
expresados como porcentaje de 1a incorporación acumuiada durante 1a incubación
con 1a marca y 1as barras indican e1 error standard. Los puntos obtenidos a Ios
90 min y Ios vaïores con DMSOcorresponden a n=2.
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Fiqura 4_1:Efecto fi QRCsobre ji transformación E Ptd-dCMPa Ptd-Ins fl
celulas permeañiiizaaas.

Se permeabiiizaron 20x106 cé1u1as/m1 de nezcia descripta en e] punto 4.4. de
Materiaïes y Métodos en presencia (o) o ausencia (o) de QRC60 pH. A1 cabo de 30
min a 37°C aigunos tubos recibieron inosito] 10 rnM(iïneas punteadas) y 1a incu
bación continuó a 37°C. La reacción se interrumpió a 1Q; tiempos indicados en 1a
figura por centrifugacion en frio y e1 materia] 1ip1dico se extrajo como se
describió en Materiaies y Métodos.



hidróiisis de Ptd-dCMPprovocado por e] inosito]. Se puede observar también

que, sa1vo e] punto de 15 min, e] QRCno estimuió 1a incorporación de (3H)dCTP

a1 Ptd-dCMP. Esto fue confirmado con otro experimento, donde se vio que
distintas concentraciones de QRCfailaron en estimuiar 1a síntesis de Ptd-dCMP

en céiuias permeabi1izadas (Figura 42). Sin embargo, en este sistema e] QRC

inhibió 1a síntesis de DNAaunque en menor proporción que en céiuias intactas.
Se decidió entonces eva1uar ei efecto de] QRCsobre 1a transformación

de Ptd-dCMPa Ptd-Ins en cé1u1as intactas. Para e110 se preincubaron céiuïas

con (3H)dCyd y CPZ con e1 objeto de acumuïar Ptd-(3H)dCMP, 1uego se 1avaron y

se reincubaron con QRCe inosito]. En 1a Figura 43 se puede observar que, si

bien e] QRCbioquea parciaïmente 1a degradación de Ptd-dCMP a1 cabo de 60 min

de incubación, no afectó su transformación a Ptd-Ins. Comose esperaba, e] QRC

potenció e] efecto de CPZen ausencia de inosito]; sin embargo, se recuperaron
más cuentas en 1a fase orgánica de 1as que se deberían obtener si e] QRCbio

queara soïamente 1a degradación de Ptd-dCMP. Dado que Ios 1avados reaïizados

con e1 objeto de remover 1a (3H)dCyd no fueron acompañados por e] agregado de

dCyd frïa, posibïemente e1 contenido de (3H)dCTP en 1as cé1u1as 1avadas sea

considerabïe; de esta forma e] resuitado obtenido es compatibie con un efecto
estimuiatorio de] QRCsobre 1a síntesis de Ptd-dCMP.

Los resuitados presentados sugieren que e] QRCestimu1a 1a síntesis de
Ptd-dCMP. EL mecanismo debe ser distinto a1 de CPZ ya que e] mismo se pierde

a1 permeabiïizar 1as céiuïas. Se pensó entonces, que e] efecto podría estar
mediado por a1guna nnïécu1a de pequeño PM que sa1iera a1 nmdio extrace1u1ar

como consecuencia de 1a permeabi1ización.
Ya fue nencionado que e1 QRC aumenta ios niveies de AMPc en cé1u1as

Ehriich por inhibición de 1a actividad de fosfodiesterasa. Un efecto simi1ar
10 produce 1a teofiiina (317,321). Con e] objeto de investigar si e1 AMPc
juega aïgün ro] en e1 efecto estimuiatorio de] QRC sobre 1a síntesis de

Ptd-dCMP, se incubaron cé1u1as de Sarcoma 180 con teofilina 10 mMy se midió
su efecto sobre 1a síntesis de Ptd-dCHP.

Los resuitados de este experimento se muestran en 1a Tab1a 16. Se

puede observar que 1a teofiïina no estimu1ó 1a síntesis de Ptd-dCMP. Con e]

objeto de verificar que e1 compuesto actuó en estas cé1u1as se midió también

1a incorporación de (3H)dCyd a1 DNA,ya que se había reportado que 1a teofi
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Figura gg: Efecto del ggg sobre 11 incorEoración gg ¿?H)dCTPEl Ptd-dCHP¿_g!5
en ce1u1as Eermeabiiizada .

Se incubaron 6x106 cé1u1as de Sarcoma 180 en 0,3 m1 de mezcïa de per
meabiïización conteniendo todos ios dNTPs con 3 pCi de (3H)dCTPy cantidades
variabies de QRC. La incubación se reaiizó a 37°C durante 15 min, a1 cabo de ios
cuaies se determinó 1a radioactividad en 1a fase orgánica (o) y ácido-insoïubie
(o).
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Figura f}; Efecto ggl_ QRC x_ CPZ sobre lg_ transformación gg_ Ptd-(3H)dCMP a
- ns gg_céTÜ1asinfactas. 

Se incubaron céiui s de Sarcoma 180, resuspendidas sn MEM-HEPESa una concentración de 12x10 /m1 con CPZ 60 pM y 6 uCi/m] de ( H)dCyd durante 30 min a
37°C. A1 cabo de ese tiempo ias céiuias se diiuyeron con 3 voiümenes de medio de
cultivo y, iuego de una centrifugación de 5 min, se 1avaron con e] mismo voïumen
de medio. Finaimente ias céiuias se resuspendieron con 0,5 voiümenes de
MEM-HEPESy se reincubaron durante 1 h a 37°C con 195 agregados que se muestran
en 1a figura. La reaccion finaiizo por centrifugacion y ei materia] 1ip1dico se
extrajo comose describió en Materiaies3y Métodos. La radioactividad determinada
a t=0 representa 1a incorporación de ( H)dCyd en presencia de CPZ 1uego de ios
iavados y sin reincubar a 37°C. C: contro] sin drogas.



Condición experimenta] Ptd-dCMP DNA
cpm % cpm ‘L’,

Sin agregados 398 100 344.480 100

Teofi‘lina 10 mM 339 85 80.082 23

Quercetin 60 uM 908 228 109.620 31

Teof. 10 mM+ QRC 60 ,uM 628 158 48.054 14

Tab1aE: Efecto _d¿teofiiina 1 quercetin sobre 1_asíntesis d_ePtd-dCMP12M.

Se incubaron “¿06 cé1u1as de Sarcoma 180 resuspendidas en 0,5 m1 de MEM-HEPEScon 3 ,uCi de ( H)dCyd y ios agregados que figuran en 1a tabia. La incubación
se reah‘zó a 37°C durante 1 h, a1 cabo de 1a cua1 se determinó 1a radioac
tividad incorporada a1 materiaï Hpïdico y a1 DNAcomo se describió en
Materiaies y Métodos.



lina inhibe 1a sintesis de macromoiécuias a través dei aumento de AMPc(317).

Los resuitados obtenidos indican que 1a teofiiina fue efectiva para inhibir 1a
síntesis de DNAy que 1a combinación de QRCy teofiiina produjo un efecto adi

tivo. Este resuitado y e] hecho que en céiuias permeabiiizadas ei QRCinhibió
1a sintesis de DNAy no tuvo efecto sobre 1a sintesis de Ptd-dCMPsugieren que
ei AMPcno está invoiucrado en 1a estimuiación de 1a síntesis de Ptd-dCMP.

IV.5.3. Efecto ggl_g3g_sobre lg_sïntesis de Ptd-CMP.

La medición de 1a incorporación de (3H)Cyd a céiuias de Sarcoma 180 en

presencia de cantidades variabies de QRCreveió que ei biofiavonoide no afecta
1a síntesis de Ptd-CMP a1 tiempo que inhibe 1a sintesis de RNA. Más aün, en

presencia de CPZ, e] QRCtuvo un efecto inhibitorio sobre 1a síntesis de este
liponucieótido. Un experimento típico se muestra en 1a Figura 44.

Con e] objeto de confirmar que e] QRCestimuia seiectivamente 1a sïn

tesis de Ptd-dCMPse midió su efecto en nücieos aisiados. En 1a Figura 45 se

puede observar que e] QRCestimuió 1a síntesis de Ptd-dCMPpero no tuvo efecto

sobre 1a síntesis de Ptd-CMPen esta fracción subceiuiar. Un controi impor

tante de este experimento fue verificar que ios nücieos poseen ias actividades
enzimáticas responsabies de 1a sintesis de ios dos 1iponuc1e6tidos. En efecto,
en 1a Tabia 17 se muestra que ei agregado de ácido fosfatïdico estimuió 1a

incorporación de (3H)CTPy (3H)dCTPa 1a fase orgánica.

IV.6. Efecto del Ptd-Ins-ífi sobre la síntesis gg_Ptd-dCMP.

Comose mencionó anteriormente, e] grupo de Erikson habia informado que

e1 QRCera capaz de inhibir 1a actividad de Ptd-Ins quinasa de 1a proteina

oncogénica pp60src .y que ias céiulas transformadas con e1 virus que porta
dicho oncogen (Rous Sarcoma Virus) tenian un netaboiismo aumentado de fos
foinosïtidos.

Si bien no se sabe si 1as cé1u1as de Sarcoma 180 expresan este oncogen,

cabría 1a posibiiidad de que e1 QRCactuara en estas cé1u1as sobre una pro
teïna que cumpiiera una función simiiar (iïpido-quinasa), deprimiendo 1os
niveies membranaies de Ptd-Ins-4P y Ptd-Ins(4,5)P2. Si 1a estimuiación de 1a
sintesis de Ptd-dCMP provocada por e1 QRC tuviera aiguna reiación con una
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Figura 4_4_:Efecto de] QRCsobre 1_a_incorporación gsfMCyd i Ptd-CMP“¿1%
_(B¡a c'ETu'IÏaïintactas.

Se incubaron 6x106 cé1u1as de Sarcoma 180 en 0,5 m1 de MEM-HEPESen presencia

(3) o ausencia (o) de CPZ 60 pM con cantidades variabies de QRCy 3 pCi de
(H)Cyd. Luego de 1 h a 37"9 se extrajo e] materia] iipidico (A) y ácido
insoiubie (B) como se describio en Materiaies y Metodos.
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Figura fi: Efecto de] QRC sobre 1_a síntesis d_e 1iponuc1eótidos EL nücïeos
aislados-d_e Sarcoma ISO.

Se incubaron 6x106 nücïeos, obtenidos como se describió sn e] punto 3.1. de
Materiaïes y Métodos, con 3 pCi de ( H)CTP o 3 ¿JCi de ( H)dCTP y cantidades
variabies de QRCdurante 1 h a 37°C. La radioactividad incorporada a1 Ptd-CMP
(o) y a1 Ptd-dCMP (o) se determinó como se describió en Materia1es y Métodos.
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Nücïeos aisiados Ptd-dCMP Ptd-CMP
(cpm) (cpm)

Sin agregados 5.007 9.482

Acido fosfat'ïdico 18.205 33.863
(1 mM)

Tabïa H: Síntesis d_ePtd-dCMP1 Ptd-CMPa nücieos aisïados ¿e Sarcoma 180.

Se resuspen’dieron 6x106 nüc1e03 en 0,3 m1 de mezc1a de permeabiiización conteniendo ( H)dCTP 3,3 uM o (H)CTP 3,4 uM en presencia o ausencia de una
dispersión acuosa y sonicada de ácido fosfatïdico. La incubación se reaiizó
durante 60 min a 37°C, a1 cabo de 1os cuaies se extrajo e] materia] 1ipïdico
como figura en Materiaies y Métodos.
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Figura 46: E ecto de1 Ptd-Ins4P (A) y Ptd-Ins (B) sobre 1a incorEoración de—1¿m_yrapm-.—-———— —
Se incubaron 6x106 céiuias de Sarcoma 180 en 0.5 m1 de MEM-HEPESen presencia de

QRC60 uMy cantidades variabaes de Ptd-Ins4P o Ptd-Ins. En e1 experiïento A iascéïuïas recibieron 3 uCi de ( H)dCyd y en e1 experimento B 2 pCi de ( H)dCyd. La
incubación se reaiizó a 37°C durante 60 min., a1 cabo de ios cuaies se midió 1a
radioactividad incorporada a 1a fase orgánica. Los fosfoinosïtidos fueron pre
parados resuspendiendo 1 mg de compuesto en 0,1 m1 de buffer fosfato 10 mMpH 7
y sonicando durante 1 hora a 40°C en un baño u1trasónico "Testiab".



disminución en Ios niveies de dichos fosfoinosïtidos, entonces e] agregado
exógeno de ios mismos deberia revertir e] efecto dei QRCsobre 1a sintesis de
Ptd-dCHP.

Con e] objeto de probar esta hipótesis se incubaron 1as cé1u1as con QRC

y cantidades variabies de Ptd-Ins-4P resuspendido en soïución acuosa y soni
cado durante una hora a 40°C. En esas condiciones e] iipido forma miceïas uni

1ame1ares con ias coias hidrofóbicas hacia adentro y 1a cabeza poiar en
contacto con e1 medio acuoso.

Contrariamente a 10 esperado, e] Ptd-Ins 4P tuvo un ciaro efecto estimu

1atorio sobre 1a incorporación de (3H)dCyd a1 Ptd-dCHP (Figura 46A). Este

efecto fue especifico ya que un experimento similar utiiizando Ptd-Ins no
reve1ó ningün efecto (Figura 468). La permeabi1idad ceiuiar no se vio a1terada
por 1a incubación con este compuesto (evaiuada por 1a capacidad de 1as cé1u1as

de exciuir e] coIorante azu] tripán); sin embargo, 1a posibiiidad de que e1
Ptd-Ins-4P pueda se1ectivamente aiterar ias propiedades de 1a nembrana, por

ejempio aumentando 1a entrada de Ca2+, no ha sido investigada.

IV.7. Efecto ggl_glg sobre lg_sintesis gg Ptd-dCMPen HL-60.

Hemosmencionado en 1a Introducción que 1a sintesis de Ptd-dCMPen 1in

focitos humanos permeabiiizados era estimu1ada por ATP, Ca2+ y M92+.

En un intento de determinar qué otros factores afectan 1a sintesis de
este 1iponuc1eótido, se ha verificado que ei GTP estimuia 1a sintesis de

Ptd-dCMPen céluïas permeabilizadas. En 1a Figura 47 se observan ios resuita
dos obtenidos en HL-60, donde se puede ver que con GTP 1 mM se obtiene una

estimuiación comparabie a 1a que se Iogra con CPZ. EXperimentos simiïares
reaïizados con cé1u1as de Sarcoma 180 confirmaron 1a genera1idad de esta
observación.

La famiiia de proteinas oncogénicas ras, denominadas genericamente p21
por tener un PMde 21 KD, tienen 1a propiedad de unir e hidroïizar GTP. Con e]

uso de anticuerpos monociona1es se ha verificado que se ha11an iocalizadas en
1a cara interna de 1a membrana piasmática (280) de céiuias transformadas con
1as distintas variedades dei Virus de Sarcoma lbrino. También se ha deter

minado que ias cé1u1as no transformadas poseen normaimente esta proteina y,
aunque en menor cantidad, puede ser inmunoprecipitada con ios anticuerpos
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Figura El: Efecto dgl_QIE_sobre la incorgoración gg_L?H)dCTPal Ptd-dCMP.

Se permeabiiizaron 3,4x106 céiuias HL-60 con 0,3 m1 de 1a mezcia descripta en e]
punto 4.4. de Materia1es y Métodos en presencia de cantidades variabies de GTPy
3 HCÍ de ( H)dCTP. Luego de incubar durante 75 min a 37°C se extrajo e] materia]
iipïdico y se determino 1a radioactividad incorporada a 1a fase orgánica (o). La
iínea punteada indica 1a incorporación obtenida en presencia de CPZ60 uM.



Condición Ptd-dCMP
Experimenta] (cpm)

Controi 8.625
" + Ins 383

Mtipü. Low
“ + Ins 411

Anti HLA 7.412
" + Ins 324

Tabia lg; Efecto gg anti 2g; sobre lg_sïntesis gg Ptd-dCMPz Ptd-Ins gn_HL-60.

Se permeabiiizaron 2x106 céiuias HL-60 en 0,3 m1 de una nezcia que contenía
Hepes so mM pH 7,5, C12Mg 8,3 mM. C12Ca 0,4 mM, ATP-Mg2+ 1 mM y GTP 1 mM.
Luego de 20 min a 4°C se agregaron ios anticuerpos (2 ui de anti p21 o anti
HLA)y se dejó otros 10 min a 4°C. Posteriormente 1as céiuias se congeiaron
con N2 iïquido y se desconge1aron rápidamente; una vez verificado que ias
cé1u1as estuvieran rotas, se agregó DTT 1 mMy ( H)dCTP 3,3 uM, aïgunos tubos
recibieron también Inosito] 10 mM. La incubación se 11evó a cabo a 37°C
durante 30 min, a1 cabo de Ios cuaies se extrajo ei nateriai Iipïdico y se
determinó 1a radioactividad presente en 1a fase orgánica.



dirigidos contra 1a proteína de origen virai (280,329).
Hemosinvestigado 1a posibilidad de que 1a proteína p21 esté relacionada

con 1a síntesis de Ptd-dCMP utiiizando para e110 un anticuerpo monociona]

anti-p21 de origen virai. Dicho anticuerpo (Y13-259) bioquea e] sitio de unión
de] GTPen 1a proteína oncogénica (280).

Para reaiizar este eXperimento, se permeabiiizaron céiuias HL-60, se

agregó e] anticuerpo y iuego se congeió .y descongeió con N2 iïquido para
romper ias céiuias y faciiitar 1a interacción de] anticuerpo con 1a cara
interna de 1a membrana piasmática. Posteriormente se agregó (3H)dCTPy se

incubó a 37°C. Como contro] se utiiizó un anticuerpo monocionai anti-HLA
humano.

Los resuitados de este experimento se encuentran en 1a Tab1a 18. Se

puede observar que e] anticuerpo anti-p21 no tuvo un efecto significativo
sobre 1a incorporación de (3H)dCTP a1 Ptd-dCMP, siendo 1a radioactividad

incorporada a 1a fase orgánica semajante a ias céiuias no tratadas con e1
anticuerpo. Por otra parte, 1a transformación de Ptd-dCMPa Ptd-Ins tampoco se
vio afectada por este anticuerpo.

IV.8. Discusión.

Los resuitados presentados en este capítuio demuestran fehacientemente
que ias céiuias animaies uti1izan e1 Ptd-dCMPpara 1a síntesis de Ptd-Ins. En
efecto, si bien se han mostrado soiamente 10s experimentos reaiizados en

céiuias de Sarcoma 180, e] agregado de inosito] a timocitos de ratón y a 1a
1ïnea ce1u1ar HL-60 provoca 1a desaparición de Ptd-(3H)dCMP sugiriendo que se
forma Ptd-Ins. Las evidencias que permiten demostrar esta afirmación son 1as
siguientes:
1) La incubación de céiuias de Sarcoma 180 con CPZ e inositoi previene en un

75% ei efecto estimuiatorio de 1a primera sobre 1a incorporación de

(3H)dCyd a1 Ptd-dCMP. Posibiemente e1 efecto no es compieto debido a que en

estas céiuias 1a CPZmostró un pequeño efecto inhibitoric sobre 1a trans
formación de Ptd-dCMPa Ptd-Ins (Figuras 24 y 43).

2 E1 agregado de inosito] a céiuias permeabiiizadas provoca 1a 1iberación dev

(3H)dCMPa1 medio de cuitivo, con 1a concomitante disminución de radioac

tividad en 1a fase orgánica.



3) La fracción microsoma] de céiuias de Sarcoma 180 cataiiza 1a sintesis de

Ptd-Ins a partir de Ptd-dCMPpurificado.
4) La incubación de estas céiuias en un medio sin inositoi conduce a una acu

muiación de Ptd-dCMPque es revertida p0r una concentración de inositoi
simiiar a 1a que se encuentra habituaimente en ios medios de cuitivo.

5) E1 Li+ favorece 1a acumuiación de Ptd-dCMP. Este catión depieta ios niveies

endógenos de inositoi por inhibición de 1a enzima inositoi-l-fosfato fos
fatasa (177,262,263). Como consecuencia de dicha inhibición se acumuia

inositoi-l-fosfato (178,264,265). Este compuestose origina en ias céiuias
a partir de dos fuentes. Puede ser sintetizado gg_2919 a partir de giucosa
dando ei enantiómero L, o puede ser 1iberado por acción de 1a fosfoiipasa C
sobre ios fosfoinosïtidos en cuyo caso se obtiene e] enantiómero D (178)
(Figura 48).

Shermany co]. encontraron que ei 90%de] mio-inositoi-l-fosfato que se
acumuia en 1a corteza cerebrai de ratas durante e] tratamiento con Li+ es ei

enantiómero D (265). De esta nanera, ei Li+ constituye una herramienta muy

ütii para identificar aqueiias funciones ce1u1ares que ocurren a través de 1a
hidróiisis de ios fosfoinosïtidos. De hecho, Berridge y co]. encontraron que
e] Li+ ampiifica 1a respuesta de fosfatidii-inositoi mediada por diversos ago
nistas en cerebro y giánduias saiivaies (178).

E1 hecho que e] Li+ permita 1a acumulación de Ptd-dCMP en céiuias de

Sarcoma 180 sugiere que e] breakdown de fosfoinosïtidos está activado en estas
cé1u1as. A diferencia de ios resuitados obtenidos por Berridge en cé1u1as
quiescentes, en estas céiuias es posibïe ver un efecto de] Li+ en ausencia de
agonistas que estimuien ios receptores apr0piados. Aigo simiiar ocurre con 1as
1ïneas ceiuiares en cuitivo, aunque se ha verificado que e1 suero contien fac
tores como e] PDGF (factor de crecimiento p1aquetario) que estimuian 105
receptores responsables de 1a hidróiisis de fosfoinosïtidos (181,330). Los
experimentos reaiizados con ias céiuias de Sarcoma 180 se rea1izaron en ausen

cia de suero y iuego de un extenso 1avado de 1as mismas para eiiminar e]

iïquido ascitico, de tai forma que 1a posibie estimuiación de 1a hidróiisis de
fosfoinosïtidos podria ser atribuida a factores autócrinos, secretados por 1as
mismas céluias tumoraies. Si bien no hay estudios reaiizados en céiuias de
Sarcoma 180, dichos factores han sido demostrados en varias 1ïneas ce1u1ares,
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Figura fi: Efecto de] Li+ sobre e] metaboh’smoü inositoï y su re1acíón con 1a
acumulaïíïnïi Pta-HCHPo

E] Li+ inhibe 1a enzima (E) inosítoI-l fosfato fosfatasa depïetando e] pooï
1ntrace1u1ar de inosíto] y provocando 1a acumuïacion de D-mío-inosíto'l
l-fosfato. Estos efectos se observ_ an cuando Ios receptores que estímuïan 1ahidroh’sís de fosfoínosïtidos están ocupados. La acumu1aci6n de Ptd-dCMP en pre
sencia de L1'+demuestra que es precursor de Ptd-Ins.



como ser, céïuias de osteosarcoma humano, céiuias pequeñas de cáncer de puimón

y leucemia a céiuïas T, con producción de PDGF, bombesina y péptidos reia

cionados e interieukina 2 respectivamente (331-333).
La acumulación de Ptd-dCMP en presencia de Li+ se verifica cuando 1as

céiuïas se incuban en un medio que no contiene inosito]. Esto es asï porque e]
inosito] de] medio de cuitivo neutraiiza ei efecto dei catión.

E1 Li+ es efectivo en e] tratamiento de ias psicosis manïaco-depresivas;
aunque ya se nnncionó en 1a Introducción ei mecanismo de acción propuesto,

cabe agregar que e1 inositoi piasmático no atraviesa 1a barrera hemato

encefáiica con 10 cua] e1 cerebro es más suceptibie a 1a acción de1

Li+ mientras que Ios tejidos periféricos estarian protegidos por ei inosito]
circuiante (178).

En 1a Figura 48 se ha coiocado a1 Ptd-dCMP como ünico precursor de]

Ptd-Ins. Esto no significa desconocer que e] Ptd-CMP puede cumpiir 1a misma

función en cé1u1as intactas (18,334_y Tabia 12 de esta Tesis); sin embargo,

esta es 1a primera vez que se determina que 1a dep1eci6n endógena de inosito]
conduce a 1a acumuiación de un precursor de Ptd-Ins, en este caso Ptd-dCMP. No
se ha verificado si un resuitado simi1ar se obtiene con e1 Ptd-CMP.

Si bien en este trabajo de Tesis no se ha demostrado que e] Ptd-Ins sin

tetizado a partir de Ptd-dCMPpuede ser hidroiizado por 1a acción de agonistas
(dado que ios resuitados obtenidos con Li+ constituyen evidencias muy
preïiminares) es sorprendente, en cambio, 1a escasa evidencia experimenta]
encontrada en 1a 1iteratura en reïación a1 ro] de] Ptd-CMPen dicha cascada

metabóiica, siendo e1 intermediario que invariabiemente se cita en ias pub1i
caciones sobre e1 tema.

En 1a Tabla 19 se nmestran Ios cambios tempranos en 1a narcación de

ácido fosfatïdico y/o fosfatidi1—inosit01 en cé1u1as estimuiadas con diversos
agonistas. Comoya fue mencionado, dichos cambios ocurren como consecuencia de

1a hidróïisis de Ptd-Ins(4,5)P2 y refïejan e] reciciaje de 1,2 DGe inositoi.
En ninguno de estos casos se encontró marcación de Ptd-CMP con 32P, como

cabría esperar si este fuera e1 1iponuc1eótido intermediario entre e1 Ptd-A y
e1 Ptd-Ins. Es posibïe, sin embargo, que e] mismo no haya sido buscado apro=

piadamente. Es interesante comentar particuiarmente ios trabajos de Eichberg y
Hauser, quienes han estudiado e] efecto de catecoiaminas y compuestos



Tejido Estimuio Respuesta y periodo de estimuiación

Piaquetas ADP 2 s: Tmarcación en Ptd-A

3 min: f " Ptd-Ins

[Tiroides TSH 2 min: f " " Ptd-A y Ptd-Ins

Linfocitos PHA 3 min: 1 “ " Ptd-A y Ptd-Ins

Páncreas Pancreozimina vsS min: f “ " Ptd-A y Ptd-Ins

Acetiicoiina 015 min: i " Ptd-A

Corteza Acetiicoiina 10 min: 1 " " Ptd-Ins
cerebrai Noradrenaiina

o feniïefrina 5 min: f " Ptd-A y Ptd-Ins

Parótida Aceti1colina 5 min: i concentración de Ptd-Ins

Fibrobïastos Factores
séricos 5 min: i marca en (3H)Ptd-Ins

Tabia ¿2; Cambios temgranos gn la marcación de Ptd-A ¿Lg Ptd-Ins gg céiuïas
estimula as ggg_ iversos agonisïas (FEf. IUZ)



B ¿Jloqueantes sobre el metabolismo de fosfolïpidos en la glándula pineal de
rata. Dichos autores encontraron que tanto la noradrenalina (NA) como el

propranolol estimulan la incorporación de P32 a Ptd-A, Ptd-Ins y Ptd-Gli,
aunque sólo en presencia de propranolol aumenta también la incorporación de

radioactividad a un lïpido X que posteriormente fue identificado comoPtd-CMP

(335,13). Es necesario aclarar que el propranolol, si bien es un conocido
antagonista de receptores {S-adrenérgicos, puede interactuar directamente con
las membranas celulares de manera análoga a como lo hacen los anestésicos
locales y otras drogas estabilizantes de nembrana; es precisamente debido a
esta propiedad que nndifica el metabolismo de fosfolïpidos tal comolo hacen
la CPZy otros cationes anfifïlicos.

Sin embargo, como ya fue señalado en la Introducción, estos compuestos

estimulan la síntesis gg_flgïg de los fosfolïpidos acïdicos por inhibición de
la enzima fosfatïdico fosfohidrolasa, lo que provoca un aumento en la incor

poración de (14C)glicerol a dichos fosfolïpidos. La NA, como casi todos los
agonistas que aumentan el turnover de Ptd-Ins, no provoca cambios en la incor

poración de este precursor.
El aumento de incorporación de 32P al Ptd-CMPpor efecto del propranolol

pero no por efecto de la NAes sugestiva, y experimentos posteriores realiza

dos por el mismo grupo indican que el Ptd-CMP acumulado en presencia de

pr0pranolol no es utilizado para aumentar la formación de Ptd-Ins llevada a
cabo por la NA (336). Dichos autores especulan con la existencia de un pool

discreto de Ptd-CMPque llevaría a cabo esta función y que no seria detectado
con los métodos utilizados.

Existen por lo menos dos ejemplos en la literatura donde si se ha
comprobado el rol del Ptd-CMPen la síntesis de Ptd-Ins provocada por estimu
los extracelulares. Se trata de los trabajos de Freinkel y col. en páncreas
exócrino (334) y los trabajos de Hawthorne y col. en sinaptosomas de corteza
cerebral de conejillo de Indias (337,338). En ambosestudios se detectó incor

poración de P32 a Ptd-CMP, en el primer caso por estimulación con glucosa, que
provoca hidrólisis de fosfoinosïtidos (339) y en el segundo por estimulación
eléctrica o despolarización por alto K+ que, segün los autores, también pro
voca hidrólisis de estos compuestos.

La pregunta que surge inmediatamente es por qué nunca se detectó la pre



sencia de Ptd-dCMPen céiuTas intactas. Una respuesta razonabie es que e] pooi

de dCTP en céTuTas animaies es varias veces menor que eT pooi de CTP (121), de

ta] manera que si se reaïiza 1a marcación con 32P, 1a fracción de (32P)dCTP

será mucho menor que 1a de (32P)CTP. Si 1a eficiencia de transferencia de

ambos nucieótidos a1 ácido fosfatidico fuera 1a misma, 1a detección dei ribo
Tiponucïeótido se veria favorecida.

Este razonamiento podría expiicar por qué Eichberg y Hauser no

encontraron (32P)Ptd-dCMP cuando incubaron 1a giánduTa pinea] con

DL-propran0101 (18). En ese sentido, es interesante nencionar que cuando se
probó este compuesto sobre Tinfocitos humanos estimuTados con PHAse encontró

aumento de 1a incorporación de (3H)dCyd a 1a fase orgánica (E.E. Medrano,

observaciones personaies).
Cabe agregar que Tos experimentos que condujeron a 1a detección de

Ptd-dCMPen céiuias intactas (esta Tesis y ref. 27) se reaTizaron con céluias
en activa proiiferación. Comose vio en 1a Introducción, ei contenido de dNTPs

es mayor en estas cé1u1as que en cé1u1as quiescentes (122). Es posibTe que, en

esta situación cobre importancia 1a utilización de Ptd-dCMPcomo intermediario
en Ta biosïntesis de Ptd-Ins.

Los experimentos reaTizados en céTuTas permeabilizadas con e] objeto de

cuantificar 1a cantidad de ambos 1iponuc1eótidos reveïó que 1a eficiencia de
transferencia de dCTPy CTPa1 ácido fosfatidico es 1a misma ya que, en pre

sencia de concentraciones iguaies de ambos nuc1eótidos, se sintetizaron can
tidades iguaies de Ptd-CMPy Ptd-dCMP (Tabia 14). La presencia de CPZ en estos

experimentos no modifica su interpretación ya que este compuesto estimuia 1a
sintesis de anbos 1iponuc1eótidos en 1a misnn proporción, tanto en céïuïas
intactas comopermeabiiizadas.

Otra pregunta que cabe formuiarse es si 1a sintesis de uno u otro Tipo
nucieótido se debe a una utiTización no seTectiva de sustrato (CTPy dCTP)por

parte de una sóTa enzima. Con 1a obtención de mutantes condicionaTes, en bac

terias se demostró que 1a misma enzima cataTiza 1a sintesis db Ptd-CMP y

Ptd-dCMP(35). En Tevaduras, que contienen sóTo Ptd-CMP, 1a enzima que 10 sin

tetíza es inhibida en forma no competitiva por e] dCTP(48).
Los resuitados obtenidos en este trabajo sugieren que en céTuTas anima

1es habria dos enzimas -o actividades enzimáticas- distintas. En efecto, Tos



experimentos reaiizados con e] biofiavonoide quercetin indican que este com
puesto estimuia se1ectivamente 1a sintesis de Ptd-dCMP tanto en céiuias
intactas comoen nücieos aisiados de sarcoma 180.

Se demostró que dicha acumuiación no se debe a un bioqueo en 1a for

mación de Ptd-Ins. Si bien e1 QRC inhibió parciaimente 1a degradación de

Ptd-dCMP1a estimu1ación observada en presencia de CPZ permite descartar este

mecanismo ya que en esas c0ndiciones 1a degradación está bloqueada por 1a CPZ
en un 90%.

La posibiiidad que e] QRCactuara a través de 1a inhibición jn_xilg de
una Ptd-Ins quinasa, ta] comofuera demostrado jg_vitro (246), fue investigada
agregando Ptd-Ins-4P a ias céiuias tratadas con QRC. Sorprendentemente este
compuesto estimuïó 1a sintesis de Ptd-dCMP. E1 efecto fue especifico ya que

cantidades equivaientes de Ptd-Ins no tuvieron ningün efecto. Este resuitado
sugerirïa un efecto reguïatorio de] Ptd-Ins-4P sobre 1a sintesis de su precur
sor (retroaiimentación positiva). Aigo simiiar fue postuiado para ios produc
tos de hidróiisis de] Ptd-Ins(4,5)Pá (1,2 DGe InsP3) que funcionarïan como
retroactivadores de 1a sintesis dei Ptd-Ins(4,5)P2 a través de] Ca2+y de 1a
PK-C (211).

Dado que e] QRCinhibe 1a sintesis de DNA, se podria pensar en un meca

nismo anáiogo a1 de] ara-C para expiicar 1a estimuiación de 1a sintesis de

Ptd-dCMP; es decir, que 1a inhibición de 1a sintesis de DNAconducirïa a una
acumuiación de dCTPque serïa utiiizado para 1a síntesis dei liponucleótido.
Esta hipótesis parece poco probabie por dos motivos: 1°) en cé1u1as per
meabí1izadas e] QRCmantiene su efecto inhibitorio sobre 1a sintesis de DNA

pero se pierde e] efecto estimuïatorio sobre 1a sintesis de1 iiponucieótido y
2°) a diferencia de] ara-C, esta droga inhibe también 1a síntesis de RNA,con

10 cua] se podria pensar que habría mayor disponibiïidad de CTP; sin embargo,
1a sintesis de Ptd-CMPno se vio afectada en ninguna condición por e1 agregado
de QRC; más aün, concentraciones variabïes de QRCinhibieron 1a sintesis de

este 1iponuc1eótido en presencia de CPZ.

Parece probab1e entonces que 1a estimuiación de 1a sintesis de Ptd-dCMP

se deba a un efecto directo sobre 1a enzima que sintetiza este 1iponuc1eótido
o bien que actüe sobre aïgün compuesto que reguie dicha actividad.

Como ya fue mencionado, e1 QRC ejerce una diversidad de efectos en



céiuias animaies. Aigunos autores sugieren que ei común denominador de todos
elios es el efecto inhibitorio sobre 1a actividad de protein-quinasas indepen
dientes de AHPc sumado a un aumento en ios niveies de AMPc. Dado que esta

moiécuia no parece actuar sobre 1a sintesis de Ptd-dCMP, a juzgar por 1a falta

de efecto de 1a teofiiina, se podria especuiar con que e] QRCinhibirïa 1a

actividad de una proteina-quinasa AMPc-independienteque reguiarïa 1a activi
dad de 1a dCTszosfatidatoocitidiiiitransferasa. Esta enzimaseria inactivada

por fosforiiación a través de una protein-quinasa inhibibie por QRC;1a rege
neración de 1a forma activa de 1a enzima se produciría por acción de una fos
fatasa.

Cabe mencionar aquí que un mecanismo simiiar de reguiación fue propuesto

para 1a enzima que sintetiza e] ribo-iiponucieótido: un grupo de investiga
dores de 1a Universidad de Qeen, Canadá, describió un efecto estimuiatorio de]
GTP e inhibitorio de] ATP sobre 1a actividad de CTszosfatidato-citidiii1

transferasa de microsomas de higado de rata (340). Dichos efectos impiicaban
1a hidróiisis de ambos nucieótidos ya que anáiogos no hidroiizabies de 105
mismos carecían de actividad.

Estos efectos condujeron a ios autores a postuiar un mecanismo de regu

lación de 1a enzima que impiicaba su activación por fosforiiación a través de
una protein-quinasa que requeriría GTP. La forma activa, fosforiiada, podria
ser 1uego inactivada por una fosfoproteïna-fosfatasa que seria activada a su
vez por una protein-quinasa que ui1izarïa específicamente ATPpara su activi
dad.

Resumiendo, en base a 1a observación de que el QRCestimuia 1a síntesis

de Ptd-dCMP por un mecanismo que en principio no invoiucra a1 AMPc, ni un bio

queo en 1a degradación y/o transformación de] iiponucieótido, especuiamos con
1a posibiiidad de que actüe inhibiendo una proteín-quinasa que reguïarïa 1a
actividad de 1a dCTszosfatidato-citidi1iltransferasa. La enzima fosforiiada

sería inactiva, de manera tai que 1a inhibición de 1a fosforilación por QRC
aumentaría 1a forma activa de 1a enzima.

Por otra parte, ios resuitados obtenidos por otros investigadores
sugieren que 1a CTP:fosfatidato-citidiiiitransferasa también estaria reguïada
por fosforiiación aunque en este caso 1a forma activa estaria fosforiiada. E1
efecto inhibitorio de] QRCsobre 1a síntesis de Ptd-CMP en presencia de CPZ
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prote1n-quinasa.



apoyarïa esta hipótesis (Figura 49).
Si bien en ei presente trabajo de Tesis se describió un efecto estimuia

torio dei GTPsobre 1a sintesis de Ptd-dCMP, no se ha reaiizado un estudio

exhaustivo de] mismo. Con respecto a1 ATP, experimentos reaiizados en ei

1aboratorio indicaron que dicho nucieótido estimula 1a síntesis de] Ptd-dCMPa
bajas concentraciones y 1a inhibe a aitas (Figura X-Introducción).

Será necesario efectuar un estudio comparativo sistemático sobre ias dos
actividades enzimáticas con e] objeto de encontrar no 5610 diferencias en 1a

activación de uno y otro iiponucieótido (en ese sentido e] Ca2+ podrá jugar un

ro] importante), sino también pesquisar diferencias en su iocaiización sub
ceiuiar, cosa que hasta ahora no se ha iogrado.

Recientemente, ihrie E. hñnaco demostró 1a existencia de dos pooies de
Ptd-Ins en una iïnea ceiuiar de tumor de mamamurino (céiuias HRK-1); uno de

eiios sensibie y ei otro insensibie a 1a estimuiación hormona] con vasopresina
(341). En un trabajo posterior determinó e] tamaño de ambos pooies encontrando
que e] 83% de] Ptd-Ins es hormonoJinsensibie, mientras que sóio un 17% es

hormono-sensibie (342). Este segundo poo] daria iugar a1 Ptd-Ins(4,5)P2 que es
c1ivado por 1a acción hormona] y que constituye, de acuerdo a esta autora, e]

60% dei PIPZ membrana]. E1 pooi de Ptd-Ins(4,5)P2 que deriva dei Ptd-Ins

hormono-insensibie no sería ciivado por 1a acción hormona]. En e] siguiente
esquema se muestra e] nndeio por eiia propuesto (343):

P001 hormono-sensibie

Ptd-Ins(4,5)P2

,/z (60%) \\\\\\‘
eta-tí?” 1,2 DG

(17%)

1

Ptd



P001 hormono-insensibie

1,2DG_.Ptd-A_2.Ptd-Ins_. _.Ptd-Ins(4,5)P2

(83%) (40%)

Aparentemente estos pooies no son intercambiabies y actuaimente se está
estudiando qué caracteristicas de 1a vïa biosintética de ambos pooies deter
minan su compartimentaiización.

A 1a 1uz de estos resuitados, y en base a todo 10 expuesto anteriormente
resuita actractivo pensar que ias reacciones 1 y 2 utiiizan distintos inter
mediarios (Ptd-CMPo Ptd-dCMP) con e] objeto de garantizar dicha compartimen
taiización.

Finaimente, hemos investigado 1a posibiiidad de que en 1a sintesis y/o
transformación de Ptd-dCMPintervenga una proteina oncogénica dei tipo ras,
obteniendo resuitados negativos.

A pesar de e110, recientemente e] grupo de Lippman, de] Nationai Cancer

Institute, ha presentado resuitados gue conectan ciaramente un aumento en e]

turnover de Ptd-Ins con 1a presencia de] oncogene v-rasH en una 1ïnea ce1u1ar
de tumor de mamahumano transfectada con dicho oncogen (MCF-7ras) (344).

Las céiuias MCF-7 dependen para su crecimiento de 1a estimuiación
estrogénica; dichos autores demostraron que e] estradioi estimuia 1a hidróii
sis de fosfoinosïtidos por un necanismo que impiicarïa 1a inducción de fac
tores autócrinos que estimuiarïan e] crecimiento tumorai. Las céiuias
transformadas MCF-7ras, independientes de estrógenos, estimuiaron ei breakdown

de fosfoinosïtidos a1 mismonivei que ias céiuias parentaies en presencia dei
estrógeno. Estos resuitados sugieren, segün ios autores, que ios factores
autócrinos inducidos por estrógenos y 1a transfección de] oncogen
v-rasH comparten un aumento en e] turnover de fosfoinosïtidos como mecanismo
comün de su acción.

Michaei Berridge, en su review sobre InsP3 como segundo nensajero en 1a
transducción de señaies extraceiuiares, predijo que e] oncogene ras activado
podría transformar céiuias por una activación descontroiada de 1a fos

fodiesterasa que c1iva e] Ptd-Ins(4,5)P2 (148). Se basó en ei hecho de que ias



proteinas ras normaies (provenientes de] proto-oncogene c-ras) tienen 1a capa

cidad de unir e hidroiizar GTPy que 1a activación de dicho oncogen por muta

ción puntual en e] codón 12 o 64 conduce a una pérdida en 1a capacidad de

hidroïizar GTP (220). De acuerdo con esto, 1a proteina mutada continuaría

activando 1a formación de InsP3 y 1,2 DGde una manera descontroiada e inde
pendiente de factores de crecimiento. En ese sentido, 105 resuitados obtenidos
por Lippmantienden a confirmar dicha hipótesis.

En 1a presente Tesis se ha demostrado que e] Ptd-dCMPes utiïizado para
1a sintesis de Ptd-Ins.

E1 sistema de transducción de señaies extraceiuiares mediada por 1a
hidróiisis de fosfoinositidos, controïa funciones ce1u1ares tan diversas como
1a división ce1u1ar, transmisión dei impuïso nervioso, secreción, etc. Dicho
sistema debe estar necesariamente sujeto a un estricto controi, de ta] manera
que distintos agonistas que actúan sobre una misma céiuia a través de este

mecanismo,puedan ejercer su función.especïfica.
En ese contexto, e] ha11azgo de que ias cé1u1as eucarióticas superiores

poseen dos 1iponuc1e6tidos para 1a síntesis de Ptd-Ins y de que posibiemente
existan dos enzimas distintas que cataiicen 1a síntesis de ambos aporta un
e1emento interesante que puede contribuir a 1a eïucidación de Ios necanismos
que controian esta vïa metabóiica.

N
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ABREVIATURAS

AcH

ADP

AMP

AMPc

ara-C

ara-CMP

ara-CTP

ATP

CaM

CDP

CMP

ConA

Cpm

CPZ

CTP

Cyd

d

1,2 DG

DHAP

DI50

DMSO

DNA

DNAsa

dNTPS

DPG

dThd

DTT

dTTP

EGF

EGTA

FBS

FFH

ácido acético
adenosina-5'-difosfato
adenosina-5'-monofosfato
AMPcïciico

arabinosii-citosina
arabinosiI-CMP
arabinosiï-CTP
adenosina-5'-trifosfato
caimodu1ina
citidina-5'-difosfato
citidina-5'-monofosfato
concava1ina A

cuentas por minuto
ciorpromazina
citidina-5'-trifosfato
citidina
deoxi

1,2 dig1icérido o diaciigiicérido
dihidroxiacetona fosfato

dosis de una droga que inhibe e1 50% de
una reacción
dimeti] suifóxido
ácido deoxiribonucieico
deoxiribonucieasa
deoxiribonucieósidos trifosfato
difosfatidiï-g1icero1
timidina
ditiotreitoï
timidina 5' trifosfato
factor de crecimiento epidérmico
ácido eti1enincoI-bis({Z'amino-etii
éter)N,N'-tetraacético
suero feta] bovino
fosfatïdico fosfohidroiasa



f-met-ieu-phe
GHPc

GTP

h

Hepes

min

nmoi

OAG

PBS

Pi

PDGF

PG

PHA

PK

Ptd-A; PA

Ptd-C01

186 

factor de crecimiento derivado de
fibrobiastos
formii-metioni1-1euci1-feni1a1anina

guanosina monofosafato cïciico
guanosina 5' trifosfato
hora

ácido 4-(2-hidroxieti1)1-piperazino
etane suifónico

antígeno de histoc0mpatibi1idad
mio-inosit01
inositoi-l-fosfato
inosit01-1,4-bisfosfato
inositoi 1,4,5 trifosfato
kiiodaitons
constante de Michaeiis Menten

1eucemia mieioide aguda

oiigosacáridos derivados de membrana
Medio Esencia] Minimo de Eagie.
moiar

miiimoiar

miïigramo
minuto

nanomoi (1x10'9 moi)

1-01ei1-2-aceti1 giiceroi
soiución saiina de buffer de fosfatos
fosfato inorgánico
ácido perciórico
factor de crecimiento derivado de pia
quetas
prostagiandina
fitohenagiutinina
protein quinasa
ácido fosfatïdico
fosfatidii-coiina
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Ptd-EA fosfatídÍI-etano1amína

Ptd-G1í fosfatidiï-g1ícer01
Ptd-Ins; PI fosfatídí1-ínosit01
Ptd-Ins-4-P Ptd-Ins-4-fosfato

Ptd-Ins(4,5)P2 Ptd-Ins(4,5) bísfosfato
QRC quercetin
RA ácido retínoíco
RNA ácido ríbonucïeíco

RSV virus de] sarcoma de Rous

rpm revoïucíones por minuto

s segundo
s.c. subcutánea

t tiempo
TCA ácido trícïoroacético

TG trigïicérido o triaciïglícérido
TPA tetradecanoï1 forbo] acetato
TRH hormona 1iberadora de tirotrofina

TSH hormona estimuïante de tiroides

UDPG uridina difosfato gïucosa

UR2 virus de1 sarcoma avíario



188 

\ENCIASREFEP

1.

(Dth

mNO‘

21.
22.

23

24.

25.

26.
27.

28.

29.

30.

31.

. Chapman, D.

. KTyashchítskii,

StrickTand, K.P.
AnsweTT, G.B.,

(1973) en (eds.

Hawthorne, J.N., Dawson, R.D.) p. 9, ETSevier Amsterdam.

"Form and Function of phosphoïipíds"

. IUPAC-IUB(1968) Biochim. Biophys. Acta ¿53, 1.

. IUPAC-IUB(1970) J. Lípid Res. ll, 173.

. Hirschmann, H. (1960) J. Bío]. Chem. ggg, 2762.
(1975) en

PathoTogy" (eds. Heissmann, G. y CTaiborne, R.) p. 13, NewYork.

"CeTT membranes: Biochemistry, CeTT Bioïogy and

. De Pierre, J.N. y Ernster, L. (1977) Annu. Rev. Biochem. 59, 201.

. Hawthorne, J.N. y Kemp, P. (1964) Adv. Lipíd. Res. g! 127.
S.D., SokoTov, S.D. y Shvets, V.I. (1969) Russ. Chem.

Rev. gg, 345.

. Lennarz, H.J. (1970) Annu. Rev. Biochem. 22, 1037.

. Bishop, H.H. y StrickTand, K.P. (1970) Can. J. Bíochem. gg, 269.

Kates, M. (1970) Advan. Lípíd Res. g, 225.

Kates, M. (1964) Advan. Lípid Res. g, 17.

. Hanahan, D.J. y OTTey, J.N. (1958) J. Bio]. Chem. ¿31, 813.

. FoTch, J. (1949) J. Bio]. Chem.lll, 497.

. Hawthorne, J.N. y Nhite, D.A. (1975) Vitam. Horm. (New York) 2, 529.

MicheTT, R.H. (1979) Trends in Bio]. Sci. fi, 128.

Hoïub, B.J., Kuksis, A. y Thompson, N. (1970) J. Lípid Res. ll) 558.
Hauser, G. y Eíchberg, J. (1975) J. Bío]. Chem.ggg, 105.

Raetz, C.R.H. y Kennedy, E.P. (1973) J. Bio]. Chem. ggg, 1098.

Thompson, w. y Mac DonaTd, G. (1975) J. Bio]. Chem. gég, 6779.

Steiner, M.R. y Lester, R.L. (1972) Biochím. Bíophys. Acta ¿59, 222.
Ter Schegget, J., Van den Bosch, H., Van Baak, M.A.,

Borst, P. (1971) Biochim. Bíophys. Acta ggg_234.
Thompson, R.J. (1977) Biochem. Soc. Transac. é) 49.

Mordoh, J. y FríedTender, B. (1977) M01. CeTT. Bíochem. lg! 177.

Hosteter, K. y

Thdrano, E. y Mordoh, J. (1979) M01. CeTT. Biochem. gi, 159.
hbdrano, E. (1979) Tesis Doctora] FCENU.B.A.

Medrano, E., Iujvídin, S. y Mordoh, J. (1981) Eur. J. Biochem. ¿19, 249.

Kennedy, E.P. (1961) Fed. Proc. 2_0_,934.

Gonfine, H. (1972) Adv. Microb. PhysioT. É, 1.
Raetz, C.R.H. (1978) Hicrob. Rev. 3g, 614.
BeTT, R.H., hhvis, R.D., Osborn, M.J. y VageTos, P.R. (1971) Biochim.



37.

38.

39.

40

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

Biophys. Acta gig, 528.

Kito, H., Ishinaga, H. y Hata, T. (1975) Agric. Bioi. Chem. 223 565.

. Raetz, C.R.H. y Kennedy, E.P. (1972) J. Bio]. Chem. gil, 2008.

Snider, H.D. (1979) J. Bio}. Chem. ¿55, 7197.
. Langiey, K.E. y Kennedy, E.P. (1973) J. Bacterio]. ¿32, 85.

. lGanong, B.R., Leonard, J.N. y Raetz, C.R.H. (1980) J. Bio]. Chem. fi,
1623.

Ganong, B.R. y Raetz, C.R.H. (1982) J. Bio]. Chem. 2513 389.

Chang, Y.Y. y Kennedy, E.P. (1967) J. Lipid Res. 3313 455.

Kanfer, J. y Kennedy, E.P. (1964) J. Bioi. Chem.222, 172.

Hirschberg, G.8. y Kennedy, E.P. (1972) Proc. Nati. Acad. Sci. USA92,
648.

Schuiman, H. y Kennedy, E.P. (1977) J. Bio]. Chem. gig! 4250.
Van Goide, C.M.G., Schuiman, H. y Kennedy, E.P. (1973) Proc. Nat]. Acad.

Sci. USAlg, 1368.

Schuiman, H. y Kennedy, E.P. (1977) J. Bio]. Chem. Egg! 6299.

Raetz, C.R.H. y Newman,K.F. (1978) J. Bio]. Chem. gg}, 3882.

Becker, G.w. y Lester, R.L. (1977) J. Bio]. Chem. Egg) 8684.

Lewin, L.H. (1965) J. Gen. Microb. El) 215.

Schneider, E.G. y Kennedy, E.P. (1976) Biochim. Biophys. Acta 331, 294.
Beiendiuk, G., Mangnai], D., Tung, B., Nestïey, J. y Getz, G.5. (1978) J.

Biol. Chem.gái, 4555.
Schiossman, D.M. y Bei], R.M. (1976) J. Bio]. Chem. gél, 5738.

Joyard, J. y Douce, R. (1977) Biochim. Biophys. Acta 59g, 273.

Monrqy, G., Roia, H. y Pu11man, M.E. (1972) J. Bio]. Chem. gg], 6884.

Haidar, 0., Tso, N. y Puiiman, M.E. (1979) J. Bio]. Chem. ggí, 4502.

Stern, N. y Pu11man, M.E. (1978) J. Bio]. Chem. gg}, 8047.

Coieman, R. y Bei], R.M. (1978) J. Ce11 Bio]. 19, 245.
Yamashita, S., Nakaya, N., Miki, Y. y Numa, S. (1975) Proc. Nati. Acad.

Sci. USAla, 600.

Schiossman, D.M. y Bei], R.M. (1977) Arch. Biochem. Biophys. 15g, 732.

Schiossman, D.M. y Bei], R.M. (1978) J. Bacteriol. lg}, 1368.
Kanoh, H. y Akesson, B. (1978) Eur. J. Biochem. gg, 225.

Lapetina, E.G. y Hawthorne, J.N. (1971) Biochem. J. 13g, 171.



81.

82.

83.

84.

85.

. Hubscher, G.

. Douce, R., ManeTTa, C.A. y Bronner, N.D.

. Thompson, N.

. Thompson, w.

. Hokin, L.E. y Hokin, M.R. (1963) Biochim. Biophys. Acta gl, 470.

. Fisher, 0.8. y HueTTer, S.C. (1971) Biochim. Biophys. Acta gig, 434.

. Jelsema, C.L. y Morre, D.J. (1978) J. Bio]. Chem. ¿51, 7969.

CoTeman, R. y Huoscher, G. (1962) Biochim. Biophys. Acta EE, 479.

Hosaka, K., Yamashita, S. y Numa, S. (1975) J. Biochem. ZZ, 501.

. Kent, C. y VageTos, P.R. (1976) Biochim. Biophys. Acta 33g, 377.
Cotman, c.w., Mac Caman, R.E. y Dewhurst, S.A. (1971) Biochim. Biophys.

Acta gig, 395.
(1970) en

Academic Press, NewYork.

Faiïon, H.J., Lamb, R.G. y Jamdar, S.C. (1977) Biochem. Soc. Transac. í,
37.

Bei], R.M. y Coleman, R.A. (1980) Annu. Rev. Biochem. 32, 459.

Lamb, R.G. y Faïlon, H.J. (1974) Biochim. Biophys. Acta gig, 179.

Thompson, w. y Mac Donaid G. (1977) Can. J. Biochem. ii, 1153.

"Lipid Metaboiism" (ed. Naki], S.J.) p. 279,

. Bishop, H.H. y Strickiand, K.P. (1975) Can. J. Biochem. 53, 249.
Vorbeck, M.L. y Martin, A.P. (1970) Biochem.
901.

Van Gone, L.H.G., Raben, J., Batenburg, J.J., FTeischer,

F. y F1eischer, S. (1974) Biochim. Biophys. Acta 99, 179.
(1972) Biochem.

Biophys. Res. Commun. 39,

B., Zambrano,

Biophys. Res.

Commun. ig, 1504.

Thompson, R.J. (1975) J. Neurochem. gg, 811.

McCaman, R.E. y Finnerty, N.R. (1968) J. BioT. Chem. gil, 5074.

. Van Heusden, G.P.H. y Van Den Bosch, H. (1978) Eur. J. Biochem. gi, 405.

y Mac Donaid, G. (1976) Eur. J. Biochem. QE, 107.
(1977) en "Function and Biosynthesis of Lipids" (eds. Bazan,

N., Brenner, R. y'Giusto, N.M.) Adv. Exp. Med. BioT. gg, 367.

Thompson, H. y The Donaid, G. (1978) J. Bioi. Chem. gg}, 2712.

Thompson, H. y Pbc DonaTd, G. (1979) J. Bio]. Chem. ¿55, 3311.
Van Gone, L.M.G., FTeischer, B. y Fieischer, S. (1971) Biochim. Biophys.

Acta 252, 318.

Van Den Bosch, H. (1974) Annu. Rev. Biochem. fl}, 243.

Davidson, J.B. y Stanacev, N.Z. (1971) Biochem. Biophys. Res. Commun.gg,



86.

87.

83.

90.

91.

92.

93

94

95.

96

97

98.

99

100.

101

102

103

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

.Van Rooijen,

1191.

Takenawa, T., Saito,

Bíophys. lgg, 244.

Rao, R.H. y Strick1and, K.P. (1974) Biochim. Biophys. Acta ggg, 306.

Takenawa, T. y Egawa, K. (1977) J. 3101. Chem. ggg, 5419.

M., Nagai, Y. y Egawa, K. (1977) Arch. Biochem.

. Ho1ub, B.J. (1974) Biochim. Biophys. Acta 392, 111.
Colodzin, M. y Kennedy, E.P. (1965) J.

Kai, M., White, G.L. y Hawthorne, -J.N.

Micheïl, R.H. y Hawthorne, J.N. (1965)
333.

Harwood, J.L. y Hawthorne, J.N. (1969)

Lefebvre, Y.A., White, D.A.
746.

Kai, M., Saïway, J.G. y Hawthorne, J.N. (1968) Bíochem. J. 19g, 791.
Ganet, R.J. y Redman, C.H. (1975) Biochim. Biophys. Acta ggg, 58.

Koutouzov, S. y Marche, P. (1982) FEBSLett. gig, 16.

Mack, S.E. y Païmer, F.B.St.C. (1984) J. Lipíd Res. gg, 75.

Downes, C.P. y Miche11, R.H. (1982) Ce11 Caïcíum g, 467.

Hokín, L.E. (1985) Annu. Rev. Biochem. gg, 205.
L.A.A., E.B.

Biophys. Res. Commun.11g, 919.

Micheï], R.H. (1975) Biochím. Bíophys. Acta 515, 81.

Hírtz, K.w.A. (1974) Biochim. Bíophys. Acta 333, 95.
Magee, N.L., Berry, J.F., Strick1and, K.P.

Bíochem. J. gg, 45.
A11an, D. y Micheïï, R.H. (1975) Bíochem. J. gig, 471.

Eíchberg, J. y Hauser, G. (1974) Biochem. Bíophys. Res. Commun.gg, 1974.

Brindïey, D.N. y Bow1ey, M. (1975 A) Biochem. J. 15g, 461.

Brínd1ey, D.N. y Bow1ey, M. (1975 B) Postgrad. Med. J. gg, Sup]. l, 91.

Brínd1ey, D.N., A11an, D. y Hicheïï, R.H. (1975) J. Pharm. Pharmacoï. gg,
462.

Sturton, R.C. y Brind1ey, D.N. (1977) Bíochem. J. ggg, 25.

A11an, D. y Micheïï, R.H. (1974 A) Biochem. J. ggg, 591.
Van Rooijen, L.A.A. y Bazan, N.G. (1986) Biochem. Biophys. Res. Commun.

Bio1. Chem. ¿39, 3771.

(1966) Biochem. J. ¿91, 328.

Biochem. Biophys. Res. Commun.gl,

Bíochím. Bíophys. Acta 11g, 75.

y Hawthorne, J.N. (1976) Can J. Biochem. 53,

Seguín, y Agranoff, B.H. (1983) Bíochem.

y Rossiter, R.J. (1963)



113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124

125

126.

127.

134.

135.

136.

m, 37a.
Brind1ey, D.N., Bowïey, M., Sturton, R.C., Pritchard, P.H., Burdit, S. y

CooIing, J. (1977) Biochem. Soc. Transac. 5, 40.

Ferguson, R.M., Schmidtke, J.R. y Simmons, R.L. (1975) Nature Egg, 744.

Heiss, B. y Levin, R.M. (1978) Adv. Cyc]. Nucïeot. Res. g, 285.
Mori, T., Takai, Y., R.,

Bioi. Chem. 255, 8378.

Kesse], D. y Hai], T.C. (1970) Biochim. Biophys. Acta g¿¿, 88.

Oliver, J.M. y Patterson, A.R.P. (1971) Can. J. Biochem. 52, 262.
A.R.P. (1973) en "Nucïeotide Fbtaboiism“,

hfinakuchi, Yu, B. y Nishizuka, Y. (1980) J.

Henderson, J.F. y Patterson,
Academic Press, New York.

Engstrom, Y., Roze11, 8., Hansson, H., Stemme, S. y The1ander, L. (1984)

HBOJ.1,8&.
Benz, C. y Cadman, E. (1981) Cancer Res. il, 157.

Reichard, P. (1972) en "Advances in Enzyme Reguiation" (ed. Weber, 6.),
p. 3, Pergamon Press.

Skoog, K.L., Bjurse11, K.G. y Nordenskjoïd, B.A. (1973) en

EnzymeRegu1ation" (ed. Heber, G.), p. 345, Pergamon Press.

Mathews, C.K. y Siabaugh, M.B. (1986) Exp. Ce11. Res. 19g, 285.

Nicander, B. y Reichard, P. (1983) Proc. Natï. Acad. Sci. USA,gg, 1347.

Armentrout, S. y Burns, C. (1974) Am. J. Med. Sci. Egg, 163.

Ciarkson, B., Dowling, H., Gee, T., Cunningham, I. y Burchena], J. (1975)

Cancer gg, 775.

"Advances in

. Chu, M.Y. y Fisher, G.A. (1965) Biochem. Pharmaco]. ls, 333.

. Kessei, D., Hai], T. y Nodinsky, I. (1967) Science ¿59, 1240.
Graham, F.L. y Hhitmore, G.F. (1970) Cancer Res. 29, 2636.

. Momparier, R.L. (1982) Medica] and Pediatric Oncoïogy Sup]. l, 45.

. MomparIer, R.L. (1972) M01. Pharmaco]. g, 362.

. Kufe, D., Major, P., Egan, E. y Beards1ey, P. (1980) J. Bio]. Chem.gig,
8997.

Bhuyan, K., Scheidt, L.G. y Fraser, T.J. (1972) Cancer Res. gg, 398.
Chabner, B.A., Myers, C.E., Coieman, C.N. y Johns, D.G. (1975) N. Eng].

J. Med. 22g) 1107.

Hoifenden, R. y Wentworth, D.F. (1975) Biochemistry 15, 5099.



137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

162.

163.

Ir'atsushota, T., Rhyn, E.K., Houg, F. y Mac Cross, M. (1981) Cancer Res.

fl, 2707.
Tsurvo, T., Iida, H.,

Cancer Res. 4_1, 4484.

Bha11a, K., Mayak, R. y Grant, S. (1984) Cancer Res. ff, 5029.

Tanaka, M. y Yosnida, S. (1982) Cancer Res. 3g! 649.

Hokin, L.E. y Hokin, M.R. (1955) Biochím. Bíophys. Acta lg, 102.

Hokin, L.E. y Hokín, H.R. (1958) J. Bio]. Chem. gg}! 805.

Hokin, L.E. y Hokin, M.R. (1958) J. 3101. Chem. gg}, 818.

Miche11, R.H. y Kirk, C.J. (1981) Trends in Pharmac. Sci. g, 86.

Berridge, M.J. (1984) Biochem. J. ggg, 345.

Dure11, J., Gar1and, J.T. y Friede], R.0. (1969) Science Egg! 862.
Hawthorne, J.N. (1983) Bioscí. Rep. 23 887.

Berridge, M.J. e Irvine, R.F. (1984) Nature gig} 315.

Samueïsson, B. (1981) Harvey Lect. Zé, 1.

Ringer, s. (1883) J. Physio]. 5; 29.
Katz, B.

SpringfieïdzThomas.

Fain, J.N. y Berridge, H.J. (1979) Biochem. J. 119, 45.

Fain, J.V. y Berridge, M.J. (1979) Biochem. J. 159, 655.
J.N. (1982) en (ed. Kohn, L.D.) p. 237 New

Yorkzwi1ey.

bhjerus P.w., Neufeïd, E.J. y Ní1son, D.B. (1984) Ce11 21, 701.
Ko1esníck, R.N. y Gersherngorn, M.C. (1984) J. Bio]. Chem. 352, 9514.

Rasmussen, H. y Barret, P.Q. (1984) Physio]. Rev. gg, 938.

Putney, J.N. Jr. (1979) Pharmace]. Rev. 29) 209.
Streb, H., Bayerdorffer, E., Hasse, H., Irvíne, R.F. y Schuïtz, I. (1984)

J. hbnbr. Bí01. gl) 241.
Dawson, A.P. e Irvíne, R.F. (1984) Bíochem. Biophys. Res. Commun.139,
858.

Prentkí, M., Biden, T.J., Janjic, D.,

Noïheím, C.B. (1984) Nature 292, 562.

Berridge, M.J. (1983) Bíochem. J. gli, 849.
Streb, H., Irvíne, R.F., Berridge, H.J. y Schu1z, I. (1983) Nature 2993

Hori, K., Tsukagoshi, S. y Sakurai, Y. (1981)

(1969) en "The Re1ease of Neuraï Transmítter Substances" p. 1

Faín, "Hormone Receptors"

Irvine, R.F., Berrídge, M.J. y



164.

165.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

67.

Burgess, G.M., Godfrey, P.P., Mc Kinïey, J.S., Berridge, M.J.,

R.F. y Putney, J.N. Jr. (1984) Nature ggg, 63.
Joseph, S.K., Thomas, A.P., Niiiiams, Q.J.,

J.R. (1984) J. Bio]. Chem. ¿E23 3077.
Suematsu, E., Hirata, N., Hashimoto, T. y Kuriyama, H.

Irvine,

Irvine, R.P. y Niïïiamson,

(1984) Biochem.

Biophys. Res. Commun.lgg, 481.
Dawson, R.M.C., Frienke], N.,

Biochem. J. lag, 605.
Redman, C.M. y Hokin, L.E. (1959) J. Biophys. Biochem. Cytoï. 9, 207.

Hokin, L.E. y Huebner, D. (1967) J. Ce11. Bio]. gg, 521.

Schmidt, S.Y. (1983) J. Ce11. Bio]. 21, 832.
Anderson, R.E., Maude, M.B., Ke11eher, P.A., Rayborn, M.E. y Hoïïeyfieïd,

J.G. (1983) J. Neurochem.fl, 764.

Dixon, J.F. y Hokin, L.E. (1984) J. Bio]. Chem.252) 14418.
Putney, J.w., Heiss, S.J., Van Der Ha11e, C. y Haddas, R.A. (1980) Nature

Egg, 345.

Lapetina, E.G., Bi11ah, M.M.y Cuatrecasas, P. (1981) J. Bio]. Chem. Egg)
11984.

Ho1mes, R.P. y Yoss, N.L. (1983) Nature 295) 637.
Micheïi, R.H., Kirk, C.J., Jones, L.M., Downes, C.P. y Creba, J.A. (1981)

Phi]. Trans. R. Soc. gggg, 123.

Ha11cher, L.M. y Sherman, N.R. (1980) J. Bio]. Chem. 252, 10896.

Berridge, M.J., Downes, C.P. y Hanïey, H.R. (1982) Biochem. J. Egg, 587.
Be11, R.L., Kenneriy, D.A., Stanford, H. P.w. (1979) Proc.

Nat]. Acad. Sci. USAZé! 3238.

Igarashi, Y. y Kondo, Y. (1980) Biochem. Biophys. Res. Commun.21, 759.
Habenicht, A.J.R., G1omset, J.A., King, N.C., Nist, C., Mitcheïï, C.D. y

Ross, R. (1981) J. Bio]. Chem. Egg, 1232.
Rebecchi, M.J., Koïesnick, R.H., Gershengorn, M.C. (1983) J. Bio]. Chem.

25g) 227.
Thomas, A.P., ibrks, J.S., C011, K.E.

Chem. 2593 5715.

Inoue, N., Kishimoto, A., Takai, Y. y Nishizuka, Y. (1977) J. Bio]. Chem.

Junga1wa1a, F.B. y Cïarke, N. (1971)

y Majeurs,

y Niïliamson, J.R. (1983) J. Bioï.



186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

200.

201

202.

203.

33g, 7.510.

. Takaí, Y., Kishimoto, A., Iwasa, Y., Kawahara, Y., Mori, T. y Nishizuka,

Y. (1979) J. Bío]. Chem.gíí, 3692.
Takai, Y., Kishimoto, A., Kikkawa, U., Mori, T. y Níshízuka, Y. (1979)

Biochem. Biophys. Res. Commun.gl! 1218.
Kíshímoto, A., Takai, Y., Mori, T., Kikkawa, U. y Nishízuka, Y. (1980) J.

Bio]. Chem. ¿55, 2273.
Kuo, J.F., Schatzman, R.C., Turner, R. y Mazzei, G.J.

Endocrinoï. gg, 65.
Kikkawa, U., Takai, Y., Minakuchi, R., Inohara, S. y Nishizuka, Y. (1982)

J. Bíoï. Chem. 351, 13341.
Kíshimoto, A., Kajíkawa, N., Shirota, M. y Mishizuka, Y. (1983) J. Bío].

Chem. gig, 1156.

Wise, B.C., Raynor, R.L. y Kuo, J.F. (1982) J. Bio]. Chem.gil, 8481.

Níshizuka, Y. (1984) Nature Egg, 693.
Castagna, N., Takai, Y., Kaibuchí, K., Sano, K., Kikkawa, U. y Níshízuka,

Y. (1982) J. Bíoï. Chem. 251, 7847.
Niede], J.E., Khun, L.J. y Vandenbark, G.R. (1983) Proc. Hat]. Acad. Sci.

USAgg, 36.

Boutwe11,

(1984) M01. Ce11.

R.K., A.K., Ashende], C.C. y Astrup, E. (1983) en

"Moduïation and Mediation of Cancer by Vitamins" (eds. Meyskens, F.L. y

Prasad, K.N.) p. 2, Karger, Base].
Boutwe11, R.K. (1982) en "Carcinogenesís" (eds. Heker, E., Fusemíc, N.,
Kunz, N., Marks, F. y Thei1man, H.) p. 1, Raven Press, NewYork.

Ashende], C.L., Sta11er, J.M. y Boutwe11, R.K. (1983) Bíochem. Bíophys.

Res. Commun.lll) 340.

Verma, A.K. y Boutwe11, R.K. (1977) Cancer Res. El, 2196.
Fujita, 1., K., Takeshige,
Biophys. Res. Commun.¿gg, 313.

Putney, J.N. Jr. (1981) Life Sci. 22_1183.
Van Den Bosch, H. (1980) Biochim. Bíophys. Acta ÉQE, 191.

Bi11ah, M.H., Lapetina, E.G. y Cuatrecasas, P. (1981) J. Bíoï. Chem.¿55,
5399.

Neufeïd, E.J. y Majerus, P.N. (1983) J. Bío]. Chem. Egg, 2461.

Verma,

Irita, K. y Minakamí, S. (1984) Biochem.



204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224.

225

226.

Rubin, R.P. (1982) en "Caicium and Ce11u1ar Secretion" NewYorkzpienum.

Peach, H.J. (1981) Biochem. Pharmaco]. 29, 2745.

Litosch, I., Saito, Y. y Fain, J.N. (1982) Am.J. Physioi. gg}, C222.
Hithneïi, H.R., Brown, T.J. y Diocee, B.K. (1984) Biochem. Biophys. Res.

Commun.lg}, 507.
Kaibuchi, K., Takai, Y., Sawamura, M., Hoshijima,

Nishizuka, Y. (1983) J. Bio]. Chem. Egg, 6701.
Rink, T.J., Sanchez, A., Haiïam, T.J. (1983) Nature 305, 317.

Roach, P.d. y Goidman, H. (1983) Proc. Nat]. Acad. Sci. USAgg, 7170.
Tayior, M.V., Metcaife, J.C., Hesketh, T.R., Smith, G.A. y Moore, J.P.

(1984) Nature gig, 462.

De Chaffoy, D., Roevens, P. y Van Be11e, H. (1984) FEBSLett., 11}, 389.

Irvine, R.F., Lechter, A.J. y Dawson, R.M.C. (1984) Biochem. J. gig, 177.

Gomperts, B.D. (1983) Mature 29g, 64.

Giiman, A.G. (1984) Ce11 gg, 577.

Goodhardt, M., Ferry, M., Geynet, P. y Hanoune, J. (1982) J. Bio]. Chem.

gil, 11577.
Hu1me, E.C., Berrie, C.P., Birdsaiï, N.J.M. y Burgen, A.S.V.

(ed. Birdsa11,

M., Fujikura, T. y

(1981) en

"Drug receptors and their effectors" N.J.M.) p. 23,
Macmiiian, London.

Hasïam, R.J. y Davidson, M.M.L. (1984) FEBSLett. 115, 90.

Bishop, J.M.A. (1983) Rev. Biochem. 5g, 301.
tk Grath, J.P., Capon, D.J., Goedde], D.V. y Levinson, A.D. (1984) Nature

32, 644.
Kamata, T. y Feramisco, J.R. (1984) Nature 219, 147.
Broek, 0., Samiy, M., Fasano, 0., Fujiyama, A., Tamanoi, F., Northup, J.

y Higier, H. (1985) Ce11 EL, 763.
Ke11eher, B.J., Pressin, J.E., Ruoho, A.E. y Johnson, G.L.

Nat]. Acad. Sci. USAEL, 4316.
(1974)

monografía de1

(1984) Proc.

Transformation"
Schoo] of

Loeb, L. "Noïecuïar Anaïysis of Lymphocyte

Fox Chase Center of Cancer and Medica] Sci.,

Medicine, Univ. de Pennsyivania.

Hasegawa-Sasaki, H. y Sasaki, T. (1983) Biochim. Biophys. Acta 754, 305.
hhsuzawa, Y., Osawa, T., Inowe, K. y Najima, S. (1971) Biochim. Biophys.



228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237,
238.

239.

240.

241.

242.

243.

244.

245.

246.

247.

Acta Egg, 339.

. Hui, D. y Harmony, -J.A.K. (1980) Biochem. J. Hg, 91.

Miche11, R.H. (1982) Ce11 Caïcium 2, 413.

Dicker, P. y Rozengurt, E. (1981) Biochem. Bíophys. Res. Commun.m,
433.

hboïenaar, N.H., Tsien, R.Y., Van Der Saag, P.T. y Laat, s.w. (1983)

Nature 221, 645.
L'Aïïemain, G., Franchi, A., Cragoe, E.

Bio]. Chem. gig, 4313.
Hesketh, T.H., Moore, J.0.,

Smith, G.A. y Metca1fe, J.C. (1985) Nature El}, 481.
Berridge, M.J. (1975) J. Cyc]. Nucïeot. Res. l) 305.

A11an, D.I. y Miche11, R.H. (1977) Bíochem. J. 193, 389.

Sawayer, T. y Cohen, S. (1981) Biochemistry gg, 6280.
N.H., L.G.J. y Laat, s.w. (1984) J.

Jr. y Pouyssegur, J. (1984) J.

Morris, J.D.H., Tay1or, M.V., Rogers, J.,

Mooïenaar, Tertooïen, Bioï. Chem.

gía, 8066.
Jaffe, L.F. (1983) Dev]. Bío]. gg, 265.
Berrídge, M.J., Heïsop, J.P., Irvine, R.F. y Brown, K.D. (1984) Biochem.

J. Egg, 195.
Brown, K.D., BIay, J., Irvine, R.F., He1sop, J.P. y Berridge, M.J. (1984)

Bíochem. Biophys. Res. Commun.laa, 377.

Carney, D.H., Scott, D.L., Gordon, E.A. y Labe11e, E.F. (1985) Ce11 5g,
479.

Doo1itt1e, R.F. Hunkapi11er, M.w., Hood, L.E., Devare, S.G., Robbins, K.

et a1. (1983) Science 331, 275.
Waterfíeïd, H.D., Scrace, G.T., Whittee, N. et a]. (1983) Nature 393, 35.
Downward,J., Yarden, Y., Hayes, E., Scrace, G. et a1. (1984) Nature EEE;
521.

Macphee, C.H., Drummond, A.H., Otto, A. y Jimenez de Asua (1984) J. Ce11.

PhysioI. lia, 35.
Macara, I.G. (1985) Am. J. Physio]. ggg, C3-C11.
Sugimoto, Y., Whitman, M., Cantïey, L.C.

Nat]. Acad. Sci. USAgl, 2117.
I.G., Marinetti, G.V. y Ba1duzzi, P.C.

y Erikson, R.L. (1984) Proc.

Macara, (1984) Proc. Nat]. Acad.



Sci. USAg, 2728.
. Gou1d, K.L., Noodgett, J.R., Cooper, J.A., Buss, J.E., Sha11oway, D. y

Hunter, T. (1985) Ceï] 3g! 849.

249. Keïïy, K., Cochran, B.H., Sti1es, C.D. y Leder, P. (1983) Ce11 25) 603.

250. Makino, R., Hayashi, K. y Sugímura, T. (1984) Nature 219, 697.
251. Campisi, J., Gray, H., Pardee, A.S., Dean, M. y Sonenshein, G.E. (1984)

CeH ï 241.
252. Kaibuchí, K., Tsuda, T., Kikuchi, A., Tanimoto, T., Yamashita, T. y

Takai, Y. (1986) J. 8101. Chem. gg}! 1187.

253. Bïanchard, J.M., Píechaczyk, C.D., Chambard, A., Franchi, A., Pouyssegur,

J. y Jeanteur, P. (1985) Nature 211, 443.
254. Evan, G.1. y Hancock, D.G. (1985) Ce11 fi}_253.
255. Coughïin, S.R., Lee, N.M.F., N111iams, P.N., Gieïs, G.M. y Niïïiams, L.T.

(1985) Ceïï 323 243.

256. Filmus, J. y Buick, R.N. (1985) Cancer Res. 35, 822.
257. Faïetto, D.L., Arrow, A.S. y Macara, I.G. (1985) Ce11 fi}, 315.

258. Land, H., Parada, L. y Neínberg, R.A. (1983) Nature 295, 596.
259. P1edger, N.J., Sti1es, C.D., Antoníades, H.N. y Scher, C.D. (1977) Proc.

Nat]. Acad. Sci. USA13, 4481.
260. St11es, C.D., Capone, G.T., Scher, C.D., Antoniades, H.N., Van Nyk, J.J.

y P1edger, N.J. (1979) Proc. Nat]. Acad. Sci. USA1g, 1279.

261. Schou, M. (1974) Annu. Rev. Pharmaco]. Toxico]. gg, 231.

262. A11íson, J.H. y Stewart, M.A. (1971) Nature gg}! 267.
263. Níccarato, W.F., Ray, R.E. y Ne1ls, N.N. (1974) Arch. Bíochem. Biophys.

fl, 194.
264. A11íson, J.H. y Bïisner, M.E. (1976) Biochem. Biophys. Res. Commun.EE;

1332.

265. Sherman, N.R., Leavítt, A.L., Honchar, M.P., Ha11cher, L.M. y Phí111ps,

B.E. (1981) J. Neurochem. gg, 1947.
266. Eisenberg, P. Jr. (1978) en "Cyc1ito1 and Phosphoinosítídes" (eds. Ne1ïs,

w.w. y Eisenberg, F. Jr.) p. 269, NewYork, Academic Press.

267. Spector, R., Lorenzo, A.V. (1975) Am. J. Physío1. Egg, 1510.

268. Gi110n, K.R.N. y Hawthorne, J.N. (1983) Biochem. J. gig, 775.
269. Staunton, D.A., Magistretti, P.J., Shoemaker, N.J., Deyo, S.N. y BÏOGH,



271.

272.

273.

274.

276.

277.

278.

279.

280.

281

282.

283.

284.

285.

286.

287.

. Aprison, M.H., Takahashi, R. y Tachiki, T.
F.E. (1982) Brain Res. ggg, 401.

(1978) en “Neuropharmacoïogy

and Behaviour" (eds. Harber, B. y Aprison, M.H.) P. 23, NewYork, P1enum.

Simmonds, S.H. y Strange, P.G. (1985) Neurosci. Lett. 993 267.
Frid1ender, B.R., Medrano, E. y Mordoh, J. (1974) Proc. Nat]. Acad. Sci.

USA 213 1128.

Co11ins, S.J., Ga110, R.C. y Ga11agher, R.E. (1977) Nature glg, 347.
Breitman, T.R., Seïonick, S.J. (1980) Proc. Nat].

Sci. USAll, 2936.
C011ins, S.J., Ruscetti, F.N., Ga11agher, R.E. y Ga11o, R.C. (1978) Proc.

Nat]. Acad. Sci. USAZé! 2458.

Sega], “.N. (1974) Lancet g, 1248.
L., Knuutiïa, S., Ekbiom, M., Rossi, L., Brogstrom, G.H.,

Talïman, I.K., Anderson, L. y de 1a Chape11e, A. (1984) Bïood gg, 1116.

Thompson, R.J. (1974) FEBSLett. 52! 223.

Hajra, A.K., Seguin, E.B. y Agranoff, B.w. (1968) J. Bio]. Chem. ¿31,
1609.

Furth, M.E., Davis, L.J., F1eurde1ys, B. y Sco1nik, E.M. (1982) J. Viro].

4_3, 294.

Burrone, 0.R., Kefford, R.F., Giïmore, D. y Mi1stein, C.

í, 2855.
Lowry, 0.H., Rosebrough, N.J., Farr, A.L. y Randa11, R.J. (1951) J. Bio1.

Chem. lg}, 265.

Bartiett, G.R. (1959) J. Bio]. Chem.¿11, 466.
Roberts, D. y Peck, C. (1981) Cancer Res. El, 505.

Graham, F.L. y Hhitmore, G.F. (1970) Cancer Res. 39, 2627.

Pïagemann, P.G.H. (1971) Biochim. Biophys. Acta gg}, 688.
Niiïey, J.S., Jones, S.P. N.N. (1983) Eur.

0nc01. lg, 1067.

S. y C011ins, Acad.

Teerenhovi,

(1985) EMBOJ.

y Sawyer, J. Cancer C1in.

. Kesse], D. y Shurin, S.B. (1968) Biochim. Biophys. Acta 163, 179.

. Be11, D.E. y Frid1and, A. (1980) Biochim. Biophys. Acta Egg! 57.

. Baguiey, B.C. y Fa1kenhang, E.M. (1975) Eur. J. Cancer ll, 43.
Raetz, C.R.H., Chu,

Science lgé, 303.
M.Y., Sprinaslara, S.P. y Turcotte, J.P. (1978)



292.

293.

294.

295.

296.

297.

298

299.

300.

303.

304.

305.
306.

307.

308.

309.

310.

311.

312.

313.

Chu, M.Y. (1971) Biochem. Pharmacol. gg! 223.

Hawtrey, A.D., Scott-Burden, T. y Robertson, G. (1974) Nature 252, 58.

Crowther, J.P., Cooper, I.A. y Noodcock, D.M. (1985) Cancer Res. ii,
4291.

Earïy, A., Preísïer, H.D. y S1ocum, H. (1982) Cancer Res. 3g) 1587.
Capizzí, R.L., Griffin, F. y Cheng, Y.C. (1980) Proc. Amer. Assoc. Cancer

Res. gg, 148.
Zíttoun, R., ibríe, J.P., Pommíer, Y. y Pochat, L. (1982) Medica] and

Pedríatic Oncoïogy Sup]. l) 259.
Ga11agher, R., C011ins, S., Truji110, J., Mc Credie, K., Ahearn, M.,

Tsai, S., Fbtzgar, R., Au1akh, G., Ruscettí, F. y Ga110, R. (1979) Bïood

gi, 713.
Abraham, J. y Rovera, G. (1980) M01. Ce11. Biochem. EL, 165.

C011ins, S.J., Ruscetti, F., Ga11agher, R.E. y Ga11o, R. (1979) J. Exp.

Med. ¿12, 969.
Newberger, P., Chovaiec, M., Greenberger, J. y Cohen, H. (1979) J. Ce11.

Bio]. gg, 315.
Katz, J., Kunofsky,
2194.

Rassidakis, N.C., Keïepouris, M. y Fox, S. (1971) Internat. Menta] H1th.

Res. Newsïett. ¿2, 6.
Csatary, L.K. (1972) Lancet g, 338.

S., Patton, R.E. y A11away, N.C. (1967) Cancer gg,

Eíke, W.J. (1973) Med. Kïin. gg) 1015.
Boder, G.B., Pau], D.C. y Wiïliams, D.C.
349.

Zborowskí, J. y Brindïey, D.N. (1983) Biochím. Bíophys. Acta 1213 81.
Pasquaré de García, S.J. y Giusto, N.M. (1986) Biochim.
fi, 195.
Laporte, D.C., Wíerman, B.M. y Storm, D.R. (1980) Bíochemistry lg) 3814.

Tanaka, T. y Hídaka, H. (1980) J. 8101. Chem. gig, 11078.

Kwant, H.D. y Seeman, P. (1969) Bíochim. Biophys. Acta 123) 338.

Allan, D. y Hiche11, R.H. (1977) Biochem. Soc. Transac. 5) 55.
Crifó, C., Bozzi, A., hbndovi, B. y Strom, R. (1973) Bíochem. Pharmaco].
22, 2511.

(1983) Eur. J. Ce11 Bio]. El,

Bíophys. Acta



. Dybíng, E. (1974) Bíochem. Pharmaco1. gg, 705.

. Eagle, H., Oyana, V., Levy, H. y Freeman, A. (1957) J. Bío]. Chem. ggg,
191.

316. Suoïinna, E.M., Buchsbaum, R.N. y Racker, E. (1975) Cancer Res. gg) 1865.

317. Graziani, Y. y Chayot, R. (1979) Biochem. Pharmaco1. gg, 397.

318. Lang, D.R. y Racker, E. (1974) Biochim. Biophys. Acta Egg) 52.

319. Kurikí, Y. y Racker, E. (1976) Bíochenistry ¿El 4951.

320. Suoïinna, E.M., Lang, D.R. y Racker, E. (1974) J. Nat]. Cancer. Inst. É},
1515.

321. Grazíani, Y., Ninikoff, J. y Chayot, R. (1977) Biochim. Biophys. Acta

321, 499.

322. Graziani y Chayot, R. (1977) Biochem. Pharmaco1. gg, 1259.
323. Grazíaní, Y., Chayot, R., Feïdman, B. y Levy, J. (1980) Adv. Cycïic

Nuc1eot. Res. li, 674.
324. Cochet, J., FIÍge, J.J., Pir011et, F., Keramídas, M. y Chambaz, E.M.

(1982) Bíochem. Pharmacoï. El, 1357.
325. Erikson, R.L., Purchio, A.F., Erikson, E., C011et, M.S. y Brugge, J.S.

(1980) J. Ce11. Bio]. gl, 319.
326. Bïithe, D.K., Richert, N.D. y Pastan, I.H. (1982) J. Bioï. Chem.gil,

7135.

327. Graziani, Y., Erikson, E. y Erikson, R.L. (1983) J. Bio]. Chem. ÉEÏL
2126.

328. Grazianí, Y., Erikson, E. y Erikson, R.L. (1983) Eur. J. Biochem. 125,
583.

329. Langbeheim, H., Shih, T. y Sc01nick, E.M. (1980) Viroïogy 199, 292.
330. Chíïds, C.B., Proper, J.A., Tucker, R.F. y Moses, H.L. (1982) Proc. Natï.

331.

332.

333.

334.

Acad. Sci. USAlg, 5312.

Betshoïtz, C., Nestermark, B, Ek, B. y He1ding, C.H. (1984) Ce11 32) 447.
Cuttitta, F., Carney, D.N., Mu1shine, J., T.H., J.,

Fischïer, A. y Minna, J.D. (1986) Nature gig, 823.
Heuer, S.C., Hussey, R.E., Cantreïï, D.A., Hodgdon, J.C., Schïossman,

S.F., Smith, K.A. y Reinnerz, E. (1984) Proc. Nat]. Acad. Sci. USAgl,
1509.

FreinKe1, N., El Younsí, C. y Dawson, R.N.C. (1975) Eur. J. Bíochem. 52,

Moody, Fedorko,



336.

337.

338.

339.

340.

341.

342.

343.

344.

'. Eichberg, J.,
245.

Sheín, H.M., G. (1973) J. Bio].

Chem.gg, 3615.

Schwartz, M. y Hauser,

Eichberg, J., Gates, J. y Hauser, G. (1979) Biochim. Biophys. Acta 21,
90.

Hawthorne, J.N., Pickard, M.R. y Griffin, H.D. (1977) Biochem. Soc.

Transac. í, 514.
Hawthorne, J.N. y Pickard, M.R. (1977) Biochem. Soc. Transac. í, 52.

Laychock, S.G. (1983) Bíochem. J. a, 101.
Sribney, M., Dove, J.L. y Lyman, E.M. (1977) Biochem. Biophys. Res.

Commun. 123 749.

Mónaco, M.E. (1982) J. Bio]. Chem.y, 2137.

Mónaco, M.E. y Woods, D. (1983) J. Bio]. Chem. gig) 15125.

Koreh, K. y Mónaco, M.E. (1986) J. Biol. Chem. 39;, 88.
Freter, C.E., Lippman, M.E. y Geïmann, E.P. (1986) 77th Annual Meeting of

the Amer. Asoc. Cancer Res. Proc'eedings a, 221.


	Portada
	Agradecimientos
	Índice
	Introducción
	Materiales y Métodos
	Resultados y Discusión
	Abreviaturas
	Referencias

