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[N TRODUCCTOR

Los linfocitos cono riodelo nara el estudio de la trancformacidn vy divisidn

cclular,

sl andlisis de los procesos biocnfiicos relacionados con la transforunacidn y

di visién celular rcquicre un sistema en el cual dichos cambios scan f8ciliuen—
te inducibles. Los linfocitos bumanos neriféricos constituyen un excelente nuo-
delo para el estudio mencionado ya que cuando se aislan de sangre periférica
estdn en estado de renoso (no se dividen). La sf{ntesis de protefnas, UNA y

W8\ es mfnima y wwy dificil de cuantificar cuando estas células se pomen cn
Ledjo de cultivo, Los linfocitos, sin ewbarpo, pueden scr inducidos a proli-
ferar por el apregado de una variedad de sustancias quc rcciben el nosribre ge--
nérico de nitdpenos. Nowell en 1900 demostrd cue los linfocitos humanos nor-
nales son inducidos a dividirse cuando sc cultivan en ndresencia de una lectina
de plantas, la fitohewoar~lutinina (M1i), La PlA se utilizaba originalmente
para senarar los lceucocitos de la sancre entera, ya cuc tience la propiedad de
de a-lutinar los glébulos rojos deiando en solucidn a ios leucoci tos.  Cowo
consceunncia de la estitulacidn se producen una serie de cventos noleculare:s
uc culiinan con la replicacidn del DNA, divisién celular y cawbios norfolési--
cos (ue caracterizan a las formas "bldsticas" menos difercuciadas. Lsta trans-
fomaeién reecibe ¢l norbre de "transtforiacion blistica de los linfocitos" o

"blastor-énesis".

a) laturaleza dc los acentes blastogénicos.

Los linfocitos huuanos nueden ser estinulados por un amnlio minero de cdleculas
doe diferente coannnsicidn ~ufuica.  Alvunas de ellas, tales cowo la fitohemoa~lu-—

tinina (PH\), concanavalina A (Cnnmﬂ) v "pokexcaed witosen® (P.k.), perienccen



a la familia de las Leguuinosac. Alrededor del 90 % de los linfocitos humanos
circulantes nueden scr estimulados a dividirse por accién de dichas moléculas,
cue reciben el nombre genérico de lectnas.
Ademds de las lectinas, otras macromoléculas pueden tener actividad witogéni-
ca: productos bacterianos, especialrente lipopolisacdridos de intcrobacteria-
ccae, lextran-sulfato, enzimas proteoliticas, galactosa oxidasa, suero anti-
linfoc{tico., También poscen dicha capacidad moléculas tales como el perioda-—
to de sodio, el ionéforo para el Calt A23137, cationes metdlicos pesados, y ¢l
acctato-miristato de forbol (- azzei et al, 1000; Grasbeck et al, 10u3; Kirschner
et al, 1970; Pauly et al, 19°0%; HNoveorrodsky et al, 1971; ‘haron, 1070; iedner
y Parker, 1970).
\ pesar de 1a diferente naturalceza quinica de estas sustancias todas ellas con-
parten la propicdad de inducir la sintesis de NDNA y desencadenar la expresién
de funciones caracteristicas del linfocito estimulado (T 6 B couwo sc verd nds
adelante), Ustas nropicdacdes no se uanifiestan necesariamente en todas las
esnceies aniwalesy asf, anticuerpos (Ab) contra inmnoglobulinas estimulan
1a transformacidén de linfocitos de coneio y de cerdo (L.aino et al, 1975) pero
no /e ¢élulas humanas o de ratén, mientras cue los lipopolisacdridos activan
células de bLazo de ratédn pero tienen mfnimo efecto sobre linfocitos hunmanos y
de cerdo,
Ll cowportamiento "social" de una célula viviente (conunicacién intercelular,
reoclacidn del creciridento y diferenciacién, la respuesta inmune, y cuizds la
malirnidad) es mediado por la superficie de la célula, particularmente por
loz azlcares de sus glicoprnteinas. i.uchos de los conocimicntos sobre la ar- ,
avitectura y funcidn de la superficie celular se deben al descubrimiento de
cstas lectinas que tienen como caracteristica comin la de unirse a los azidca-
res de dicha superficie. Cada molécula de lectina ticne dos o m&s regiones
cue son sitios de combinacién que permiten a la misina "peparse* a los azicares
nencionados.  Esta unién de la lectina al azicar es de tipo débil, no covalen-

te pero si reversible, como la de una enzima con su sustrato.



b) lleterogencidad de la poblacidn de linfocitos periféricos.

itn cstos dltimos aflos se han publicado numerosos trabajos cue demuestran la he-
terogeneidad de los linfocitos (Katz, 1977).

Existen esencialmente dos tipos de linfocitos: el linfocito B, responsable de
la inmunidad humoral, y el linfocito T (timo dependientc) responsable de la in—
runidad celular.

In las aves, el sisteua linfoidco consta de dos érganos primarios diferentes:
la bursa de l'abricius y el timo, cuya influencia en la diferenciacién de las
“"stem cells"” que han mipgrado hacia ellos o derivan de los mismos, puede ser
distingcvida claramente basindose en las diferencias funcionales de tales célu-
las ¢n cl sistema innune. La extirpacién cguirdrgica de la bursa en un pollo
recién nacido produce la depresién de los niveles de inmunoglobulinas del sue-
ro v una narcada disniinucién en la capacidad de respuesta a la estimulacidn
antirénica. In contraste, tiene muy poco efecto sobre la capacidad de rechazar
los trasplantes (Cooper et al, 190G; warner et al, 100L). ks evidente por lo
tanto, (ue su actividad ripe especialmentc a los linfocitos B,

Ln los rian{feros también se ha establecido la existencia de dos sistemas lin-
foideos difercntes, resnoncables de la diferenciacién de las células inmunocori-
petentes. Uno de dichos sistcmas estd influenciado por el timo, mientras que
el otro no lo es. La timcctomfa en animales recién nacidos destruye la capaci-
dad cde rechazar en forma esbecffica los trasplantes, mientras que los seres
hurmanos con auscncia convénita del timo (sfndrowne de i George) no pucden de-
sarrollar las rcaccioncs de hipersensibilidad retardada o rechazo a los injer—
tos (Lischner ct al, 1909; Di George, 1906). Estos pacientes presentan niveles
nornales de inmunoglobulinas séricas y pueden responder a ciertos antfgenos

con produccidén de anticuerpos humorales.

tn los wanf{feros adultos las "stem cells" se originan en la médula ésca (ford

ct al, 10Gu); de allf, parte de ellas misra hacia el timo donde, primero en la



cortcza vy luero en la wédula de dicho 8rgano, maduran v se difercncian en tino—
citos. El timocito en este cstado de diferenciacién deja el timo y wipra hacia
los éryanos linfoideos periféricos y/o circula en la sansre (linfocitos T). La
poblacién de linfocitos T est4 compuesta de células heteropéneas con una varie—
dad de funciones inmunoléricas. Estas funciones implican fundamentalimente cl
reconociniento de los antfpenos (Ap) de histocompatibilidad y funciones repula-
torias de la resnmuesta in:nwune.

De acuerdo a sus funciones, los linfocitos T se pueden dividir en linfocitos T
rerulatorios (cue incluyen a las subpoblaciones de linfocitos T llelper y T su—
presores) y linfocitos T efcctores, que incluyen a las células T involucradas
en 1a reaccidn LLR (wixed lymphocyte rcactions) y los linfocitos T citotdxicos.
Por otra parte, cl sistewra linfoideo wencionado anterioriente que es tino—inde-
pendiente dard oriren a los linfocitos D, llasta el nomnento han sido numerosos
los intentos para demostrar cl oripen de las células B en los mamiferos, nero
no se ha hallado una 'nica resmuesta. In conparacién con la naturalceza alta-
nente corpleija de los linfocitos T, el linfocito II narece relativamente poco

sofTisticadn. “u furcidn consicte cn unirse al Ay via ane receptores espec{fi-~
cos v 1ee=e coonerar con el linfocito T y «vizfs tasbién condras células (ia-
erifacos), sirviendo como procenitores de las células nlasniAticas cue secretan
los, antinuerpos circulantes (Glick et al, 1950; Warner et al, 1012),

Cabe sefianlar, finalrente, oe en cesta breve sfntesis s6lo se ha pretendido se-
falar 1a hetcrorencidad de la noblacfdn de linfocitos cirenlantes y demostrar
el alto ~rado de comnpleiidad cue nresenta la niswa.

Los linfocitos humanos aislados por las téenicas habituales consisten ¢n apro-
xiradanente un 95 ¢ de las células T, y un pecouciio ndmero de células B, wacrd—

facos v otras células sanrufncas contaminantes.

c) Secuencia de los eventos moleculares.

Desde ¢l nunto de vista rorfolédeico los linfocitos humanos periféricos (en ecs-



tado dc reposo) presentan un nidcleo tiite se colorea densamnente, La cromatina
cstf condensada y se pueden visualizar muy pocos polisomas en el citoplasma.
Cuando cstas células son estiruladas la cromatina se hace mcnos densa, el nu-
cleolo se hace visible al microscopio y el citoplasma aumcnta de tamafio, exis—
tiendo un extenso desarrollo del retfculo endopldsmico. Alrededor de las 30
horas de aprepado el uitéseno, los linfocitos presentan cambios mitéticos y
coniicnzan a dividirse. Si se usa PHA como mitégeno, alrededor del 80 - 90 %
de las células responden a este agente, cfectuando dos o tres divisiones con-
secutivas para volver finalmente al estado de reposo. Una de las preguntas
nds interesantes y quc afn no tienen respuesta es la de cémo esta célula repu--
la su divisién y vuelve al estado original de reposo., Cuando esta pregunta se
pueda contestar es muy nosible cue también pueda entenderse el inccanis:no por
el cual) un linfocito pasa al estado de divisién "descontrolada" que caracteri-
za a la célula leucénica.

Es posible predecir, cn basc a los cambios morfolégicos observados en cl mi-
croscopio, que los primeros cventos de la transformacién bldstica involucran
el nctabolismo de la meimbrana y la activacién genética. Loeb (1074) dividid
los cambios uLoleccularcs cue ocurren durante la transfornacién bl4stica en cua-
tro periodos arbitrarios ruc se riuestran en la Tabla I. Los sucecsos tempranos
desmiés de la estimulacién nitogénica se caracterizan tanto por altcraciones
en 1a estructura y funcién de la nerbrana como por cambios en el metabolismo
del ndcleo. Los eventos inter::edios involucran principalriente el inercmento
cn la sfntesis de RNA y el ensamblade de los ribosoiias para la sfntesis de pros
tefnas. In los eventos tardfoa la renlicacidén del DNA ocupa el lurar mds in—
portante, alcanzindose el mdxino de incorporacidén de timidina al DNA entre las
70 y GO horas, para luero declinar y al cabo de 5 6 (» dfas se deticnen la sin-

tesis de DNA y la divisién celular.

d) Tnteracciones del witéeeno con los linfocitos,




Igbla I: Secuencia dc los eventos uoleculares durante la transforiicidn

bldstica.
Etapa terporal
l.- Eventos tenpranos (dentro de las 2 horas)

A. Incremento de procesos asociados con la nerbrana
Turnover de fosfolfpidos
Tncorporacién de prolina a lipidos
Captacién de 4cido & -amino-isobutfrico
Transporte de amino-4cidos
Difusién facilitada de 3-O-metil-glucosa
Captacién de 42k*
Captacién de L50a2+
B. JIncremento de eventos asociados con el ndcleo
ITncorporacién dec acetato a histonas
l'osforilacién de histonas y protefnas nuclecarcs
Increuento de la velocidad de sfntesis de BNA, particularmente 45
y RNA-polidispcrso.
C. Eventos asociados con el citoplasma
Incremento de la utilizacién de glucosa
Glicolisis aumentada
Inecremento en el consuno de ox{geno

Redistribucién de enzimas lisosonales

2.~ FEventos intermedios (2 a 14 hs.)

A. Relacionados con la sfntesis de iItNA
1. Increnmento de la actividad dec uridina quinasa
2. Tncrewmento de la actividad de la BNA polimerasa-DNA dependiente
3. Increrento de la sfntesis de RNA ribosomal

L. Utilizacidén nds cficiente del RNA ribosounal de 18S.



10

P. Rclacionados con la sintesis de proteinas
1. Tncremento en la incorporaciédn de amino icidos a protefnas
2. Incremento de la proporcidn de ribosomas que sintetizan proteinas
C. Otros cambios nctabdlicos
1. Incornoracién aunentada de plucosamina a membranas

2. Actividad aumentada de S-acdenosil-metionina decarboxilasa

3. Actividad aurientada de ornitina decarboxilasa

3.~ Fventos tardfos (16 a 72 hs.)

A. TIncremento en la actividad de enzimas relacionadas con la sfntesis de
DNA
1. WA polimerasa (30 a 200 veces)
2. Tinmidina quinasa (2 a 10 veces)
3. Timidilato quinasa (2 a 10 vecces)
L. Deoxicitidina cuinasa
5. DNeoxicitidina deaminasa

B. iventos cue reflejan la replicacién del DNA

1. JIncorporacién de timidina a DNA
2. Incorporacién de 32p a DNA
3. Tncremento de INA por célula

C. Cambios en la actividad dec otras enzimas
1. Alteracidn en el perfil de las isoenzimas de la l4ctico-dehidro—

fenasa

2. Tncremento de la actividad de glucosa-(-fosfatasa

3. Incremento de la actividad de o(y (g-glucosidasas

lL.- ZEventos finales

A. Disminucidén de la incorporacién de timidina
B. Disminucién de la incorporacién de amino-4cidos

C. Disminucién de la actividad de DNA polimerasas
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La activacién de los linfocitos ¢s un fendmeno que ha suscitado considerable
intcrds ya que su iaportancia no se limita a la funcién del linfocito sino que
es ademds fundamental para entcnder cl necanismo por el cual una célula en cs-
tado de reposo se transforma cn una célula en estado replicativo. El paso ini-
cial en la transforuacién parece ser la unidn del mitégeno con la membrana plas—
matica, cue actuarfa como mecanismo de "disparo” de la activacidn. Greaves ct
al (1972) demostraron que la PHA acoplada covalentemente a grinulos de Sefaro-
sa es capaz de inducir la blastogénesis; este resultado deimuestra gue no es
necesario gue el mitdéeno penetre a la célula para ser activo. i.ds adn, Hardy
et al (1999, 1070) encontraron que las células linfoidecas tienen que estar vi-
vas para poder estimular a los linfocitos alogeneicos, sugiriendo esto que los
ant{genos deben interactuar sélo con la membrana plasmftica para inducir la pro-
liferacién.,

En los linfocitos activados por mitépgcenos se han descripto nunerosos caubios en
la membrana plasnitica que contribuycen al niecanismo que inicia la expresién ge-

nética.

i) lecanisnos de la interaccién rcceptor-1ligando.

Greaves et al (1972 b) demostraron cue los mitégenos capaces de activar a un
linfocito por unién con los receptores de la superficie, requieren mids de una
valencia de unién Lindahl-Kiessling (1972) propone que la PlA acidificada y ex-
tensancnte dializada es incapaz dec disparar el mecanismo de activacién en los
linfocitos, probablemente por su monovalencia. De manera gue el entrecruzamien-
to de¢ los reccptores serfa de crucial importancia en la iniciacién de la acti-
vacidn. La remoncién de carfas de la superficie facilita la formacién de "agre-
rados" de receptores; ya que se ha demostrado que el tratamiento con neuranini-
dasa auiienta la respuesta mitética a la Con-A y PHA (Novogrodsky, 1974). El
hecho de que sc neccesite por lo menos bivalencia del ligando, permite que exis—

tan dos posibilidades: a) ecxistencia de "agregados" di-o multivalentes de
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receptores de igando en una misma célula; b) 1la agregacién de los receptores

involucra a dos células vecinas causando cierto tipo de comunicacién celular.

ii) Redistribucién de los receptores inducida por el ligando.

Cuando los linfocitos se marcan in vivo con anticuerpos anti-Ig conjugados con
fluorescefna o ferritina se pueden observar tres diferentes tipos de marcaciéam,
dependiendo de las condiciones del experimento (Raff et al, 197,). BEn la Fig.
1 es posible observar las tres formas mencicnadas. La Fig. 1 (A) corresponde
a la "marcacida difusa de superficie® obtenida cuando se usan fragmentos uni-
valentes Fab de moléculas de anti-Ig (obtenidos por digestién con papafna de
1la molécula anti-Ig), o por tratamiento con anti-Ig msultivalentes pero incuba-
das estrictamente a 0° C (Taylor et al, 1971). La Fig. 1 (B) oceresponde a la
"marcacién focal® (patchy labelling) obtenida usando anticuerpos anti-Ig a tem-
peraturas entre 4® C y 15° C (de Petris y Raff, 1971), o a cualquier temperatu-
ra superior a 4° C en pregencia de £zida sédica o dinitrofenol (Taylor et al,
1971). Es importante destacar que este proceso depende de la difusiéa de los
receptores en el plano de la superficie de lamembrana pero no del metabolismo
celular (Taylor et al, 1971).

Finalmente la Fig. 1 (C) muestra la "marcacién en casquete” (cap labelling),
que es el tipo mfs comin que se obtieme cuando se utilizan ligandos multiva-
lentes (anticuerpos Anti-Ig) a temperaturas alrededor de 15° C. Toda la marca
que estaba inicialmente en forma difusa sobre la superficie se acumula en uno
de los polos de la oflula (aquél que contiene ol aparate de Golgi y la mayorfa
de las organelas de la cflula (Taylor et al, 1971; de Petris y Raff , 1971).
La formacidn del casquete estf acompafiada por pinocitosis de la membrana mar-
cada y ocurre pocos minutos despuéis de que la célula tratada en frfo, y donde
presenta una marcacién de tipo focal, es calentada a 37° C. Despuds de per-

manecer varias horas a 37° C es posible encontrar la marca en el citoplasma,
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habiendo perdido ademfs en forma temporaria las Ig de la superficie ocslular,
las que reaparecen después de 12 a 2/ horas de cultivo. La formacién del cas-
quete depende del metabolismo celular, ya que inhibidores metabdlicos como la
azida sédica inhiben su formacidn, pero sin afectar la formacién do la marca-
oién focal (Yahara y Blelman, 1972).

G0

Fig. 1. Representacién esqueaftica de les tres difereates "tipos” de mar-
ocacifn cuando se usan anticuerpos anti-Ig conjugados ocon ferritima o fluo-
rescefna para demostrar las Ig sobre la superficie de los linfoaitos B
(extrafdo de Raff et al, 1974).

La Con-A o PHA utilizadas en dosis Sptimas para inducir la sintesis de DNA, pue-
den redistribufr sus receptores en forma de casquetes (Loor, 1974). A estas
dosis, el suero anti-Ig forma casquetes en sitios difereates al inducido por

la Con-A, indicando ésto que los receptores para mitégemos e Ig son indepen-
dientes (Loer, 1974).

Publicaciones recientes (Yahara y Edelman, 1975) sugieren que leos microtdbulos
y/o estructuras relacionadas regulan la movilidad de los receptores de la su-
perficie de los linfocitos, asf{ como el movimiento global de la ocflula. Jifs
adn, estos autores postulan la hipStesis de que los receptores de la superfi-;
cie oeslular deben tener en ¢ debajo de la membrena plasaftica ua sistema de
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anclaje que interactda con otras estructuras celulares, sugiriendo a los microe
tfbulos como uno de les componentes de este sistema.

El efecto de 1a Uon-A sobre la wovilidad de los receptores ha permitido ¢l estu-
dio de la naturaleza del sistema de anclaje, asf como su interaccidan con los
receptores. Si la Con-A se agrega a linfooitos en dosis mayores que 5 ng/ml
antes de tratar a los mismos ocon anti-Ig, se inhibe no sélo la formacida del
casquete sino también de los focos. Este efecto, que es dosis-dependientse,
puede ser revertido por el agregado de (-metil-manfsido, un inhibidor competi-
tivo de la Con-A. El sistema responsable de la inhibicién de la movilidad de los
receptores puede asf{ recuperarse de los efectos de la uaida de la Com-A, siendo
importante destacar que las cflulas linfoideas no mueren por interaccién oem la
lectina en las condiciones de dicho experimento (Yahara y Bdelman, 1975).

La restriocién en la wovilidad de los receptores por la Con-A es ademfs rever-
tida por agentes que interfieren oon los microtdbulos, por ejemplos colchici-
na y vinblastina (Oli.ver et al, 1975). Estas drogas, comocidas desde hace
tiempo como agentes amtimitétiess, previenen la polimerizaciéa de los micro-
tébulos (Olmsted et al, 1973; Smyder et al, 1976).

La formacién del “"casquete” también puede ser prevenida por la citocalasina B
(Cito-B) droga que destruye los microfilamentos citoplasmfticos (Unanue et al,
1973; Nicolson et ai, 1976), sugiriendo ésto que dichas estructuras juegan tas-
bién un importante rol en la formaciuva del “Casquete®.

Cuando los miocrefilamentos y miocrotibulos se rompen por la coadinacién de Cito-
B mfs colchicina (De Petris, 1975; Foste et al, 1975) se produce el bloqueo de
la formacién de. “casquete®, demostrindose asf que tanto los microtdbulos como
los microfilamentos estin involucrados en el control transsembrancsv de dicho
proceso, siendo los micrefilamentos loe responsables de las aotividados ocon-
trictiles, mientras los microtdbulos constituyen el sistema esquelético de an-
claje. Recientemente Yahara et al (1978) sugirieron que la modulacaéa de la
organizacién microtubular en los linfocitos estf asociada com eventus en la



superficie de la célula y com el crecimiento celular.

Poste et al (1975) y Ryan et al (1974) demostraron que ciertas aminas tercviarias
de efecto anestésico local o tranquilizantes del sistema nervioso ocomo la aclor-
promazina, xilocafna, nupercafna, etc., afcctan el control transmembranoso de
la movilidad y distribucién de los receptores de superfiocie, probablemente a

través de un mecanismo semejante al mencionado para la colchicina y Cito-B.

iii) Comunicacién intercelular
Cuando los linfocitos son activados por mitégenos policlonales como la PHA
tienden siempre a aglutinarse y formar agregados (Ling et al, 1975). La aglu-
tinacién inducida por lectinas en varios tipoe de células parece deberse a la
formacién de puentes entre los receptores de las cflulas aglutinadas (Nicolsonm,
1972; Noonan et al, 1973). Para que sea posible la formacién de dichos puentes,
los receptores deben moverse en el plano de la membrana para permitir el alinea-
miento de los mismos (Rutishauser et al, 1974). Drogas que inhiben la forwmaaién
del "casquete® como la oolchicina, vinblastina y Cito-B inhiben la aglutinacién
(Loor, 1973; Yin et al (1972). Estas sustancias también inhiben la transforma-
cién por lectinas o antfgenos (Medrano et al, 19743 Yoshinaga et al, 1972). BEs~
to sugerirfa que el contacto célula-célula efectuado por el mitégeno es necesa-
rio para que ocurra la transformacidn; mfs ain, se ha demostrado en cultivos
estinulados por PHA que la separacién mecinica de los linfooitos impide la
transformacf{on.
Algunos autores como Hiber et al (1972) sugieren que se produce comumicacién
intracelular permitiendo el intercambio de factores ocitoplasmfticos que actua-
rian como segundos mensajeros. El intercambio de un segundo mensajero es de
gran importancia cuando las cé€lulas que se comunican no son idénticas, como es
el caso de los macréfagos cuya presencia es necesaria para que la estimulacién
bléstica sea Sptima (Rosensteich, 1975). Desde otro punto de viasta, ciertos
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autores postulan que el contacto celular permite la distribuciéan de los recep-
tores en el orden oorrecto interviniendo para esto Iltimo varios procesos de
la membrana como ser; a) repulsiones electrostfticas, b) interaeciones en-
tre partes de la membrana mediada por carbohidratos y/o fosfolfpidos (Rosemanm,
1970).

Todos los hechos anteriormente seflalados sugieren fuertemente que, ain cuando
no se conoce el mecanismo detallado de la activacién mitogénica, la membrana
celular y estructuras conexas desempefian un rol prioritario en dicho proceeo

celular.

iiii) Cambios inducidos en la membrana por el ligando

La fluidéz de la membrana celular es una propiedad caracter{stica de la misma,
controlada por el "empagquetamiento” de las cadenas lipfdicas de los fosfolfpi-
dos. En linfocitos se ha podido demostrar que dicha fluidez se incrementa
durante la transformacién bl4stica. Existen sin embargo discrepancias entre
distintos autores, ya que para algunos el aumento en la fluidez es observable
dentro de la hora de agregado el mitégeno (Barnett et al, 1974 a) mientras que
otros observan cambios detectables recién a las 2/ horas de la estimulacién
(Inbar y Schinitzky, 1975).

Es interesante sefialar quc la fluidez de la membrana externa de los linfocitos
normales es dos veces menor que en los linfomas malignos (Schinitzky, 1974).
Adends, en otros sistemas celulares como los fibroblastos 3T3 inhibidos por
contacto, la fluidez de la membrana es mucho menor que cuando se la estudia
en las mismas células pero transformado por virus (Barnett et al, 1974 b).
Resch (1976) propone que estos cambios en la fluidez se deben a dos cambios
lipfdicos separados; a) modulacién en la cantidad relativa de colesterol,

b) alteracifin en la composicién de los &cidos grasos de los fosfolfpidos de
la membrana.

Por otra parte la transformacién bl&stica implica la sfntesis de nuevos cons-
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tituyentes celuhres, incluyendo la membrana celular.

Fiacher y Mueller (1969) demostraron que se observa sintesis neta de los fos-

folipidos después de 6 horas de estimulacién por PHA; mis adn, demostraron que
la incorporacién de (3H)-mio-inositol a fosfatidilinositol se incrementa entre

5 y 20 veces a los 20 minutos de agregada la PHA.

e) Turnover del fosfatidilinositol (PI)

El estudio del turnover del PI merece ser considerado en forma separada del
contexto de los demds fosfolfpidos de membrana, ya que es el que estfé fntima-
mente involucrado en la mediacién por la membrana plasmitica de muchos estimu-
los extracelulares. Su turmover aumentado se observa no s6lo en linfocitos
por la accién estimulatoria de la PHA, sino también en una enorme variedad de
tejidos, como ser la corteza cerebral por accién de la acetilcolina, en el te-
jido adiposo luego del estfmulo de la insulina, en la tiroides por la accién
de la hormona TSH, etc. Se acepta que el punto donde ocurre el turnover por
el efecto estimulatorio es en el clivaje del PI para dar lugar a 1,2 diacil-

sn-glicerol y fosforilinositol. La secuencia de reacciones que ocurrirfa es;

PI ————= 1,2 diacil-sn-glicerol + fosforilinositol (1)

1,2 diacil-sn-glicerol + ATP — =~ &cido fosfatfdico + ADP (2)
4cido fosfatfdico + CTP ———>~ CDPR-diglicérido + PPi (3)
CDP-diglicérido + inositol — >~ PI + CMP (4)

La enzima que cataliza la reaccién (1) es una fosfolipasa de tipo C, y su pre-
sencia ha sido demostrada en varios tejidos (Dawson, 1959; Thompeon, 1967; Palmer,
1973 etc.) y en linfocitos (Allan et al, 1974). M&s ain, se ha demostrado que

su actividad en cerebro se encuentra localizada fundamentalmente en la meabra-
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na plasuftica (Lapetina et al, 1973). La enzima responsable de la reaccién
(2), 1a 1,2 diacilglicerol quinasa, se ha encontrado localizada en la membra-
na plasaftica de los eritrocitos (Hokin et al, 1963) y de los linfocitos
(Fisher et al, 1971); habiéndose hallado también en preparaciones de microtdi-
bulos de diferentes tejidos (Daleo et al, 1974).

Michell (1975) postula que el 1,2 diacilglicerol producido por ruptura del fos-
fatidilinositol se usarfa para la reafntesis del mismo y no para la sfntesis
de fosfatidiloolina, fosfatidiletanolamina y triacilgliceroles, wmientras que
el producido por accién de la enzima fosfatfdico fosfohidrolasa estarfa desti-
nado para la sintesis de los fosfolfpidos mencionados en dltimo termino. Res-
pecto a las enzimas responsables de los pasos (3) y (4) se ha encontrado que
estin asociadas con membranas intracelulares. No obstante, es un hecho oono-
cido que los fosfolfpidos se intercambian entre distintos sistemas membranosos
intracelulares. Este proceso serfa mediado por protefnas especf{ficas que, por
ejemplo, transportan fcido fosfatfdico al retfculo endoplésmico y PI a la men-
brana plasm&tica (Harrison, 1975). Si bien son numerososo los trabajos que
estudian el turnover del PI, no se ha podido hallar una correlaciéa satisfac-
toria entre la induccién de la proliferacién y el turnover incrementado del
inositol-fosfato del PI. La activacién de los linfocitos por accién de las
lectinas produce un répido incremento en la permeabilidad para varias sustan-
cias; nucledsidos, azfcares, aminofoidos y cationes. Se ha sugerido como una
posibildad que la perweabilidad esté alterada en aquellos sitios donde oourra
turnover incrementado de este fosfolfpido, debido a que por el mecanismo de
ruptura y resfntesis se abran y cierren secciones espec{ficas de la membrana

(Harrison et al, 1975).

1) Bol del Ca?* en olturmover del PI

Se ha demostrado que para activar los linfocitos es necesaria la presencia de

cationes divalentes, especialmente el Caz"', ya que agentes quelantes con alta
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afinidad por el Caz"’ inhiben en forwma dosis-dependiente la proliferacién indu-
cida por lectinas (Kay, 1971; Whitney et al, 1972; Diamantstein, 1975). Catio-
nes como el Sr* y Mg2* son capaces de sustitufr en algén grado el efecto del
Caz", pero a concentraciones mucho mayores. Otros cationes como el et o Mn2+
no son efectivos, sugiriendo Resch (1976) que el tamafio del catién es critico
para permitir la activacién por lectinas. Freedman et al (1975) sugierem que
el paso crucial en la activacién inducida por mitégenos en linfocitos T es la
apertura de canales para el Ca’*. Eato implicarfa que el Calt e jerce en cier-
ta manera el rol de segundo mensajero que actda en forma temprana en la secuen-
cia de eventos que conducen a la proliferacién celular (Crumpton et al, 1975).
Michell et al (1977), postulan que los receptores que "disparan" el mecanismo
de ruptura del PI presentan tres caracter{sticas comunes;

a) no estimulan la adenilato-ciclasa,

b) incrementan la permeabilidad de la superficie celular al Ca2+, y

c) pueden elevar los niveles intracelulares de GMP cfclico.
De tal modo, la ruptura del PI podrfa tener una importancia clave en el control
de la permeabilidad de la superficie celular para el Ca’* (Michell et al, 1976).
Sin embargo, el mecanismo de dicha ruptura no estd adn suficientemente aclara-
do. Por una parte, Michell (1975) postula el esquema 1 (de la Fig. 2) para la

ruptura estimulada del PI, siguiendo el mecanismo de reacciones bisico propues-

to en el ftem e) de este trabajo. Por otra parte, Hokin-Neaverson (1977), pro-
pone el esquema 2 (Fig. 2) de acuerdo al cual como consecuencia de la ruptura
del PI por una fosfolipasa de tipo D, aparecer{a inositol libre y no fosforil-
inogitol. Otra alternativa que propone este autor es que el PI se degrada a
CDP diglicérido e inositol mediante la sfntesis inversa catalizada por la enzi-
ma CDP diglicérido; inositol transferasa, si biemn objeciones de tipo energéti-
co han sugerido que este esquema puede no ser vilido en distintos tejidos

(Michell, 1975).
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Fig. 2. Dos esquemas alternativos propuestos para la ruptura y resintesis
de PI en tejidos expuestos a est{mulos apropiados. Abreviaciones; PA,
dcido fosfatfdicoy 1,2-DG, 1,2-diacilglicerol; P-CMP, CDP-diacilglicerol.

La pregunta que surge en (ltima instancia es cbmwo se relaciona la ruptura del
PI con el control del proceso de permeacién del Cal* en la membrana plasmfti-
ca. Si bien hasta el momento no es posible contestar en forma fehaciente esta
pregunta, pareceria que existen tres mecanismos fundamentales, estando invo-
lucrado en ellos fundamentalmente el PI o el PA., Un mecanismo consistir{a en
que las moléculas de PI proveen sitios de unién a la entrada de los canales
para el ca* y que cuando las moléculas de PI se rompen el Ca2* es liberado,
abriéndose los canales para un subsiguiente flujo de iones Ca?* hacia la célu-
la estimulada. Otra posibilidad que puede cbservarse en la Fig. 2 (esquema 1)
es que el PI ge convierta en PA que puede actuar como ionéforo para el Caz"
(Tyson et al, 1976). Finalmente, existe la posibilidad de que la variacién
lipfdica local producida por la ruptura del PI determine modificaciones en las
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estructuras responsables de la permeacién del Ca2+,

Para conclufr, es interesante mencionar que en un trabajo recieate, Hart (1973)
presentd evidencias de que el Mn2* inhibe los eventos tempranos de la transfor-
macién de los linfocitos por mitégenos. Si bien no se oconoce la naturaleza bio-
quimica del sitio o sitios de accién del Ilnz"', no es posible descartar la exis-
tencia de un mecanismo que implique la interferencia en la actividad del Ca?-"’,

a través de un proceso que involucre al PI,

ii) Compuestos que modifican el megabolismo del PI,

Se sabe desde hace varios afios que un derivado de las fenotiazinas, la clorpro-
mazina, aumenta la incorporacién de 32p a 4cido fosfatfdico y PI en cortes de
cerebro (Magee et al, 1963). Posteriormente se ha demostrado que derivados de
la fenotiazina, antidepresivos de imipramina, anestésicos locales, fenflurami-
na y sus derivados, propranolol y otros bloqueantes /g-adrenérgicos, morfina y
levorfanol, modifican la afntesis de fosfolfpidos ac{dicos, probablemente a
través de un mecanismo que implica la inhibicidn de la enzima fosfatidico-fos-
fohidrolasa (Brindley y Bowley, 1975). En la Fig. 3 se observa que dicha enzi-
ma actfa en un punto de ramificacién donde la sfntesis de fosfatidilcolina,
foafatidiletanolamina y triacil-gliceroles diverge de los lipidos derivados del
CDP diglicérido.
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Como resultado de dicha inhibicién, el &cido fosfat{dico se utiliza fundamen-
talmente a través del CDP-diglicérido para la sintesis de PI, fosfatidilglice-
rol y difosfatidilglicerol. Allan y Michell (1975) demostraron que por efecto
de la clorpromazina, fenfluoramina y otros derivados se estimula la sfintesis
de novo del PI en linfocitos, y que esta sintesis ocurre a expensas de una dis-
minucién aproximadamente equivalente en la velocidad de sintesis de otros gli-
cerolfpidos de la célula. Estas conclusiones se basan en que dichos autores
encuentran aumentada la incorporacién de glicerol y fosfato a PI en aproxima-
damente el mismo orden., En cambio en linfocitos estimulados por PHA u otros
mitégenos se encuentra estimulacién en la incorporacién de 32p a PI sin dismi-
nucién en la marca en otros fosfolfpidos (Fisher y Mueller, 1968, 1971;
Masuzawa et al, 1973; Maino et al, 1975) pero mucha menor estimulacién en la
incorporacién cuando el precursor utilizado es glicerol radioactivo (Fischer

y Mueller, 1971). De manera que el mecanismo de accién de estas drogas serfa
diferente al producido por estfmulos fisiolégicos que interactian con recepto-
res en la superficie de la cflula. Por otra parte, Eichberg y Hauser (1974)
incubando gléndulas pineales en presencia de propanolol encontraron aumento en
la incorporacién del precursor radioactivo en CDP-diglicérido, fosfatidilgli-
cerol y difosfatidilglicerol. La diferencia en la marcacién de estos glicero-
1fpidos respecto al resultado hallado por Allan y Michell puede deberse a que
en linfocitos no se puede observar marcacién apreciable en fosfatidilglicerol
debido probablemente al escaso nimero de mitocondrias que presentan los mismos.
Respecto a la naturaleza quimica de las drogas que producen los efectos mencio-
nados, todas poseen un grupo amino ionizable y una regién hidrofébica, y se
sabe ademis que interactian con la membrana celular y con lfpidos aislados
mediante la interaccién del grupo amino cargado con la “cabeza” anidnica de

fosfolfpidos acfdicos como el &cido fogsfatfdico y el PI, Como consecuencia
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de dicha interaccidn se produce neutralizacién de la carga del fosfato y la
expulsién de cationes divalentes como el Ca%* (Dawson y Hauser, 1970), cuyos
cambios en concentracién y distribucién en la célula producen importantes al-
teraciones fisiolégicas. Se conoce ademis que estas drogas producen altera-
ciones en fendmenos de membrana tales como el movimiento, fusién, permeabili-
dad, transporte y funcién de los receptores (Brindley et al, 1975), probable-
mente a través de un mecanismo que implica alteracién de los microtdbulos y
microfilamentos celulares. Recientemente Rac y Cann (1978) y Hinman y Cann
(1976) demostraron que la clorpromazina se une in vitro a la tubulina de ce-
rebro, impidiendo la polimerizacién de los microtibulos y la unién de la col-
chicina por la protefna, causando adem&s ruptura de los microtdbulos formados

en ausencia de la droga.

f) Canmbio en los foidos ,_grasos de los linfocitos.

Como ya fue mencionado, la interaccién de un ligando con los receptores mito-
génicos de la membrana plasmftica serfa suficiente para producir la activacién
de los linfocitos (Betel et al, 1972; Greaves et al, 1972; Andersson et al,
1972). Como consecuencia de la activacidén por el ligando se producirfa una
respuesta coordinada de reacciones bioquimims no relacionadas entre sf, deno-
minadas en su conjunto™respuesta pleitsSpica" (Hershko et al, 1971). Es asf
que otro evento que ocurre en forma inmediata a la unién del ligando es el in-
cremento en el turnover de la cadena de &cidos grasos de la meabrana del lin-
focito (Resch et al, 1972, a y b). Ferber y Resch (1973) encontraron que a
los 30 minutos de agregada la PHA o Con-A a linfocitos de conejo se observa
méxima activacién en la enzima acyl-coA; lisolecitina aciltransferasa, que es-
ta activacién es idéntica a 0° Cy 37° C, y ademds no es afectada por la puro-

micina. Esto sugiere que la activacién de la enzima es una consecuencia di-
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recta de la unién del ligando independientemente de la actividad metabdlica de la
célula. La enzima acyl-coA; lisolecitina aciltransferasa cataliza la incorpo-
racién de &cidos grasos de diferente longitud de cadena o grado de insatura-
cién., Ferber y Resch (1973) encontraron que en la membrana plasmftica de los
linfocitos esta enzima posee alta afinidad por £cidos grasos poliinsaturados,
especialmente el £cido araquidénico. El k, para el &cido araquidénico es 20
veces menor que para el £cido oleico. Los &cidos grasos poliinsaturados se
transfieren preferencialmente a la posicién 2 de la molécula de fosfolfpido,
observéindose que cuatro horas después de la estimulacién el contenido en £cido
araquidénico es més del doble. Este resultado se hallé tanto in vivo como in
vitro, utilizando membranas microsomales de linfocitos estimulados por Con-A.
Como oonsecuencia del alto contenido en 4cidos poliinsaturados se produce un

incremento en la fluidez de la meambrana, (Overath y Triuble, 1973).

g) Correlacién entre la activaciédn del metabolismo de los fosfolfpidos
de membrana y la induccién de la mitosis.

La existencia de varios hechos demostrados experimentalmente ha permitido que
se postulara en forma fehaciente la relacién entre cambios inducidos por el
mitégeno en el metabolismo de los fosfolfpidos y la induccién de la prolifera-
cién celular;

1) Como ya fue mencionado, para que ocurra activacién por un mitdgeno es nece-
saria la presencia de iones Ca2¥; la activacién del turnover de los &cidos gra-
soa de los linfocitos también estf regulada por el Ca2+ (Resch, 1976).

2) La mayorfa de los mitégenos conocidos presentan alta selectividad hacia
alguna de las dos poblaciones de linfocitos, T 6 B. En timocitos de ratén so-
lamente la PHA o Con-A (especfficos para linfocitos T) producen incremento en
la incorporacién de (IAC)—oleato a los fosfolfpidos mientras que mitgfencs es-
pecf{ficos de células B, como las anti-inmunoglobulinas, no desencadenan ningin

cambio.
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Inversamente, en preparaciones de cflulas B se observa turnover de los &cidos
grasos de los linfocitos solamente cuando dichas células son estimuladas por
mitégenos B-especificos.

Mi#s adn, debido a su organizacién estructural, que favorece interacciones de
tipo cooperativo, los fosfolfpidos podrfan actuar como mecanismo de amplifica-
cién de la respuesta pleiotrépica de la membrana, ya que pequefias perturbacio-
nes en distintos sitios de la matriz de los fosfolfpidos son capaces de cambiar

inmediatamente toda la fase lipfdica (Wilson y Fox, 1971).
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IT. Antecedentes inmediatos y objetivos de la investigacién.

La observacién de que las células animales pueden duplicar su DNA en un inter-
valo discreto, ha permitido dividir al ciclo celular en cuatro fases; Gl’ S
(perfodo de sintesis de DNA), G, y M (mitosis). G, ('Gapl') es el perfodo que
media entre la mitosis y la iniclacién de la si{ntesis de DNA, G ('Gapz') es
el perfodo entre S y M, Para la mayorfia de las células en crecimiento en cul-
tivo de tejidos, el intervalo entre divisiones oscila entre 10 y 30 horas
(Baserga, 1976). Las células normales, cuando alcanzan la fase G}y pueden
evolucionar hasta la proliferacién o el reposo. Las células en reposo, entre
las cuales se encuentran los linfocitos no estimulados, "escapan” del ciclo
celular y entran en un estado cualitativamente distinto, denominado Gp duran-
te el cual no se observa sintesis de DNA. Esta observacidn deja de ser vflida
cuando se estudian los nicleos aislados de linfocitos en reposo (Fridlender et
al, 1974), ya que éstos son capaces de incorporar los deoxiribonucledsidos
trifosfatos (dNTP.) al DNA a la miema velocidad que los nicleos de linfocitos
estimulados, Sin embargo, la velocidad de sfntesis de DNA en nicleo aislado
es mucho menor que la velocidad de sintesis in vivo. Es posible que debido

a la ausencia del citoplasma se pierdan factores citoplasmfticos requeridos
para la replicacién del DNA, as{ como que se destruyan interacciones estructu-
rales o espaciales nicleo-citoplasma (Castellot et al, 1978). Para tratar de
resolver las discrepancias arriba mencionadas, asf como el rol de los factores
citoplasmfticos en la sintesis de DNA, Mordoh y Fridlender (1977) desarrolla-
ron un sistema para permeabilizar linfocitos humanos. En esas condiciones,
las células pierden la capacidad de incorporar timidina (dT) al DNA, pero en
cambio los dNTPs y rNTPs son capaces de entrar a la célula. Cuando se utilizé
(3H)-dCTP como precursor de la sintesis de DNA, se observé que &ste se incorpo-
ra a un material #cido precipitable en cantidad mucho mayor que los otros tres

dNTPs (Tabla II). .
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Tabla I1I; Incorporacién de dNTPs a células permeabilizadas y ndcleos
aislados (Mordoh y Fridlender, 1977)

Material usado Precursor puces dNPTs incorporados por
radioactivo 1 x 100 células & ndcleos
Nicleos aisla- (3H)—TTP 0.085
dos (3H)-dATP 0.100
(3H)-dcrp 0.380
(3H)-dGTP 0.230
Célula entera (31)-1TP 0.080
(3H)-dATP 0.150
(3n)-dcrP 2.76
(38)-dGTP 0.45

Al realizar estudios para caracterizar el producto obtenido, a partir de (3H)-dCTP
dichos autores encontraron que la mayor parte de la radioactividad precipitada
por &cido (PCA) es soluble en etanol, cosa que no sucede cuando se efectda el
mismo tratamiento al producto obtenido in vivo con (3H)-dT como precursor.

Esta observacién les permitié suponer que ademfs de DNA se sintetizaba otro
producto cuando las células permeabilizadas se incubaron con (3H)-dCTP como
precursor. Esta presuncién de vié confirmada por los experimentos descriptos
en la Fig. 4, en la que se muestra que cuando se incuban las células como se
mencioné en dltimo término, se lisan y se estudia su comportamiento en un gra-
diente de ClCs se obtiene como producto, ademis del INA que bandea en la zona
del (14C)-DNA usado como marcador, otra zona radioactiva con una densidad mucho

menor.
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Fig. 4. Densidad flotante del producto obtenido en células permeabViliza-
das a partir de (3H)-dCTP

o—@ (14C)-DNA standard

4—4 producto marcado con (3H)-dCTP

0—-0 densidad.

En la Tabla III (a) se muestran ademés las caracterfsticas de solubilidad del
producto sintetizado, mientras que en la Tabla III (b) se muestra la naturale-

za particulada de las enzimas que incorporan (3H)—dCTP y del producto formado.
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Tabla III (a): Caracteristicas de solubilidad del compuesto sintetizado en

células enteras con (3H)-dCTP.

Condiciones Solubilidad en diferentes fases
Acuoga Interfase Orgénica
Producto con (3H)-dCTP 10 % 8 % 82 %

Producto con (3H)—dCTP después
de hidrélisis &cida (1 N ClH;

100° C 15 minutos) 83 % 17 %
(3H)-dCTP (4 umoles; 500 cpm/pmol) 90 % 10 %
(14c)-pNA 87.4 % 12.6 %

Tabla ITT (b): Naturaleza particulada de la incorporacién de (3H)-dCTP

Paso I Paso II Fraccién Radioact.
incorporada
al pp de KCA
+PHA -PHA

A) Incubacién a 37° El pellet se resuspende en el PP. 6319 3486

C durante 30 minutos “medio celular” com dNTPs.

sin dNPTs. Centri- Al sobrenadante se le agregan sob. 156 110

fugacidn. dNTPs. Se continda la incuba-

cién por otros 30 min. a 37°C.

B) Incubacién a 37° El pellet se resuspende en el PP 4037 1309
C durante 30 minutos "medio celular” sin dNTPs.

en "medio celular” El pellet y el sobrenadante sob. 441 190
conteniendo dNTPs. se incuban por otros 30 min.

Centrifugacién. a 37° C.
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De esta manera los autores menocionados pudieron demostrar que en el sistema de
ensayo utilizado se sintetizaban dos productos; DNA y un ocompuesto soluble en
solventes orgénicos.

En 1958 Agranoff et al (a, b) propusieron a la citidina difosfato D-« ,? -digli-

cérido como precureor metabdlico del inositol a través de la reaccidén

CDP diglicérido + inositol —> fosfatidil-inositol + CMP.
La principal evidencia para la formacién del liponucledStido fue la produccién
de una sustancia radicaotiva en la capa lipf{dica después de incubar prepara-
ciones particuladas de rifién de cobayo con (3H)-CNP en ausencia de inositol.
Por otra parte, Raetz y Kennedy (1973), encontraron que en Escherichia ooli
los liponucledtidos de citosina estén formados por cantidades aproximadamente
iguales de CDP-diglicérido y dCDP diglicérido y Ter Shegget et al (1971), de-
mostraron que preparaciones de mitocondrias de hfgado de rata son capaces de
incorporar rédpidamente dCTP a dCDP-diglicérido.
De acuerdo con estos resultados, se juzgé interesante;

i) determinar la naturaleza qufmica y bioqufamica del compuesto soluble en

solventes orgénicos obtenido por sintesis in vitro,

ii) estudiar su posible sintesis in vivo,
y asimismo, por las razones expuestas més arriba,

iii) analizar su posible rol como compuesto intermediario en la sintesis

de fosfolipidos celulares.
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MATERIALES Y METODOS

Ta) Purificacién de linfoocitos

Se extraen 500 ml de sangre venosa de dadores voluntarios en presencia de hepa
rina (10 U/ml). Se agrega Dextranpal 10% (Sigma, P.M.. 500.000), disuelto en
ClNa 0.15M, a una concentracién final del 0.6% y se deja sedimentar la sangre
durante 90 minutos. Se separa el plasma, y a la fraccién de glébulos rojos re-
manente se le agrega una solucién salina de buffer de fosfato (PBS; Phosphate
buffered saline) conteniendo 0.3% de Dextrano hasta alcanzar el volumen inicial
de sangre.

Después de gsedimentar y de separar nuevamente el sobrenadante, éste se combina
con el anterior. Después de agregar 5°-ADP (concentracién final; 10 ug/ml) se
pasan rapidamente a través de una columna conteniendo 6 g de fibra de nylon
(Hilanderfas Chilavert, Argentina). El material eluyente de la columna se cen-
trifuga a 100 x g durante 30 minutos y el precipitado (pellet) se resuspende
en 2/, ml de PBS. Esta suspensién se agrega a la parte superior de dos gradien
tes que contienen 5 ml de Ficoll al 12%, 3 ml de Hypaque al 50% y 2 ml de PBS.
Después de centrifugar a 2.000 g durante 10 minutos en el rotor HB-4 de la
Sorvall, se separan las interfases, se diluyen con PBS y se centrifugan. El
precipitado se redisuelve en Medio Esencial Mfnimo de Eagle (MEN) y después de
contar, se diluyen los linfocitos (99% puros y virtualmente sin plaquetas) a
una concentracidén de 1x106 células en MEM que contiene 10% de suero de feto

de ternero, Hepes 20 mM (pH 7.2), glutamina 1 mk y 100 U/ml de penicilina y
100 ug/ml de estreptomicina. Cuando se indica, se agrega 0.10 ml de fitohema-
glutinina Difco (PHA-P) reconstitufda con 5 ml de agua bidestilada, a 100 ml

de cultivo. Los cultivos se incuban a 37°C durante 72 horas.

b) Lineas celulares

Las 1fneas celulares HRIK y Raji "S" as{ como las células de un pacieate leu-

cémico fueron generosanente donadas por la Dra. Marcela Fejes (Departamento de
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Hematologfa, Academia Nacional de Medicina).

11. Métodos analfticos

a) Cromatograffa en papel

Se utilizé papel Whatman N® 1. Los sistemas de solventes empleados fueron los

siguientes;

I: etanol-metiletil cetona-tetraborato de morfolinio 0.5M (pH 8.6) en
0.01 M EDTA-70:20330. (Carminatti et al, 1965).

1I;: acetato de amonio 1 M-etanol 600; 1500 (Palladini et al, 1952).

Los nucléétidos se revelaron al U.,V. usando una limpara Mineralite. Los compues
tos fosforilados se revelaron con el reactivo de Burrows (1952) y los radioac-

tivos mediante un radiocromatégrafo Packard.

b) Cromatografia en placa delgada

i) La cromatograffa de los extractos lipidicos se efectu$ en placas de S{lica

Gel G (Eastman Kodak). Como sistemas de solventes de emplearon;

III; cloroformo-metanol-acético-agua 50; 253 7: 3.
IV, cloroformo-metanol-acético-agua 15;: 2; 9; 1.
V: isopropanol-acético-agua 2734 9.
Vi; cloroformo-metanol-hidréxido de amonio—agua 65; 35: 3: 2.
Los 1lipidos usados como “standard" se detectaron colocando la placa en atmésfe
ra de I,.
ii) Los nucleésidos y nucledtidos fueron también deterwminados usando placas de

PEI celulosa, el solvente utilizado fue;

VII; Acido bérico 2%-Clli 2M 2:1.

c) Saponificacién

Se llevaron a sequedad bajo corriente de nitrégeno a 30°C 5000 cpm del extracto
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cloroférmico extrafido de linfocitos-PHA (incubados in vitro segin se explica
m&s adelante, en presencia de (3H)—dCTP como precursor) y 8000 cpm del compues
to extrafdo en idénticas condiciones de linfocitos + FHA.

Se agregé a cada tubo la siguiente mezclag 150 ul de butanol saturado en agua
850 ul de metanol, 250 ul de cloroformo y 60 ul de ClLi 2N en un voluman final
de 1310 ul. Se incubé durante 30 minutos a 30°C. Se extrajo con volimenes de-
crecientes de agua (500, 150 y 100 ul respectivamente). El volumen total de
agua asi obtenido fue a su vez reextrafdo con volimenes decrecientes de cloro-
formo (200 y 100 ul). Se contaron alicuotas de ambas fases (orgénica y acuosa)

con liquido de centelleo Bray en un Packard Tricarb Scintillation Counter.

d) Tratamiento con Fosfolipasa C

Se llevaron a sequedad (en presencia de N») 6000 cpm del compuesto tritiado
disuelto en soluoién clorofdmica. Se usé la siguiente mezcla de incubacién,
buffer Tris-ClH 0.04 M pH 7,4; CIZCa S mM, lecitina 10 mM. Se sonicé 3 veces
durante 10 segundos y se agregé 20 ul de golucién de enzima (Fosfolipasa C de
Clostridium welchii) en un volumen final de 300 ul, usindose como control un
tubo en que se efectu$ el mismo tratamiento pero sin agregar enzima. Se extra
jo con 2 ml de cloroforwo y se contaron en un Packard alfcuotas de ambas fases

disueltas en lfquido de Bray.

e) Tratamiento con Fosfolipasa D

Se llevaron a sequedad 10.000 cpm del compuesto tritiado. La reaccidén se llevs
a cabo en la siguienté mezclas buffer Mes 0.1 M, Cl Mg 0.5 mM, lecitina 10 mM

y 40 ul de solucién de enzima (Fosfolipasa D de repollo, Sigma). La incubacién
as{ como la extraccién de la fase lipidica y determinacién de la radioactividad
en las fases acuosa y orgénica se realizé como ge explicd para la enzima Fosfo-

lipasa C.
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f) Tratamiento con nucleétido pirofosfatasa

El producto extrafdo con cloroformo metanol (6000 cpm) se secé bajo N2 y se
resuspendié por agitacién suave en 150 ul de Tris C1H-10 mM (pH 7.4),C12Mg
10 mM. Se agregé al medio de ensayo 15 ul de solucién concentrada de Nuoleé
tido pirofosfatasa de veneno de Crotalus.adamanteus (tipo II, Sigma) y se
incubd durante 30 minutos a 37°C. La reaccién se paré con igual volumen de
etanol. Después de centrifugar se gembrd$ el sobrenadante lfmpido en papel
wWhatman 1 y se cromatografié en solvente I (deacripto mis arriba) usando
dOMP y CMP como "standards™.

Previamente fue determinada la actividad de la enzima gobre los siguientes

compuestos; CDP, CDP-glicerol y CDP-diglicérido.

8) Hidrélisis alcalina

Las células permeabilizadas se marcaron con (33)—d(.1'P de acuerdo con el pro
cedimiento que se explica miés adelante. Después de precipitar con TCA 10% y
lavar los precipitados como se describe en III, se efectud una hidrélisis a}
calina en HOK O.3N a 37°C durante 18 horas. Después de neutralizar con £cido
perclérico concentrado y centrifugar, se analizé el sobrenadante usfndose pa
ra ello dos sistemas cromatogrificos; a) Papel Whatwan I y solvente I y b)
placas de PEI celulosa y solvente VII. La radioactividad fue detectado usan

do un radiocromatégrafo Packard.

h) Discriminacién de la radioactividad detectado por el radio-

cromatdgrafo.

Cuando fue nemeario discriminar la radioactividad obtenida en (U‘C) y (3}{),
se corté cl cromatograma en tiras de 0.5cm y se colocaron en viales con To-
lueno-Omnifluor como lfquido de centelleo. Se determind la radioactividad en

un contador Packard estableciendo condiciones diferenciales para (3H) y (ILC).
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III. a.Incorporacién de dNTP_ en células enteras

Cuando se usan células enteras para incorporar los dNTPg, se centrifugan alfcug
tas del cultivo a 3000 rpm durante 10 minutos y se resuspenden en 0.3 ml del
medio de permeabilizacién que contiene Hepes 50 mM pH 7.2, Cl, Mg 5 mM, Ditio—
treitol (DIT) 1 mM; ATP-Mg 0.5 mM, Cl,Ca 0.2 mM y 3.3 uM del dNTP radioactivo
(1000 cpm/pmol). La reaccién se detiene usando uno de los dos métodos que se in
dican a continuacién; a) se agrega 0.l ml de pirofosfato de sodio, 0.1 M, O.2ml
de DNA desnaturalizado por calor (2.5 mg/ml); 0.9 ml de Hy0 y 0.25 =l de £cido
perclérico al 12% (PCA). La mezcla se centrifuga a 3000 x g durante 10 minutos.
Se extraen los lfpidos como se indica mds adelante. El precipitado remanente se
disuelve en 0.5 ml de NaOH O.2N. Después de agregar 1 ml de agua, se reprecipita
con 0.25 ml de PCA 12%. Todo este tratamiento se realiza a 3-5°C. El prec¢ipitado
se disuelve finalmente en 0.2 ml de NCS (solubilizante de tejidos de Amerskam,
Scarle) agregéndose 10 ml de mezcla de centelleo de Bray. Se cuenta en un conta
dor Packard Tricarb Scintillation; b) después de incubar,la reaccién se termina
por agregado de un volumen igual de £oido tricloroacético al 10% (TCA) que con-
tiene pirofosfato de sodio 20 mM. Después de centrifugar, se lava el precipita-
do 5 veces con 3 ml de TCA al 5% que contiene pirofosfato de sodio 10 mM.

Para realizar la extraccién de lipidos, el precipitado se calienta a 55°C duran
te 3 minutos con cloroforwo-metanol(l;l) que contiene 0.01 NHC1l (Thompson,1974).
Cuando no se aclara, después de incubar se mide la radioactividad imncorporada
al precipitado total de PCA 12% sin extraer con solventes orgdnicos.

4

b. Obtencidn y purificacién del compuesto marcado in vivo con (1 c) -

glicerol e in vitro con (JH)-dCTP.

Se centrifugaron 50 x 10>6 linfocitos estimulados con PHA y se resuspendieron
en 1 ml de MEM conteniendo 2 uCi de (ILC)—glicerol

Después de incubar durante 1 hora a 37°C las células fueron ceatrifugadas y
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resuspendidas en 3 ml de la mezcla de perweabilizacién ya descripta. La incub:
cién, lavado de los precipitados, extraccién y cromatografia de loa compuestos
marcados fue desarrollada como ya fue detallado.

El compuesto doblemente marcado que co-cromatografié con el compuesto marcado
solamente con tritio y que se usé como compuesto de referencia, se raspé de la
placa de sflica gel, se disolvié en Cl3CH-netanol-Hzo (1:1;0.3) y se conté una
alfcuota con mezcla de centelleo de Bray en un Packard, midiendo en forma inde
pendiente la radioactividad de (3n) y (u‘c).

El compuesto se secé bajo Np y se le efectud una hidrélisis alcalina como ya
fue descripto. Después de neutralizar, los compuestos fueron sembrados en papel

Whatman 1 y corridos con el solvente II usando dOMP y -glicerol fosfato como
standards.

c. Fraccionamiento subcelular de las células permeabilizadas

Se partié de 701106 linfocitos + PHA. Se centrifugaron y resuspendieron en

6 ml de mezcla de permeabilizacién ya descripta. Después de incubar se llevd

la mezcla a 0.25 M de sacarosa y se rompié las células con 20 golpes de homoge
neizador Dounce. La observacién al microscopio de contraste de fases (Carl Zeiss,
Alemania) permitié comprobar que mis del 95% de las células habfan sido rotas
por el tratamiento efectuado. Se procedid a centrifugar a 600g durante 10 uim_n
tos en una centrffuga Sorvall obteniéndose un precipitado que se denomind “Frac
cién 600 g". El sobrenadante fue centrifugado a 3000 g en idénticas condiciones.
Se obtuvo un precipitado denominado "Fraccién 3000 g", y un sobrenadante que

por centrifugacién a 25000 g permitié obtener la "Fraccién 25000 g". El sobrena
dante de esta \dltima fraccién se centrifugé 100000 g durante 30 minutos (Spinco
Ultracentrifuge, Beckman Instr.). Se obtuvo as{ la "Fraccién 100.000 g" y "Sobre
nadante de 100,000 g".

Las diversas fracciones particuladas, fueron precipitados con £cido segin se
indica en el método a) explicado en el item III de este capftulo. El sobrenadante
de 100,000 g fue precipitado con igual volumen de TCA 10% y tratado segin el
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método b) (item III). La extraccidén del material soluble en solvents orgénicos

de todas las fraociones se realizé como ya fue explicado anterioruente.

d. Purificacién por gradiente de sacarosa

Se centrifuga un nimero apropiado de células (usualmente 100 1106) Yy se resus-
penden en 1 ml de Buffer hipoténico; buffer de fosfato 10 mM pH 0.5 conteniendo
CloMg 10 mhi. Después de permanecer 20 minutos en frio para permitir que las cé-
lulas se hinchen, se homogeneizé con 4O golpes de un homogeneizador Dounce y se
centrifugé a 600 g durante 10 minutos. El precipitado obtenido se resuspendié
en la mezcla de incubacién ya descripta. Después de incubar dicha mezcla, se
sembré sobre 4 ml de sacarosa 60% y se centrifugé en el rotor HB-y de Sorvall

a 2000 g durante 15 minutos. Se obtuvo un precipitado constituido por nicleos

intactos, sin particulas y una interfase de aspecto particulado libre de ndcleos.

e. Incubacidn “in vivo" con (3H)-dC

Generalmente se centrifugaron 10x107 células y se resuspendieron en 0.5 ml de
MEM que contiene 10% de suero fetal y los agregados que ya fueron mencionados
(I. Purificacién de linfocitos). Se incubaron las células con 2 uCi de (3H)—dC
durante el tiempo indicado en cada experimento y se extrajeron las cpm incorpg

radas a la fraccién lipfdica o al precipitado remanente después de extraer la

misma,

1
f. Obtencidn del compuesto marcado "in vivo” con ( AC)glicervol
3
Y S Hl— C.

Se siguié un procedimiento similar al descripto en IIIb). Se centrifugaron

50x106 células + PHA y se resuspendieron en 1 ml de MEM conteniendo 2 uCi de
(M

C) glicerol y 8 uCi de (3H) dC, en presencia de clorpromazina a la concen

tracién de 60 uM. La purificacién del compuesto doblemente marcado asi como
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la hidrélisis alcalina efectuada al mismo se realizé en las condiciones ya

mencionadas para el compuesto sintetizado parcialmente in vitro utilizando

4

C) glicerol y luego (3H)—dCTP). La clorpromazina empleada en este traba
jo fue un generoso regalo del Dr. Daniel P. Cardinali (Centro de Estudios
Farmacolégicos y de Principios Naturales, CONICET).

g. Preincubacién con {cido araquidénico (Acido 5,8,11,14 Eicosate-

traenoico.

Se centrifugaron para cada ensayo 10:(106 linfocitos + PHA y se resuspendie
ron en 0.5 ml de MEM completo. El &cido araquidénico de hfgado porcino (geg
tilmente enviado por el Dr. N. Bazan (Universidad Nacional del Sur), prepa-
rado como solucién etandlica concentrada a la que se le burbujed N, , fue
agregado a la concentracién adecuada para cada ensayo. Se preincubd durante
60 minutos a 37°C. Las células fueron centrifugadas y resuspendidas en medio
MEM fresco e incubadas durante 60 minutos em presencia de 2 uCi de (3H)—dC.

La fraccién lipfdica se extrajo como ya fue mencionado.

Iv. Obtencién de las fotggraf{as

Las fotos de la p&g.67 se obtuvieron con una miquina Polaroid adosada a un

microscopio Wild (Suiza).
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I. Caruacterizacidn del sister.a de linfocitos penieabilizados

a) Comportamiento frente a diversas adiciones.
Los resultados obtenidos por iordoh y iridlender (1977) y descriptos cn la tabla
IT de la Tntroduccidn demuestran que en células pereabilizadas es wmucho mayor
la incorporacidén cn la fraccién precipitable por dcido percldérico (PCA) cuando
se usa (3H)—dCTP couo precursor radioactivo que cuando se utiliza (3H)—TTP. Di-
chos autores, presentan cvidencias en ¢l trabajo mencionado de que la incorpora-
cién de (3H)—dCTP e¢s aayor que la de los otros tres «dNIPs debido a ue, adends
de DNA, se sintetiza un compuesto soluble cn solventes orgdnicos.,
In los experinmcentos descriptos en la tabla IV se confimian los resultados obte-
nidos para la incormoracidén de (3H)-dCTP y (3H)-TTP y se describen ademds dis-
tintas condicioncs de incubacién, con el objeto de comparar los reqguerinientos
entrc (BH)—TTP, que sc usé cono precursor "de referencia" respecto a la de

(3H)—dCTP que s¢ incorpora en forma diferencial como ya fue niencionado.

Tabla TV; Incorporacidn de (3H)—TTP Y (BH)-dCTP a linfocitos peruca-

bilizados en reposo (- PlIA) y estimulados por PHA

On)-tTP (3u)-acrp

Linf. + PlA Linf. - PHA Linf. + PHA Linf. - PHA

Arregados cphi “ cpni A cpni % cpm %

— — - -

Completo 2023 10C.0 C30 100 16.694 100 10.227 100

Preinc. 30%a 27°C 2133 104.© 1402 219,412,105 71.6 9.210  90.1

+ilepes 50 nid

pil 6.0 (- plicina) 2lou 1005.5 736 115.5 12.758  75.5 4.887  L7.08
+Gacarosa 0,1¢, 3730 163.5 1362 213.1 0.776  40.1 1.050 10.2
+ClNa A« mi. 2221 109.2 858 134.2 L.S22 28,5 1.370  13.5

£1 medio de incubacién completo cstf descripto en Materiales y Létodos. Se usa—
ron 3 x 10V células por cnsayo, resuspendidas en 0.3 ml de medio de permcabili-
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zacidn que contenia 1030 pmoles de (C1)-TTP & 1000 puoles de O)-acre (1000
cpi/pwol ). Se incubd 30 minutos a 37° C. e determind la radioactividad in-
corporada al precipitado de PCA (descripto en iétodos).

Los resultados obtenidos demuestran cue se estf {rente a dos reacciones diferen-
tes. Ln efecto, la incubacién a pH C.0 estimula ligeramente la incorporacién
de (3H)—TTP nientras inhibe la de (?H)—dCTP; la presencia dc¢ las concentraciones
indicadas de sacarosa y ClNa estimulan la incorporacién de (3H)—TTP, inhibiendo
fuertemente en cambio la incorporacién de (3H)-dCTP.

En la tabla V se observa la relacién de incorporacién entre linfocitos estimu-

lados ¢n reposo ara un nismo precursor radioactivo.
y p » P

Tabla Vi [clacidén de incorporacidn entre linfocitos estimulados por

MA y en rcposo (- Pfin)

cpn dNTP (L + PHA)

Dy

Precursor cpm dNTP (L - PHA)
(3u)-1Tr 3.2
(311)-dcTP 1.05

'stas relaciones fueron obtenidas con los resultados de la tabla IV,

De la tabla V se podrfa inferir que la relacién aumentada de (31)-TTP respecto

a (3H)—dCTP se debe a que en el primer caso, sélo se sintetiza IDNA en linfocitos
estimnulados, con muy baja incorporacién en linfocitos en reposo (confirmando re-
sultados ya conocidos obtenidos in vivo) mientras que para el dCTP ésto no sc
cunmple ya que hay apreciable incorporacién en linfocitos en reposo, que es au-
rentada cuando las células se estinulan por el mitdgeno.

lin la tabla VI se estudian las caracteristicas de solubilidad de los productos
obtenidos con (3H)-TTP y (3H)-dCTP, observindose que existe mayor incorporacién

en fase orranica para el producto obtenido a partir de (3H)—dCTP, mientras que
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¢l producto obtenido a partir de (3H)-TTP sc recupera esencialmente en fasc acuo—
sa. Lsto ¢s una demostracidn adicional de que a partir de (3H)-TTP la sfntesis
predoninante es de DN\, ya que hordoh y lridlender (1977) demostraron que si se
particiona DNA en las mismas condiciones del experimento mfs del 80 i del misuo
se distribuye en la fase acuosa. En cambio, al utilizar (3H)-dCTP como precur-

sor ademds de DNA se sintetiza un compuesto de caracteristicas lipfdicas.

Tabla VI: Caracleristicas de solublidad del producto formado por linfo-
citos + PHA y — PHA incubados con (3H)-dCTP y (31)-TTP

Solubilidad en las diferentes fases

Producto

Acuosa Interfase Orgénica
Células + PHA + (3H)-dCTP 12 12 76
Células - PN + (3H)-dCTP 23 17 G0
Células + PilA + (3H)-TTP 03 21 16
Células - A + (3H)-TTP 56 25 17

En cada caso se utilizaron & x 100 células que se incubaron en la mezcla de per-
meabilizacién como estd descripto en fiétodos. Después de incubar, las células
se centrifugaron, se lavaron con 2.5 ml de PBS y se resuspendieron cn 1.5 ml de
PBS., A cesta suspensién sc le agregdé 0.75 ml de una mezcla que contenfa 3 %
Sarkosyl cn 75 mii Tris pH 9.0 — 2 mhi EDTA y se dejélisar las células toda la
noche a terperatura ambiente, La particién con solventes orginicos fue reali-
zada como sigue; 0.2 ml del lisado celular, 0.0 ml de cloroformo, 0.3 ml de me-
tanol y { ul de Clyhig O.1 M. Después de mezclar y centrifupar, se separaron,
sccaron y contaron la fasc acuosa, la interfase y la fase orgdnica.

b) Efecto del agrerado de sacarosa.

En la tabla TV sc obscrva que la sacarosa inhibe la incorporacidén de (3H)—dCTP
pero estimula la de (3H)—TTP. Para estudiar el efecto de distintas concentra-
ciones de la misma sobre el sistecima de células permeabilizadas se realizé el ex-
perimento yue sc ruestra en la rig. 5. Se puede observar cue todas las concen-

traciones probadas [ucron inhibitorias para la incorporacién de (?H)—dCTP, no
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anl vara ¢l (OU)-TTP donde¢ se observa un efecto estimulatorio con 50 ni. que s .

rnantienc hasta 300 ri..

-
()
+

-
[x°)
L 4
o

(7]
F—

Incorporacion de (’H)—dCTP- (cpm.loé')

4-
B o haintadiiadid P -_
a““
»
; 3 1
100 200 300
Sacarosa.(uM)
Fip, 5. [Efecto del agrerado de sacarosa. .

Alfcuotas de 3 ml de un cultivo de 72 hsa. de linfociftos + PlIA fueron cen-
trifupados a 3000 rra durante 10 minitos, y resuspendidos en 0.3 ml de
redio de peruncabilizaci8n (dc';oriptn en ?'61‘0(]()5) conteniendo 1000 nmoles
de (AD)-dCTP (1000 cori/prole) & 1000 npoles de (311)-TTP (1000 cor /pmole).
1as incvbaciones se efectuaron a 37° C durante 30 minutos. Se determind
la radioactividad incorporada al precipitado de PCA,

aincornoracidén de (31)-TTP;  @incorporacién de (SH)-dCTP

¢) Efecto de la actinomicina N,

Il sinuiente experinento fue’ realizado con el objeto de ver si un inhibidor de
la sfntesis de INA v WNA como es la actinomicina 1) es capar de inhibir la in-
corporacidn de (gll)-—TTP \ (?H)»—d-’,"[‘l".

Como puede verse en la tabla VIT, la actinomicina inhibe fucrtemente la incor—

noracién de (31)-TTP, en cambin sn efecto cs menor sobre la incorporacién de

(3n)-dcrr.
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Tabla VIT; L[ifceto de la actinownicina ) sobre la incorporacidén de

3n)-tre v (3i)--acTP

Arreprados (31)-rTP (31)-deTr
cpm “ cpm %

Liczela completa 1.727 100 0.051 100

+ Act-0 100ygml 1.030 w0 5448 00

La mezcla completa cstd descrlpta en nateriales y Métodos, con el agregado que
para la incorporacién de ( II)-TTP se utilizé Sacarosa 0.15 & que como se puede
ver en la tabla IV estinula dicha incorporacién. Se usé 3 x 100 cél. /ensayo,
30 minutos a 37° C. Se determind la radioactividad incormorada al precipitado
de ICA.

Para estudiar a qué nivel actda la actinomicina se hizo un experinento en con-
diciones similares, con la diferencia aue después de incubar, se cfectud la par-
ticidn coizo est8 descripto e¢n la tabla VI, Los resultados obtenidos sc muestran
en la tabla VITI, y de ellos se desprende que cuando se usa como precursor
(3H)—dCFP la actinomicina afecta solariente la distribucién de marca de la inter-

fase; en cambio para el (3H)-TTP afecta la interfasc y ademis la fase acuosa.

Tabla VITI: Ifecto dc la actinomicina D sobre la incorporacién de (3H)—TTP

y (3H)deTP en los productos recuperados en las distintas fa-

ses.,
P'recursor % Incorporacién

l'asc orgdnica I'ase acuosa Interfase

- Aot D +Act D - Act D + Act D - Act D + Acth
Células + P\ + (3H)TTP 100 105 100 U5.14 100 30.37

Células + PHA + (31)-dCTr 100 103 100 107.0 100 4t .61
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5¢ usaron 3 x IOQ células/ensayo. Se incub8 30 minutos a 37° C. La actinomici-
na D se usd a una concentracidn dec 100 ug/ml. La mezcla de incubacidn csti des-—
cripta on Létodos. La particién con solventes orgdnicos se efectud como estd
deseripto en la tabla VI,

in el experisento uostrado en la tabla VIIT, la actinomicina tuvo un efecto in-
, 3 ) . ,
hibitorio del 50 4% sobre la incorporacién total para el (2iI)-TTF y del 20.L %

para el (31)-dCTP,

d) Dbependencia de 1a presencia de nucleétidos.
Los resultados de la tabla IX rnuestran que tanto la incorporacidn de (3H)—TTP
coro la de (3H)-dCTP no recuieren en forma absoluta la presencia de los otros

tres JdNTPs.

Tabla IX: LEfccto de la onisién de nucléotidos sobre la incorporacidén

de (BH)-TIP y (31)-dCrP

—

Afregados y omisiones Incorporacién

cpm o
3.3 ut (3H)-TTP + 50 u. dNTPs 540 100
Tdem - dATP - dGTP - dCTP 506 92.1
3.3 u.. (31)-dCTP + 50 ul dNTPs 1£.000 100
Idem - dATP - dTTP - dGTP 10.300 73.0

Para cada ensayo se usaron 3 x 106 linfocitos + PHA cono esti descripto en }.é&
todos. Se deternminaron los cpm en el precipitado de PCA.

c) Dependencia dc lg_igggrporacién de (3H)—dCTP con ¢l tiempo.

Cowo se puede ver en la Fig. O la incorporacién de (3H)-dCTP cn la fasc orgéni-
ca es lincal hasta los 15 minutos y continda con velocidad decreciente hasta los
(0 rinutos. La incorporacién de (3H)—dCTP al precipitado cs lincal hasta los 30

minutos.
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Yig. v, Curva de tiempo de incorporacién de (311)-dCTl’ a cloroformo-
ietanol (2:1) @, vy al precipitado a.

Se incubaron 4.0 x 10 linfocitos + PHA en las condiciones habituales,
Después de incubar, las células se centrifugaron y se lavaron con 2 ml
de P35,  Se extrajo con cloroformo-metanol (2:1) y el pellet se disolvid
con NCS (cpm incorporadas a DNA).
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IT, Tdentificacidén del raterial radioactivo obtenido in vitro incubando células

perneabilizadas con (3H)-dCTP

a) Cromatografia del producto en diversos solventes.

Para confirmar la naturaleza lipidica del material presente en la fase orgdnica,
los extractos cloroféimiicos se cromatografiaron en diversos sistemas de solven-

tes.

A
QJ I
< |B
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<
O L — .
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<
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6F F#

DISTANCIA

Fipg. 7. Radiocromatogramas en Silica Gel G, de extractos clorofémicos
obtenidos lucpo de la incubacién con (3H)-dCTP.

A) Cloroformo-metanol-I,0 (50:25:723); B) Isopropanol-acético-H,0
(27:419); C) ClCldcOll-Hidréxido de NHj+-120 (05:3513:2)
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Iln la g, 7 se observan los resultados obtenidos. In todos los casos la radio-
actividad mipgraba en un solo pico.

Con cl objeto de identificar este waterial, sc lo sowetid a diversos tratamicen-
tos: saponificacién, tratamicnto con fosfolipasas C y D, hidrélisis alcalina

y tratamiento con nucléotido-pirofosfatasa.

b) aponificacién.
1 extracto obtenido en fase orgdnica después de incubar linfocitos en prescncia
cde (-"!I)--:l(,'I‘P y c¢fectuar la particién couwo fue dgscripl:a ¢n la tabla VI, se llev$
a sequedad con N,. La sapoinificacidn se efectud en una nezela de cloroformo~
metanol-butannl satrado con arua en presencia de HOLi O.0L N, Los resultados
de 1a tabla X muestran aue la deacilacidén en uedio alcalino suave dio como re-

sultado «ue, anroxizadamente, el 92 % de la radioactividad obtenida incubando

linfocitos + P\ y - PHA pasara a la fasc acuosa.

Tabl.:i X:  Lfecto del tratamiento con |01 sobre la solubilidad del

nateri al radioactivo

—— - -

e e - A = —— " ———— -

Radioactividad (epm)

—— e — -ty g

Tratamiento

Jase acuosa ifase cloroférnica
_i_-)_xtrncto de c{:_kxlas - PIIA
Sin tratamiento ¢ 5.000
[OLi 30 min. a 30° C ! 500 137
Extracto de células + PHA
5in tratamiento 0 5,000
HOLi 30 win. a 30° C 2.L20 335

X1 tratamiento con 'lI0li se describié en :étodos. Desnués de incubar, sc extraio
con arua. Se contd la radioactividad total que paséd a la fase acuosa y la radio-
actividad total remanente en la fase orpanica.

in la Fier. O se obscrva el radiocromatorrara correspondiente al producto que pa-
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sé a la fase acuosa después del tratamiento con HO.i. Se obtuvo un solo pico de
radivactividad que migré por delante del CDP glicerol, CDP y CMP usados como mar—

cadores de refcrencia.

CDP-glicerol

6
00
e

RADIOACTIVIDAD —p

DISTANCIA

rig. 0. Radiocromatograma correspondiente a la fase acuosa después del
tratamiento con HOLi.

El producto que pasé a la fase acuosa, en la tabla IX se cromatografié
en papel Whatman 1 con 1 M acetato de amoniogetanol corio solvente.

Se usaron los marcadores dc referencia, antes mencionados, ya que R, J. Thoupson
describié en 1975 la incorporacién dc CTP a nicleos de neuronas aislados, demos-
trando que dicho nucléotido se incorporaba a una fraccidn lipfdica cuyo anélisis
deriostrdé que se trataba del liponucledtido CDP-diglicérido. W. Thompson y G.

Lic DonaM demostraron también en 1975 que por tratamiento alcalino suave, usando
0.002 N NaOll, a partir del CDP diglicérido sintetizado por hfgado de vaca se ob-
tenian como productos QiP, CDP glicerol y glicerol fosfato.

En el sistema cromatogrifico utilizado, los deoxiribonucléotidos corren ligeramen-
te por delante de los ribonucleétidos, como se puede ver en la Fig. 9, de manera

que cl pico obtenido en la Fig. 8 es probable que corresponda al dCDP. glicerol.
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DISTANCIA

Fige 0. Cromatopraffa en papel de Standards de deoxiribonucléotidos;
dCTP, dCDP, dC.P y dC y Standards de ribonucleétidosy CTP, CDP, CMP y
citidina. Solvente; 1 M acetato de amonio:etanol.

El resultado obtenido en la Fig. 8 es confirmado mediante la hidrdlisis alcalina

descripta en las prdéximas p4ginas.
c) Tratamiento con Fosfolipasas C y D
Los resultados dec la tabla XI deruestran que el compuesto soluble en solventes

orp4nicos no es desradado por dichas cnzimas.

Tabla XI; Tratamiento con losfolipasas Cy D

Enzima Radioactividad en fase orginica €pm)

a) Tratamiento con Fosfolipasa C
Compuesto no tratado 5.733
Compuesto tratado con Fosfolipasa C 5.515

b) Tratamiento con Fosfolipasa D
Compuesto no tratado 9. 800
Conipuesto tratado con Fosfolipasa D 8.452




Para el ensayo a) se llevaron a scquedad GOOO cpm/tubo del extracto cloroférmi-
co. Se agrepd luepo la mezcla de incubacidén sin enzima descripta con hateriales
y Métodos y sc¢ sonicd. Se incubd ¢l tubo que contienc la enzima asf como el no
tratado durante 30 minutos a 37° C. il cnsayo b) {fue realizado ¢en condiciones

sinilares con la excepciédn de que se usaron 10000cpm/tubo del extracto clorofér—

mico.

d) Hidrélisis alcalina,

i) Extraccién con cloroformo-wetanol del compuesto lipfdico, sin parti-

——

cidn.
La extraccidn del riaterial soluble en solventes orgdnicos, fue realizada en los
experimentos anteriores mediante la particién con cloroformo-metanol-agua. Se
realizd el sipuiente experimento, con el objeto de ver si por agregado de cloro-
formo-nmetanol al precipitado de TCA 10 % obtenido después de centrifugar las cé-
lulas, cs posible extracr en forma sclectiva el compucsto lipfdico formado a
partir de ('*ll)—dC'I‘P pero no ¢l DNA marcado con el mismo precursor.
En la tabla XIT se puede ver, cuc solaucnte el 0,01 % del DNA marcado in vivo
con (3H)—dT es extrafdo con cloroformo-metanol frentc al 75 % del producto ex-

trafdo en forma similar y que fue marcado in vitro con (3H)—dCTP.

Tabla ¥TT. Uixtracecidn con cloroformo-metanol del (311)—1)1\'1\ y del producto

rarcado con (3” )-dCTP

Marcacién in vivo liarcacién in vitro Extraccién con cloroformo-metanol
con (31)-dT con (3H)-dCTP No extrafble Extrafble
+ 12.006 cpnm 119 cpm
+ 003 epm 1.773 cpm

Se hizo un pulso con § uCi de (311)—dT (act. esn. 4LO-60 Ci/mmole) a 5 x 10° lin-
focitos + FHA en medio dc cultivo. Después de 00 minutos a 37° C se centrifuga-
ron las células, sc lavaron con PBS y sc resuspendieron en la mezcla de incuba-
cién (ver Létodos) sin (3H)-dCTP. DNespués de 30 minutos a 37° C se precipitd

con J'CA y sc extrajo con cloroformo—metanol como esti descripto en liateriales y

l.étodos. Se usaron otros 5 x 100 linfocitos + PHA Yy se marcaron solanente in
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vitro con (3ﬂ)—dCTP extrayéndose con cloroformo-metanol como fue descripto arri-
ba. El cloroformo-metanol fue agregado a 10 ml de mezcla de centellco Bray y se
conté cn un Packard Tricarb Scintillation Counter. Los precipitados se disolvie-
ron en 0.3 ml de N.C.5. (Amcrsham), se apregaron a 10 il dc mezcla de Bray y se
contaron,

ii) Extraccidn del producto marcado después de la hidrélisis alcalina.

. = -~ —

- AL A s oy S T S - =%t S

Al material lipidico marcado con (3H)—dCTP se le efectud un tratamiento de hi-
drdlisis alcalina. Como cste tratamicnto fue efectuado sobre el pellet celular
después de marcar con (3H)—dCTP, fue necesario demostrar que la hidrdlisis alca-
lina s8lo liberaba la misma cantidad de radioactividad que era extraible con

clorofornio—metanol. Los resultados se mucstran en la tabla XIIIT.

Tabla XTI, Comparacién entre hidrélisis alcalina y extraccidén con

cloroforio—-netanol del producto marcado in vitro con (3H)dCTP

Ixtraccién con cloroformo—mctanol Radioactividad
No extrafble (03 cpm
Extrafble 1.773 cpm

Hidrélisis alcalina
Precipitado 485 cenm

3obrenadante 1.710 cpm

10 x 10" linfocitos + PIA se centrifusaron y resuspendicron en la mezcla de in-
cubacién conteniendo (311)-dCTP. Después de 30 minutos a 37° C la suspensidén
celular sc dividié en dos tubos y se precipité con 10 & TCA. Los precipitados
fueron o bien extrafdos con cloroformo-metanol, o bien sonetidos a hidrélisis
alcalina. Las radioactividades en precipitados y sobrenadantes se determina-
ron cono esti descripto en la tabla XII,.

De esta tabla se deduce cue la radioactividad liberada del pellet por hidréli-

sis alealina e¢s la nisma que la extrdible por cloroformo-metanol.



57

iii) Andlisis del producto de_la hidrélisis alcalina,

e ——— -

La radioactividad liberada por hidrélisis alcalina fue analizada en dos sistenas

cromatoprdficos diferentes (Fig. 10 A y B),

A

()]
é , CMP dQAP
= |B
3
DS
Q
2
O
. CMP dCMP .
Or Fr

DISTANCIA

ig. 10. Radiocromatogramas correspondientes al producto del tratamiento
alcalino.

50 x 106 linfocitos + PHA (72 horas) se centrifugaron y resuspendieron en
3 ml de mezcla de incubacién. Después de 30 minutos a 37°C las células se
centrifugaron, se lavaron con PBS y se precipitaron con 5 % TCA. Sc agre-
garon al precipitado 300 ul de KOH 0.3 N y se incubd a 37° C durante 18
horas. Después de seguir el procedimiento descripto en hétodos, se efec-
tuaron cromatoprafias con C.P y dCMP como standards internos.

A) Cromatograffa en Whatman 1 con etanol-metil-etil-cetona—0.5 ) tetrabo—
rato de morfolinio (pll 8.0)en 0.01 ) EDTA (70320:30) como solventc de desa-

rrollo. B) Placa de PEI cclulosa con 2 % 4cido bérico~2 h Cl1Hi (2:1) como
solvente de desarrollo.
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Ln las cromatograffas efectuadas se demuestra que se obtiene (3H)-dCNP, demos-~
tridndosc as{ gue la porcién marcada de la molécula es un derivado de deoxici-

tidina.

e) Tratamiento con nucléotido pirofosfatasa.

Para estudiar si el dCMP y la parte lipfdica de la molécula estin unidas a tra-
vés de una unién pirofosfato, se tratd el compuesto marcado con (3H)—dCTP con
la enzima nucledtido pirofosfatasa. Previamente se estudié la actividad de la
misma sobre los siguientes sustratos; CDP glicerol y CDP diglicérido ya que
en cste caso era necesario que la enzima pudiera romper una unién pirofosfato

vecina a un resto glicerilo.

A 00 O
O O
y O

DISTANCIA

Fig. 11. Cromatograffa de standards y productos obtenidos por tratamiento
con la enzima nucledtido pirofosfatasa.
En todos los casos, las muestras fueron resuspendidas en la si-
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puiente mezclas Hepes 0.1 L pll 7.4, Clyrg 0.0l b, nucledtido o
liponucleétido en concentracidn ©.0 mdj volumen final 150 ul.
NDespués de incubar 30 minutos a 37° C, se paré la reaccién con
igual volumen de etanol.

A) Standards de CDP, GuP y Pi.

3) CDP + 15 ul de enzima.

C) ChP-glicerol,

C') CDP-glicerol + 15 pl de enziua.

D) CDP-diglicérido + 15 pl de enzina,

Se cromatografié durante 16 hs. en Whatman 1 con acetato de NH; -

etanol como solvente.
No se muestra en la figura el CDP-diglicérido sin tratar con la
enzima, ya que el mismo corre con el frente del solvente,

Los resultados de la figura 11 demuestran que la enzima es capaz de romper la

unién pirofosfato de los couipuestos ensayados.

M la Fipg. 12 se nuestra el resultado del tratamiento de dicha enzima sobre el

conpuesto lipfdico marcado con (3H)—dCTP.
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rig, 12. Ifecto de la enzima nucléotido pirofosfatasa sobre el compuesto
marcado con (311)-dCTP.
El trataniento enzimdtico se efectud como estd descripto en la
fig. anterior. Se cromatografio en Whatman 1 con el solvente I
descripto en liateriales y Métodos.
Se usaron CiP y dChP como standards.
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Lfnea de puntos: cromatograffa del producto sin tratamiento cn-—
zimitico.
Ifnea llcna; producto tratado con la enzima.

Para ¢l desarrollo cromatoprdfico del producto tratado con la enzimn se prefirld
usar ¢l solvente T ya que dicho solventc separa nmuy bien ribonucledtidos de deo-—
xiribonucléotidos. Los resultados observados demuestran que por tratamiento en—
zimitico se ronpe el compuesto, dando como uno de sus productos (JH)—dOuP. Es

posible conclufr gue la parte lipfdica de la molécula estd unida a la deoxiciti-

dina a través de una unién pirofosfato.

f) Caracterizacién parcial de la parte lipfdica.

La sfntesis enzimitica del CDP diglicérido descripto en varios sistemas (van dem
Bosh, 1974) est4 catalizada por la enzima CTP-fosfat{dico-citidil-transferasa,
sicndo los sustratos de la reacciédn CTP y 4cido fosfatfdico (Vorbeck ! . L. and
sartin A, P, 1970). fobre 1a base de los resultados anteriores se pensé que

¢l corruesto hallado nodrfa ser el dODP diglicérido o losfatidil-dThP sepidn la
notienclatura mids roderna proruesta por Hauser y Eichberpg (1070), y cuya férmula

se esrmiematiza a continuncidng

Lox

Hy
HO-i:.O
H
HO—t:O 2
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H
CH,
o)
H H/ H
H H

Fostatidil-dCMP
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Para identificar parcialuente la parte lipfdica de la molécula sc efectud un
trataniento in vivo con (lLC)glicerol a linfocitos estimulados, antes de ser
perneabilizados y marcados con (3H)-—dﬂP. 5i el producto formado por las cé-
lulas permeabilizadas es el fosfatidil-dCMP es posible esperar, en las condi-

ciones de) experimento, que se forme un conipuesto doblewente marcado contcnien-

do (Y4c) y (3wn).

(140)-glicerol gliceroquinasa (140)—311061‘01 3-P acil transteraeaA
1=
ATP DP ()-@
C—O 8 A dC'gPa-ng{at{d}oo '5- —0 1 _
HM(I)—O—S—RZ oitidi ? erasa i_o_g_nz HO
Hc—o0—® (3H)dCTP —0—@-@-H)-dc

( dc. fosfatfdico ) (fosfatidil—dCMP)

P
(I;_o_g._.nz —_ (14C)- glicerol 3-P + (33)-dCllP
._.o__(:)_(:)(3n)adc

(1) camino metsbdlico del glicerol-fosfato
(2) camino metabélico de la dihidroxiacetona-fosfato

La narcacién de los linfocitos estinulados con (ILC)glicernl y (3H)—dCTP estd
descripta en ..ateriales y i.étodos. Los productos dc la reaccién se extrajeron
con cloroformo-metanol (1;1) en 0.01 N HCl y se cromatoprafié en placas de
5flica Gel G (Fig. 13).

I’n la iz 13 se observa cue cuando se marca con (11+C)glicerol y (3H)-dCTP sc
obticnen dos picos, uno dec los cuales (pico 1) corre en la misma posicidn que
el producto obtenido después de marcar las células sélo con (3H)-dCI‘P, sin pre-

vio tratamiento con (II‘C)gliceml.



RADIOACTIVIDAD ==
oo

1 1
Or Fr

DISTANCIA

Fif. 13. Radiocromatograma de los compuestos marcados in vivo con (IAC)gli—
cerol e in vitro con (3H)—dCTP.

A) Cromatograffa del compuesto tritiado obtenido in vitro.

3) Crowatograffa del compuesto doblemente marcado.

Solventce: cloroformo-inetanol-acético-Ii,0 (50:25:7:3)

En esta radiocromatopraffa no se discrimina (3H) de (14C).

Los dos nicos descriptos en la Firf. 13 B fueron raspados y elufdos de la sflica
con Cl3CH-LeOH—H20 (1:1:0.3) y contados en el Packard usando settings diferen-
ciales para (14¢) y (3H). S6lo el pico T contenfa ambos isStopos, mientras que
el pico JI contenfa dnicanente (ILC).

Con el objeto de verificar si las marcas de (3H) y (ILC) detectadas en el pico I
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(Iig. 13) estaban contcnidas en un sdlo compuesto, se corrid la muestra cn otros
solventes, para ver si la relacién (ILC)/(3H) se mantenfa constante. El resul-

tado se muestra en la tabla XIV.

Tabla XIV: Relacidén (ILC)/(3H) para ¢l compuesto narcado con (ILC)nlicc—

rol (in vivo) y (3H)-dCTP (in vitro) cn distintos solventes.

Solventes Relacién (IAC)/(3H)

A) Cloroformo-metanol-acético-iH>0 3.57
50:25:7:3)

B) Cloroformo-metanol-acético-Ho0 3.78
(1532:9:1)

c) Cloroformo-metanol-~amoniaco-1{,0 3.73
(05135:3:2)

Dado que dicha relacién se wmantiene constante en los distintos solventes analiza-
dos, se efectud la hidrdlisis alcalina al elufdo del pico I mencionado rds arri-
ba.

Los resultados de la Fig. 1L demuestranla formacién de (3u)-dcMP y ( 14C)-glicero-
fosfato. La presencia de un pequefio honbro en la vecindad del & -glicerofosfato
corresponde probablemente al dCNDP glicerol remanente. Esto se demuestra en la
Fig. 15.

Se concluye por los resultados anteriores que cl compuesto lipfdico extrafdo por

solventes organicos cs el dCDP-diglicérido o Fosfatidil-dCMP.
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Fig. 1/. Efecto de la hidrdélisis alcalina sobre el compuesto doblemente
marcado.

l©1 procedimiento estf descripto en iateriales y hétodos. Cromatograffa
realizada en Whatman T, con acetato de NH&—eta.nol (00011")00) como solven-—
tc. Se usaron dCMP y ol -plic-P como standards. LEste dltimo se reveld con
el reactivo de Burrows.
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Fiq. 15. Formacién del dCDHP pliccrol como producto intermediario de la hi-
drélisis alcalina del compuesto marcadeo con (ILC)—gliccrol y (3H)udCTP.

I’1 pico T de la fig. 1L sc eluyd y corrid en Whatman T con isopropanol-
acético—HZO (27;&:9) cono solvente, resolviéndose en dos picos diferen-
tes.

(B) &1 pico I (4) sc eluyd y se sometid a la accién de la enzima nucled-
tido pirofosfatasa como fue descripto anteriormente. El producto de la
rcaccién se corrié en Whatman I con 1 M de acetato de amonio—etanol (00O:
1500) usando & -glicerofosfato como standard interno.

(C) El mismo tratamiento se le hizo al pico II (A).



TIT. Naturaleza particulada de la sfntesis del compuesto soluble en solventes

orgdnicos
A —————

Es interesante notar que en la Tabla TT de la Introduccién se observa que cuando
se incuban células enteras permeabilizadas en presencia de (3H)—dCTP dicha in-
corporacién es casi siete veces mayor que cuando se la estudia en cl sistema

de nicleos aislados. En cambio, para los otros tres dNTPs tanto en célula en-
tera como en niicleo aislado es aproximadamente del mismo orden. Es posible que
la incorporacidén de (3H)—dCTP en ndcleos aislados esté francamente disminufda
por el sistema de preparacién de los mismos ya que en uno de los pasos de su
obtencidn se resuspendc el pellet nuclear en un buffer que ademis de contener
sacarosa 0.32 b (que cono se denostrd inhibe la incorporacién de (3H)-dCTP en
célula perneabilizada), contiene 0.3 % de Tritén N 101. El1 Tritén X-100 a esa
concentragién inhibe la sfntesis del compuesto soluble en solventes orgdnicos
como puede verse mias adelante. Por lo tanto se decidié profundizar el estudio
de la incorporacién de (3H)-dCTP haciendo un fraccionamiento subcelular que no

implicue el uso de detergentes.

a) Distribucién subcelular de la warca de (3H)-dCTP.

Luego de incubar linfocitos + PHA permeabilizados con (3H)—dCTP se realizé un
fraccionamiento subcelular como se indica en l.étodos. Los resultados estin
expucstos en la Tabla XV,

los resultados obtenidos indican que se¢ obtiene la niayor incorporacién en la
fraccidn m&s pesada (100 g.). In la literatura existen enormes discrepancias
respecto de la distribucién subcelular de la enzima responsable de la sfntesis
del CCP-diglicérido. Debido al sistema de permeabilizacién que implica el uso
de un medio hipoténico, las células aumentan su tamafio en forma notable como

puede verse en las fotograffas que se muestran en la pigina siguiente. Es po-
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Tabla XV: Distribucidn subcelular de la radioactividad de (3H)—dCTP

incorporada en el sistema de células permeabilizadas

Radioactividad incorporada

-—

NDistribucidn Fase orgdnica Precipitado soluble en NCS
cpn (A cpm 4

Fraccidn 000 g &7..56 73.5 35.546 7.6

Fraccién 2.C00 ¢ 13.103 i @ (e) 5.300 10.2

Fraceidn 25.000 g 7.200 0.1 2.500 5.5

Precipitado 100.000 g 2.508 23 1.068 240

Sobrenadante 100,000 g 8.711 T3 Tad 2000 1.7

Se partid de 70 x 10V linfocitos + PHA. Se incuba con la mezela de permeabi-
lizacidn 30 minutos a 37° C. Después de incubar, se lleva a una concentracidén
de sacarosa 0.25 i, se rompe con 4O polpes de Dounce y se procede a la centri-
fugacidn diferencial como se describe en hétodos. Luego de este procedimiento,
se extrajeron las cpu solubles en Cl3—CH—metanol (1:1) en 0.01 NC1H. Las cpm
del precipitado se solubilizaron en NCS y se contaron.

Foto_é; I'otozrafia de un linfocito cue se encuentra en medio de cultivo MEM,
loto_gz Fotograffa de un linfocito. que se encuentra resuspendido en el medio
de permeabilizacién. (Descripcién en liétodos).
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sible que debido a cste tratamiento, al romper las células, junto con la frac-
ciédn nuclear sc¢ oblenpan grandes trozos de membrana plasmitica que no se ob-
tienen cuando se preparan mewmbranas de linfocitos en foraa habitual (W, 1,
Evam, 1977). S5e decidié por lo tanto proseguir el cstudio con Ia fracceidn nfs
pesada, probando el cfecto del detergente Tritén X-100 y del agrepado de 1{pi-

dos exdgenos sobre la incorporacidén de (3H)~dCTP a la migma,

b) Efecto del Tritén X-100 sobre la actividad enzimitica.

l'ue descripto por Mc Caman y Finnerty (1963) que la presencia de detergentes
no idénicos estimulaba en ciertos casos la actividad de la enzima CTP-fosfati-
dico-citidiltransferasa; dc nanera que sc estudié el efecto del Tritén X-100
sobre la incorporacién de (3H)—dCTP a la f(raccidén de (00 g. Los resultados
estdn expuestos en la tip. 10, observidndosce que en la fraccidn estudiada el

detergente ejerce un fuertce efecto inhibitorio.

-

[3
!

Incorporacion de(’H )-dCTP—%

s -1
7 Triton-X-100,v/v

Fip. 10. Efecto del Tritén X-100 sobre la incorporacién de (3i1)-dCTP por
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la fraccién OO x 7. )
3e centrifupgaron 50 x 10¥ linfocitos + PllA, obteniéndose la fraccidn V0O x g
como se indica en la Tabla XVXIszpués de incubar se precipité con ICA 12 %
y ssextraio con cloroformo-metanol-ClH como ya fue descripto.

(1) y figura 17.

c) ifecto decl agregado de lipidos exépenos sobre la fraceidén 000 x g de

células + PHA.

se estudié el cfccto del aprepado de 4cido fosfatf{dico exdsreno con el objeto

de ver si este precursor de la biosfntesis del CDP-diglicérido (van dei. Bosch,
107L) era capaz de estimular la incorporacién de (3H)—dCTP.

Los rcsultados de da tig. 17 muestran que se obtiene un efecto altamente esti-
nulatorio para concentraciones entre OO - 100 uli de 4cido fosfatf{dico. Con con-
centracioncs mis altas, sc anula estc efecto, probablemente porque con el hg*t
presente en la mezcla de incubacién sc forma un compuesto insoluble, segin fue

desceripto por Thompson R. J. (1975).
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kig, 17. ifecto del agrepado de Acido fosfatfdico sobre la incorporacién
dec (3I11)-dCTP.
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Se centrifugaron 100 x 100 células, y sc resuspendieron cn 1.2 ml de buffer

hipoténico como se describié en la Tabla XV. Después de dejar 20 minutos

en frfo se homogencizé con 4O golpes de Dounce. Se usaron 100ul de este ho—
rmogenato para cada ensayo que fue cfectuado por duplicado. Se centrifugd

a 000 x g durante 10 minutos y el precipitado fue resuspendido en la mezcla

de incubacién durante 30 minutos. Se deterninaron las cuentas precipitadas

por PCA 12 %. El 4cido fosfatfdico fue preparado a una concentracién de

O mh, por sonicacidn con un Sonifier Cell Disruptor, modelo W 140 Ultrasonic,
Inc. U. 5. A,

d) Purificaci de la fraccidn G000 x g en gradiente de sacarosa.

Con el objeto de estudiar la incorporacién de (3H)—dCTP a la fraccién arriba
mencionada, se hizo una purificacién en gradiente de sacarosa, para tratar de
obtener una fraccién nuclear purificada y otra fraccién de naturaleza '"membra-
nosa" y ver si en esas condiciones se obtenfa marca de tritio que fuera soluble
en solventes orp4nicos. La observacién al microscopio de contraste de fases
permitié observar después de centrifugar el gradiente a 3.000 x ¢ como se men—
ciona cn Létodos, un pellet que consistfa en ndcleos intactos, sin particulas,
y una interfase que carecfa de nicleos pero presentaba un aspecto particulado.
El resultado del aislamicnto del extracto linfdico de cada fracciédn se muestra
cn Ta FMip, 10: donde se observa cue el compuesto extrafdo de mielecos aislados
asf corio de 1a fracridn particulada cromatorraffan en el sistema usado con el
compuesto obtenido de linfocitos permeabilizados, lo que en primera aproxima-

cidn nermmite suponer cque se trata del wisrno compuesto.
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Fipg. 14, Radiocromatoframa de las fracciénes lipfdicas extrafdas dc "mer-

branas" y nicleos.

La obtencidn de estas fracciones, as{ como la incubacidn estin descriptos

en Métodos. En ambos casos, después de incubar se extrajo con C14CH-)ieOH-

0.1 N ClH y se cromatografié en Sflica Gel G usando Cl3Cl-hieOH~acético-Hy0

(50:25:7:2) conmo solvente.

A) Compuesto obtenido con (3H)-dCTP en células permeabilizadas y usado co-
mo referencia.

2) Compuesto obtenido de membranas.

C) Corpuesto obtenido de ndcleos.
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e) Comparacién entre la incorporacién de (34)-CTP y (3H)-dCTP a "menbranas®

y nicleos de linfocitos + PHA vy - PHA,

Diversos trabajos de distintos autores (Brindley et al (1977), Sundler et al
(1977), Thompson et al (19735), Freinkel et al (1975), Bazdn et al (1977), etc.
postulan que el Fosfatidil-ChP (CDP-diglicérido) es el intcrmediario dador de
fosfitidico en distintos sistcmas de células de mamfferos. Mkitchel (1975)
postula también cue dicho compuesto se obtiene cn linfocitos de nédulos linfi-
ticos de cerdo. Los sipuientes experimentos se realizaron con el objeto de
ver si en el sistema de linfocitos humanos permeabilizados, también el CTP se
incorpora a una fraccién liposoluble y si existe incorporacién diferencial
respecto al dCTP en la fraccién "niclecos y membranas" en linfocitos estimula-

dos o en reposo.

Tabla XVI: Incorporacién de (1/C)-CTP a linfocitos permeabilizados

linfocitos Fase orgdnica Interfase Fase acuosa Total
cpn % cpm cpm v

- PlA 852 £0.2 L4 29.3 220 14.5 1.516

+ MHA (2 hs.) 570  L8.9 23¢  20.0 360 31.1 1,208

+ PA (56 hs.) 921 39.0 L83 20.4 954 40.L 2.358

5e centrifucan para cada ensayo 10 x 10° células que se resuspendieron en 0.0
ml de medio de permeabilizacidén conteniendo 2000 picowoles de (léc)-CTP (550
cpm/pmol). Nespués de incubar se procesé como descripto en la Tabla V.

Loch (1674) en su review sobre transformacién bl&stica postula que la incorpo-

racién de precursores al RNA es un suceso temprano (se observa ya a las dos
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horas de la estimulacfon por mitégenos). De nmanera quc los resultados obtceni-
dos en fase acuosa donde se recuperarfa la mayor parte del RNA sintetizado con-
cucrdan con cl hecho anterioriicnte mencionado., En cambio llama la atcncidn que
en fase orpgdnica, no sc observe increuento de la incorporacién por efecto de la
transformacidn rniitogénica; ya aque este "suceso" implica sfntesis de nucvos cons-
tituyentes cclulares, incluyendo a las membranas celulares (Resch, 1970). Cuan-
do se comparan estos resultados con los obtenidos en la Tabla XVII, sc observa
que para la fraccién'"membranas y ndcleos", la incorporacién de (3H)—CTP a fase
organica de linfocitos + PlIA es aproximadamente el doble que para linfocitos

—~ PHA. Este resultado podria indicar que la enzima tienc mids accesibilidad por
su (sus) sustrato(s) que cuando sc¢ usan células permeabilizadas. Tamnbién puede
ser que cn cste dltimo caso haya que tener en cuenta la compartimentalizacidén
de los distintos "pooles" de nucledtidos como postulan Prem Veer leedy et al
(1977) para E. coli. Es interesante hacer notar ademis que si biecn la incorpo-
racién total de (3H)—CTP a la fraccién total ("membranas + ndcleos") se incre-
menta al doble en linfocitos + PHA, (respecto a los - PHA), para el (3H)-dCTP
el incremento cs de cuatro veces. [Lsto podria indicar que si el compuesto se
sintetiza cn fase orgénica a partir del (3H)—CTP es el fosfatidil-ChDP, la afi-

nidad de la enzima por el dcoxiderivado, aumenta por efecto de la estimulacién

por PlA,

Tabla XVIT: Incorporacién de (3H)-CTP Yy (BH)-dCTP a "membranas y ndcleos"

de linfocitos — FHA y + PlA
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Fraccién cpm cn fase orpédnica

-

(3u)-crp (3H)-dCTP

Linfocitos - PlA

“l.embranas" 16.764 5,970
Ndcleos 16.010 5.42L
Total 32.C00 11.400

Linfocitos + PIA

"..cmbranas" 32.610 20,000
Ndcleos 20,832 15.912
Total 02,448 41,9012

5e centrifugaron 100 x 10G linfocitos - PHA y 100 x 106 linfocitos + PlUA y se
resuspenden en cada caso en 1 nl de Buffer fosfato. Se obtienen las fracciones
purificadas por gradiente de sacarosa comno ya fue descripto. Cada fracciédn se
resuspende en 1./ ml de mezcla de incubacién (ver Métodos). con 3.3 un (3H)-CTP
(1000 cpm/pmol ) para la incubacién con el riboderivado y 3.3 uk (3H)-dCTP
(1000 cpm/pmol ) para el deoxiderivado. Después de incubar 30 minutos a 37°

C, se para la reaccién con PCA, se extrac con cloroformo-metanol cono ya fue
descripto y se cuenta.

f) Competencia del CTP sobre la incorporacién de (3H)-dCTP en la fraccién

lipidica

lLos resultados de la Tabla XVIII demuestran que tanto en "ndiclcos" como en “mem-
branas" el agregado de concentraciones crecientes de CTP inhiben la incorpora-
cién de (3H)-dCTP a fase orgénica.

En la fraccién nuclear el CTP compite ipual que el dCTP. En membranas, dicha
competencia es menor. Lstos resultados supgieren la posibilidad de que la enzi-

na que sintetiza el ribo asf como el deoxiliponucled8tido sca la misma, si bien
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en la (racecidn denominada "membranas™ dicha enzima tendrfa wayor afinidad nor
el dCTP, ya que el hecho de posecr vna deoxirribosa hace cuc dicha molfcula ten-

pa caracterfsticas mis linofilicas que ¢l ribonucléotido hordnimo.
Tabla YVTTT: [fecto del agrerado de CTP sobre la incorporacién de (3ll)—dCTP

a) [I’fecto sobre micleos:

Arregados Radioactividad en fase orgdnica
com %

Nada 2.683 100,0

dCTP 0.03 umoles 268 9.9

AdCTP 0,3 urioles 115 4.0

CTP 0,03 unoles 36,0 12.7

CTP 0.2 unoles 130 4.5

b) Efecto sobre membranas:

Apregados Radioactividad en fase orpénica
cpm %

Nada 3.5L8 100.0

dCTP 0.03 umoles 4LG7 13.5

dCTP 0.3 umoles 170 L.7

CTP 0,03 umoles 25 22.9

CTP 0.3 umoles 357 9.9

Se partidé de 200 x 10° células + PHA. Se centrifugaron y resuspendicron en 2 ml
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de buffer hipoténico. Deapués de 20 ninutos a 0° C se centrifugd a 000 x ¢,

se resuspendié en 2 ul de buffer hipoténico, se rompieron las células con 40
rolpes de Dounce. Se¢ scembré sobre L ml de sacarosa U0 %, y se centrifupé como
se describe en hé&todos. Las fracciones as{ purificadas se resuspendieron en

2.7 ml de riezcla de incubacién conteniendo 1000 prioles de (3H)-dCTP (1000 cepn/f
prnole), y se usaron 270 ul/ensayo, con los agregados arriba mencionados. Se in-
cubd 30 minutos a 37° C, se precipitd con PCA y se extrajo como ya fue descrip=
to.
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IVv. Sintesis in vivo de Fosfatidil-dCilP

Los resultados obtenidos hasta aquf demuestran la sfntesis in vitro de fosfati-
dil-dCMP. J5in embaryo, para descartar la posibilidad de que la sfntesis de di-
cho compuesto se deba a una alteracién in vitro de la enzima responsable de la

sintesis del riboliponucleétido, era necesario también demostrar la sintesis in

vivo del deoxiliponucledtido.

a) Incorporacién de (3H)-dC a linfocitos obtenidos a distintos tiempos de

su estimulacién con PHA,

El experimento que se muestra en la [FFig. 19 se realizé con el objeto de estudiar
si la deoxicitidina (3H) (nucleésido precursor del deoxirribonucledsido trifos-
fato) se incorporaba in vivo a una fraccién extrafble por solventes orgénicos, y
si dicha incorporacién era modificada por el tiempo dc estimulacién por PHA,

Los resultados obtenidos demuestran incorporacién en fase orgdnica, pero no se
obscrvan variaciones en la incorporacién por efecto del mitdgeno. Esto dltino,

si bien parece contradecir los resultados obtenidos in vitro (hordoh y Iridlender,
1977), podria deberse a que in vivo el liponucledtido tenga un altfsimo turnover,
couo ya fue descripto por Raetz y Kennedy (1973) para los liponucleétidos de

citosina.

b) Cromatograf{a en placa delgada del compuesto obtenido in vivo en fase

orgénica incubando con (31)-dc.

Pn la Fig. 20 se muestra que el radiocromatograma del compuesto obtenido in vivo
e in vitro (usado como referencia), presentan en ambos casos un sélo pico que
tienen la misma movilidad cromatogrifica. Esto permite suponer "a priori" que

sc trata del mismo conipuesto.
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Horas de estimulacion con PHA
Incorporacién de (3H)-dC a linfocitos.

Incorporacion de CH)‘dC' (cpm. 10-3)

Ow

S5c centrifupgan en cada caso 2.5 x 107 células ¥y se resuspenden en 0.5 ml, de
L3 que contiene 10 % dc suero fetal. Se incuban con 2 uCi de (3H)-dC du-
rante 30 minutos a 37° C., Después de incubar se precipita con TCA 10 % y
se extraen la radioactividad incorporada a la fraccidn lipfdica o al preci-
pitado como ya fue descripto. (@) cpm incorporados en la fraccién lipfdi-
ca; (A) cpm incorporadas en el precipitado.
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Fig. 20, Cromatografia en placa delgada (Sflica G) del compuesto obtenido
in vitro (A) y del compuesto obtenido in vivo (B). Solvente: C13CH—metanol—
acético-1L,0 (50:25:7:3).

c) Efecto de la clorpromazina sobre la incorporacién de QII)—dC.

Como la incorporacién de (311)—dC en la fase orgdnica cra muy pequefia para poder
caractcrizar el compuesto sintetizado in vivo, se intentd utilizar compuestos que
nodificaran el metabolismo de los glicerolfpidos en diferentes tejidos. Como ya
fuc sencionado en la Introduceidn, hichell et al (1970) encontraron que, entre
otras drosras de caracteristicas anfifflicas, la clorpromazina estimula la sfinte-
sis de fosfolipidos de tipo acf{dico, probablemente inhibiendo la enzima fosfatf{-

dico-fosfohidrolasa.
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En la i"is. 21 se puede ver el efecto de dicha droga sobre la incorporacién de
(-')'!I)—rlC in vivo en linfocitos estinulados por PHA., Se representa allf un experi-
nento tipo seleccionado entre varios realizados en condiciones semejantes, y para
los cuales siempre se obtuvo un efecto miximo sobre la incorporacién de (311)—dC
para una concentracién de aproximadamente OO uii clorpromazina. Los resultados
obtenidos con esta droga son sunamente interesantes, ya que no sélo se iodifica
la biosfntesis de glicerolfpidos, sino que también la incorporaddn de (311)-dC al
DNA. Krishnaray y Taluar (1973) describieron que la clorpromazina inhibe la trans-
formacién bl4stica de los linfocitos estinulados por PlIA, a través dc¢ un mecanis-

mo por el cual se modifican los niveles intraceclulares de AMP cfclico.

\

\ 20

\ |

\
— \ -
™ \ D D
] \ i~ J o B
9 4L \ -16 cD — o
: ‘ 5 8

\ o
2 | ® £
vm 412 8— S
Q.
® 9 o @
- o o
5 | R
o O N> 3
(o] o —
2 8 4 . o:»
—o -
m ‘J-‘
(a ~o
.-

1 .
60 120 240

Clorpromazina (u M)

Fip. 21, curva dosis-respuesta de la clorpromazina sobrc la incorporacién

————i e o=



81

de (3ll)—dC.

BB Incorporacidn al precipitado de PCA (DNA)

@-@® Incorporacién en fase orgdnica.
Para cada concentracién de droga cnsayada, se centrifugaron 5 x 10© células y
sc resuspendieron en 0.5 ml de hEM conteniendo 10 % de suero fetal. Se incubd
con 2 uCi de (3H)-dC 30 minutos a 37° C. 3e extrajo y se conté como ya fue
deseripto.

d) Curva de tienpo para la incorporacién de (3KD—dC en presencia de clorpro—

mazina.

En la lig. 22 se observa que la incorporacién en fase orgénica, asf{ como en el
precipitado, ocurren con velocidad lineal hasta los 0O minutos, continuando con
velocidad decreciente hasta los 120 ninutos. [n ausencia de clorpromazina el au-j
mento de incorporacién de (Pli)-dC en fase orgdnica ocurre a muy baja velocidad,

probablenente debido a su altfsimo turnover, como ya fue comentado.
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Fie, 22. Curva de tiempo para la incorporacién de (3H)—dC en presencia de
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clornmirazina.

Para cada ensayo se usaron 10 x 10" células + PHA., se centrifugaron y resus-
pendieron en 0.5 ml de kM conteniendo 10 % de suero fetal. Se incubd con

2 uCi de (3H)—dC y 00 u.. clorpromazina durante los tiempos indicados a 37° C.
Se extrajo y contd como ya fue descripto,
B W incorporacién de (3I)-dC al precipitado en presencia de clorpromazina.
@@ Incorporacién de (’H)-dC en fase orginica en presencia de clorpromazina,
& Alncorporacién de (311)—dC en fase orgdnica en ausencia de clorpronazina.

e) [Lfecto de la clorpromazina sobre la incorporacién de413u)—dc cn diferen-

tes sistemas de células humanas.

Para estudiar si la incorporacién de (3H)—dC en fase orginica ocurre en otras cé-
lulas ademds de en linfocitos + PHA y si dicha incorporacién es también estimula-
da por la clorpromazina, se realizé cl experimento gue se muestra en ta Tabla

XIX donde fueron estudiadas diversas células dc origen linfoideo: linfocitos

en reposo, células de una leucemia prolinfocftica (linfocitos de la serie B), y
1fneas celulares HRIK y Raji "S" transformadas por virus dec Epstein-Barr.

Los resultados se observan en la tabla XIX,

Aunque las células HRIK y las leucémicas son mucho mis estimulables por clorpro-
nazina que los linfocitos no cstimulados y las células Raji, la incorporacién

en todas cllas de (3H)-dC en la fase orpdnica podrfa estar reflejando un mecanis-—
mo de biosfntesis de fosfolfpidos cue utilice a la deoxicitidina y/o citidina

como precursor de liponucledtidos intermediarios.

Tabla XIX: Lfecto de la clorpromazina sobre la incorporacién de (3H)—dC

en diferentes células humanas linfoideas.
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Células

Cpz cnil incorporadas
en fase orgdnica

¢ Estimulacién por
accidén de la drona

Linfocitns + PIA 207 100
30 uy 1076 o055
S0 Uy 2271 1580
Linfocitos - P'A - 120 100
30 ot aoe 120
00 ul: 353 204,
HRTK - 143 100
20 W 500 3L0
OO uki 1503 1113
Raii "s" - 125 100
30 uk 100 1/.0
00w 371 247
C&lulas leveénmicas - 150 100
(1evecemia prolinfoceftica) 00y, 4670 1071

Para cada expcrimento se usaron 107 células en 0.5 ml de LB conteniendo 10 % 5,
Fy 2 uCi (3i)-dC. Nespués de incubar 30 minutos a 37° C se extrajo la fase or-
rdnica y se contd . La clorpromazina estuvo presente durante todo el tiempo de
incubacién.

£) Tdentificacidn del compuesto obtenido in vivo en presencia de clorpro—

nazina.



84

i) Cromatorraffa en nlaca delpada.

1 compueato sintetizado in vivo en prescncia de clorpromazina fue comparado
cromatorriTicanents con el corpuesto obtenido in vitro,

5S¢ observa en la Fip. 23 que on el sistema cromatoprdfico utilizado ambos con-
pucstos co-cromatoprafian.

Cuando el compuesto sintetizado in vivo en presencia de la droga se corre en
Sflica Gel G pero utilizando un solvente mis fcido como ser cloroformo-metanol-
acético—”20 (15:2:9:1) corre ligeramente desplazado respecto al compuesto sinte-
tizado in vitro en ausencia de droga. Es un hecho conocido cue las drogas an-
fifflicas modifican elRf de los fosfolfpidos (Allan D, y Mitchell R., 1975;
Blaustein %, P., 1957; leinstein }. B., 1904) pero para confirmar el resultado
obtenido, se realizé el sipuiente control.

5S¢ usaron 2000 ¢pm/tubo cn dos tubos del compuesto sintetizado in vitro, se
llevaron a sequedad y se sonicaron en presencia de buffer llepes 50 mh pll 7.0,
siendo el volumen de incubacién de 0.3 ml. A uno de ellos se le ampregé clorpro-
mazina 00 . y se incubd 30 minutos a 37° C. Se extrajo con 3.7 ml dc metanol-
cloroforno (2:1) y se corrié cn el solvente anteriormente wuencionado. El radio—
cromatonrama de la I'ip, 24 muestra que efectivamente, en presencia de clorpro-
mazina se nodifica la nosicidn del pico de fosfatidil-dCLP obtenido in vitro.
Esta posicidn coincide con 1a del compuesto sintetizado in vivo en presencia

de la droga (¥ip. 2L B y C).
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Pig. 23. Cromatografia en placa delpada en Sflica Gel G del compuesto ob-
tenido in vitro (A) y del compuesto obtenido in vivo (B) en presencia de
clorpromazina. Solvente: Cl3CII—metanol-acético—HZO (50;25:7:3).
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Fig. 24. Cromatograffa en placa delgada en S{lica Gel G del compuesto

sintetizado in vitro,

A) Llevado a sequedad, sonicado en buffer Hepes 50 mM pH 7.8 y reex-
trafdo con Cloroformo-Metanol 1-2.

B) Idem pero en presencia de CPZ 60 uM.

C) Cromatograffa realizada en idénticas condiciones del compuesto sin-
tetizado in vivo en presencia de 60 uMCPZ.
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ii) Hidr6lisis alcalina del producto obtenido marcando con (;AQ)ﬁJiCP"

rol, (3H):dc y clorpromazina,

Con el objeto de caracterizar la molécula obtenida en las condiciones ya mencio-
nadas, se incubd in vivo en prescncia de (lAC)gliccrol, (311)-dC y clorpromazina
como estd descripto en .étodos. Después de incubar y extraer el compuesto lip{-
dico se corrié la muestra en Cl,CH-eOll-acético-1y0 (50:25:7:3) v el nico que
co—-cromatorrafié eon el comhucsto sintetizado in vitro, fue cluido y sometido

a una hidrdlisis alcalina con KOH 0.3 N durante 20 horas. 35e llevd a neutrali-
dad con nercldérico, se scmbrd en panel Whatman 1 y se corrié en acetato de amo-
nio—etanol (G00:;1500) como solvente. Se usaron dCMP y o -plicerol-P como stan—
dards. Los resultados de la i'ig. 25 demuestran la formacidn de dos picos de

radioactividad que coinciden con los standards no radioactivos usados.
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rifg. 25, Radiocromatograna dc los productos de la hidrélisis alecalina del
conpuesto obtenido in vivo con (lLC)glicerol y (3H)—dC.

J.a corrida fue realizada en papel Whatman 1 con acetato de amonio-etanol
(1:00:1500) como solvente. Standards internos; dCHMP (revelado con l4mpara
UV .ineralite) y o-glicerofosfato (revelado con reactivo de Burrows).



V. Posible rol del fosfatidil-dCMP cono intermediario en la sfntesis de fog—

fatidil-inosiji.tol

En mamfferos, el CDP-diglicérido c¢s el intermediario activado conocido del
dcido fosfatfdico, a partir del cual se sintetizan fosfatidil-inositol (PI),
foafatidilplicerol y difosfatidilglicerol.

5i los linfocitos son capaces de sintetizar fosfatidil-dCMP a partir de deoxi-
citidina (in vivo) o de dCTP (in vitro), es muy probable que dicho compuesto
sirva también como intermediario en la sfntesis de PI. En la Tabla XX se pue-
de observar el efecto del agregado de inositol en distintas condiciones de in-
cubacidén de linfocitos humanos. De esta tabla se pucde conclufr: i) el ino-
sitol inhibe mucho mis cuando se ensaya in vitro que cuando se ensaya in vivo,
ii) el agregadp de 4cido fosfatidico exégeno también estimula la incorporacién
de (}i1)-dc, iii) cstos resultados conducen a formular la pregunta de cufl es
el rol del inositol en este experimento ya que los mismos pueden indicar un efeo-
to inhibitorio sobre la enzima que sintetiza ¢l fosfatidil-dQiP o una utiliza-

cién incrementada de dicho producto para dar PI.

Tabla XX: Sfntesis de fosfatidil-dQiP y efecto del inositol en diferentes

condiciones experimentales.
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Condiciones cpm fase org. % inhibicién

Exp. 1: Nicleos y "ucmbranas plasudticas"
de linfocitos estimulados (+ PHA)

Control 5.779
+ Ac., fosfatfdico (GO ui) 0.846 (100 %)
+ Ac. fosfatfdico + inositol (10 ri:) 600 03.0

ixp. 2: Linfocitos perueabilizados (+ PHA)

Control 2.806

+ CPZ (00 ui) 5.90G (100 %)

+ CPZ (GO uin) + inositol (10 mi.) 1.167 50.2
Exp. 33 Linfocitos permeabilizados (- PHA)

Control 1.366

+ CPZ (0 u..) 3.377 (100 %)

+ CPZ (GO w.) + inositol (10 ) 1.075 od.1
li..:.é: Linfocitos + PHA "in vivo"

Control 752

+ Ac. fosfatfdico (60 uhi) 2.220 (100 %)

+ Ac. fosfatfdico + inositol (10 ul.) 1.544 30.4

+ CPz (GO uh) 7.370 (100 %)

+ CPz (G0 uh) + inositol (10 i) 5,822 21.0

Ixperimento 1: Se centrifugaron 100 x 106 células + PHA que se resuspendieron
en 1 ml de buffer hipoténico. Después de dejar 20 minutos en frfo se homogenei-
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2z con €O wolpes de Younce,  Se usarou 100Ul de este homozenato para cada ensa-
yo, cfectuado por duplicado.  5e centrifusd a 000 x g durante 10 minutos. ‘se
resiesnendid en la nezela de incubaeién a 27° C durante 30 winutos cn prescncia
de 3.3 uh (3H)-dCTF (A3 3000 epu/prol).

Eﬁﬁﬁfiﬂgﬂig_%‘ Se usaron 10 x 109 células + PlIA por ensayo. Se centrifugaron
y resuspendieron en 300 ul de mezcla de incubaciédn durante 30 minutos a 37° C
en presencia de 3.3 u. (31)-dCTP (A.L: 3000 cpm/pniol).

Exnerimento 3:  5E usaron 10 x 10° células - PHA por ensayo. Se centrifugaron
y resusnendieron en 300 ul de la mezcla de incubacidn durante 30 minutos a 37°
C en vresencia de 3.3 uw.: de (3H)—dCTP (A.E: 3000 cpm/pmol).

ﬁigﬁfiﬂﬁﬁtg.é’ Se centrifuraron 10 x 10" células + PIIA y se resuspendieron en
0.5 wl de “EM conteniendo 10 % de sucro fetal y 2 uCi de (J)-dC. se incubd
30 ninutos a 37° C. [l 4cido fosfatf{dico se obtuvo en solucién acuosa por so-—

nicacién cono ya fue descripto.

In todos los casos se precipité con MCA y se extrajo con cloroformo-netanol-
ClH- 0,01 N.

a) Electo del tratamiento con fousfolinasa C.

11 sisfuiente cxnerinento fue ciectuado con el objeto de confirmar el resultacdo
estimulatorio del Adcido fosfatidico sobre la incorporacién de (BH)—dC. Para
vado por i itchell (1075), incrementa la concentracidén del 4cido fosfatidico
cclular, Nichos autores utilizaron concentraciones no lfticas de dicha enzina
en eritrocitos humanos o linfocitos de cerdo y demostraron que s¢ produce acu-
mulacidn de 1-2 diacils;licerol cue en presencia de ATP es fosforilado por una
quinasa de membrana para sintctizar 4dcido fosfatfdico. Mitchell (1975) postuld
ademds cuce el Pl es derradado en la célula por una fosfolipasa de tipo C para

dar precisanente 1-2 diacilglicerol,

Tabla X¥T: FEfecto del tratamiento de linfocitos + PlIA con fosfolipasa C
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Tratamiento  Precursor Fosfolipasa C cpm fase cpri Y
radioactivo organica precipitado
"in vivo® (3H)-dc 4.728 100 42,370 100
2 ug 9.336 197 59.212 139.7
"in vitro®  (3n)-dcTP 10.045 100 2.197 100
2 ug 21.450 213 3.0066 139.0

I’n cada exnerimento fueron utilizados 25 x 10° células. Tratamiento "in vivo's

se resuspendieron en 1.5 ml de L., Tratamiento "in vitro";

se resuspendieron

en 1.5 ml de medio de permeabilizacién. Se incubd durante 20 minutos a 37° C,
Se controld la viabilidad de las células tratadas con fosfolipasa C mcdiante
azul Tripan, siendo el resultado obtenido similar a los controles. La radioac-
tividad en fase orp&nica y precipitado se conté coro ya ha sido descripto.

Los resultados obtenidos verifican la hipétesis mencionada anteriormente. Tan-—

to in vivo como in vitro la estinulacidn producida por la fosfolipasa C cs del

rnismo orden. Es intcresante destacar que dicho tratamiento tawbién incrementa

la incormoracién al DNA (precipitado), siendo una probable explicacién el hecho

de cue por la aceciédn de dicha enzima s¢ escinden fosfolipidos celulares, produ-

ciéndose asf{ una disminucién de carpas ncgativas debidas al fésforo dc los fos-

foli{pidos cue sc encuentran sobre la superficie celular.

De esta manera se

facilitarfa la entrada de precursores conio el dCTP a través de la membrana

plasmitica.

L) Utilizacidn dc¢l fosfatidil-d(i.P sintetizado in vitro.

Para resolver la hipdtesis plantcada anteriormente respecto a la accién del
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inositol arrceado durante la reaccidn (Tabla XX) sc 1ealizéd el experimcento yue
se nuestra en la iFir. 20. In ella se puede observar ¢ue una vez alcanzado el
plateau de la formacidn de fosfatidil-dChP a partir de (3H)-dCTP, el agregado
de inositol disminuve drdsticamente la cantidad de fosfatidil—dCnI’, probable-

nente por sfntesis de fosfatidil-inositol.
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dig, 25, Utilizacidn del F-dC.:P sintetizado in vitro.

Para cada ensayo se utilizaron 3 x 10° linfocitos + PHA. Se centrifugaron
y se resuspenderon en la nezcla de incubacidn como estd descripto en hLéto-
dos, salvo cue en este caso la actividad especf{fica usada del (3H)—dCTP fue
150 enm/puol. TFn el tiemno indicado en la figura se apgresd inositol 10 i,

nespués de incubar, se extrajo la fase orgdnica como ya fue descripto y se
conté.
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c) #studio de la relacidn fosfatidil-dCMP/PI obtcnida in vitro e in vivo.

Para estudiar céumo se distribufa 1a radiosctividad de (]"C)f{licoml en fosfati-
dil-d(2iP v PT abtcnida en dos condiciones djferentes (incubacidn in vivo con
(”’C)fflicrem] sepuida de incitacién en medio de nenicabilizaciédn con (:‘ll)dCPP
o incubacidn totalrmente in vivo con (''cYrlicerol y (3H)-dC m&s clorpromazina
(i ), sc nprocedid a croratorrafiar los extractos lipf{dicos obtenidos en las
condiciones arriba indicadas en 3ilica Gel G usando Cl3ClI—metanol—acético—!{20
(15:2:0:1) co..0 s0lvente. Se elipié este solvente porque ensayos previos de-
mostraron cue separaba nuy bicn fosfatidil-dC P de PT (Fis., 27 (A) y (B).

Las relaciones obtenidas de las i#is. 27 (A) y (B) se muestran en la Tabla XXII.

Tabla ¥TT: lelacién (M4¢)fosfatidil-acupr/(1hc)fosfatidil inositol, ob-

tenidas por inecubaciédn in vitro e in vivo.

Sondicién (o) rdeap/(Lee)er
Tn vitro 0.5
Tn vive (+ arz) O.ine

Istos resultadns fueron ohtcnidos a partir de los datos presentados cn la lig.

27 (M) y (B).

Lstos resultados ruestran 1a acurulacidn de (11‘(})["—6(}.‘.1’ respecto a (IIIC)PI en
cl experiniento recalizado in vitro respecto al sintetizado in vivo, probablenen~
te morque en el priner caso el inesitol rnresente en la célula permeabilizada
resultéd liritante nmara la sfntesis de PT.

lixisten en 1a literatrra datos contraclictorios sobre el efecto dec la clorproua-
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zina on la sfntesis de PT, ya aue Freinkel ct al (1975), encontraron que la clor-
promazina inhibe la sintesis de PT a partir del CDP-diglicérido y distinuye ademds
su velocidad de catabolisuwo, mientras que Allan y hichell (1975) derostraron

cue dicha droga estirnula la sfntesis de PI en linfocitos de cerdo.

Cono la relacidn de la TablaXXTI para cl compuesto in vivo fue obtenida en pre-
sencia de clorpromazina, y dados los resultados contradictorios anteriormente
mencionados, s¢ incubaron linfocitos + PHA en presencia de (lAC)ﬁlicerol y (3H)-
dC con y sin arrcegado de clorpromazina. $i bien en condiciones fisiolégicas
(ausencia de clorpromazina) el steady-state del fosfatidil-dCMP presenta niveles
sumanente bajas, ¢s posible observar en cl cromatograma de la [Fig. 28 (A) un pe-
quefio nico rue corre en la misma posicidén cque el fosfatiil—dCMP in vitro. Las

reclacioncs entre fosfatidil-dCiiP y PI en ambas condiciones se muestran en la ta-

bla XXIIT.

Tabla XX(IT: Relacidn fosfatidil-dCiiP/fosfatidil inositol, obtenidas por incu-—

bacién in vivo en ausencia y presencia de clorpromazina.

Condicién () r-acup/(Mhc)pr
In vivo (- CP2) 0.22
In vivo (+ CP;) 0.57

Estos resultados. fueron obtenidos a partir de los datos dec la Fip. 20 (A) y

(3).

iistos resultados suricren cue la clorpromazina inhibe la transforuacién de fos-

fatidil-dCG.P en I,
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d) Lfecto de la preincubacidn con fcido araquiddnico sobre la sfntecsis de

fosfatidil-dG..P.

En estudios recientemente publicados (Baz&n et al, 1977), se enfatiza el hecho
de que en cerebro ¢ hfgado bovino, asf como en hfgado de rata, cuando se estu-
dia la composicién cn 4cidos grasos de los CDP-diglicéridos, se encuentra que
el cstearato y cl araquidonato son los 4cidos grasos saturados y no saturados
mis importantes. »»ds aln, parece ser importante para la célula que el araqui-
ddnico ocupe la posicidn 2 en la molécula del fosfoglicérido. Se ha encontrado
adem4s que cl liponucledtido tiene mayor contenido en acido araquidénico que
su precursor, el 4cido fosfatfdico, y que adem{s este contenido se asemeja al
perfil de 4cidos grasos del fosfatidil inositol. Thompson y hic Donald (1975)
proponen varias hipdtesis para este hecho, siendo una de ellas que la enzima
CTP-dcido fosfatfdico citidil-transferasa es selectiva para las especies de
fosfat{dico que contienen araquidénico. Resch (1976) presenta evidencias de
que cuando se incrementa el turnover de los fosfolfpidos de los linfocitos de-
bido a la activacién por mitégenos se produce un alto grado de insaturacién en
las membranas de los mismos debido a la alta afinidad de la enzima acyl-CoA
acyltransferasa por 4cidos grasos poliinsaturados. Se postula, ademis que
debido a este hecho se produce un aumento en la fluidez de la membrana de los
linfocitos activados. Lsto dltimo podrfa estar relacionado con nocién existen-
te de que la fluidez de la membrana plasmitica estd involucrada en el control
del crecimiento de las células de mamiferos (Barnett et al , 1974). Estos re-
sultados condujeron a la realizacién del experimento que se muestra en la

Fig. 20, Allf es posible ver el efecto estimulatorio que sobre la incorpora-
cién de (3H)—dC tiene la preincubacidén de los linfocitos con dcido araquidéni-
co. [Esto se deberfa al hecho de que las nuevas especies moleculares sinteti-
zadas son mds ricas en araquidénico y de esta manera, son mejores sustratos de

la enzima nencionada nds arriba. Para confirmar que realmente el 4icido ara-
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cuidbnico es incorporado a la nolécula de fosfatidil-dG.P y no cue actda coro
siunle activador de la enzima, se realizé un experimento en condiciones simila-
res, pero preincubando con (lhc)araquiddnico. £l resultado se observa en el
cromatograma de la l'iz. 30. Es evidente de alli ¢ue el araquiddnico fuc in-
corporado a la molécula del gligerolfpido, confirmando la hipStesis arriba sen-
cionada. También es posible observar un pico que en el sistema usado corrié
con el standard interno de PTj el 4cido araquidénico serfa as{ incorporado al

fosfatidi l-dCiil y al fosfatidil-inositol.

Incorporacion de ( *H)-dC- lcpmi0”)

ug. Ac. Araquiddnico

ripg, 29, lifecto de la preincubacién con 4cido aracquidénico sobre la in-
corporacidén de (3H)—dC. )

Se preincuban en cada caso 10 x 10" linfocitos + PIIA en 0.5 ml de hi, 10 %
suero fetal, durante 0O minutos a 37° C con dcido araquidénico en las can-
tidades aue se :mestran en la figura. Después de incubar, se centrifugan
las células, se resuspenden en cl mismo volumen de la preincubacidn, y sec
les agrera 2 uCi de (3H)—dc. Se incuba OO0 minutos a 37° C, y se cxtrae

1a fasc orednica como ya fue descripto.
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DISTANCIA AL ORIGEN (cm)

Fie, 30, iéfecto de la preincubacidn con (u‘C)araquidénico.
;r[;;(:;ncnbamn 10 x 106 células en 0.5 ml de MENM conteniendo 10 % de suero
fetal, en vresencia de 4.20 ue de (1AC)araquidénico (0.1G uC/up), durante
00 minutos a 37° C. Después de preincubar, las células fueron lavadas, re-
suspendidas en igual volumen de i, e incubadas con 2 u(Ci de (-BH)—dC duran-
te U0 minutos a 37° C. Se extrajeron los lipidos precipitables con TCA
cormo se indica en  dtodos. e cromatoprafid el extracto lipfdico en Sfli-
ca Gel { en cloroforio—actanol-4cido acético-1[20 (15:2g9:1). Se cortd en
tiras de 0.5 ca, se colocaron en viales en presencia de tolueno—omnifldor

y se¢ conté en un Packard con setting para doble isétopo.
(= cpr de (311): Mc4Acpa de (llfC).

e) ifceto de la 1- B -D-arabinofuranosil-citosina (Ara-C).
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1l Ara-C es el 2 pllO anflopo de la decoxicitidina, habiéndose demostrado gue arec-

ta 1a sfntesis de NDNA nero no la de B\ en distintos tejidos. El hecho de scr
un potente inhibidor en la biosintesis de macromoléculas ha conducido a gue se
la emplec en el tratamiento de diversas necoplasias humanas. Si bien cs cierto

que el estudio sobre dicha drora comenzé hace ya una década su mecanismo de ac-
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cién todavfa no se comprende clarancnte,

Las quinasas intracelulares convierten al Ara-C en &' nucleétidos, y se conside-
ra cue de estos derivados la arabinosilcitosina trifosfato (Ara-CTP) cs la for-
ma activa de la droga (Chu et al, 190C; Kessel et al, 190Q). Existen dos hips-
tesis alternativas para el efecto inhibitorio de la sifntesis de DNA: en el
primer modelo el Ara-CTP actda como inhibidor competitivo del dCTP durante la
elongacidn de las cadenas de DNA (Graham and Whitmore, 1970; Rama-Reddy el al,
1971). En el sepundo modelo ¢l Ara-CTP sc incorpora a la cadena en crecimien-
to de DNA, donde impide la elonpacién posterior de la cadena, catalizada por

la polimerasa (Kormberg, 1074). liecientenente tridland (1977, a y b) propone
cue la dropa inhibe en forma preferencial la iniciacién de unidades de replica-
cién del NNA., No obstante cstos resultados, existen discrepancias entre la
concentracién de Ara-CTP necesaria para inhibir la actividad de NDNA polinerasa
y la concentracién iiucho menor gue se recuiere para detener la sfntesis de DNA,
listo dltimo podrfa indicar (ue la droga interficre no sélo en los sitios indi-
cados sino en otro u otros procesos todavfa no bien determinados. [sta dltima
observacidn asf coino el hcecho de que el dCTP cs sustrato de la rcaccidén de sin-
tesis del fosfatidil-dCHP condujeron a estudiar su posible efecto sobre la sin-
tesis del liponucledtido nencionado. In la I'iyr, 31 sc dewmuestra el efcecto in-
hibitorio del Ara-C sobre la incorporacién de (3H)~dC a linfocitos estimulados.
La uiximp inhibicidn de la droga se observa a los 15 minutos de agregada, tiempo
durantce el cunl se consumiéd el producto sintetizado durante los primeros 15
ninutos. A los 30 minutos de incubacién en presencia de Ara-C pareciera que

el sistema se va rccunerando parcialmente de la inhibicidn producida por la
droga, probablemente por transformacién parcial del Ara-GCiP en Ara-UMP por ac-
cién de la enzima deoxicitidina deaminasa presente en alta actividad en las
células de orifgen linfoideo.

La gran inhibicién observada se deberfa a que el Ara-CTP compite con el dCTP

por ¢l 4cido fosfatfdico, con posterior formacién de fosfatidil-Ara-CMP. Este
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efecto observado cs sumanente intercsante ya cue Raetz et al (197G) demuestran
cue s8lo un 30 % del Ara-CDP-DL-dinalmitina de oripgen sintético pucde ser sus-
trato para la cnzima fosfatidil-inositol sintctasa en microsomas de higrado de
rata y oue no puede ser convertido a fosfatidil-glicerofosfato por mitocon-
drias de hirado de rata o a fosfatidil-serina por extractos de Escherichia
coli. [stos resultados previos permniten sugerir un nuevo mecanismo de accidn
dc esta dropa antincopldsica. Dicho wecanismo iwplicarfa la inhibicién par-

cial de la biosfntesis de fosfolfpidos celulares.

_320
-2

- (cprn.lO

o/.

HC

Ara

N
Incorporacion de(3H
? o)

\

Tiempo (minu t.os)

Pig, 31. Efecto del Ara-C sobre la incorporacidn de (31)-dC a linfocitos
+ PHA,

Para cada ensayo sc usan 107 células + PIA resuspendidas en 0.5 ml de MI
contenicndo 10 % de suero fetal., Se incubd con 2 uCi de (3H)—dC. Al
tiemro indicado se agrer$ 25 ua de Ara-C. Se precipitdéd con PCA y sc¢ ex-



104

trajo cono ya fue descripto.
@-@cr» incorporadas a fase orrdnica en ausencia de Ara-C;
O-Oepin incorporadas a fase orgsdnica en presencia de Ara-C.



105

DISCUSION

El estudio de la biosfntesis y regulaeién del liponucledtido CDP-diglicérido
(fosfatidil-CMP) como forma activada del £cido fosfat{dico data de bastante
tiempo atrés, habiéndose obtenido evidencias de que en eucariotes serfa al
precursor de los fosfolfpidos fosfatidil-inositol, fosfatidil-glicerol y car
diolipina (Thompson, 1973). A pesar de que las reacciones que estarfan invo-
lucradas en su sintesis, y que fueron descriptas en la Introducoién de esta
Tesis, fueron propuestas hace ya dos décadas (Agranoff et al, 1958; Paulus y
Kennedy, 1960), el liponucleStido hasido aislado sSlo recientemente a partir
de sistemas biolSgicos. Hauser y Eichberg en 1975, mediante el uso de precur
sores radiocactivos, hallaron formacidn de CDP-diglicérido en gléndula pineal
y Thompson y Mc Donald (1976), mediante el uso de procedimientos de extracoidn
en gran escala, aislaron dicho coapuesto a partir de hfgado y cerebro bovino.
Estos trabajos permitierondemostrar la existencia in vivo de eate ocompuesto.
Raetz y Kennedy (1973) y Thompason y Mc Donald (1976) proponen en bacterias y
en oélulas de mamiferos respectivamente, que la oconcentracién intracelular
del compuesto es sumamente baja, representando alrededor del 1-5% de la con-
centracién del £cido foafatfdico.

Dichos compuestos constituirfan de esta manera la etapa limitante de la velo
cidad en los proossos biocsintétiocos involuorados.

Es interesante destacar, que en bacterias, donde los liponucledtidos de ociti-
dina actfan como precursores de todos los fosfolfpidos (Ambron y Pieringer,
1973), el pool de dichos nucledtidos consiste en cantidades aproximadamente
equimoleculares de CDP-diglicérido y dCDP-diglicérido (Raetz y Kemnedy, 1973).
No obstante los resultados anteriormente mencionados en bacterias, no se habia
informado previamente sobre la presencia in vivo de dCDP-diglioérido (fo.fat.i_
dil-dOMP) en eucariotes. Los resultados expuestos en eata Tesis constituyen

la primera evidencia de su presencia in vivo.
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Esta conclusién fue obtenida a partir de los experimentos realizados in vitro
e in vivo y presentados en la seccién de Resultados y que serfn discutidos a

continuacién en forma suocesiva.

1) Si{ntesis de fosfatidil-dCMP in vitro utilizando linfocitos

permeabilizados.

Los resultados obtenidos previamente por Mordoh y Fridlender (1977) y amplia-
dos en esta Tesis, permitieron demostrar que el (33) dCTP se incorporaba mfs
eficientemente que los otros dNTP, en células permeabilizadas (Tabla IV,

Fig. 6). Se sugirié que este comportamiento diferencial serfa debido a que el
(3H) dCTP actuaria como precursor del DNA pero fundamentalmente de un compues
to soluble en solventes orgénicos (Tabla VI). La sf{ntesis de este compuesto

se inoresenta cuando los linfocitos son desplazados del estado de reposo al de
divisién celular (Tabla V).

La naturaleza lipfdica del compuesto formado a partir del (38) dCTP fue demos
trada en forma inequivooa por su comportamiento oromatogrifioco en distintos
solventes (Fig. 7). Para determinar su naturaleza quimica se utilizaron din!
s0s procedimientos analfticos que incluyeron safonificaciém, tratamiento ocon
fosfolipasas C y D, hidrélisis alcalina y tratamiento ocon nucleétido—pirofog
fatasa. El anflisis de los resultados obtenidos (Tablas X-XIII, Figs. 8-12),
demuestran que la molécula contiene un residuo de (3H) dOMP unido a la poreién
lipfdica por una unién pirofosfato. Con el propésito de analizar la composicién
de la porcién 1lipfdica se incubaron los linfocitos in vivo con (14c) glicerol
previamente a la marcacién in vitro con (33) dCTP. De esta manera se obtuvo un
compuesto doblemente marcado (Fig. 13, Tabla XIV), cuya hidrélisis alcalina con
dujo a la formacién de (33) dONP y (”‘c) glicerol-P (Figs. 14 y 15).
Generaluente se observs como resultado de la hidrélisis alcalina la formaciém
de un producto intermedio, identificado tentativamente oomo dCDP-glicerol (Fig.

15).



107

Estos resultados permiten conclufr que el compussto sintetizado in vitro es
el fosfatidil-dCMP, ouya estructura se muestra en el esquema.

Con el propdsito de lograr mfs informacién sobre las caracoterfsticas fisio-
16gicas del foafatidil-dCMP, se realizaron experimentos para determinar la
distribucién subcelular del compuesto sintetizado in vitro en linfocitos per
meabilizados a partir de (3n) dCTP (Tabla XV). Se concluy$ que la méxima in-
corporacién estaba localizada en la fraccién mis pesada (600 g), Cuando se
estudié la incorporacién de (33) dCTP en fosfatidil-d(MP pero utilizando mo
ya linfocitos permeabilizados sino la fraccién subcelular de 600 g, se hallé
que dicha sintesis es inhibida por Triton X-100, ain a bajas concentraciones
(Fig. 16).

Este comportamiento es parecido a lo que sucede ocon la enzima microsomal de
corteza cerebral de conejo. (Thompson, 1977), mientras que cuando se analiza
la enzima mitocondrial, se observa que ésta no es afectada por la concentra-
cién de detergente ensayada. Por otra parte se ha demostrado (Mc Caman y
Finnerty, 1968) que algunas formas bacterianas de CIP-fosfatf{dico-citidil-
transferasa requieren para su actividad la presencia de detergentes no iéni-
coa. Seria posible entonces que la sfintesis de CDP diglicérido mitocondrial
sea efectuado por una enzima de tipo procaridtico, distinta de la enzima del
retfoulo endoplésmico.

El agregado de £cido fosfat{dico exégenoc estimuld la sintesis (Fig. 17) ob-
servindose mfximo efecto con aproximadamente 60-100 uM de &cido fosfatfdioco.
Las concentraciones més altas fueron progresivamente inhibitorias debido pro
bablemente a la presencia de un precipitado formado por fcido fosfatfdico e
iones Mg.

La purificacién por gradiente de sacerosa de la fraccién de 600 g (Fig. 18)
mostré que a partir de ella se pueden obtener dos fracciones; a) una fraccién
llamada "ndcleos” y b) una fraccién denominada “membranas®.

(3

La naturaleza del compuesto orgénico sintetizado a partir de H) dCTP parece

ser el mismo ya sea aislada a partir de linfocitos entero, "nicleos® o “men-
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branas® (Fig. 18).

Cabe mencionar que si bien em cierto que la denominacién propuesta como "ndcleoa™
y "membranas" es parcialmente arbitraria ya que la pureza de la fraccién nuclear
sblo fue verificada por el microscopio Sptico y no fueron determinadas enzimas
marcadoras de las fracciones mencionadas, los resultados obtenidos posteriorne.x_:
te apoyarfan esta nomenclatura. Por otra parte, adn para el CDP diglicérido,cu-
ya sintesis ha gido exhaustivamente estudiada desde hace ya bastante tiempo,hay
publicaciones contradictorias en lo que respecta al sitio subcelular de cfnts
sis. En plantas, la CDP diglicérido sintetasa estf logalizada en el retfculo
endoplésmico y en la membrana mitocondrial (Doule et al, 1972). En corazén bo
vino e hfgado de rata su localizacién es preferentemente mitocondrial (Vorbedk
y Martin, 1970); en cambio en hfgado de cobayo (Carter y Keannedy, 1966) e hf-
gado de rata (Van Golde et al, 197.), se encontrarfa en el retfculo endoplfs-
mico, mds adn, Thompson (1975) la hallé localizada en el nicleo de neuronas de
cone jo.

Por otra parte, es necesario tener en cuenta que los ensayos de actividad de
esta enzima pueden ser diffciles de interpretar, en primer lugar debido a los
niveles endSgenos de &cido fosfatfdico, inositol, nucledsidos trifosfatos y
enzimas que degraden al producto, Yy en segundo lugar, debido al estado ffsico
del sistema de ensayo, siendo un ejemplo la concentracién variable de lipoprg
tefinas (Dawson 1966, Thowpeom, 1975).

Todas estas variables podrian explicar las distintas localizaciones enzimfti-
cas propuestas para los diferentes tejidos ensayados,

Sin embargo, es también posible que exista verdadera diferencia entre las dis
tintas especies en la localizaciém de por lo menos alguna de las enzimas del
metabolismo de los fosfolfpidos.

Los regultados de las Tablas XVII y XVIII sugerirfan ademfs, que la enzima

(o enzimas) es capaz de utilizar también al CTP como precursor pero que en
linfocitos estimulados por PHA se encontraria aumentada la afinidad por el
deoxiderivado.



1I) Sintesis in vivo de fosfatidil-dCMP

La demostracién de la sintesis in vitro del fosfatidil-dCNP no permitfa inferr
que dicha reaccién tuviera lugar también in vivo. En efecto, era posible que
las condiciones de permeabilizacién de las células al producir notables defos
maciones estructurales en las mismas (FotosAyB), "relajaran" de alguna manera
la especificidad de la enzima CTP-fosfatfdico-cl:tidiltransferasa permitiendo
también la utilizaocién del dCTP.

Cualquier especulacién entonces sobre el rol fisiolégico del fosfatidil-dONP
debfa previamente contar ocon la demostracién de su formacién in vivo,

Los primeros experimentos realizados in vivo utilizando el nucledsido (33)-dc
como precursor no fueron demasiado concluyentes, ya que si bien se demostrd
que nuevamente se formaban dos productos, la radiocactividad incorporada y ex-
trafble por solventes orgénicos, si bien detectable, era muy pequefla (Fig.19).
El anélisis cromatogrifico del producto lipfdico (Fig. 20) revelé similitud

entre los productos sintetizados in vivo e in vitro. Es interesante comparar

las incorporaciones obtenidas en el precipitado (DNA) y en la fraccién soluble
en cloroformo-metanol (fosfatidil-dOMP)cuando el experimanto se realiza in vi-
tro, con células permeabilizadas y (3H) dCTP como precursor, o in vivo con li.:_u
focitos intactos y(zH)dCcono precursor (Fig. 6 y 19). En el primer caso, la
formacién de fosfatidil-dQMP es mucho mayor que la de DNA, mientras que in vivo
dicha relacién se invierte.

En el curso de intentos realizados para modificar el metaboliamo fosfolfpidos
de la célula, se hallé que el agregado de clorpomazina (CPZ) incrementaba no-
tablemente la incorporacién de (38).dc en un producto extrafble por solventes
orgénicos (Fig. 21). Este efecto fue observado no sélo en linfooitos estimula
dos por PHA (linfocitos T) y en reposo, sino también en linfocitos de la serie
B transformados por virus de Epstein-Barr (1fneas HRIK y Raji “S") y de una

leucemia prolinfocitica. Estos resultados ofrecen conaiderable interds, ya que
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la droga ensayada tiene uso terapéutico, habiefidose demostrado que en los pach.l.
tes tratados largo tiempo oon la misma, se produce fosfolipidosis (Brindley et
al, 1975).

El compuesto sintetizado en presencia de CPZ utilizando (u‘c). glicerol y (3H)
dC como precursores radiocactivos dio lugar a un compuesto con doble marca de
(ILC) y (33). La hidrélisis alcalina de este compuesto arrojé como productos
(MC) glicerol-P y (3H) dOMP, (Fig. 25) en forma similar a lo ocurrido com el
compuesto sintetizado in vitro. En base a esta gyidenda ©s posible afirmar que
el producto obtenido in vivo en presencia de CPZ es también fosfatidil-dQiP,
si bien es cierto que el contenido de £cido grasos puede ser diferente.

Con respecto a la observacién realizada de que la sfintesis in vitro de fosfa-
tidil-dOMP es mucho mis importante que la sintesis in vivo al final de este
trabajo se propone una posible explicacién.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren fuertemente que el fosfati-
dil-dCMP actuaria como un intermediario en la sintesis de fosfatidil-inositol
(P1). Los datos mostrados en la Tabla XX demuestran que la presencia de inosi
tol modifica la incorporacién de (3!{) dCTP o (3H)1c d®diferente manera. La inhi
bicién obtenida in vitro en diversas condiciones oscilé entre el 80 y 94%,
mientras que in vivo sdlo fue del 20-30%. La utilizacién del fosfatidil-dO¥P
sintetizado in vitro es demostrada en la Fig. 26, observidndose gue el agregado
de inositol desplaza la radioactividad incorporada en el foafatidil-dOMP por
probable formacién de PI, ya que cuando se marca con (IAC) glicerd in vivo e
in vitro aparece (MC)-PI. Los resultados expuestos en la Tabla XXII demues-
tran que la relacién (MC) fosfatidil dC.MP/(th)—PI es mayor in vitro que in
Yvivo en presencia de CPZ; cuando el experimento in vivo se realiza en susen-
cia de CPZ, dicha relacién es menor (Tabla XXIII).

En la Fig. 32 se propone una hipétesis que explicaria los resultados obteni-
dos.

In vitro el dCTP reaccionaria con el icido fosfatf{dico para formarfosfatidil-

d QMP. Para dar lugar a la formacién de PI se requiere inositol, pero la con-
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centracién intracelular del mismo estarfa sumamente disminufda por efecto de
la permeabilizacién. Estos fenémenos conducirian a la acumsulacién de fosfati
dil-dCMP,

In vivo, por el oontrario, el fosfatidil-dQIP formado a partir de la (31!) dac
reaccionaria répidamente con el inositol libre intracelular dando origen al
PI. El fosfatidil-dOMP serfa as{ velozmente consumido in vivo explicando los

bajos niveles detectados.
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SINTESIS DE FOSFATIDIL- dCMP EN LINFOCITOS HUMANOS
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Fig. 2. “Sintesis in vivo e in vitro de Fosfatidil-dCMP"
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Los resultados obtenidos por incubacién in vivo o in vitro ocon Fosfolipasa C

ofrecen considerable interés. Las foasfolipasas son enzimas hidrolfticas sapa
oes de romper en sitios espec{ficos moléculas de fosfolfpidos. Los datos ob-
tenidos aportarfan evidenocia respecto a la posible ubicacién en la membrana
Plasmitica del fosfatidil-dQMP ya que la estimulacién en la incorporacién ob
servada in vivo (Tabla XXI) no se deberfa por ejemplo al transporte aumenta-
do de nucledsidos, ya que el miswo resultado se observa in vitro donde dicho
fendmeno es inespecifico. Como se supone que estas enzimas no son permeabili-
zadas por la oflula, su accién sobre meabranas intactas estd restringida a la
superficie externa (Bergelson y Barsukor, 1977; Zwaal et al, 1973).

La preincubacién ocon £cido araquidénico estisulé la incorporaciénde (3l'l) dC

a fosfatidil-dCMP y a una fracoién que teafa el miamo Ry que el fosfatidil-
inositol. La relacién de marca para ambos picos fue de 0.77, siendo este va-
lor semejante al obtenido por incubacién in vivo en presencia de CPZ. Los re .
sultados obtenidos permiten suponer una mayor afinidad de la enzima por las
moléculas de &cido fosfatfdico enriquecidas en £cido araquidénioco, as{ como
una acusulacién del producto obtenido en esas condiciones. ~

Cabe mencionar que otros autores han demostrado la semejanza en el perfil de
los #cidos grasos entre el CDP diglicérido y el PI (Thompson y Mc Donald,
1975; Thompeon, 1977). Estos autores postulan que este hecho podrfa deberse

a sucesivas deacilaciones y reacilaciones del liponuolétido y del PI, Otra ex
plicacién a este hecho serfa que el CDP digliocérido provime por lo menos en
parte, de la reaccién inversa de sfntesis de foafatidil inositol (Hokin- Neaver

son, 1977, Agranoff, 1958).
Mn 2+
CDP diglicérido + inositol — —.fosfatidil-inositol+CMP.
P—

El estudio del efecto de la droga arabinosil-citosina (ara-c) demostré que era
capaz de inhibir la sfntesis in vivo de fosfatidil-dQMP estisulada por clorpeo
mazina. Debido a que los £cidos nucleicos son participantes activos en el desa
rrollo de ciertas enfermedades como ser infecciones virales y el crecimiento
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de tumores se comenzd a usar bases purinicas y pirimidinicas sintéticas as{
cowo sus nucledsidos para el tratamiento de las mismas, siendo el ara-C uno de
los anflogos mis empleados.

El resultado obtenido permitiria demostrar un nuevo mecaniswo de la droga ya
que la misma serfa transformada en fosfatidil-AraCMP. Es interesante mencio-
nar que Mordoh y Fridlender sospecharon la presencia de un compuesto lipfdico
(fig. &) porque en el gradiente de ClCs aparecfa ademfs de DNA radiocactivo,un
pico que bandeaba en la zona mfs liviana. Un resultado similar fue obtenido
por Graham y Whitmore (1970) cuando estudiaron la incorporaciéa de (38)-Anc
en células L de ratén mediante un gradiente alcalino de sacarosa. Dichos au-
tores observaron también un pico de radioaotividad en la zona liviana aunque
lo atribuyeron al (3H) Ara C incorporado a RNA que fie parcialmente degradado
por el tratamiento alcalino.

Como conclusién, es necesario mencionar que es diffcil todavfa asignar un rol
definitivo al compuesto descripto en este trabajo; el fosfatidil-dCMP. Si bien
bha demostrado ser por lo menocs parcialmente transformado en PI, serf necesario
estudiar en linfocitos humanos la posible sfntesis de su anflogo el fosfatidil
QIP pero fundamentalmente serf necegsario establecer si ambos son sintetizados
in vivo , ocual de los dos es fundamental en la biosintesis de los fosfolfpidos
celulares. También serf necesario estudiar su distribucién subcelular in vivo
mediante un método que no altere la membrana plasmftica como el usedo en este
trabajo para el estudio del compuesto in vitro. Este dltimo punto serf de fun
danental importancia debido al rol de la membrana ocelular como sitio de 1nicis
cién de todos los procesos que conducen a la transformacién y divisién oelulg
res, as{ como por las interacciones que ejerce la misma con elementos del ci-
toesqueleto (Moore et al, 1978). En efecto, de los diversos mecaniamos que con
trolan la organizacién de la superficie celular, uno de los mfs interesantes
es el que postula la existencia de efectos transmembrancsos ejercidoga través
de estructuras citoplasmiticas organizadas (Nicolson, 1976). Al respecto, es

importante mencionar el rol que esjerce la droga clorpromazina sobre el gistema
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de microtdbulos (Rao, 1978) asf{ como el efecto estimulatorio que demostrd
sobre la sfntesis de fosfatidil-dCMP siendo importante por lo mencionado
nfs arriba estudiar si ambos fenémenos estin relacionados entre sf.

Por otra parte, como la membrana nuclear es considerada una prolongacién
del retioculo endoplésmico, seré importante determinar si el” pool” del fos-
fatidil-dOMP es distinto o no del hallado en otros sitios de la célula asf
como estudiar si tiene algin rol en otros procesos celulares descriptos pa
ra los fosfolfpidos. Un ejeaplo de esto (ltimo serfa el hecho de ser consi
derados elementos involucrados en el mantenimiento de la integridad de los
complejos de alto peso molecular del factor de elongacién EFI}, en células
de eucariotes (Lugocki y Weissbach, 1974).

Gl Thee—
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