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Los linfocitos comomodelo para el estudio de la transformación y división
celular.

El análisis de los proceses binouíwieos relacionados con la transformación y

división celular requiere un sistema en el cual dichas cambios sean fácilmen

te indueibles. Los linfocitos humanosncrifóricos constituyen un excelente mn

delo para el estudio mencionadoya que cuando se aíslan de sanfire periférica

están en estado de reposo (no se dividen). La síntesis de proteínas, DNñy

RNAes mínima y muydifícil de cuantificar cuando estas células se ponen en

medio de cultivo. Los linfocitos, sin embargo, pueden ser inducidos a proli

fernr por el agregado de una variedad de sustancias que reciben el n0mbre gen

nérico de nitógonos. Nowell en 19o0 demostró que los linfocitos humanosnor

males son inducidos a dividirse cuando se cultivan en presencia de una lectina

de plantas, la fitohemoaïlutinina (PHi). La PHAse utilizaba originalmente

para snoarnr los leucocitos de la sanqre entera, ya que tiene la propiedad de

de nülutinar los glóbulos rojos deiando en solución a los leucocitos. Como

Consecuencia de la estimulación se producen una serie de eventos moleculares

que culninan con la replicación del DNA,división celular y cambios morfológi»

cos rue caracterizan a las formas "blasticas" menosdiferenciadas. Esta trans

foninción recibe el nombrede "transformación blástica de los linfocitos" o

"bl anto; 'énesi S" .

a) Xaturaleza de los arentes blastoaónicos.

Los linfocitos huxmnor:pueden ser estimulados por un amplio núlltero de r.¡61eeulas

de diferente enanosición "ufmien. llwunas de ellas, tales como1a fitohenoahlu—

tininn (PHi), eoneanavnlinu A (Conufl) y "pokcwuedmitogen" (P.h.), pertenecen



a la familia de las lfïïgiingsae. Alrededor del 90 fl de los linfocitos humanos

circulantes pueden ser estimulados a dividirse por acción de dichas moléculas,

nue recflen el nombre genérico de lccünas.

¡demás de las lectinas, otras macromoléculas pueden tenor actividad mitogónim

ca: productos bacterianos, especialmente lipopolisacáridos de bhterobacteria

ccae, Dextran-sulfato, enzimasproteolíticas, galactosa oxidasa, suero anti

linfocftico. Tambiénposeen dicha capacidad moléculas tales comoel perioda

to de sodio, el ionóforo para el Caz+ A23187, cationes metálicos pesados, y el

aectato-miristato dc forbol ( azzei et al, 1966; Crasbeck et al, 1903; Kirsehner

et al, 1970; Pauly et al, 1060; Hovowrndskyct al, 1071; Sharon, 197d; Hedner

y Parker, 1976).

l posar de la diferente naturaleza química dc estas sustancias todas ellas com

parten la propiedad dc inducir la síntesis de DNAy desencadenar la expresión

de funciones características del linfocito estimulado (T ó B comose verá más

adelante). Estas propiedades no se manifiestan necesariamente en todas las

esoecies animales: así, anticuerpos (Ab) contra inmunoglobulinas estimulan

la transformación de linfocitos de conejo y de cerdo (Laino et al, 1975) pero

no de células humanaso de ratón, mientras que los lipopolisacáridos activan

células de bazo de ratón pero tienen mínimoefecto sobre linfocitos humanosy

de cerdo.

El comportamiento"social" de una célula viviente (comunicación intercelular,

regulación del crecimiento y diferenciación, la respuesta inmune, y quizás la

malinnidad) es mediadopor la superficie de la célula, particulanuente por

los azúcares de sus glicoproteínas. Luchos de los conocimientos sobre la ar—,

quitectura y función de la superficie celular se deben al descubrimiento de

estas lectinas que tienen comocaracterística comúnla de unirse a los azúca

res do dicha superficie. Cada molécula de lectina tiene dos o más regiones

nun son sitios de combinación que permiten a la misma "pegarse‘ a los azúcares

mencionados. Ésta unión de la lectina al azúcar es de tipo débil, no covalen

te pero sí reversible, comola de una enzima con su sustrato.



b) Heteropeneidad de la población de linfocitOs periféricos.

En estos últimos años se han publicado numerosos trabajos que demuestran la he

terogeneidad de los linfocitos (Katz, 1977).

Existen esencialmente dos tipos de linfocitos: el linfocito B, responsable de

la inmunidadhumoral, y el linfocito T (timo dependiente) responsable de la in

munidadcelular.

En las aves, el sistema linfoideo consta de dos órganos primarios diferentes:

1a bursa de Fabrieius y el timo, cuya influencia en 1a diferenciación de las

"stem cells" que han migrado hacia ellos o derivan de los mismos, puede ser

distinguida claramente basándose en las diferencias funcionales de tales célu

las en cl sistema inmune. La extirpación quirúrgica de la bursa en un pollo

recién nacido produce la depresión de los niveles de inmunoglobulinas del sue

ro y una marcada disminución en la capacidad de respuesta a 1a estimulación

antisónica. En contraste, tiene muypoco efecto sobre la capacidad de rechazar

los trasplantes (Cooper et a1, 1966; Warner et al, IQÓL). Es evidente por lo

tanto, nue su actividad rige especialmente a los linfocitos B.

En los mamíferos también se ha establecido la existencia de dos sistemas lin

foideos diferentes, responsables de 1a diferenciación de las células inmunocom

potentes. Unode dichos sistemas está influenciado por el timo, mientras que

e] otro no lo es. La timcctomía en animales recién nacidos destruye 1a capaci

dad de rechazar en forma específica los trasplantes, mientras que los seres

humanos con ausencia congénita del tiun (síndrome de Di George) no pueden de

sarrollar las reacciones de hipersensibilidad retardada o rechazo a los injer

tos (Lischner et a1, 1969; Di George, 1968). Estos pacientes presentan niveles

normales de inmunoglobulinas sérieas y pueden responder a ciertos antígenos

con producción de anticuerpoa humorales.

En los mamíferos adultos las "stem cells" se originan en la médula ósea (Ford

et a], 1060): de allí, parte de ellas mipra hacia el timo donde, primero en la



corteza y lueqo en la médula de dicho órgano, maduran y se diferencian en tüm>

citas. El timocito en este estado de diferenciación deja el timo y miura hacia

los órnunos linfoideos periféricos y/o circula en la sangre (linfocitos T). La
población de linfocitos T está compuestade células heteronéneas con una varie

dad de funciones inmunolónieas. [stas funciones implican fundamentalmente el

reconocimiento de los antígenos (An) dc histocompatibilidad y funciones regula

torias de 1a respuesta inmune.

Dc acuerdo a sus funciones, los linfocitos T se pueden dividir en linfocitos T

regulatorios (nue incluyen a las subpoblaciones de linfocitos T Helper y T su

presores) y linfocitos T efectores, que incluyen a las células T involucradas

en la reacción LLR(mixed lynphoevte reactions) y los linfocitos T citotóxieos.

Por otra parte, el sistema Jinfoideo mencionadoanteriormente que es timo-inde

pendiente dará origen a los linfocitos D. Hasta el momentohan sido numerosos

les intentos para demostrar el orinen de las células B en los mamíferos, pero

no se ha hallado una única resnuesta. lüi Comparacióncon la naturaleza alta

mente compleja de los linfocitos T, el linfocito H parece relativamente poco

soriuticndn. Cu función eonsiqte cn unirse a1 Agvía nun receptores específi

cos v lucen coonerar con el linfocito T y quixfis también conctras células (wa

erñfanoq), sirviendo comopronenitoreu de las células plasmátieus que secretan

los anticuerpos circulantes (Click et al, 1956; Warneret al, 1962).

Cabe señalar, finalmente, que en esta breve síntesis sólo se ha pretendido se

ñalar la heteroecneidad de la población de linfocitos circulantes y demostrar

el alto frndo de complejidad que presenta la misma.

Los linfocitos humanosaia ados por las técnicas habituales consisten en apro

xinadawente un 05 fl de las celulas T, y un pequeño número de células B, macró

faro: y otras células sannufneas contaminantes.

e) Secuencia de loa eventos moleculares.

¡kede el punto de vista morfológico los linfocitos humanosperiféricos (en es



tado de reposo) presentan un núcleo que se colorea densanento. La ennnatina

está condensada y se pueden visualizar muypocos polisomas en el citoplasma.

Cuandoestas células son estiruladas la eromatina se hace menosdensa, el nu

cleolo se hace visible a1 microscopio y el citoplasma aUmentade tamaño, exis

tiendo un extenso desarrollo del reticulo endoplásmico. Alrededor de las 36

horas de agregado el uitóneno, los linfocitos presentan cambios mitóticos y

comienzan a dividirse. Si se usa PHAcomo mitógeno, alrededor del 80 - 90 fi

de las células responden a este agente, efectuando dos o tres divisiones con

secutivas para volver finalmente a1 estado de reposo. Unade las preguntas

más interesantes y que aún no tienen respuesta es 1a de cómoesta célula reguu

1a su división y vuelve a1 estado original de reposo. Cuandoesta pregunta se

pueda contestar es muyposible que también pueda entenderse el mecanismopor

el cua] un linfocito pasa a1 estado de división "descontrolada" que caracteri

za n la celula leucénica.

Es posible predecir, en base a los cambios morfológicos observados en el mi

croscopio, que los primeros eventos de la transformación blástiea involucran

el metabolismo de 1a membranay la activación genética. Loeb (197L) dividió

los cambios moleculares que ocurren durante 1a transformación blástiea en cua

tro períodos arbitrarias que se muestran en la Tabla I. Los sucesos tempranos

después de 1a estimulación mitogéniea se caracterizan tanto por alteraciones

en la estructura y función de la membranacomo por cambios en el metabolisnm

del núcleo. Los evnntos intermedios involucran principalmente el incremento

en la sintesis de RNAy el ensamblado de los ribosonas para 1a síntesis de pro

teínas. En los eventoa tardíon la replicación del DNAocupa el lugar más ifih

portante, aleanzándose el máximode incorporación de timidina al DNAentre las

70 y 30 horas, para lucno declinar y al cabo de 5 ó 6 días se detienen la sín

tesis de DNAy la división celular.

d) Tnteraceiones del mitóqeno con los linfocitos.



Iabla I: Secuencia dc los eventos moleculares durante la transformación

blástica.

_._Etavaj.9=¿a<1r.a.1.

1.- Eventos temprïngg (dentro dc las 2 horas)

.‘\ . Incremento dc procesos asociados con la membrana

Turnovcr de fosfolípidos

Incorporación de prolina a lípidos

Captación dc ácido e(-amino—isobutírico

Transporte de amino-ácidos

Difusión facilitada de 3-0-mcti1-glucosa

Captación de ¿2K+

Captación de ¿5Ca2+

Incremento de eventos asociados con el núcleo

Incorporación dc acetato a histonas

Fnsforilación de histonas y proteínas nucleares

Incremento dc 1a velocidad de síntesis dc RNA,particulanuente ¿5

y RNA-polidispcrso.

Eventos asociados con el citoplasma

Incremento de 1a utilización de glucosa
Glicolisis aumentada

Incremento en el consumo de oxígeno

Rcdistribución dc enzimas lisosomales

2.- fiürïüintsgmedigs (2 a 1k hs.)
A. Relacionados con la síntesis de RNA

1. Incremento de la actividad de uridina quinasa

2. Tncremnnto de 1a actividad de la RNApolimerasa-DNA dependiente

3. Incremento de la síntesis de RNAribosomal

L. Utilización más eficiente del RNAribosomal de 185.
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Relacionados con la síntesis de proteínas

1. Incremento en la incorporación de amino ácidos a proteínas

2. Incremento de la proporción de ribosomas que sintetizan proteínas
Otros cambios metabólicos

1. Incornoración aumentada de glucosamina a membranas

2. Actividad aumentadade Snadenosil-metionina decarboxilasa

3. Actividad aumentadade ornitina decarboxilasa

3-- Estatuas (16a 72hs-)
A. Incremento cn 1a actividad de enzimas relacionadas con 1a síntesis de

DNA

1. TNApolimcrasa (30 a 200 veces)

2. Timidina quinasa (2 a 10 veces)

3. Timidilato quinasa (2 a 10 veces)

h. [Boxicitidina quinasa

5. Deoxicitidina deaminasa

Eventos que reflejan 1a replicación del DNA

1. Incorporación de timidina a DNA

2. Incorporación de 32P a DNA

3. Incremento de rmn por célula

Cambios en 1a actividad dc otras enzimas

1. Alteración en el perfil dc las isoenzimas de la láctico-debidro—

nenasa

2. Tncrcmentode 1a actividad de glucosa-6-fosfatasa

3. Incremento de 1a actividad de oly'fg-glucosidasas

Eventos finales

A.

D.

C.

Disminución de 1L'J incorporación de timidina

de 1 incorporación de amino-ácidosn!Disminución

Disminución de 1P actividad de DNApolimerasas



La activación de los linfocitos es un fenómenoque ha suscitado considerable

interés ya que su importancia no sc limita a la función del linfocito sino que

cs además fundamental para entender cl mecanismo por el cual una célula cn es

tado de reposo se transforma en una célula en estado rcplieativo. El paso ini

cial en 1a transformación parece ser 1a unión del mitógeno con la membranaplas

mática, que actuaría comomecanismode "disparo" de la activación. Greaves ct

al (1972) demostraron que la PMAacoplada covalentemente a gránulos de Sefaro—

sa es capaz de inducir la blastogénesis; este resultado demuestra que no es

necesario que el mitógeno penetre a 1a célula para ser activo. Las aún, Hardy

et al (1960, 1970) encontraron que las células linfoideas tienen que estar vi

vas para poder estimular a los linfocitos alogeneicos, sugiriendo esto que los

antígenos deben interactuar sólo con la membranaplasmática para inducir la pro
libración.

En los linfocitos acfiyados por mitóaenos se han descripto numerosos cambios en

la membranaplasmática que contribuyen al mecanismoque inicia la expresión ge

nétíca.

i) Lecanismosde la interacción receptor-ligando.
GreaNes ct al (1972 b) demostraron que los mitógenos capaces de activar a un

linfocito por unión con los receptores de 1a superficie, requieren másde una

valencia de unión Lindahl-Kiessling (1972) propone que la PHAacidificada y ex

tensamente dializada es incapaz de disparar c1 mecanismode activación en los

linfocitos, probablemente por su monovalencia. De manera que el entrecruzamien—

to de los receptores seria de crucial importancia en 1a iniciación de la acti

vación. La remociónde cargas de la superficie facilita la formación de "agre

nados" de receptores; ya que se ha demostrado que el tratamiento con neuramini

dasa aumenta la respuesta mitótica a 1a Con-Ay Put (Novogrodsky, 197¿)- El

hecho de que se necesite por lo menosbivalencia del ligando, permite que exis

tan dos posibilidades: a) existencia de "agregados" di-o multivalentes de



receptores de ligando en una mismacélula; b) la agregación de los receptores

involucra a dos células vecinas causando cierto tipo de comunicacióncelular.

ii) Redistribuoión de los receptores inducida Er el usando.
Cuandolos linfocitos se marcan in vivo con anticuerpos anti-Ig conjugados con

fluoresceina o ferritina se predenobservar tres diferentes tipos de sanación,

dependiendo de las condiciones del experimento (Ralf et al, 1971;). D1la Fig.

l es posible observar las tres for-as senciusdas. La F13. l (A) corresponde

a la "nar-cacióndifusa de superficie' obtmida cuandose usan tras-entes uni

valentes Fab de nol‘culas de anti-Ig (obtenidos por digo-tión con papaína de

la selecula anti-Ig), o por tratamiento con anti-Ig sultivalentea pero incuba

das estricta-ente a 0° c (Taylor et .1, 1971). La ng. 1 (a) oeresponie a 1.

“marcaciónfocal" (patchy labelling) obtenida usando anticuerpos anti-Ig a ten

peraturas entre L' C y 15’ C (de Petris y Rafi, 1971), o a cualquier tenperatu

ra superior a 4° C en presencia de ¡zida sódica o dinitrofenol (Taylor et al,

1971). Es inportsnte destacar que este proceso dependede la difusián de los

receptores en el plano de la mperfioie de hallan-ana pero no del netabolisno

celular (Taylor et al, 1971).

Finalmente la Fig. l (C) nuestra la 'naroación en casquete" (cap labelling),

que es el tipo lis comúnque se obtiene cuando se utilizan ligandos multiva

lentes (anticuerpos Anti-Ig) a teIperaturas alrededor de 15' C. Todala ¡arca

que estaba inicial-ante en for-a difusa sobre 1a superficie se asu-ala en uno

de los polos de la celula (aqu‘l que contiene el aparato de Golgi y la mayoría

de las organelas de la celula (Taylor et al, 1971; de Petris y Raff , 1971).

La for-ación del cascpete esta acompañadapor pinocitosis de la Ie-brana nar

oada y ocurre pocos Iinutos despues de que la celula tratada en frío, y donde

presenta una sanación de tipo focal, es oalentada a 37° C. Despuésde per

nanecer varias horas a 37° C es posible encontrar la ¡arca en el citoplasma,



habiendopedido ¡decis en fons tempoan lss Ig do ls supodioie oslulsr,
lss quemm despnh de 12 a 21;horasds cultivo. Ls for-mida dsl css

quote dependsdel Intsbolisno celula. ys que inhibidores metabólicos cono ls

szida sódios inhiben su formación,pero sin afectu- ls temida ds ls Inns
oun foosl (¡mn y nda-m. 1972).
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y. . lapnssntsoih “qm-¡tios ds los tm dilsrsntes 'tipos' ds sus»
osoión cuandoss usan anticuerpos anti-Ig oonjn‘sdos con Isrritins o fluo
nsooíns psrs d-ostrsr ¡ss Ig sobre ls slnpsri'ioisds los linfocitos B
(mano a. ¡ut st .1. 1971.).

Ls Cal-Ao m utilizalss nn dosis óptinss para inducir ls síntesis de NA. pu.

den udistribnír sus reenptorss en fons de cssquetos (Door, 1974). A estas

dosis, el snow anti-Ig for-s essqustss en sitios diferentes s1 inducidopor
ls Gon-A,indicando ¡sto que los nssptom pus sitógsnns s Ig son indepen
dientss (Door, 197“.

Publimionos ¡volantes (Islan y Hallan, 1975)sugionn qus los niontd‘bnlss
y/o estructuras "lsoionsdss regulan ls novilidsd de los ¡aceptoer ds ls su
perficie do los linfocitos, así conoel ¡ovni-1to global ds ls calls. lis
són, estos sutores postulsn ls hipótesis de que los nosptorss ds ls supera»;
ois oslulsr debentener sn o dobsjode ls ¡dans plss‘tios l. sists-s ds



anclaje que interactúa conotras estructuras celulares, mirilndo a los lion
tü'bulos cono uno de los momentos de este siete-a.

El efecto de la (bn-n sobre la movilidad de los roooptoros ha per-itido el estu

dio de la naturaleza del siete-a de anclaje, as! osno su interaccih con los

receptores. Si la Con-Ase agrega a linfocitos en dosis mayores que 5 ¡ng/nl

antes de tratar a los li-os on anti-Ig, se inhibeno sólo la fomcih del

casqnete sino tasbiúl de los focos. Esto efecto, que es dosis-dep-Idiente,

puedeser revertido por el agregadode M-ntil-naüaido, un inhibidor oospeti
tivo de la Con-A. El sister-a mapeo-able de la inhibicidn de la novilidad de los

receptoras puedeasi mupenue de los efectos de la unih b la all-A, siendo
inportante destacar que las células linfoideas no suenenpor intoraooih ocn la

lectina en las condiciones de dicho ea'perinento (Yahara y saul-an, 1975).

La restricción en la milidad de los receptores por la Con-Aes adenís rever

tida por agentes que interfieren con los nicrotú'bulos, por eje-pla; oolohici

ns y vinblastinn (Oliver et .1, 1975). Estas drogas, conocida desde hace

91m comome ¡nm-1m. previenenla polinerizacidnde los lion
túbnlos (Olmsted et al, 1973; SINO:- et al, 1976).

La for-ación del 'casquete' tadaiél puedeser prevenida por la citocalasina B

(Cita-B) droga que destruye los nicrofilsnentos citoplaanitioos (Unanueet al,

1973; Nicolson et al, 1976), sugiriendo ésto que dichas estructuras juegan tan

bidn un inportante rol en la formacióndel 'Casquete'.

(:uandolos nienfilanentos y nicrotúbulos se men por la oodbimión de Cite

n un eolcbicina (n. Pets-is, 1975; Ibste et al, 1975)se Mos .1 bloqueode
la formaciónde}.'casquete", denstr‘ndose así que tanto los dentdbulos cono
los nicmfilanentos estin involucradosen el control tmsnenbramso de diobo

proceso, simdo los .nicrofilanentos los responsables de las actividades con

trlctiles, nientras los nicrotúbulos constituyen el sistema esquelético de an

claje. Reciente-ente Yaharaet al (1978) sugiriem que la nodulacadnde la
organización nicmtubulsr en los linfocitos esti asociada con eventos en la



superficie de la célula y con el crecimiento celular.

Poste et a1 (1975) y Ryanet a1 (1974) denostraron que ciertas aminas teroiariss

de efecto anestésico local o tranquilizantes del sistema nervioso cono la olor

promazina, xilocafna, nupcrcaIna, etc., afectan el control transmembranosode

la movilidad y distribución de los receptores de superficie, probablementes

través de un mecanismosemejante al ¡encionado para 1a colchicins y Cite-B.

iii) Comunicaciónintemlulu
Cuandolos linfocitos son activados por mitógenos policlonales como1a PEA

tienden siemprea aglutinarse y formar agregados et al, 1975). La aglu

tinseión inducida por lectinas en varios tipos de células parece deberse a la

formación de puentes entre los receptores de las células aglutinadas (Nieolson,

19'72; Noonanet al, 1973). Para que sea posible 1a formación de dichos puentes,

los receptores deben moverseen el plano de la membranapara penitir el alinea

liento de los mis-os (Rutishauser et al, 1971;). Drogasque inhiben ls fomeión

del 'besquete' comola oolchieins, vinblastins y Cito-B inhiben 1a aglutinaoión

(Loor, 1973; Yin et al (1972). Estas sustancias también inhiben 1. transforma

ción por leotinas o antiguos (Medranoet al, 1974) Yoshinegs et al, 1972). Es

to sugerida que el contacto célula-célula efectuado por el mitógenoes necesa

rio para que ocurra 1a tnnsfomcidm l‘- aún, se ha denostrado a: cultivos
estimulaún por PEAque la separación neoánica de los linfocitos impide la
transformacion.

Algunos autores comoMer et al (1972) sugieren que se produce co-¡niosción

intracelular per-itiendo el interes-bio de factores oitoplasnitioos que actua
rían cono segundos mensajeros. El interes-bio de un seguirlo lenssjero es de

gran importancia cuando las células que se eo-mioan no son idGntieas, cono es

el caso de los saorófsgos cuya momia es necesaria para que la esti-¡lación

blistiea ses óptima (Rosensteich, 1975). Desdeotro nmto de vista, ciertos



autores postulan que el contacto celular penite la distribucidn de los recep
tores en el orden correcto interviniendo para esto último varios procesos de

la membranaconoser. a) remlsiones electrostlticas, b) interacciones en

tre partes de la membranamediadapor carbohidth y/o fosfolípidos (Rosemann,

1970).

Todos los hechos anteriormente señalados sugieren fuertemente que, aún cuando

no se conoce el mecanismodetallado de la activación mitogénica, la membrana

celular y estructuras conexas desempeñanun m1 prioritario en dicho proceso
celular.

iiii) Cambiosinducidos en la membranaEr el ligando

La fluidez de 1a nenbrana celular es una propiedad caracteristica de la misma,

controlada por el "enpaquetaniento"de las cadenas lipidicas de los fosfolípi

dos. Eh linfocitos se ha podido demostrar que dicha fluidez se incrementa

durante la transformación blástica. Existen sin embargodiscrepancias entre

distintos autores, ya que para algunos el aumentoen la fluidez es observable

dentro de la hora de agregado el mitógeno (Barnett et al, 197Áa) mientras que

otros observan cambios detectables recién a las 24 horas de la estimulación

(Inbar y Schinitzky, 1975).

Es interesante señalar que la fluidez de la membranaexterna de los linfocitos

normales es dos veces menor que en los linfomas malignos (Schinitzky, 197h).

Además,en otros sistemas celulares comolos fibroblastos 3T3 inhibidos por

contacto, la fluidez de la membranaes muchomenor que cuando se la estudia

en las mismascélulas pero transformado por virus (Barnett et al, 1974 b).

Resch (1976) propone que estos cambios en la fluidez se deben a dos cambios

lipídicos separados: a) modulaciónen la cantidad relativa de colesterol,

b) alteración en la composiciónde los ácidos grasos de los fosfolfpidos de
la membrana.

Por otra parte la transformación blástica implica la síntesis de nuevos cons



tituyentes celuhres, incluyendo la membranacelular.

Fischer y Mueller (1969) demostraron que se observa síntesis neta de los fos

folípidos después de 6 horas de estimulación por PEA;más aún, demostraron que

la incorporación de (3H)-mio—inositola fosfatidilinositol se incrementa entre

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

e) Turnoverdel fosfatidilinositol SPI!

El estudio del turnover del PI merece ser considerado en forma separada del

contexto de los demás fosfolípidos de membrana,ya que es el que esta íntima

mente involucrado en la mediación por la membranaplasmática de muchos estímu

los extracelulares. Su turnover aumentadose observa no sólo en linfocitos

por la acción estimulatoria de la PHA,sino también en una enorme variedad de

tejidos, comoser la corteza cerebral por acción de la acetilcolina, en el te

jido adiposo luego del estímulo de la insulina, en la tiroides por la acción

de la hormonaTSH, 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 ocurriría es.

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

1,2 diacil-sn-glicerol + ATP__\. ¡cido fosfatídico + ADP(2)
ácido fosfatidico + ch —————*- CDP-diglicérido + PPi (3)

CDP-diglicérido + inositol .____«. PI + cup (L)

La enzima que cataliza la reacción (l) es una fosfolipasa de tipo C, y su pre

sencia ha sido demostrada en varios tejidos (Dawson, 1959; Thompson, 1967; Palmer,

1973! etc.) y en linfocitos (Allan et al, 197L). lis aún, se ha demostrado que
su actividad en cerebro se encuentra localizada fundamentalmente en 1a membra
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na plasnfitica QLapetinaet al, 1973). La enzima responsable de la reacción

(2), la 1,2 diacilglicerol quinasa, se ha encontrado localizada en la membra

na plan-¡tica de los eritrocitos (Hckinet a1, 1963) y de los linfocitos

(Fisher et al, 1971); habiéndose hallado tanbidn en preparaciones de micrctú

bulos de diferentes tejidos (Daleoet .1, 1974).

Michel](1975) postula que el 1,2 diacilgliceml producido por ruptura del fos

fatidilinositol se usaría para la resíntesis del mismoy no para la sintesis

de fosfatidilcolina, fosfatidiletsnolamina y triacilgliceroles, mientras que
el producido por acción de 1a enzimafosfatfdico fosfohidrolasa estaría desti

nado para la sintesis de los fosfolipidos mencionadosen últilo termino. Res

pecto a las enzimas responsables de los pasos (3) y (h) se ha encontrado que

están asociadas con sembranas intracelulares. Noobstante, es un hecho cono

cido que los fosfolípidos se intercanbian entre distintos sisteaas nenbranosos

intracelulares. Este proceso sería ¡odiado por proteinas especificas que, por

ejemplo, transportan ácido fosfatidioo al rcticulo endoplisnico y FI a la nen

brana plmitica (Harrison, 1975). Si bien son numeroso» los trabajos que

estudian el turnover del PI, no se ha podido hallar una correlación satisfac

toria entre la inducción de la proliferación y el turnover incrementadodel

inositol-fosfato del PI. La activación de los linlocitcs por acción de las

leotinas produce un rípido incremento en la permeabilidad para varias sustan

cias; nucleósidoa, azúcares, anino‘cidos y cationes. Se ha sugerido cono una

posibildad que la permeabilidad este alterada en aquellos sitios dondeocurra

turnover increnentado de este fosfolfpido, debido a que por el mecanismode

ruptura y resfntesis se abran y cierren secciones especificas de la ncnbrana

(Harrison et al, 1975).

i) Rol del 612+ en elturnover del PI

Se ha demostradoque para activar los linfocitos es necesaria la presencia de

cationes divalentes, especialmente el Ca2+, ya que agentes quelantes con alta



afinidad por el Ca2+inhiben en forma dosis-dependiente la proliferación indu

cida por leotinas (Kay, 1971; Whitneyet al, 1972¡ Dianantstein, 1975). Catia

nes comoel Sr2+ y M32*son capaces de sustituir en algún grado el efecto del

Ca2*, pero a concentraciones muchomayores. Otros cationes comoel th+ o Mhz+

:0 son efectivos, sugiriendo Resoh (1976) que el tamañodel catión es crítico

para permitir la activación por lectinas. Freedmanet al (1975) sugieren que

el paso crucial en la activación inducida por mitógenosen linfocitos T es la

apertura de canales para el Ca2+. Esto implicaría que el Ca2+ejerce en cierb

ta manera el rol de segundo mensajero que actúa en forma temprana en la secuen

cia de eventos que conducena la proliferación celular (Crumptonet al, 1975).

Michell et al (1977), postulan que los receptores que "disparan" el mecanismo

de ruptura del PI presentan tres caracteristicas comunes;

a) no estimulan la adenilato-ciclasa,

b) incresentan la permeabilidad de la superficie celular al Gaal, y

c) puedenelevar los niveles intracelulares de GMPcíclico.

De tal modo, la ruptura del PI podria tener una importancia clave en el control

de la permeabilidad de la superficie celular para el Caz+ (Michell et al, 1976).

Sin embargo, el necanismode dicha ruptura no está afin suficiente-ente aclara

do. Por una parte, Iichell (1975) postula el esquemal (de la Fig. 2) para la

ruptura estimulada del PI, siguiendo el mecanismode reacciones básico propues

to en el ítem e) de este trabajo. Fbr otra parte, Hokin-Neaverson(1977), pro

pone el esquema 2 (Fig. 2) de acuerdo al cual comoconsecuencia de la ruptura

del PI por una fosfolipasa de tipo D, aparecería inositol libre y no fosforil

inositol. Otra alternativa que propone este autor es que el PI se degrada a

CDPdiglicérido e inositol mediante la sintesis inversa catalizada por la enzi

maCDPdiglicérido; inositol transferasa, si bien objeciones de tipo energéti

co han sugerido que este esquemapuede no ser válido en distintos tejidos

(Michell , 1975).
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Fig. 2. Dosesquemasalternativos propuestos para la ruptura y resíntesis
de EI en tejidos expuestos a estímulos apropiados. Abreviaciones; RA,
ácido fosfatídico¡ 1,2PDG,l,2—diacilglicerol¡ PhCMP,CDP-diacilglicerol.

La pregunta que surge en última instancia es cómose relaciona la ruptura del

FI con el control del proceso de permeación del Ca2+ en la membranaplasmáti

ca. Si bien hasta el mo-entono es posible contestar en forma fehaciente esta

pregunta, parecería que existen tres mecanismosfundamentales, estando invo
lucrado en ellos fundamentalmente el PI o el PA. Un mecanismoconsistiría en

que las moléculas de PI proveen sitios de unión a la entrada de los canales

para el Ca2+ y que cuando las moléculas de FI se rompen el Caz+ es liberado,

abriéndose los canales para un subsiguiente flujo de iones Ca2+hacia la célu

la estimulada. Otra posibilidad que puede observarse en la Fig. 2 (esquemal)

es que el PI se convierta en Ph que puede actuar comoionóforo para el Caz+

(Tysonet al, 1976). Finalmente, existe la posibilidad de que la variación

lipidica local producida por la ruptura del PI determine modificaciones en las
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estructuras responsables de la permeación del Caz*.

Para concluir, es interesante mencionar que en un trabajo reciente, Hart (1978)

presentó evidencias de que el an+ inhibe los eventos tempranos de la transfor—

maciónde los linfocitos por mitógenos. Si bien no se conoce la naturaleza bio

química del sitio o sitios de acción del Hn2+,no es posible descartar la exis

tencia de un mecanismoque implique la interferencia en la actividad del Ca2*,

a través de un proceso que involucre s1 PI.

ii) Compuestosage modifican el metabolismo del PI.

Se sabe desde hace varios años que un derivado de las fenotiazinas, la clorpro

mazina, aumenta 1a incorporación de 32? a ¡cido fosfatídico y PI en cortes de

cerebro (Mageeet a1, 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 síntesis de fosfolípidos acídicos, probablementea

través de un mecanismoque implica 1a inhibición de la enzima fosfatídico-fos

fohidrolass (Brindley y Bouley, 1975). En la Fig. 3 se observa que dicha enzi

maactúa en un punto de ramificación donde la síntesis de fosfatidilcolins,

fosfatidiletanolamina y triscil-gliceroles diverse de los lípidos derivados del

CDPdiglicérido.
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Conoresultado de dicha inhibición, el ácido fosfatídico se utiliza fundamen

talmente a través del CDP-diglicóridopara la síntesis de PI, fosfatidilglice

rol y difosfatidilglicerol. Allan y Iicbell (1975) demostraronque por efecto

de la clorproaazina, fenfluoranina y otros derivadoa se esti-ula la síntesis

de novo del PI en linfocitos, y que esta síntesis ocurre a expensas de una dis

minuciónaproxiaadanente equivalente en la velocidad de síntesis de otros gli

cerolípidos de la célula. Estas conclusiones se basan en que dichos autores

encuentran aumentadala incorporación de glicerol y fosfato a PI en aproxima

damente el mismoorden. ü! cambio en linfocitos estimulados por PEAu otros

nitógenos se encuentra estimulación en la incorporación de 32? a PI sin dismi

nución en la marca en otros fosfolípidos (Fisher y Mueller, 1968, 19'71;

Masuzauaet al, 1973; Haino et al, 1975) pero muchamenor estimulación en la

incorporación cuandoel precursor utilizado es glicerol radioactivo (Fischer

y Mueller, 1971). De manera que el mecanismode acción de estas drogas sería

diferente al producido por estímulos fisiológicos que interactúan con recepto

res en la superficie de la célula. Por otra parte, Eichberg y Hauser (1974)

incubando gl‘ndulas pineales en presencia de propanolol encontraron aumentoen

la incorporación del precursor radioactivo en CDP-diglicórido, fosfatidilgli

cerol y difosfatidilglicenol. La diferencia en la larcación de estos gliceno

lípidos respecto al resultado hallado por Allan y Michell puede deberse a que

en linfocitos no ee puedeobservar marcaciónapreciable en fcsfatidilglicerol

debido probablemente al escaso númerode mitocondrias que presentan los aisnos.

Respecto a la naturaleza química de las drogas que producen los efectos mencio

nados, todas poseen un gmpo anino ionizable y una región hidrofóbica, y se

sabe además que interactúan con 1a membranacelular y con lípidos aislados

mediante la interacción del grupo ¡mino cargado con la “cabeza” aniónica de

fosfolípidos acídicos comoel ácido fosfatídico y el PI. Comoconsecuencia
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de dicha interacción se produce ncutralización de la carga del fosfato y la

expulsión de cationes divalentes comoel Ca2+ (Dawsony Hauser, 1970), cuyos

cambios en concentración y distribución en la célula producen importantes a1

teraciones fisiológicas. Se conoce ademásque estas drogas producen altera

ciones en fenómenos de membranatales comoel movimiento, fusión, permeabili

dad, transporte y función de los receptores (Brindley et al, 1975), probable

mente a través de un mecanismoque implica alteración de los microtúbulos y

microfilamentos celulares. RecientementeRany Cann y Hinmany Cann

(19’76)demostraron que la clorpromazina se une in vitro a la tubulina de ce

rebro, impidiendo la polimerización de los microtúbulos y 1a unión de 1a col

chicina por la proteína, causando además ruptura de los microtübulos formados

en ausencia de la droga.

f) Cambioen los ácidos grasos de los linfocitos.

Comoya fue mencionado, la interacción de un ligando con los receptores mito

génicos de la membranaplasmática seria suficiente para producir la activación

de los linfocitos (Betel et al, 1972; Greaves et al, 1972; Anderssonet al,

1972). Comoconsecuencia de la activación por el ligando se produciría una

respuesta coordinada de reacciones bioquímhs no relacionadas entre si, deno

minadas en su conjunto'z‘espuesta pleitrópica" (l-hrshko et al, 1971). Es asi

que otro evento que ocurre en forma inmediata a la unión del ligando es el in

cremento en el turnover de la cadena de ácidos grasos de la membranadel lin

focito (Reach et al, 1972., a y b). Ferber y Resch (1973) encontraron que a

los 30 minutos de agregada la HM o Con-Aa linfocitos de conejo se observa

máximaactivación en la enzimaacyl-coA: lisolecitina aciltransferasa, que es

ta activación es idéntica a 0° C y 37° C, y ademásno es afectada por la puro

micina. Esto sugiere que la activación de 1a enzima es una consecuencia di
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recta de la unión del ligando independientemente de 1a actividad metabólica de la

célula. La enzimaacyl-coA: lisolecitina aoiltransferasa cataliza la incorpo

ración de ácidos grasos de diferente longitud de cadena o grado de insatura

ción. Ferber y Reach (1973) encontraron que en la membranaplasmática de los

linfocitos esta enzimaposee alta afinidad por ¡oidos grasos poliinsaturados,

especialmente el ¡cido araquidónico. El kmpara el ¡cido araquidónico es 20

veces menorque para el ¡cido oleico. Los acidos grasos poliinsaturados se

transfieren preferencialmente a la posición 2 de la molécula de fosfolfpido,

observándose que cuatro horas después de la estimulación el contenido en ¡cido

araquidónico es másdel doble. Este resultado se halló tanto in vivo como¿2

litro, utilizando membranasmicrosomalesde linfocitos estimulados por Con-A.
Comoconsecuencia del alto contenido en acidos poliinsaturados se produce un

incremento en la fluidez de la membrana, (OVerath y Truuble, 1973).

g) Correlación entre la activación del metabolismode los fosfolfeidos

de membranaz la inducción de la mitosis.

La existencia de varios hechos demostrados experimentalmente ha permitido que

se postulara en forma fehaciente la relación entre cambios inducidos por el

mitógeno en el metabolismode los fosfolipidos y la inducción de 1a prolifera

ción celular:

1) Comoya fue mencionado, para que ocurra activación por un_mitógeno es nece

saria la presencia de iones Ca2+gla activación del turnover de los ácidos gra

sos de los linfocitos también esta regulada por el Ca2+ (Reach, 1976).

2) La mayoría de los mitógenos conocidos presentan alta selectividad hacia

alguna de las dos poblaciones de linfocitos, T ó B. En timocitos de ratón so

lamente la FEAo Con-A (especificos para linfocitos T) producen incremento en

la incorporación de (IAC)-oleato a los fosfolfpidos mientras que mitfienos es

pecificos de células B, comolas anti-inmunoglobulinas, no desencadenan ningún
cambio.
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Inversamente, en preparaciones de celulas B se observa turnover de los ¡oidos

grasos de los linfocitos solamente cuando dichas células son estimuladas por

mitógenos B-específicos.

Mis aún, debido a su organización estructural, que favorece interacciones de

tipo cooperativo, los fosfolfpidos podrían actuar comomecanismode amplifica

ción de 1a respuesta pleiotrópica de la membrana,ya que pequeñas perturbacio

nes en distintos sitios de la matriz de los fosfolípidos son capaces de cambiar

inmediatamente toda la fase lipídica (Hilson y Fox, 1971).
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II. Antecedentes inmediatos Z objetivos de la investigación.

La observación de que las células animales pueden duplicar su DNAen un inters

valo discreto, ha permitido dividir al ciclo celular en cuatro fases; GI, S

(período de síntesis de DNA),GZy M (mitosis). cl ('Gapl') es el periodo que

media entre la nitosis y la iniciación de la síntesis de DNA.GZ('Gapz') es
el período entre S y I. Para la mayoría de las células en crecimiento en cul

tivo de tejidos, el intervalo entre divisiones oscila entre lO y 30 horas

(Baserga, 1976). Las células nonaales, cuando alcanzan la fase Cl, pueden

evolucionar hasta la proliferación 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, denominadoGoduran

te el cual no se observa sintesis de DNA. Esta observación deja de ser vilida

cuandose estudian los núcleos aislados de linfocitos en reposo (Fridlender et

al, 197h), ya que éstos son capaces de incorporar los deoxiribonucleósidos

trifosfatos (dNTPb)al DNAa la mismavelocidad que los núcleos de linfocitos

estimulados, Sin embargo, la velocidad de síntesis de DNAen núcleo aislado

es muchomenor que la velocidad de síntesis in vivo. Es posible que debido

a la ausencia del citoplasma se pierdan factores citoplasmíticos requeridos

para la replicación del DNA,así comoque se destruyan interacciones estructu

rales o espaciales núcleo-citoplasma (Castellot et al, 1978). Para tratar de

resolver las discrepancias arriba mencionadas,así comoel rol de los factores

citoplasmíticos en la síntesis de DNA, Hordohy 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 dNTPsy rNTPsson capaces de entrar a la célula. Cuandose utilizó

(3H)-dCTPcomoprecursor de la síntesis de DNA,se observó que este se incorpo

ra a un material ¡cido precipitable en cantidad muchomayorque los otros tres

dNTPs (Tabla 11).,
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Tabla II: Incorporación de dNTPna celulas permeabilizadaa y núcleos

aislados (london y Fridlender, 19’77)

Material ueado Precuraor pinchedNPTaincorporados por

radioactivo l x 106 celulas 6 núcleos

Núcleos aiala- (3H)-'ITP 0.085

dos (3H)-dATP 0.100

(3H)-dCI'P 0.380

(3n)—dc'rP 0.230

Célula entera (3H)-TTP 0.080

(3H)-dm> o. 150

(3H)-dCI‘P 2.76

(33)4ch 0.1.5

Al realizar estudio. para caracterizar el producto obtenido, a partir de (3H)—dCl‘P

dicho. autores encontraron que la layor parte de la radicactividad precipitada

por ¡cido ea soluble en etanol, coca que no sucede cuandoee efectúa el
liceo tratamientoal productoobtenidoin vivo con conopreouraor.
Esta observación lea permitió auponer que además de DNAae aintetizaba otro

producto cuando las células per-cabilizadan ae incubaron oon (3H)-dCTPcono

precursor. Pata presunción de vió confimda por los experimentosdescriptoa

en la Fig. L, en la que ¡e nuestra que cuando ae incuban las células cono ae

mencionó en último término, ae liaan y ae estudia au comportamiento en un gra

diente de ClCe ae obtiene comoproducto, adeaás del INAque bandea en la zona

del (¡ACLUA uaado cono marcador, otra zona radioactiva con una densidad lucho

menor e
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R1la Tabla.III (a) oo muestran ¡denia las características de solubilidad del

producto sintetizado, mientras que en 1a Tabla III (b) se muestra 1a naturale

za particulada de las enzimas que incorporan (3H)-dCI‘Py del producto formado.
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Tabla III sat; Características de solubilidad del compuestosintetizado en
células enteras con (3H)-dCTP.

Condiciones Solubilidad en diferentes fases

Acuosa Interfase Orgánica

Producto con (3H)—dCTP 10 f 8 fi 82 f

Producto con (3H)-dCTPdespués
de hidrólisis ácida (1 Ncm.
100° c 15 minutos) 83 fi 17 7‘

(3H)-dcn> (t. moles. 500 cpm/mol) 90 7‘ 10 74

(“m-nm 87.4 76 12.6 74

Tabla III {bzx Naturaleza particulada de 1a incorporación de (3H)-dCTP

Paso I Paso II Fracción Radioact.
incorporada
al pp de RCA

+FHA -FHA

A) Inoubación a 37° El pellet se resuspende en el pp. 6319 3h86
C durante 30 minutos “medio celular" con dNTPs.
sin dNPTa. Centri- A1 cobrenadante se le agregan cob. 156 110
fugación. dNTPs. Se continúa la incuba

ción por otros 30 min. a 37‘0.

B) Incubación a 37° El pellet ce resuspende en el pp. 4037 1309
C durante 30 minutos "medio celular“ sin dNTPs.
en "medio celular" El pellet y el sobrenndante aob. ¿LI 190
conteniendo dNTPn. se ineuban por otros 30 min.
Centrifugación. a 37° C.
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De esta manera los autores mencionados pudieron demostrar que en el sistema de

ensayo utilizado se sintetizaban dos productos: ¡HAy un oowpuestosoluble en

solventes organicos.

nn 1958Agranoff et .1 (a, b) propusieron a 1. oitidina difosfato n-az ,,’2«11‘11.
cérido con precursor metabólicodel inasitol a través de la reacción

CDPdialieórido + inosítol: Iosfatidil-inositol + CMP.

La principal evidencia para la formacióndel liponucleótido fue la producción

de una sustancia radioaotiva en la capa lipidioa después de incubar prepara

ciones partienladas de riñón de oobayo oon (3H)-OIPen ausencia de inositol.

Por otra parte, Raetz y Kennedy(1973), encontraron que en Escherichia ooli

los liponuoleótidos de oitosina estin formadospor cantidades aproximadamente

iguales de (DP-diglioéddo y dCDPdiglioerido y Ter Sheuet ot al (1971), de

mostraron que preparaciones de nitooondrias de hígado de rata son capaces de

incorporar rápidamente dCl'Pa dCDP-diglio‘rido.

Deacuerdo con estos resultados, se juzgó interesante:

i) deteminar la naturaleza química y bioquímica del compuestosoluble en

solventes orgánicos obtenido por síntesis in vitro,
ii) estudiar eu posible sintesis in vivo,

y asimismo, por las razones expuestas más arriba,

iii) analizar su posible rol oonocompuestointermediario en la síntesis
de tosfolipidos oelulares.
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MATERIALES Y METODOS

Ia) Purificación de linfocitos

Se extraen 500 nl de sangre venosa de dadores voluntarios en presencia de nep:
rina (10 U/nl). Se agrega Dextranoal 10%(Sig-a, P.H.. 500.000), disuelto en

ClNa0.15M, a una concentración final del 0.6} y se deja sedimentar la sangre

durante 90 minutos. Se separa el plasma, y a la fracción de glóbulos rojos re

manente se le agrega una solución salina de buffer de fosfato (PBS: Phosphate

buffered saline) conteniendo 0.3%de Dextrano hasta alcanzar el volumeninicial

de sangre.

Después de sedimentar y de separar nuevamente el sobrenadante, éste se combina

con el anterior. Despuésde agregar 5'-ADP (concentración final; lO ug/nl) se

pasan rápidamente a través de una columna conteniendo 6 g de fibra de nylon

(Hilanderías Chilavert, Argentina). El material eluyente de la columnase cen

trifuga a 100 x g durante 30 minutos y el precipitado (pellet) se resuspende

en ZL ml de PBS. Esta suspensión se agrega a la parte superior de dos gradien

tes que contienen 5 ml de Ficoll a1 12%, 3 nl de Hypaque al 50% y 2 ml de FBS.

Después de centrifugar a 2.000 g durante 10 minutos en el rotor HB-Lde la

Sorvall, se separan las interfasea, se diluyen con PBSy se centrifugan. El

precipitado se redisuelve en Medio Esencial Mínimode Eagle (MEM)y después de

contar, se diluyen los linfocitos puros y virtualmentesin plaquetas) a
una concentración de 1x106 células en MEMque contiene 10%de suero de feto

de ternera, Hepes 20 mM(pH 7.2), glutamina l mMy 100 U/ml de penicilina y
100 ug/nl de estreptomicina. Cuandose indica, se agrega 0.10 ml de fitohema

glutinina Difco (FRA-P)reconstituida con 5 ml de agua bidestilada, a 100 nl

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

b) Lineas celulares

Las líneas celulares HRIKy Raji "S" así comolas células de un paciente leu

cónico fueron generosamente donadas por la Dra. Marcela Fejes (Departamento de
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Hematología, Academia Nacional de Medicina).

II. Métodosanalíticos

a) Cromatografía en EEI

Se utilizó papel WhatnanN’ l. Los sistemas de solventes empleados fueron los

siguientes:

Ig etanol-metíl-etil cetona-tetraborato de morfolinio 0.5“ (PH8.6) en

0.01 u EMA-70:20:30. (Caminatti et al, 1965).

II: acetato de amoniol H-etanol 600: 1500 (Palladini et al, 1952).

Los nucléótidos se revelaron al U.V. usando una límpara lllneralite. Los campus

tos fosforilados se revelaron con el reactivo de Burrous (1952) y los radloac

tivos mediante un radiocromatógrafo Packard.

b) Cromatografía en Elaca delgada

i) La cromatografía de los extractos lipídicos se efectuó en placas de Sílica

Gel G (Eastman Kodak). Comosistemas de solventes de emplearon:

III: c10roforno-netanol-acétlco-agua 503 25; 7: 3.

IV: clorofomo-metanol-acético-agua 15a 2; 9; l.

Vu isopmpanol-acétloo-agua 27:14.:9.

VI: c10rofomo-metanol-hídróxído de amonio-agua 65; 35g 3: 2.

Los lípidos usados como"standard" se detectaron colocando la placa en atmósfe

ra de Iz.

ii) Los nucleósidos y nucleótidos fueron también determinados usando placas de

PEI celulosa, el solvente utilizado fue;

VII: Acido bórico 2x-C11i 2M2:1.

c) Saggníficación

Se llevaron a sequedad bajo corriente de nitrógeno a 30°C SWC cpmdel extracto
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clorofórmico extraído de linfocitos-FRA (incubados in vitro según se explica

más adelante, en presencia de (3H)-dCTPcomo precursor) y 8000 cpm del compue:
to extraido en idénticas condiciones de linfocitos + PHA.

Se agregó a cada tubo 1a siguiente mezcla; 150 ul de butanol saturado en agua

850 ul de metanol, 250 ul de cloroforIo y 60 ul de CiLi ZNen un volumnn final

de 1310 ul. Se incubó durante 30 minutos a 30°C. Se extrajo con volúmenes de

crecientes de agua (500, 150 y 100 ul respectivamente). E1 volumen total de

agua así obtenido fue a su vez reextraído con volúmenesdecrecientes de cloro

forno (200 y 100 ul). Se contaron alícuotas de ambas fases (orgánica y acuosa)

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

d) Tratamiento con Fosfoligasa C

Se llevaron a sequedad (en presencia de N2) 6000 cpmdel compuesto tritiado

disuelto en solución clorofómica. Se usó la siguiente mezcla de incubación;

buffer Tris-CIH 0.04 MpH 7,L¡ CIZCa5 uN, lecitina 10 II. Se sonicó 3 veces

durante 10 segundos y se agregó 20 ul de solución de enzima (Fosfolipasa C de

(nostridium uelchii) en un volumenfinal de 300 ul, usindose comocontrol un

tubo en que se efectuó el mismotratamiento pero sin agregar enzima. Se extra
jo con 2 m1de cloroformo y se contaron en un Packard alícuotas de ambas fases

disueltas en liquido de Bray.

e) Tratamiento con FosfoliEasa D

Se llevaron a sequedad 10.000 cpmdel compuesto tritiado. La reacción se llevó

a cabo en 1a siguiente mezclag buffer Mes 0.1 M, CIZMg0.5 mM,lecitina 10 mI

y LOul de solución de enzima (Fosfolipasa D de repollo, Sigma). La incubación

asi como1a extracción de la fase lipfdica y determinación de la radioactividad

en las fases acuosa y organica se realizó comose explicó para la enzima Fosfo

lipasa C.
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f) Tratamiento con nucleótido Eirofosfatasa

El producto extraído con cloroformo ¡etanol (6000 cpm) se secó bajo N2 y se

resuspendió por agitación suave en 150 ul de Tris ClH-lO mM(pH 7.4),012Mg

lO dl. Se agregó al medio de ensayo 15 ul de solución concentrada de Nuoleó
tido pirofosfatasa de veneno de Crotalus.adamanteus (tipo II, Sigma) y se

incubó durante 30 minutos a 37°C. La reacción se paró con igual volumen de

etanol. Despuésde centrifugar se sembró el sobrenadante limpido en papel

Hhatmanl y se cmmatografió en solvente I (descripto más arriba) usando

dOAPy CMPcomo “standards”.

Previamente fue determinada la actividad de la enzima sobre los siguientes

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

g) Hidrólisis alcalina

Las células pemeabilizadas se marcaron con (3H)—dCl'Pde acuerdo con el pro

eedimiento que se explica más adelante. Daspués de precipitar con TCA10%y

lavar los precipitados comose describe en III, se efectuó una hidrólisis al
calina en nox 0.3N a 37°C durante 18 horas. Después de neutralizar con ácido

perclórico concentrado y centrifugar, se analizó el sobrenadante usindose ps
ra ello dos sistema cromatográficosg a) Papel ¡batman I y solvente I y b)

placas de PEI celulosa y solvente VII. La radioactividad fue detectado usan
do un radiocromatógrafo Packard.

h) Discriminación de 1a radioactividad detectado Egr el radio

omatógrafo.

Cuandofue nmoario discriminar la radioactividad obtenida en (IAC) y (3K),

se cortó el cmmatograma en tiras de 0.5cm y se colocaron en viales con To

1ueno-0mnifluor comolíquido de centelleo. Se determinó la radioactividad en

un contador Packard estableciendo condiciones diferenciales para (3B) y (IAC).
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III. a.Incoregraci6n de dNTP;en células enteras

Cuandose usan células enteras para incorporar los dNTPs,se centrifugan alícuo
tas del cultivo a 3000 rpm durante 10 minutos y se reauapenden en 0.3 ml del

medio de permeabilización que contiene Hepea 50 nu pH 7.2, C12 Mg5 un, Ditio

treitol (un) 1 mm ATP-Mg0.5 mu, 0120:. 0.2 muy 3.3 uMdel mr radioactivo

(1000 cpm/pmol). La reacción ae detiene usando uno de los doa métodos que ae in

dican a continuación: a) ae agrega 0.1 ml de pirofoafato de sodio, 0.1 I, 0.2m1

de DNAdesnaturalizado por calor (2.5 mg/nl); 0.9 nl de HZOy 0.25 m1de ácido

perclórico al 12%(FCA). La mezcla se centrífuga a 3000 x g durante lO minutos.

Se extraen los lípidos comoae indica naa adelante. El precipitado remanente ae

diauelve en 0.5 ml de NaOH0.2K. Después de agregar l ml de agua, ae reprecipita

con 0.25 m1de PCA12%. Todo este tratamiento ae realiza a 3-5’C. El precipitado

ae disuelve finalmente en 0.2 nl de NCS(aolubilizante de tejidos de Amerekan,

Scarle) agregándoae 10 nl de mezcla de centelleo de Bray. Se cuenta en un conta

dor Packard Tricarb Scintillation; b) después de incubar,la reacción ae termina

por agregado de un volumen igual de ¿cido trieloroacético al 10%(TCA)que con

tiene pirofosfato de sodio 20 mH.Despuésde centrifugar, ee lava el precipita

do 5 vecea con 3 nl de TCAal 5%que contiene pirofoafato de aodio 10 nM.

Para realizar la extracción de lípidos, el precipitado ae calienta a 55°Cduran
te 3 minutos con cloroforno-metanol(l¡l) que contiene 0.01 NHCI(Thompson,l97h).

Cuandono se aclara, después de incubar ae mide la radioactividad incorporada

al precipitado total de naa 12%ain extraer con solventes orgánicos.

b. Obtención y purificación del compuesto marcado in vivo con (IAC) 

glicerol e in vitro con (3H)-dCTP.

Se centrifugaron 50 x 106 linfocitos estimulado: con PEAy se reauapendieron

en l ml de MEMconteniendo 2 uCi de (IAC)-g1icerol

Después de ineubar durante 1 hora a 37°C laa células fueron centrifugadaa y
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resuspendidas en 3 nl de la mezcla de permeabilización ya descripta. La incuba

ción, lavado de los precipitados, extracción y cromatografía de los compuestos

marcados fue desarrollada comoya fue detallado.

El compuesto doble-ente marcado que co-cromatografió con el compuesto ¡amado

solamente con tritio y que se usó comocompuesto de referencia, se raspó de la

placa de sílica gel, se disolvió en Cl3CH-netanol-HQO(lglg0.3) y se contó una

alícuota con mezcla de centelleo de Bray en un Pnckard, midiendo en forma inds

pendiente la radioactividad de (3a) y (“‘c).

El compuestose secó bajo N2y se le efectuó una hidrólisis alcalina cono ya

fue descripto. Despuésde neutralizar, los compuestos fueron senbrados en papel

¡batman l y corridos con el solvente II usando dQIPy -glicerol fosfato como

standards .

c. Fraccionamientosubcelular de las células Erneabilizadas

Se partió de 701106 linfocitos + PHA.Se centrifugaron y reauapendieron en

6 m1de mezcla de perneabilizaoión ya descripta. Después de incubar se llevó

la mezcla a 0.25 Mde sacarosa y se rompió las células con 20 golpes de honogg
neizador Bounce. La observación al microscopio de contraste de fases (Carl Zeiss,

Alemania) permitió comprobar que más del 95%de las células habían sido rotas

por el tratamiento efectuado. Se procedió a centrifugar a 600g durante lO sing

tos en una centrífuga Sorvall obteniéndose un precipitado que se denominó'Frag
ción 600 g". El sobrenadante fue centrifugado a 3000 g en idónticas condiciones.

Se obtuvo un precipitado denominado "Fracción 3000 g", y un sobrenadante que

por centrifugación a 25000 g permitió obtener la "Fracción 25000 g". El sobren:
dante de esta última fracción se centrifugó lOWOOg durante 30 minutos (Spinco

Ultracentriiuge, BeckmanInstr.). Se obtuvo así la I'Fracción 100.000 g" y "Sobre
nadante de 100.000 g”.

Las diversas fracciones particuladas, fueron precipitados con acido según se

indica en el métodoa) explicado en el item III de este capítulo. El sobrenadante

de 100.000 g fue precipitado con igual volumen de TCA10Xy tratado según el
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métodob) (item III). La extracción del material soluble en solvent- organicen

de todas las fracciones se realizó comoya fue explicado anteriormente.

d. Purificación por gradiente de sacarosa

Se centrifuga un número apropiado de células (usualmente 100 ¡106) y se renun

penden en l ml de Buffer hipotónico: buffer de fosfato lO mMpH6.5 conteniendo

CIZHg10 mM.Después de permanecer 20 minutos en frio para permitir que las cé

lulas se hinchen, ae homogeneizó con A0 golpes de un homogeneizador Dounce y se

centrifugó a 600 g durante 10 minutos. El precipitado obtenido se resuspendió

en la mezcla de incubación ya descripta. Despuésde incubar dicha mezcla, se

sembró sobre h ml de sacarosa 60%y se centrifugó en el rotor HB-yde Sorvall

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

intactos, sin partículas y una interfase de aspecto particulado libre de núcleos.

e. Incubación 'in vivo" con (3H)-dC
7Generalmente se centrifugaron 10x10 células y se reeuspendieron en 0.5 ml de

MEMque contiene 10%de suero fetal y los agregados que ya fueron mencionados

(I. Purificación de linfocitos). Se incubaron las células con 2 um de (3H)—dc

durante el tiempo indicado en cada experimento y ae extrajeron las cpmincorpo
radas a la fracción lipidica o al precipitado remanentedespués de extraer la
misma.

14f. Obtención del com esto marcado 'in vivo" con C licerol

I Co
Se siguió un procedimiento similar al descripto en IIIb). Se centrifugaron

50110ó células + PHAy se resuspendieron en l ml de MEMconteniendo 2 uCi de

(IAC) glicerol y 8 uCi de (3B) dC, en presencia de clorpromazina a la concen
tración de 60 uM. La purificación del compuesto doblemente marcado así como
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la hidrólisis alcalina efectuada al mismose realizó en las condiciones ya

mencionadaspara el compuestosintetizado Earcialmente in vitro utilizando

(IAC) glicerol y luego (3H)-dCTP). La clorpromazina empleada en este trebg
jo fue un generoso regalo del Dr. Daniel P. Cardinali (Centro de Estudios

Farmacológicos y de Principios Naturales, CONICET).

g. Preincubación con ácido ara idónico Acido 8 ll 14 Eicosate

traenoico.

Se centrifugaron para cada ensayo 101106 linfocitos + PHAy ee reeuspendis

ron en 0.5 m1de MEMcompleto. El ¡cido arequidónico de hígado porcino (gen

tilmente enviado por el Dr. N. Bazan (Universidad Nacional del Sur), prepa

rado comosolución etanólica concentrada a la que se le burbujeó N2 , fue

agregado a la concentración adecuada para cada ensayo. Se preincubó durante

60 minutos a 37°C. Las células fueron centrifugadas y resuspendidas en medio

MEMfresco e incubadan durante 60 minutos en presencia de 2 uCi de (3H)-dc.

La fracción lipídica ee extrajo comoya fue mencionado.

IV. Obtención de las fotografías

Las fotos de la pág.67 se obtuvieron con una máquina Polaroid adosada a un

microscopio Hild (Suiza).
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RESULTADOS

I.

II.

a)

b)

c)

d)

e)

Caracterización del sistema de linfocitos permeabilizados

Comportamientofrente a diversas adiciones.

Efecto de 1a sacarosa.

Efecto de 1a actinomicina D.
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I. Caracterización del sistena de linfocitos Qermeabilizados

a) EQIFJmïüeiéüqjtqnte .Q..QÁYÉF%%S_..QQÍ.QÍ.9EES¿

Los resultados obtenidos por Lordoh y Fridlender (1977) y descriptos en 1a tabla

II de 1a Introducción demuestran que en células penneabilizadas es muchomayor

la incorporación en la fracción precipitable por ácido perclórico (PCA)cuando

se usa (3H)-dCTPcomo precursor radioactivo que cuando se utiliza (3H)—TTP. Di

chos autores, presentan evidencias cn el trabajo mencionadode que la incorpora

ción de (3H)-dCTPes mayor que la de los otros tres dNTPsdebido a que, además

de DNA,se sintetiza un compuesto Soluble cn solventes orgánicos.

hn los experimentos dcscriptos en 1a tabla IV se confinnan los resultados obte

nidos para 1a incorporación de (3H)-dCTPy (3H)-TFP y se describen además dis

tintas condiciones de inembación, con el objeto de comparar los requerimientos

entre (3H)—TTP,que se usó como precursor "de referencia" respecto a 1a de

(3H)—dCTPque se incorpora en forma diferencial como ya fue mencionado.

Iïgií_l!¡ Incorporación de (3H)—TTPy (3H)-dCTPa linfocitos permea

bilizados en reposo (- PMA)y estimulados por HL\

( 3104117 (3ll)—dCTP

Linf. + HU\ Linf. — PHA Linf. + PHA Línf. - “Li

Agregados cpm fl cpm fl cpm fl cpm fl

Completo 2033 100.0 C39 100 16.89¿ 100 10.227 100

Preinc. 30'a 37°C 2133 10A.Q 1L02 219.L 12.105 71.6 9.210 90.1

+Hepes 50 mm
pu 8.o (_ alicina) 21oC) un?) 738 127.5 12.758 75.5 ¿.887 ¿7.6

+3iacurosn 0.15. 3730 183.5 1362 213.1 0.778 ¿0.1 1.o59 10.2

+CINa (x. m:-.. 22211 109.2 858 131-..2 ¿.822 28.5 1.370 13.5

El medio de incubación c0mp1eto está descripto en Materiales y métodos. Se usa
ron 3 x 10Ucélulas por ensayo, resuspendidas en 0.3 m1de medio de permeabili
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zación que contenía 1000 pmoles de (3H)-TTP ó 1000 pmoles dv (3“)udCYP (MXX‘
cpm/pmol ). Se incubó 30 minutoa a 37° C. Se determinó la radicactividad in
corporada al precipitado de ICA(descripto en Métodos).

Los resultados obtenidos demuestran que se está frente a dos reacciones diferen

tes. En efecto, la incubación a pHG.0 estimula ligeramente la incorporación

de (3H)-TTPmientras inhibe la de (3H)-dCTP; la presencia de las concentraciones

indicadas de sacarosa y Clfia estimulan la incorporación de (3H)-TTP, inhibiendo

fuertemente en cambio la incorporación de (3H)-dCTP.

En la tabla V se observa la relación de incorporación entre linfocitos estimu

lados y en reposo, para un mismoprecursor radioactivo.

Tabla V: Relación de incorporación entre linfocitos estimulados por

PNA y en reposo (— PNA)

¿EELÉNTP L + PHA3 .

¡recursor cpm ¿NTP (L _ PMA)

(3u)—TTP 3-2

(3u)_dCTP 1-65

Estas relaciones fueron obtenidas con los resultados de la tabla IV.

ll: la tabla V se podría inferir que la relación aumentadade (3H)-TTPrespecto

a (3H)-dCTPse debe a que en el primer caso, sólo se sintetiza DNAen linfocitos

estimulados, con muybaja incorporación en linfocitos en reposo (confirmando re

sultados ya conocidos obtenidos in vivo) mientras que para el dCTPésto no se

cumple ya que hay apreciable incorporación en linfocitos en reposo, que es au

mentada cuando las células se estimulan por el mitógeno.

En la tabla VI se estudian las características de solubilidad de los productos

obtenidos con (3H)-TTP y (3H)—dCTP,observándose que existe mayor incorporación

en fase orgánica para el producto obtenido a partir de (3H)—dCTP,mientras que
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el producto obtenido a partir de (3H)—TTPse recupera esencialmente en fase acuo

sa. Esto es una demostración adicional de que a partir de (3H)-TTPla síntesis

predominante es de DNA,ya que hordoh y Fridlender (1977) demostraron que si se

particiona DNAen las mismas condiciones del experimento más del 80 fl del mismo

se distribuye en 1a fase acuosa. En cambio, al utilizar (3H)-dCTPcomoprecur

sor ademásde DNAse sintetiza un compuestode características lípidicas.

Tabla VI: Características de solublidad del producto formadopor linfo

citos + PIIAy —Pm incubados con (310-de y (310-11?

Solubilidad en las diferentes fases
Producto

Acuosa Interfase Orgánica

Células + mm + (3ll)—dCTP 12 12 76

Células —Pm + (310-de 23 17 00

Células + mm + (3H)—TTP ¿'33 21 10

Células —mm + (3I!)-TTP 58 25 17

En cada caso se utilizaron 5 x 10° células que se incubaron en la mezcla de per
meabilización comoestá descripto en Métodos. Después de incubar, las células
se centrifugaron, se lavaron con 2.5 m1de PBSy se resuspcndieron en 1.5 ml de
PBS. A esta suspensión se le agregó 0.75 ml de una mezcla que contenía 3 %
Sarkosyl cn 75 rm Tris pH 9.0 —2 mmEDTAy se dejólisar las células toda la
noche a temperatura ambiente. La partición con solventes orgánicos fue reali
zada comosigue: 0.2 m1del lisado celular, 0.6 ml de cloroformo, 0.3 ml de me
tanol y 8 ul de CIZMQ0.1 M. Después de mezclar y ccntrifugar, se separaron,
secaron y contaron la fase acuosa, la interfase y 1a fase orgánica.

b) Efecto del agregado qs_sacarosa¿

En 1a tabla IV sc observa que la sacarosa inhibe la incorporación de (3H)—dCTP

pero estimula 1a de (3H)—TTP.Para estudiar el efecto de distintas concentra

ciones de la mismasobre el sistema de células permeabilizadas se realizó el ex

perimento que se muestra en la Fig. 5. Se puede observar cue todas las concen

traciones probadas fueron inhibitorias para la incorporación de (3H)—dCTP,no
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'I , . . . .auf ¡mm (al (HU-FTP donde se observa un electo csttmulatorlo con SO nu. que s;_

mantiene hasta 30’) ".3...

;

.gO5 Í

.a N Ï

W Í

b I

-----A...... --ú
IncorporacióndeCH)-dCTP-(cpmJO-a)

___dr-J’*
L l l

100 200 300

Sacarosa.(uM)
Fip. 5. Efecto del agrenado dc sacarosa. .
XÏÏSJZtas de 3 m] de un cultivo de 72 ha. de linfocitos + PNAfueron con
t'ri Funados a 3"("0 rnm durante 10 minutos, y resuspemlídns en 0.? m] de
rwdin dv gwrmenbilízncíón (descripto on :"61'0d()s)contoni ando 1000 nmnlos
de (MU-41ml" (10m (‘UI-L/plúflll‘)6 1000 muolon de (¡HL-TTF (1000 cm=/pmole).
las inrwbaciones no efectuaron n 77° C durante 30 minutos. Se determinó
la radioactivídad incorporada al precipitado de FCA.

Alncornoración de (3H)—TTP; .incorporación de (3H)—dCTP

c) Efecto de la zuctinmnicinn D.

El siqujente exncrimento fue' realizado con el objeto de ver si un inhibidor de

la síntesis de RNAv UNAcomo es la actinomicina D es capa7 de inhibir la in

corporación de (“Ü-TTF y (RIU-dCTP.

Comonuede verse en la tabla VTT, la actinomicina inhibe fuertemente la incor

poración de (3II)—TTP,en cambio su efecto es menor sobre la incorporación (lo

(310-de.
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Tabla VTT. Efecto de la actinmJeina l) sobre la incorporación do

(3l¡)—'rrr> y (3”)-.dm‘v

.\qrenados (3H)—TT|’ (1H)—4KÏTP

cpm 75 cpm 33

Mezcla completa 1.727 100 6.05] 100

+ Act-D 1.00.qu1 1.036 po 5.1,¿8 90

La mezcla completa está descripta en Materiales y hétodos, con el agregado que
para la incorporación de (5H)—TTPsc utilizó Sacarosa 0.15 h que como se puede
ver en la tabla IV estimula dicha incorporación. Se usó 3 x 10o cé1./ensayo,
30 minutos a 37° C. Se determinó 1a radioaetividad incorporada al precipitado
rlc PCA.

Para estudiar a qué nivel actúa la actinomieina se hizo un experimento en con

diciones similares, con la diferencia que después de incubar, se efectuó la para

tición comoestá descripto en 1a tabla VT. Los resultados obtenidos sc muestran

en la tabla VÏTI, y de ellos se desprende que cuando se usa comoprecursor

(3H)—dCFP1a actinomicina afecta solamente 1a distribución de marca de la inter

fase; en cambio para el (3H)—TTPafecta 1a interfase y además la fase acuosa.

Tabla V'II : Efecto dc la actinomicina D sobre 1a incorporación de (3Il)-TTP—-—_..—'.——-—

y (BII)--dCTPen los productos recuperados en las distintas fa

SCS.

Precursor ‘,3Incorporación

l-‘ascorgánica Fase acuosa Interfase

— Aot D + Act D - Act D + Act D — Act D + Act!)

Células + Pm + (3")TTP 100 105 100 (¡5.14 100 30.37

Células + mm + (3lí)-dCI‘I" 1m 103 100 107.0 100 1.1..¿31
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Se usaron 3 x 10Ucélulas/ensayo. Se incubó 30 minutos a 37° C. La actinomici
na D se usó a una concentración de 100 uu/ml. La mezcla dc incubación está des
cripta en Létodos. La partición con solventes orgánicos se efectuó comoestá
descripto en 1a tabla VT.

Ph el experimento mostrado en la tabla VIII, 1a actinomícina tuvo un efecto in
, o _ , ,hibitorio del 50 fi sobre la incorporación total para el (JH)—TTFy del ¿U.b fi

para c1 (3II)-—d(:l‘P.

d) 932.021.011.031 5.12¿:1 21195911311513. .n321.e_6.t.i_<.‘922.

Los resultados de 1a tabla IX muestran que tanto la incorporación de (3H)—TTP

como 1a de (3H)—dCTPno requieren en forma absoluta la presencia de los otros

tres dNTPs.

Jïgfif IX: Efecto de la omisión de nucléotidos sobre la incorporación

de (3H)—TI‘I‘ y (3H)—dC'l‘P

Anrunados y omisiones Incorporación

cpm fl

3.3 uff. (3|l)-TTP + 50 uh. dNTPs 549 100
Idem — d.\TP — dGTP — c1ch 506 92.1

ur.. (3II)-dCTP + 50 uh}dNTPs 14.000 100
Idem _ dATP — dTTP — dGTP 10.306 73.0

6
Para cada ensayo se usaron 3 x 10 linfocitos + PMAcomo está descripto en L6
todos. Se determinaron los cpm en el precipitado de PCA.

e) Dependencia de 1a incorporación de (3H)—dCTPcon el tiempo.

Comose puede ver en 1a Fig. ó la incorporación de (3H)—dCTPen la fase orgáni

ca es lineal hasta los 15 minutos y continúa con velocidad decreciente hasta los

00 minutos. La incorporación de (3H)—dCTPa1 precipitado es Bneal hasta los 30

minutos.
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kim: Curva de tiempo de incorporación de (3ll)-—dCTPa clorofomm
luctunol (2:1) o, y a1 [precipitado A.
Se incubaron 0.3 x 10“ linfocitos + Pm cn las condiciones habituales,
Después de incubnr, las células se ccntrifugaron y se lavaron con 2. m1
(lc P135}.Se extrajo con cloroformo-mctanol (2:1) y el pellet se disolvió
con NGS (cpm incorporadas a DNA).
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II. Identificación del material radioactivo obtenido in vitro incubandocélulas

perneabilizadas con (31941ch

a) Cromatografía del producto en diversos solventesr

Para confirmar la naturaleza lipídica del material presente en 1a fase orgánica,

los extractos clorofórmicos se cromatografiaron en diversos sistemas de solven
tes.

A

DJ I<B
9
2
[-'
U<9‘ nQC
4
a:

6? F:

DISTANCIA

Fin. 7. Radiocromatogramasen Silica Gel G, de extractos clorofónnicos
obtenidos luego de 1a incubación con (3H)-dCTP.

A) C1°“’f°m°-m°tan°1-”20(50‘25=7=3); B) Isopropanol-aeético-HZO
(27st9); C) c13cn—w.cou—uidr6xidode NII¡¿+-ll20(65:35:322)



52

¡in la Fin. 7 se observan los resultados obtenidos. 1-)1todos los casos la radio

actividad Ininraba en un solo pico.

Concl objeto dc identificar este material, sc lo sometió a diversas tratamien

tos: saponificación, tratamiento con fosfolipasas C y I), hidrólisis alcalina

y tratamiento con nucléotido-pirofosfatasa.

b) ELME‘E‘ÉL:
H1extracto obtenido on fase orgánica después de incubar linfocitos en presencia

de (3“)ndCTPy efectuar la partición comofue descripta en 1a tabla VI, se llevó

a sequedad con N2. La saponificación se efectuó en una mezcla de cloroformo

metanol-butanol saturado con anna en presencia de HOLi0.0L N. Los resultados

de la tabla K muestran que la deacilaeión en medio alcalino suave dio comore

sultado nue, anroximadamcnte, c1 92 fi de la radioactividad obtenida incubando

linfocitos + I’ÏIAy —Pm pasara a la fase acuosa.

Tab1_ Efecto del tratamiento con llOLisobre 1a solubilidad del
natori al radioactivo

...v_----...-.._ .

Radioacti vidad (cpm)

Tratamiento ¡ase acuosa i-‘aseclorofórmica

Extracto dc: células —PIM
Sin tratamiento 0 5.000
IlOLi 30 min. a 30° C ¡1.590 137

Extractodccélulas
Sin tratamiento 0 8.000
HOLi 30 |rain. a 30° C 7.L20 335

{'21tratamiento con HOLise describió en .‘Jétodos. Después dc incubar, se extrajo
con apna. Se contó 1a radioactividad total que pasó a la fase acuosa y la radio
actívidad total remanente en la fase orgánica.

Dn la. l-‘ir'. Ü se observa el radiocmmatoqraua correspondiente al producto que pa
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só a la fase acuosa después del tratamiento con “Gli. Se obtuvo un solo pico de

radioactividad que migrwópor dclantc del CDPgliceml, CDPy CMPusados como mar

cadores de referencia.

CDP-Queerol

RADIOACTIVIDAD—) 2-00?

o
¿p

DISTANCIA

i-‘ig. 8. Radiocromatogramacorrespondiente a la fase acuosa después del
tratamiento con HOLi.
El producto que pasó a 1a fase acuosa, en 1a tabla IX se cromatografió
en papel Whatman1 con 1 M acetato de amoniOgetanol como solvente.

Se usaron los marcadores de referencia, antes mencionados, ya que R. J. Thompson

describió en 1975 la incorporación dc CI‘Pa núcleos de neuronas aislados, demos

trando que dicho nucléotido se incorporaba a una fracción lipídica cuyo análisis

demostró que se trataba del liponucleótido CDP-diglicérido. W. Thompsony G.

Iz'cDonalddemostraron también en 1975 que por tratamiento alcalino suave, usando

0.002 N NaOJI,a partir del CDPdiglicérido sintetizado por hígado de vaca se ob

tenían comoproductos GIP, CDPglicerol y glicerol fosfato.

En el sistema cromatográfico utilizado, los deoxiribonuclóotidos corren ligeramen

te por delante de los ribonucleótidos, comose puede ver en la Fig. 9, de manera

que c1 pico obtenido en la l’ig. 8 es probable que corresponda al dCDP.g1icerol.
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DISTANCIA

Fig. 0. Cromatografía en papel de Standards de deoxiribonucléotidos:
dCI‘P, dCDP, dGJP y dC y Standards de ribonucleótidom CTP, CDP, CMPy
citidina. Solventeg 1 m acetato de amonio:etanol.

El resultado obtenido en 1a Fig. 8 es confirmado mediante la hidrólisis alcalina

descripta en las próximas páginas.

c) irstamisntse-samfeáíelipüesrjjj.
Los resultados de 1a tabla XI demuestran que el compuesto soluble en solventes

orgánicos no es degradado por dichas enzimas.

Tabla XI: Tratamiento con Fosfolipasas C y D

Enzima Radioactividad en fase orgánica 6pm)

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

b) Tratamiento con Fosfolipasa D
Compuestono tratado 9.800
Compuesto tratado con Fbsfolipasa D Ü.h32



Para el ensayo a) se llevaron a sequedad 6000 cpm/tubo del extracto clorofórmi
co. Se agregó lueno la mezcla de incubación sin enzima dcscripta cn Materiales
y Métodos y se sonicó. Se incubó el tubo que contiene la enzima así como cl no
tratado durante 30 minutos a 37° C. El ensayo b) fue realizado en condiciones
similares con la excepción dc que se usaron lOOOOcpm/tubodel extracto clorufór
mico.

d) HÉÉ‘L‘iiíiiíleíliïE:
i) B?{999299.999.991???HR'I‘ÉÉEDQLQELSQEPEÉSH’-HPÁQÉFEELEÉBIEIÉÉ:

QÁÉE:

La extracción del material soluble en solventes orgánicos, fue realizada en los

experimentos anteriores mediante la partición con cloroformo-metanol-anua. Se

realizó el siguiente experimento, con el objeto de ver si por agregado de cloro

formo-metanol a1 precipitado de TCA10 %obtenido después de centrifugar las cé

lulas, es posible extraer en forma selectiva el compuestolipídico formadoa

partir de (1H)-dCTP pero no el DNAmarcado con el mismo precursar.

En la tabla XII se puede ver, que solamente el 0.01 % del DNAmarcado in vivo

con (3H)—dTes extraído con cloroformo-metanol frente al 75 %del producto ex

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

Tabla lHT: Extracción con cloroformo-metanol del (3H)-DNAy del producto

marcado con (3”)deTP

Marcación in vivo Marcación in vitro Extracción con cloroformo-metanol

con l - con ‘ - . o ex rar e .xtra > e(3;) dT (3") dPI‘P N t íbl P nl

+ 12.066 cpm 119 cpm

+ 603 cpm 1.773 cpm

Se hizo un pulso con 5 uCi de (3H)—dT(act. esp. 40-60 Ci/mmole) a 5 x 10o lin
focitos + PMAen medio de cultivo. Después de 60 minutos a 37° C se centrífuga
ron las células, se lavaron con PRSy se resuspendieron en la mezcla de incuba
ción (ver Métodos) sin (3H)-dCTP. Desnués de 30 minutos a 37° C se precipitó
con PCAy se extrajo con cloroformo-metanol comoestá descripto en Materiales y
Létodos. Se usaxon otros 5 x 106 linfocitos + PHAy se marcaron solamente in
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33:53 con (3H)-dCTPextrayéndose con cloroformo-mctanol comofue descripto arri
ha. El c]oroformo—metanol fue agregado a 10 m1 de mezcla dc centelleo Bray y se
contó en un Packard Tricarb Scintillation Counter. Los precipitados se disolvie
ron en 0.3 m1 de N.C.S. (Amcrsham), se agregaron a 10 m1 dc mezcla de Bray y se
contaron.

ii) Extracción del producto marcadodespués de la hidrólisis alcalina:
A1 material lipídico marcado con (3H)—dCTPse le efectuó un tratamiento de hi

drólisis alcalina. Comoeste tratamiento fue efectuado sobre el pellct celular

después de marcar con (3H)—dCTP,fue necesario demostrar que la hidrólisis alca

lina sólo liberaba 1a mismacantidad de radioactividad que era extraíble con

cloroformo-metanol. Los resultados se muestran en la tabla XIII.

Tabla XIII: Comparaciónentre hidrólisis alcalina y extracción con

cloroformo-metanol del producto marcado in vitro con (3H)dCTP

Extracción con cloroformo-metanol Radioactividad

No extraíble 603 cpm

Extraíble 1.773 cpm

Hidrólisis alcalina

Precipitado 485 cpm

Sobrenadante 1.710 cpm

10 x 10b linfocitos + PHAse centrifugaron y resuspendieron en la mezcla de in
cubación conteniendo (3H)—dCTP. [bspués de 30 minutos a 37° C la suspensión
celular se dividió cn dos tubos y se precipitó con 10 %TCA. Los precipitados
fueron o bien extraídos con c10roformo-mctanol, o bien sometidos a hidrólisis
alcalina. Las radioactividades en precipitados y sobrenadantes se determina
ron comoestá descripto en la tabla XII.

Deesta tabla se deduce que la radioaetividad liberada del pellet por hidróli

sis alcalina es 1a mismaque la cxtráible por c10roformo-metanol.
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iii) Análififi_gsl_proggctode la hidrólisis alcalina.
La radionctividad liberada por hidrólisis alcalina fue analizada en dos sistemas

cromatonráficos diferentes (Fin. 10 A y B).

A

9,;
Q 1 CMP dCMP

2 B
‘a
<1
Q

3

CMP dCMP ,
Or Fr

DISTANCIA

Fin. 10. Radiocromatogramascorrespondientes al producto del tratamiento
alcalina.
50 x 10 linfocitos + PHA(72 horas) se centrifugaron y resuspendieron en
3 m1de mezcla de incubación. Después de 30 minutos a 37°C las células se
centrifugaron, se lavaron con PBSy se precipitaron con 5 %TCA. Se agre
garon al precipitado 300 ul de KOH0.3 N y se incubó a 37° C durante 18
horas. Despuésde seguir el procedimiento descripto en métodos, se efec
tuaron cromatografías con GMPy dCMPcomo sfiandards internos.
A) Cromatografía cn Whatman1 con etanol-metil-etil-cetona-0.S Mtetrabo
rato de morfolinio (pH 8.6)en 0.01 MEDTA(70:20:30) como solvente de desa
rrollo. B) Placa de PEI celulosa con 2 fi ácido bórico-Z MClHi (2:1) como
solvente de desarrollo.
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En las cromatografías efectuadas se demuestra que se obtiene (3H)-dCNP,demos

trándosc así que 1a porción marcada de la molécula es un derivado de deoxici

tidina.

e) Tratamiento con nucléotido pirofosfatasa.

Para estudiar si el dcmpy la parte lipfdica de 1a molécula están unidas a tra

vés de una unión pirofosfato, se trató el compuesto marcado con (3H)-dCTPcon

1a enzimanucleótido pirofosfatasa. Previamente se estudió la actividad de la

mismasobre los siguientes sustratos: CDPglicerol y CDPdiglicórido ya que

en este caso era necesario que 1a enzima pudiera romper una unión pirofosfato

vecina a un resto glicerilo.

AL 3535€)oo
C o

C o

D o
DISTANCIA

Fin. 11. Cromatografía de standards y productos obtenidos por tratamiento
con la enzimanucleótido pirofosfatasa.
En todos los casos, las muestras fueron resuspendidas en 1a si
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guiente mezcla: Hepes 0.1 L pH7.L, Clzhn 0.01 m, nucloótido o
liponucleótido en concentración 0.6 mk; volumenfinal 150 ul.
Después de incubar 30 minutos a 37° C, se paró la reacción con
igual volumende etanol.
A) Standards dc CDP, CM y Pi.
B) CDP + 15 ul de enzima.
C) CDP-glicerol.
C') CDP-glicerol + 15 Pl de enzima.
D) CDP-diglicérido + 15 pl de enzima.
Se cromatografió durante 16 hs. en Whatman1 con acetato de NHL
etanol comosolvente.
Nose muestra en la figura el CDP-diglicérido sin tratar con 1a
enzima, ya que el mismocorre con el frente del solvente.

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

unión pirofosfato de los compuestos ensayados.

En la Fin. 12 se muestra el resultado del tratamiento de dicha enzima sobre el

compuesto lipfdico marcado con (3H)-dCTP.

- \rig. 12.

O
<
9
2
¡_
O<
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, CMP dCMP

Or

DISTANCIA

Efecto de la enzima nucléotido pirofosfatasa sobre el compuesto
marcadocon (310-de.
El tratamiento enzimático se efectuó comoestá descripto en la
fig. anterior. Se cromatografía en Hhatman1 con el solvente I
descripto en Materiales y Métodos.
Se usaron cup y dCMP00m0 standards.
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Línea de puntos: cromatografía del producto sin tratamiento en
zimático.

Lfnea llena: producto tratado con la enzima.

Para cl desarrollo cromatonráfico del producto tratado con la enzima se prefirió

usar el solvente I ya que dicho solvente separa muybien ribonucleótidos de deu

xiribonucléotidos. Los resultados observados demuestran que por tratamiento en

zimática se rompe el compuesto, dando como uno de sus productos (3H)-d0uP. Es

posible concluir que 1a parte lipídica de la molécula está unida a la deoxiciti

dina a través de una unión pirofosfato.

f) Caracterización parcial de la parte lipídica.

La síntesis enzimática del CDPdiglicérido descripto en varios sistemas (van dem

Bosh, 1Q7L)está catalizada por la enzimaCTP-fosfatídico-citidil-transferasa,

siendo los sustratos dc la reacción CPPy ácido fosfatídico (Vorbockl. L. and

hartin i. P., 1070). Sobre Ia baso do los resultados anteriores no pensó que

el cornuosto hallado podría ser el dCDPdírlic‘rido o Fosfatidil-dCrP sonün la

nomenclatura más moderna nronuestn por Hauser y Eichberg (1970). Y cuya ÍÓPNUIB

se csnuematizn a continuación:

314w
,-o— —Rz

H2

H :0

H

HC>Ï113 2ici“
H

CH2
O

H H H

H H

Fosfatidil-dCMP
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Para identificar parcialmente la parte lipídica de la molécula su ofrctuó un

tratamiento in vivo con (ILC)g1icerol a linfocitos estímulados, antes de ser

permeabilizados y marcados con (3H)—dCTP. Si el producto formado por las cé

lulas permeabilizadas es el fosfatidil-dCMP es posible esperar, en las condi

ciones dc] experimento, que se forme un compuesto doblemente marcado contenien

do (MC) y (3”).

l .
( 4c)_glicer°1 ellceroquinasa (lá,c)_gncm_o1H, acil transferaaa

1 
ATP Dp ( ) (Z)

14 _ __ 14 8H2‘6‘4’ 8 "1 dCTP-Fosfatídioo "F “o _"1
oitidil transferasa 14 ’

MET-0 -—R2 t H- _o__ _R2 HO1"ÉÏC-0—® (3a“cm ta —0—(3H )-dc
( ác. fosfatídico) (foafutidil-dCMP)

l

4?..0434,I

"ET-048.32 __, (14C)-glicerol3-P+ (3B)-dcm’
ré?c—o—®i®43H)-ac

(1) caminometabólico del glicerol-fosfato

(2) caminometabólico de la dihidroziacetona-foafato

La marcación de los linfocitos estimulados con (1¿0)g1icerol y (3H)—dCTPestá

descripta en Laterialcs y Métodos. Los productos dc 1a reacción se extrajeron

con cloroformo-metanol (1:1) en 0.01 N HCI y se cromatografió en placas de

Sílica Gel G (Fig. 13).

Iüï la Fin. 13 se observa que cuando se marca con (IAC)g1icer01 y (3H)-dCTP se

obtienen dos picos, uno dc los cuales (pico I) corre en la mismaposición que

el producto obtenido después dc marcar las células sólo con (3H)—dCTP,sin pre

vio tratamiento con (lhc)glicerol.
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Fif. 13. Radiocromatograma de los compuestos marcados in vivo con (1¿C)gli
cerol e in vitro con (3[!)-dCTP.
A) Cromatografía del compuestotritiado obtenido in vitro.
H) Cromatografía del compuesto doblemente marcado.
Solvente: cloroformo-metanol-acético-HZO (50:25:7g3)
En esta radiocromatonrafía no se discrimina (3K) de (ILC).

Los dos nicos descriptos en 1a Fin. 13 B fueron raspados y eluídos de la sílica

con Cl3CH-Le0H-H20(1:1:O.3) y contados en el Packard usando settings diferen

ciales para (IAC) y (3“). Sólo el pico I contenía ambos isótopos, mientras que

el pico II contenía únicamente (IAC).

Con el objeto de verificar si las marcas de (3M)y (IÁC) detectadas en el pico I
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(Fig. 13) estaban contenidas en un sólo compuesto, se corrió 1a muestra cn otros

solventes, para ver si la relación (ILC)/(3H) se mantenía constante. El resul

tado se muestra en la tabla XIV.

Tabla XIV: Relación (IAC)/(3H) para el compuesto marcado con (ILC)nlicc

rol (in vivo) y (3H)—dCTP(in vitro) en distintos solventes.

Solventes Relación (IAC)/(3H)

A) Cloroformo-metanol-acético-H20 3.57
(50:25:7z3)

B) Cloroformo-metanol-acético-HZO 3.78
(15:2:9tl)

C) Cloroformo-metanol-amoníaco—H20 3.73
(65:35:3sz)

Dadoque dicha relación se mantiene constante en los distintos solventes analiza

dos, se efectuó la hidrólisis alcalina al eluído del pico I mencionadomásarri
ba.

Los resultados de la Fig. 1L demuestranla formación de (3H)—dCMPy ( 1¿C)-glicerc»

fosfato. La presencia de un pequeño hombroen la vecindad del Of-glicerofosfato

corresponde probablemente al dCDPglicerol remanente. Esto se demuestra en la

Fin. 15.

Se concluye por los resultados anteriores que el compuestolipídico extraído por

solventes orgánicos es el dCDP-diglicérido o Fosfatidil-dCMP.
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Fin. ll. Efecto de 1a hidrólisis alcalina sobre e] compuestodoblemente
marcado.
El procedimiento está descripto en Materiales y Létodos. Cromatografía
realizada en WhatmanT, con acetato dc NH¿—etanol (60011500) como solven
te. Se usaron dCMPy al-glic-P comostandards. Este último se reveló con
e] reactivo de Burrous.
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Fiq. 15. Formación del dCDPnliccrol comoproducto intermediario de la hi
drólisis alcalina del compuesto marcado con (ILC)-g1icerol y (3”)«dCTP.
H1 pico I de 1a fin. 1L sc eluyó y corrió en HhatmanI con isopropanol
acético-“20 (27gbg9) comosolvente, resolviéndose en dos picos diferen
tes.
(B) El pico I (A) se eluyó y se sometió a 1a acción de 1a enzima nucleó
tido pirofosfatasa comofue descripto anteriormente. El producto de la
reacción se corrió en WhntmanI con 1 Mde acetato de amonioÁetanol (OOO:
1500) usando °(-glicerofosfato comostandard interno.
(C) El mismotratamiento se le hizo a1 pico II (A).



III. Naturaleza particulada de la síntesis del compuestosoluble en solventes
orgánicos*——

Es interesante notar que en la Tabla Ïl de la Introducción se observa que cuando

se incuban células enteras permeabilizadas en presencia de (3H)-dCTPdicha in

corporación es casi siete veces mayorque cuando se la estudia en el sistema

de núcleos aislados. En cambio, para los otros tres dNTPstanto en célula en

tera comoen núcleo aislado es aproximadamente del mismoorden. Es posible que

1a incorporación de (3H)-dCTPen núcleos aislados esté francamente disminuida

por el sistema de preparación de los mismosya que en uno de los pasos de su

obtención se resuspendc el pellet nuclear en un buffer que ademásde contener

sacarosa 0.32 h (que comose demostró inhibe la incorporación de (3H)-dCTPen

célula permeabilizada), contiene 0.3 fl de Tritón N 101. El Tritón X»100a esa

concentración inhibe 1a síntesis del compuestosoluble en solventes orgánicos

comopuede verse más adelante. Fbr lo tanto se decidió profundizar el estudio

de la incorporación de (3H)—dCTPhaciendo un fraccionamiento subcelular que no

implique el uso de detergentes.

a) Distribución subcelular de la marca de (3H)—dch.

Luego de incubar linfocitos + PHApermeabilizados con (3H)—dCTPse realizó un

fraccionamiento subcelular comose indica en métodos. Los resultados están

expuestos cn la Tabla XV.

Los resultados obtenidos indican que se obtiene 1a mayor incorporación en la

fracción más pesada (600 g.). En la literatura existen enonnes discrepancias

respecto de la distribución subcelular de 1a enzima responsable de la síntesis

del CDP-dinlicérido. Debido a1 sistema de permeabilización que implica el uso

dc un medio hipotónico, las células aumentan su tamaño en forma notable como

puede verse en las fotografias que se muestran en la página siguiente. Es po
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Tanga KV: Distribución subcelular de la radioactividad de (3H)“dCTP

incorporada en el sistema de células permeabilizadas

Radioactividad incorporada

Distribución Fasc orgánica Precipitado soluble en NGS

cpm fi - cpm fl

Fracción 600 g 87.458 73.5 35.5¿3 ¿7.0

Fracción 3.000 g 13.103 11.0 5.360 10.2

Fracción 25.000 g 7.269 0.1 2.866 5.5

Precipitado 100.000 g 2.503 2.1 1.068 2.0

Sobrenadante 100.000 g 8."11 7.3 7.720 l¿.7

Se partió de 7D x 10O linfocitos + PHA. Se incuba con 1a mezcla de permeabi
lización 30 minutos a 37° C. Después de incubar, se lleva a una concentración
de sacarosa 0.25 N, se rompe con AOgolpes de Bounce y se procede a 1a centri
fugación diferencial comose describe en kétodos. Luegode este procedimiento,
se extrajeron las cpm solubles en C13nCH—metanol(1:1) en 0.01 NCIH. Las cpm
del precipitado se solubilizaron en NGSy se contaron.

Foïg-ég Fotografía dc un linfocito que se cncuentra en medio de cultivo LEM
Foto_gg Fotografía de un linfocito.que se encuentra resuspendido en el medio

de permeabilización. (Descripción en métodos).
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nible uuu debido a este tratamiento, al romper las célula", junto con la frac

ción nuclear se obtengan grandes trozos de membranaplasmática que no se ob

tienen cuando se preparan membranasdc linfocitoa en forma habitual (N. H.

Evam, 1977). Se decidió por lo tanto proseguir c1 estudio con ln fracción más

pesada, probando el efecto del detergente Tritón X-lOOy del agregado de líni

dos exógenos sobre 1a incorporación de (3H)—dCTPa 1a misma.

b) Efecto del Tritérl x-1oo sobre 1a actividad enzimática.

Fue descripto por McCamany Finnerty (1963) que 1a presencia de detergentes

no iónicos estimulaba cn ciertos casos la actividad de 1a enzima CTP-fosfatí

dico-citidiltransferasa; de maneraque se estudió el efecto del Tritón X-lOO

sobre la incorporación de (3H)—dCTPa 1a fracción de 600 g. Los resultados

están expuestos en la Fin. lo, observándose que en 1a fracción estudiada c1

detergente ejerce un fuerte efecto inhibitorio.

R
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Eig¿_lg. Efecto del Tritón X-100 sobre 1a incorporación de (3H)—dCTPpor
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la fracción 600 x a. J
Se centrifugaron SO x 10“ linfocitos + PMA,obteniéndose ln fracción UÜOx g
como se indica en la Tabla XVÁIIhspués de ineubar se precipitó con PCA12 fi
y seextraío con cloroformo-metanol-Clfl comoya fue descripto.
(l) y figura r7.

e) Efecto del agregado de lípidos exónenos sobre la fracción 600 x ¿gue

células + PHA.

Se estudió el efecto del agregado de ácido fosfatídieo exógeno con el obJeto

de ver si este precursor de la biosíntcsis del CDP-diglieérido (van demBosch,

197L) era capaz de estimular la incorporación de (3H)-dCTP.

Los resultados de la Fig. 17 muestran que se obtiene un efecto altamente esti

mulatorio para concentraciones entre 60 - 100 ph de ácido fosfatídico. Con con

centraciones más altas, se anula este efecto, probablemente porque con el Lg++

presente en la mezcla de incubación se forma un compuesto insoluble, según fue

descripto por ThompsonR. J. (1975).

.8
¡L

\‘

.bo Í

Incorporacionde(sI-I)dC'I‘P-(c}:>m,104 bwin abc abs

Ac.Fosíat1'dico (pM)
gig. 17. Efecto del agregado de ácido fosfatídico sobre la incorporación
de (3n)—dCTP.
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Se centrifuaaron 100 x 10b células, y se resuspendieron en 1.2 m1de buffer
hipotónico comose describió en la Tabla XV. Después dc dejar 20 minutos
en frío se homogeneizó con L0 golpes de Bounce. Se usaron lOOuI de este ho
mogenatopara cada ensayo que fue efectuado por duplicado. Se centrifugó
a 600 x g durante 10 minutos y el precipitado fue resuspendido en la mezcla
de incubación durante 30 minutos. Se determinaron las cuentas precipitadas
por PCA12 fl. El ácido fosfatídico fue preparado a una concentración de
5 un por sonicación con un Sonifier Cell Disruptor, modelo WILO Ultrasonic,
Inc. U. S. A.

d) Purificacióide 1a fracción 600 x a en gradiente de sacarosa;

Con el objeto de estudiar la incorporación de (3H)—dCTPa la fracción arriba

mencionada, se hizo una purificación en gradiente de sacarosa, para tratar de

obtener una fracción nuclear purificada y otra fracción de naturaleza "membra

nosa" y ver si en esas condiciones se obtenía marca de tritio que fuera soluble

en solventes orgánicos. La observación al microscopio de contraste de fases

permitió observar después de centrifugar el gradiente a 3.000 x g comosc men

ciona en hétodos, un pellet que consistía en núcleos intactos, sin partículas,

y una interfase que carecía de núcleos pero presentaba un aspecto particulado.

El resultado del aislamiento del extracto lipídico de cada fracción se muestra

en 1a Hip. 13: donde so observa «un e] compuesto extraído de núcleos aisladas

así cono de la fracción particulada cromatografían en el sistema usado con el

compuesto obtenido de linfocitos permeabilizados, lo que en primera aproxima

ción nernite suponer que se trata del mismocompuesto.
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Fig. 13. Radiocromatogramade las fracciónes lipídicas extraídas de "MEFH
branas" y núcleos.
La obtención de estas fracciones, así comola incubación están descriptos
en xétodos. En ambos casos, después de incubar se extrajo con C13CH-MeOH
0.] N ClH y se cromatografió en Sílica Gel G usando Cl3CH-Me0H-acético-H20
(50:25:733) comosolvente.
A) Compuesto obtenido con (3H)—dCTPen células permeabilizadas y usado co

m0referencia.
H) Compuesto obtenido de membranas.
C) Compuesto obtenido de núcleos.
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e) Comparación entre la incorporación de (3H)-CTPAXV(3H)—dCTPa "membranas"

y núcleos de linfocitos + PHAy_ — PEA.

Diversos trabajos de distintos autores (Brindley et al (1977), Sundler et al

(1977), Thompsonet al (1976), Freinkel et al (1975), Bazán et al (1977), etc.

postulan que el Fosfatidil-Ch? (CDP-diglicérido) es el intermediario dador de

fosfátidico en distintos sistemas de células de mamíferos. Mitchel (1975)

postula también que dicho compuestose obtiene en linfocitos de nódulos linfá

ticos de cerdo. Los siguientes experimentos se realizaron con el objeto de

ver si en el sistema de linfocitos humanospermeabilizados, también el CTPse

incorpora a una fracción liposoluble y si existe incorporación diferencial

respecto al dCTPen la fracción "núcleos y membranas"en linfocitos estimula

dos o en reposo.

Tabla XVI: Incorporación de (1¿8)-CTP a linfocitos permeabilizados

linfocitos Fase orgánica Interfase Fase acuosa Total

cpm fl cpm cpm fl

—mm 852 56.2 ¿LA 29.3 220 14.5 1.516

+ rm (3 hs.) 57o 48.9 23€ 20.0 366 31.1 1.206

+ Pm (56 hs.) 921 39.0 483 20.1. 954 40.4 2.358

Se centrifugan para cada ensayo 10 x 10o células que se resuspendieron en 0.0
m1de medio de permeabilización conteniendo 2000 picomoles de (l¿C)-CTP (550
cpm/pmol). Después de incubar se procesó comodescripto en la Tabla V.

Loeb (ln7b) cn su review sobre transformación blástica postula que la incorpo

ración de precursores al RNAes un suceso temprano (se observa ya a las dos
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horas de 1a estimulacion por mitógenos). De manera que los resultados obteni

dos en fase acuosa donde se recuperaría la mayor parte del RNAsintetizado con

cuerdan con el hecho anteriormente mencionado. En cambio llama 1a atención que

en fase orgánica, no se observe incremento de la incorporación por efecto de la

transformación mitogénica; ya que este "suceso" implica síntesis de nuevos cons

tituyentes celulares, incluyendo a las membranascelulares (Resch, 197d). Cuan

do se comparan estos resultados con los obtenidos en 1a Tabla XVII, se observa

que para la fracción"membranas y núcleOS", 1a incorporación de (3H)—CTPa fase

orgánica de linfocitos + PNAes aproximadamenteel doble que para linfocitos

—PHA. Este resultado podría indicar que 1a enzima tiene más accesibilidad por

su (sus) sustrato(s) que cuando se usan células permeabilizadas. Tambiénpuede

ser que en este último caso haya que tener en cuenta la compartimentalización

de los distintos "pooles" de nucleótidos comopostulan Prem Veer Reedy et al

(1977) para E. coli. Es interesante hacer notar ademásque si bien la incorpo

ración total de (3H)—CTPa 1a fracción total ("membranas+ núcleos") se incre

menta a1 doble en linfocitos + PHA, (respecto a los - PHA), para el (3H)-dCTP

el incremento es de cuatro veces. Esto podría indicar que si el compuesto se

sintetiza en fase orgánica a partir del (3H)—CTPes el fosfatidil-CMP, la afi

nidad de 1a enzima por el deoxiderivado, aumenta por efecto de ln estimulación

porlïm.

Taula XVIT: Incorporación de (3H)—CTPy (3H)—dCTPa "membranas y núcleos“

de linfocitos — PHAy + PIIA
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Fracción cpm cn fase orgánica

(3II)—CTP (3H)-dCTP

¿nggcitos —PIM

"Lembranas" 16.78L 5.970

Núcleos 16.016 5.42L

Total 32.800 11.400

Linfocit0.5_ + PHA

"Membranas" 32.616 26.000

Núcleos 29.832 15.912

Total 62.h¿8 ¿1.912

Se centrifugaron 100 x 10U linfocitos —PHAy 100 x 106 linfocitos + PMAy se
resuspcnden cn cada caso en 1 m1de Buffer fosfato. Se obtienen las fracciones
purificadas por gradiente de sacarosa comoya fue descripto. Cada fracción se
resuspende en 1.A m1 de mezcla de incubación (ver Métodos). con 3.3 uk (3H)—CTP
(1000 cpm/pmol ) para la incubación con el riboderivado y 3.3 uN (3H)-dCTP
(1000 cpm/pmol ) para el deoxiderivado. Después de incubar 30 minutos a 37°
C, se para la reacción con PCA,se extrae con cloroformo-metanol como ya fue
descripto y se cuenta.

f) Competencia del CTPsobrg_l3 incorporación de S3H2—dCTPen la_¿racción

lipídica

Los resultados de 1a Tabla XVIII demuestran que tanto en "núcleos" como en "mem

branas" el agregado de concentraciones crecientes de CTPinhiben 1a incorpora

ción de (3H)—dCTPa fase organica.

En 1a fracción nuclear el CTPcompite igual que el dCTP. En membranas,dicha

competencia es menor. Estos resultados sugieren la posibilidad de que la enzi

maque sintetiza el ribo asi comocl deoxiliponucleótido sea la misma, si bien
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en la fracción denominada "membranas" dicha enzima tendría maynr HÏÍNÍLKKI!N)P

el dCTP, ya que el hecho de poseer una donxirribosa hace que dicha mulfiouln ron

na caractnrfsticas más lipnfflícas quo o] ribnnucléotido homónimo.

Tabla XVTTT: Efecto de] ngrerado de CTP sobre ln incorporación do (3H)-dCTP

a) Efecto sobre núcleos:

Agregados Radioactividad en fase orgánica

cum 7.4

Nada 2.883 100.0

dCTP 0.03 umnlcs 238 9.9

dCTP 0.3 umolcs 115 ¿.0

(31‘ 0.03 umoles 3DG 12.7

CTP 0.3 umnles 130 ¿.5

b) Efecto sobre membranas:

Agregados Radioactivídad en fase orgánica

cpm %

Nada 3.Si¡8 100.0

dCTP 0.03 umnles ¿87 13.5

dCTP 0.3 umoles 170 ¿.7

CTP 0.03 umoles 325 22.9

CTP 0.? umoles 357 9.9

Se partió de 200 x 10ú células + PHA. Se centrífugaron y resuspendieron en 2 m1
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(Irebuffer hipotónico. Después (lc 20 minutos a 0° C se ccntrifugó a 000 x g,
se mausmzndió en 2 ¡.11de buffer hipotónico, se rompieron las células con LO
golpes de Bounce. sembró sobre l; m1de sacarosa GO75, y se centrifugó como
se describe en hzétodos. Las fracciones así purificadas se resuspendieron en
2.7 n.1 de mezcla de incubación conteniendo 1000 pmoles de (3H)-dCI‘P (1000 cpr-I/
pmole), y se usaron 270 ul/ensayo, con los agregados arriba mencionados. Se in
cubó 30 minutos a 37° C, se precipitó con PCAy se extrajo como ya fue descripu
to.
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IV. Síntesis in vivo de Fosfatidil-dCMP

Los resultados obtenidos hasta aquí demuestranla síntesis in vitro de fosfati

dil-dCMP. sin embargo,para descartar la posibilidad de que la síntesis de di

cho compuesto se deba a una alteración in vitro de la enzima responsable de la

síntesis del riboliponucleótido, era necesario tambiéndemostrar la síntesis ¿a
vivo del deoxiliponucleótido.

a) Incorporación de (3H)-dCa linfocitos obtenidos a distintos tiempos de
su estimulación con PHA.

El experimento que se muestra en la Fin. 19 se realizó con el objeto de estudiar

si la deoxicitidina (3H) (nucleósido precursor del deoxirribonucleósido trifos

fato) se incorporaba in vivo a una fracción extraíble por solventes orgánicos, y

si dicha incorporación era modificada por el tiempo de estimulación por PHA.

Los resultados obtenidos demuestran incorporación en fase orgánica, pero no se

observan variaciones en la incorporación por efecto del mitógcno. Esto ültinn,

si bien parece contradecir los resultados obtenidos in vitro (hordoh y bridlender,

1077), podría deberse a que in vivo el liponucleótido tenga un altísimo turnover,

comoya fue descripto por Raetz y Kennedy (1973) para los liponucleótidos de
citosina.

b) Cromatografía en placa delgada del compuesto obtenido in vivo en fase

orgánica incubando con 13H!—dC.

En la Fin. 20 se muestra que el radiocromatograma del compuesto obtenido in vivo

e ¿n_vitro (usado comoreferencia), presentan en amboscasos un sólo pico que

tienen la mismamovilidad cromatográfica. Esto permite suponer "a priori" que

se trata del mismocompuesto.
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fin. 19. Incorporación de (3H)-dCa linfocitos.
Se centrifugan en cada caso 2.5 x 107 células y se resuspenden en 0.5 m1,de
72.19..que contiene 10 72':de suero fetal. Se incuban con 2 uCi de (3H)-dC du
rante 30 minutos a 37° C. Después de incubar se precipita con TCA10 y
se extraen la radioactividad incorporada a 1a fracción lipídica o a1 preci
pitado comoya fue descripto. cpmincorporados en 1a fracción lipídi
ca; (A) cpmincorporadas en el precipitado.
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RADIOACTIVIDAD->

w

DISTANCIA
Fir. 20. Cromatografía en placa delgada (Sílica G) del compuesto obtenido
¿E_!it:g (A) y del compuesto obtenido in vivo (B). Solventeg Cl3CH—metanol
acético-1120 (50:25:78)

c) Efecto de 1a clorpromgíína sobre la incorporación de (ÉH)-dC.

Comola incorporación de (3H)—dCen la fase orgánica cra muy pequeña para poder

caracterizar el compuestosintetizado in vivo, se intentó utilizar compuestosque

modificaran el metabolismode los glicerolípidoa en diferentes tejidos. Comoya

fue mencionadoen la Introducción, hichell et al (197G) encontraron que, entre

otras droqas de características anfifílicas, la clorpromazinaestimula la sínte

sis de fosfolípidos de tipo acídico, probablementeinhibiendo la enzima fosfatí
dico-fosfohidrolasa.
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En la Fin. 21 se puede ver el efecto de dicha droga sobre la incorporación dc

(3H)—dCin_x¿12 en linfocitos estimulados por PHA. Se representa allí un experi

mento tipo seleccionado entre varios realizados en condiciones semejantes, y para

los cuales siempre se obtuvo un efecto máximosobre la incorporación de (3H)-dC

para una concentración de aproximadamente 60 umclorpromazina. Los resultados

obtenidos con esta droga son sumamenteinteresantes, ya que no sólo se modifica

la biosíntesís de glicerolípidos, sino que también la incorporadón de (3H)—dCa1

DNA. Krishnaray y Taluar (1973) describieron que la clorpromazina inhibe la trans

formación blástica de los linfocitos estimulados por PMA,a través de un mecanis

mopor cl cual se modifican los niveles intracelulares de AMPcíclico.
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Fiv. 21. Curva dosis-respuesta de la clorpromazina sobre la incorporación
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de (3H)-dC.
"Incorporación a1 precipitado de PCA(DNA)
“Incorporación en fase orgánica. .

Para cada concentración de droga ensayada, se centrifugaron 5 x 10o células y
sc resuspendieron en 0.5 m1 de MEMconteniendo 10 fl de suero fetal. Se incubó
con 2 uCi de (3H)-dC 30 minutos u 37° C. Se extrajo y se contó coun ya fue
descripto.

d) Curva de tiempo para la incorporagión de (3H)—dCen presencia de clorpro
mazina.

En 1a His. 22 se observa que la incorporación en fase orgánica, así comoen el

precipitado, ocurren con velocidad lineal hasta los 60 minutos, continuando con

velocidad decreciente hasta los 120 minutos. En ausencia de clorpromazina el au—;

mento de incorporación de (3H)—dCen fase orgánica ocurre a muybaja velocidad,

probablemente debido a su altísimo turnover, comoya fue comentado.
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Fic. 22. Curva de tiempo para la incorporación de (3H)-dC en presencia de
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clorpromazina.
Para cada ensayo se usaron 10 x 10U células + HlA. Se ccntrifugnxnn y resun
pendieron en 0.5 m1de LEMconteniendo 10 fl de suero fetal. Se incubó con
2 uCi de (3H)—dCy 60 un clorpromazina durante los tiempos indicados a 37° C.
Se extrajo y contó comoya fue descripto.

[.Incorporación de (3II)-dCal precipitado en presencia de clorpromazina.
“Incorporación de H)—dCen fase orgánica en presencia de clorpmmazina.
k-AIncorporación de (3II)—dCen fase orgánica en ausencia de clorpromazina.

e) Efecto de 1a clorjpmmazina sobre la incorporación de (¿ID-dc en diferen

tes sistemas de células humanas.

Para estudiar si 1a incorporación de (3H)—dCen fase orgánica ocurre en otras c6

lulas además de en linfocitos + PNAy si dicha incorporación es también estimula

da por la clorpromazina, se realizó el experimento que se muestra en la Tabla

XIXdonde fueron estudiadas diversas células de origen linfoideo: linfocitos

cn reposo, células de una leucemia prolinfocítica (linfocitos de la serie B), y

líneas celulares HRTKy Raji "S" transformadas por virus dc Epstein-Barr.

Los resultados se observan en la tabla XIX.

Aunque las células HRIKy las leucémicas son muchomás estimulables por clorpro

mazina que los linfocitos no estimulados y las células Raji, la incorporación

en todas ellas de (3H)—dCen 1a fase orgánica podría estar reflejando un mecanis

mode biosíntesis de fosfolípidos que utilice a la deoxicitidina y/o citidina
comoprecursor de liponucleótidos intermediarios.

Tabla XIX: Efecto de la clorpmmazina sobre la incorporación de (3ll)—dC

en diferentes células humanaslinfoideas.
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Células CPZ cpm incorporadas fl Estimulación por
en fase orgánica acción de la drona

Linfocitos + PHA 207 100

30 u.'*.'. 107-8 055

(¿0 ui; 3271 1580

Línfocitos — PNA — 120 100

30 H‘ SaF A20

00 uk 353 29h

HRÏK o 1A3 100

3° uN 500 3L9

60 um 1593 1113

Raii "ñ" — 135 100

30 uh 190 1h0

60 uN 361 267

Cóluïns loncómicas - ¡'50 100

(lonoomia prolínfocftica) 60 UL 8870 1971

Para cada experimento se usaron 107 células en 0.5 m1 de MEMconteniendo 10 fi s.
F y 2 uCi (3H)-dC. Después de incubar 30 minutos a 37° C se extrajo la fase ors
pánicn y se contó . La clorpromazina estuvo presente durante todo el tiempo de
incnbación.

f) Tdnntificación del comEuestoobtenido in vivo en presencia de clorpro
mazina.
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i) Cremntoúrnffa en nlaea de1nada.

H1compuesto sintetizndo in vivo en presencia de clorpromavina fue comparado

cromatonráficamente enn el campuesto obtenido in vitro.

Sc observa en la Fin. 23 que cn el sistema cromatonráfico utilizado ambos conp

puestos co-cromatonrafían.

Cuandoel compuesto sintetizado in ViVeen presencia de la droga se corre en

Sflica Gel C pero utili7ando un solvente más ácido comoser cloroformo-metanol

acético-“20 (15:2:9g1) corre ligeramente desplazado respecto a1 compuestosinte

tizado in vitro en ausencia de droga. Es un hecho conocido que las drogas an

fifílicas modifican elRfi de los fosfolípidos (Allan D. y kitchell R., 1975;

Blaustein M. P., 1967; Feinstein L. 8., IQÓL)pero para confirmar el resultado

obtenido, se realizó el siguiente control.

Se usaron 2000 cpm/tubo cn dos tubos del compuesto sintetizado in vitro, se

llevaron a sequedad y se sonicaron en presencia de buffer Hepes 50 mk pH7.8,

siendo el volumen de incubación de 0.3 m1. A uno de ellos se le agregó clorpro

mazina 60 un y se incubó 30 minutos a 37° C. Se extrajo con 3.7 m1 de metanol

cloroformo (2:1) y se corrió en el solvente anteriormente mencionado. El radio

cromatonramade la Fin. 2¿ muestra que efectivamente, en presencia de clorpro

mazina se modifica la posición del pico de fosfatidil-dCMP obtenido ¿E_!iïzg.

Esta posición coincide con la del compuestosintetizado ¿2_ïixg en presencia
de la droga (Fin. 2L B y C).
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Hg. 23. Cromatografía en placa delgada en Sílica Gel G del compuesto ob
tenido in vitro (A) y del compuesto obtenido in vivo (B) en presencia de
clorpmmazina. Solvente: Cl3CH—metanol-acético-HZO(50:25:7z3).
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Fig. 2.a. Cromatografía en placa delgada en sílice Gel G de]. compuesto
sintetizado in vitro.
A) Llevado a sequedad, eonicado en buffer Hepee 50 ¡INpH 7.8 y reex

trafdo con Clomfonno-Hetanol 1-2.
B) Idem pero en presencia de CPZ 60 uM.
C) Cromatografía realizada en idénticas condiciones de]. eonpueeto ein

tetizedo in vivo en presencia de 60 uMCPZ.



87

ii) Hídrólisis alcalina del producto obtgnjdo murcagggcon (lAC)¿lice«

rol, (3H)-dC y clorpromazinn.

Conel objeto dc caracterizar la molécula obtenida cn las condiciones ya mencio

nadas, se incubó in vivo cn presencia de (140)g1iccrol, (3H)-dC y clorpromazina

comoestá descripto en Létodos. Después de incubar y extraer el compuesto lipf

dico se corrió la muestra cn C13CH—Lc0H-acético—H20(50:25¡7¡3) y el pico que
co-cromatoqrafió con el compuestosintetizado in vitro, fue cluído y sometido

a una hidrólisis alcalina con KOH0.3 N durante 26 horas. Se llevó a neutrali

dad con perclórico, se sembró en panel Whatman1 y se corrió en acetato de amo

nio-etanol (600:1500) comosolvente. Se usaron dCMPy d —nliccrol-P como stan

dards. Los resultados de la Fig. 25 demuestran 1a formación de dos picos de

radioactividad que coinciden con los standards no radioactivos usados.

' ¡(.glic_P
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Fin. 25. Radiocromatogramade los productos de 1a hidrólisis alcalina del
compuesto obtenido in vivo con (ILC)glicerol y (3H)—dC.
La corrida fue realizada en papel Hhatmanl con acetato de amonio-etanol
(60031500) como solvente. Standards internos: dCMP(revelado con lámpara
UVLincrnlitc) y ¿{-glicerofosfato (revelado con reactivo de Burrous).



V. Posible rol del fosfatidil-dCMP comointermediario en la síntesis de fos
fatidü-inositol

En mamíferos, el CDP-diglicérido es el intermediario activado conocido del

ácido fosfatídico, a partir del cual se sintetizan fosfatidil-inositol (PI),
fosfntidilglicerol y difosfatidilglicerol.
Si los linfocitos son capaces de sintetizar fosfatidil-dCMP a partir de deoxi

citidina (in vivo) o de dCTP(in vitro), es muyprobable que dicho compuesto

sirva también comointermediario en la síntesis de PI. En la Tabla XXse pue

de observar el efecto del agregado de inositol en distintas condiciones de in

cubación de linfocitos humanos. De esta tabla se puede concluir: i) el ino

sitol inhibe muchomás cuando se ensaya in vitro que cuando se ensaya in vivo,

ii) el agregado de ácido fosfatídico exógcno también estimula 1a incorporación

de (3H)—dC, iii) estos resultados conducen a formular la pregunta de cuál es

el rol del inositol en este experimento ya que los mismospueden indicar un efeeh

to inhibi torio sobre la enzimaque sintetiza c1 fosfatidil-dGúP o una utiliza

ción incrementada de dicho producto para dar PI.

Tabla XX: Síntesis de fosfatidil-dClfi’y efecto del inositol en diferentes

condiciones experimentales.
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Cond1010nes cpm fase org. fi 1nh1b1c1ón

Exp. Li Núcleos y "membranas plasmáticas"
de linfocitos cstimulados (+ PHA)

Control 5.779

+ Ac. fosfatfdico (60 uk) 9."LÜ (100 fi)

+ Ac. fosfatídico + inositol (10 nm) 606 93.9

Exp. 2: Linfocitos permeabilizados (+ PHA)

Control 2.866

+ CPz (60 u:«;) 5.908 (100 7.:)

+ CPI: (60 ui") + inositol (1o ¡nI.'.) 1.167 80.2

Exp. 3: Linfocitos pcrmcabilizados (—PMA)

Control 1.366

+ cpz (oo un.) 3.377 (100 74)

+ CP7. (60 uh.) + inositol (10 mk) 1.075 ¿8.1

li__L¿Éz Linfocitos + PHA"in giga"

Control 752

+ Ac. fosfatídico (60 uh) 2.220 (100 7-5)

+ Ac. fosfatídico + inositol (10 mk) 1.5¿4 30.4

+ CP‘/..(60 ur") 7.370 (100 y;

+ cvz (60 uh.) + inositol (10 mu) 5.822 21.0

Experifiggtg_lg Se centrifugaron 100 x 106 células + PHAque se resuspendieron
en 1 ml de buffer hipotónico. Después de dejar 20 minutos en frío se homogenei
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zó con "0 qnïnns de Hounec. Se usaron IOOUIde este homogenato para cada ensa
yo, efectuado nor duplicado. Se centrífunó a 500 x n durante 10 minutos. Se
resuspcndió on 1a mezcla de incubación a 37° C durante 30 minutos en presencia
de 3.3 uz; (3ll)—dCTF (¡u-2: 3000 cpm/pmol).

EiEEEZEÉEEQ_É2Se usaron 10 x 10o células + PNApor ensayo. Se centrifugaron
y resuspendicron en 300 ul de mezcla de incubación durante 30 minutos a 37° C
en presencia de 3.3 uh (3H)—dCTP(A.E: 3000 cpm/pmol).

Exnerimento 3: SE usaron 10 x 10o células - PHApor ensayo. Se centrifugaron
y resuspendieron en 300 ul de 1a mezcla de incubación durante 30 minutos a 37°
C en presencia de 3.3 uk de (3H)—dCTP(A.E: 3000 cpm/pmol).

Experimentg_ég Se centrífunaron 10 x 10U células + PMAy se resuspendieron en
Bïïñífíigawülcontenicndo 10 fi de suero fetal y 2 uCi de (3H)-dC. Se incubó
30 minutos a 37° C. El ácido fosfatídico se obtuvo en solución acuosa por so
nicación comoya fue descripto.

Fh todos los casos se precipitó con DGAy se extrajo con c10roformo-metanol
CIH- 0.01 N.

a) Efecto del tratamiento con fosfolipasa C.

El siguiente experimento fue efectuado con el objeto de confirmar c1 resultado

estimulatorio del ácido fosfatídico sobre 1a incorporación de (3H)—dC. Para

ello se efectuó un tratamiento in_!i!9 Confosfolipasa C que, comofue obser
vado por Litchcll (1975), incrementa la concentración del ácido fosfatídico
celular. Dichosautores utilizaron concentraciones no liticas dc dicha enzima

en eritrocitos humanoso linfocitos de cerdo y demostraron que se produce acu

mulación de 1-2 diacilglicerol que en presencia de ATPes fosforilado por una

quinasa dc membranapara sintetizar ácido fosfatídico. Mitchell (1975) Postuló

además que el PT es degradado en 1a cólula por una fosfolipasa de tipo C para

dar precisamente 1-2 diacilnlicerol.

22211 XXI: Efecto del tratamiento dc linfocitos + PMAcon fosfolipasa C
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Tratamiento Preeursor Fosfolipasa C cpm fase % cpm fi

radioactivo orgánica precipitado

"in vivo" (3H)—dc 4.728 100 ¿2.379 100

2 ug 197 59.212 13907

"¿n vitro" (3II)—dCI‘P 10.045 100 2.197 100

2 ug 21.L56 213 3.068 139.6

En cada experimento fueron utilizados 25 x 106 células. Tratamiento "in vivo";
se resuspendieron en 1.5 ml deïJHn. Tratamiento "in vitro": se resuspendieron
en 1.5 m1de medio de permeabilización. Se incubó durante 20 minutos a 37° C.
Se controló la viabilidad de las células tratadas con fosfolipasa C mediante

azul Tripan, siendo el resultado obtenido similar a los controles. La radicac
tividad en fase orgánica y precipitado se contó comoya ha sido descripto.

Los resultados obtenidos verifican la hipótesis mencionadaanteriormente. Tan

to in_ïixg comoin_xitïg la estimulación producida por la fosfolipasa C es del
mismoorden. Es interesante destacar que dicho tratamiento también incrementa

la incorporación al DNA(precipitado), siendo una probable explicación el hecho

de cue por la acción de dicha enzima se escinden fosfolípidos celulares, produ

ciéndose así una disminución de cargas negativas debidas al fósforo dc los fos

folípidos que se encuentran sobre la superficie celular. Deesta manerase

facilitaría la entrada de precursores comoel dCTPa través de la membrana

plasmática.

b) Utilización del fosfatidil-dCLP sintetizado in vitro.

Para resolver la hipótesis planteada anteriormente respecto a la acción del
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inositn] agregado durante 1a reacción (Tabla XX)se realizó el experimento que

4.de nuestra en 1a Fin. 26. Iü1ella se puede observar que una vez alcanzado el

plateau de la formación de fosfatidil-dCMP a partir de (3H)—dCTP,el anremado

de inositol disminuyedrásticamente la cantidad de fosfatidil-deP, probable

mentepor síntesis de fosfatidil-inositol.
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fiin. 26. Utilización del deChP sintetizado in vitro.
Para cada ensayo se utilizaron 3 x 10Ulinfocitos + PHA. Se centrifugaron
y se resuspendbron en la mezcla de incubación comoestá descripto en Léto
dos, salvo nue en este caso la actividad específica usada del (3H)—dCTPfue
160 cpm/pmol. En el tiempo indicado en 1a figura se agregó inositol 10 mi.
Ihspuós de incubar, se extrajo la fase oruánica comoya fue descripto y se
contó.
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c) ¿studio de In relación fosfatidil-dCMP/PI obtenida in vitro o in vivo.

Para estudiar cómosv distribufa la rndiooctividad de (]!C)qliccrol en fosfnti

Gil-dd?" v PTobtenida en dos condiciones diferentes (incubación in viv” con

(1AC)"lieerol seguida de incubación cn medio de pen cnbiliznción con (3”)dCPP

o incubación totalncnto 12_ïiïg con ÍïlC)r1iecrol y (3H)—dCmás elorproma7inr

(“Ü uh), se nrocedió a cromatorrnfiar los extractos lipídicos obtenidos en las

cnndieioncs arriba indicadas on sílica Gel G usando C13CH—metanol-aeétieo-H20
(15222031) cono solvente. Se eligió este solvente porque ensayos previos de

mostraron nue separaba muybien fosfatidil-dGïP de PT (Fin. 27 (A) y (B).

Las relaciones obtenidas de las Fin. 27 (A) y (B) sc muestran en la Tabla XXII.

Tnhln‘GíTT: Relación (“'(J)fo:-;fnt'i<|il-dCAIP/(U'C)fos'fatidi1 inosito], ob

tenidas por incubación in vitro o in vivo.______... ____.__.

Condición (1/‘Ll)l-‘dCí'.!P/(_MC)”

Ip vitro 6.5

In YÍVÜ (+ CP?) 0.0L

Estos resultados fueron obtenidos a partir de los datos presentados en la Fin.
27 (A) y (n).

Estos resultados muestran lu acumulación de (th)deGHP respecto a (IAC)PI en

el experimento realizado jn VÍEEQrespecto a1 sintetizado in vilo, probablemen
tc rnrquc en el nrimer caso el inositol presente en la célula permeabilizada

resultó liwitante nara la síntesis de PT.

Existen en la litoratnra datos contradictorios sobre el efecto de 1a c10rproma
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zinn en la síntesis de IU, ya nue Freinkel et al (1975), encontraron que la clor—

promazinn inhibe la síntesis de ¡Ü a partir del CDP-dinlicérido y disninuye además

su velocidad de catabolismo, mientras que Allan y Lichell (1975) demostraron

que dicha droga estimula la síntesis dc PI en linfocitos de cerdo.

Comola relación de la TablaXXII para el compuesto in vivo fue obtenida en pre

sencia de clorpromazina, y dados los resultados contradictorios anteriormente

mencionados, se incubaron linfocitos + PHAen presencia de (IAC)ülicerol y (3“)

dC con y sin agregado de clorpromazina. Si bien en condiciones fisiológicas

(ausencia de elorpromazina) el steady-state del fosfatidil-dCMP presenta niveles

sumamentebajay es posible observar en el cromatograma de la Fig. 28 (A) un pe

queño nico que corre en la mismaposición que el fosfatiil-dCMP in vitro. Las

relaciones entre fosfatidil-dCMP y PI en ambascondiciones se muestran en la ta

bla XXIIT.

Tabla XEÏLI: Relación fosfatidil-dCHP/fosfntidil inositol, obtenidas por incu
bación in vivo en ausencia y presencia de clorpromazina.

Condi ei ón (1 lPC)l"--<¡Cx‘.lP/(1lic) PI

¿n vivo (_ CW.) 0.22

In vivo (+ CW.) 0.57

Estos resultados. fueron obtenidos a partir de los datos de la Fin. 28 (A) y
(a).

Estos resultados sugieren que la clorpromazina inhibe la transformación de fos
fatidi l-dCJ’ en Pl.
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d) Efecto de la preincubnción con ácido araquidónico sobre la síntesis de
f05fatidil-dCLP.

En estudios recientemente publicados (Bazán et al, 1977), se enfatiza el hecho

de que en cerebro c hígado bovino, así comoen hígado de rata, cuando se estu

dia la composición en ácidos grasos de los CDFLdiglicéridos, se encuentra que

el estearato y el araquidonato son los ácidos grasos saturados y no saturados

más importantes. Las aún, parece ser importante para la célula que el araqui

dónico ocupe la posición 2 en la molécula del fosfoglicérido. Se ha encontrado

además que el liponucleótido tiene mayor contenido en ácido araquidónico que

su precursor, el ácido fosfatfdico, y que ademáseste contenido se asemeja al

perfil de ácidos grasos del fosfatidil inositol. Thompsony McDonald (1975)

proponen varias hipótesis para este hecho, siendo una de ellas que la enzima

CTP-ácidofosfatídico citidil-transferasa es selectiva para las especies de

fosfatídico que contienen araquidónico. Resch (1976) presenta evidencias de

que cuando se incrementa el turnover de los fonfolípidos de los linfocitos de

bido a la activación por mitógenos se produce un alto grado de insaturación en

las membranasde los mismos debido a la alta afinidad de la enzima acyl-COA

acyltransferasa por ácidos grasos poliinsaturados. Se postula, ademásque

debido a este hecho se produce un aumento en la fluidez de la membranade los

linfocitos activados. Esto último podria estar relacionado con noción existen

te dc que la fluidez de la membranaplasmática está involucrada en el control

del crecimiento de las células de mamíferos (Barnett et al , 197L). Estos re

sultados condujeron a la realización del experimento que se muestra en la

Fin. 29. Alli es posible ver el efecto estimulatorio que sobre la incorpora

ción de (3H)-dCtiene la preincubación de los linfocitos con ácido araquidóni

co. Esto se debería al hecho de que las nuevas especies moleculares sinteti

zadas son más ricas en araquidónico y de esta manera, son mejores sustratos de

la enzima mencionada más arriba. Para confirmar que realmente el ácido ara
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ouidónico es incornorado a 1a molécula de fosfatidil-dGXP y no que actúa como

simple activador de la enzima, se realizó un experimento en condiciones simila

res, pero preincubando con (ILC)araquidónico. El resultado se observa en el

cromatogramade 1a Fin. 30. Es evidente de allí que el araquidónico fue in

corporado a la molécula del glicerolípido, confirmando la hipótesis arriba men

cionada. Tambiénes posible observar un pico que en el sistema usado corrió

con el standard interno de PI; el ácido araquidónico sería así incorporado al

f03fntidil-dCHPy a1 fosfatidil-inositol.

Inoorporacionde(3H)'dC-(CpmJO'a)

pg. Ac.Araquidónico

Hivtjga. Efecto de la preincubación con ácido araquidónico sobre la in
corporación de (3H)—dc. _
Se preincuban en cada caso 10 x 10U linfocitos + PMAen 0.5 m1 de REM, 10 fl
suero fetal, durante OOminutos a 37° C con ácido araquidónico en las can
tidades que se muestran en la figura. Despuésde incubar, se centrifugan
las células, se resuspendcn en c1 mismovolumen de la preincubación, y sc
les agrega 2 uCi de (3H)-dC. Se incubn 60 minutos a 37° C, y se extrae
1a fase orgánica comoya fue descripto.
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Fin. '30. ííl'ccto de la Dreincubación con (IAC)araquidónico.
Erggncnbamn 10 x 10“ células cn 0.5 ml de IuEMconteniendo 10 73de sueno
fetal, cn presencia de ¿.2'0 uy:de (“‘C)araquidónico (0.16 uC/un), durante
(30minutos a 37° C. Después de preinCubar, las células fuemn lavada-s, rc:
suspendidas en igual volumen de c incubadas con 2 uC)’.de (3H)—dCduran
te GC"minutos a 37° C. Se extrajeron los lípidos precipitables con TCA
comose indica en étodos. ¿Secroznatonrafió el extracto lipfdico en Sili
ca Ce] (7 en elomfonno-mctanol-ficido acético-¡[.20 (15:2g9gl). Se cortó en
tiras de 0.5 cm, sc colocaron en viales en presencia de tolueno-omniflúor
y se contó en un Packard con setting para doble isótopo.
[HZ]con. de (3”); ki cpmde (MC).

c) Efecto de la 1-fi—D—ar1binoi;v¿ranosil-citosina {Ara-Q.

[-21Ara-C es el 2 F-HOanálogo de la dcoxicitidina, habiéndose demostrado que afec

ta la sfntvsis de DEIApero no la dc ¡{ICAen distintos tejidos. I-Il hecho de ser

un potente inhibidor en la biosíntesis de macromoléculas ha conducido a que se

1a empleo.en el tratamiento de diversas neoplasias humanas. Si bien cs cierto

que el estudio sobre dicha droga comenzó hace ya una década su mecanismo de ac-
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ción todavía no se comprende claramente.

Las quinasas intracelulares convierten al Ara-Cen 5' nucleótidos, y se conside

ra nue de estos derivados la arabinosilcitosina trifosfato (Ara-CTP)es la for

ma activa de la droga (Chu et a1, 196€; Kessel et al, 1909). Existen dos hipó

tesis alternativas para el efecto inhibitorio de la síntesis de DNA:en el

primer modelo el Ara-CTPactúa como inhibidor competitivo del dCTPdurante la

elongación de las cadenas de DNA(Graham and Nhitmore, 1970; Rama-Reddy el al,

1971). En el segundo modelo el Ara-CTPse incorpora a la cadena en crecimien

to de DNA,donde impide la elonnación posterior de la cadena, catalizada por

la polimerasa (Kornberg, l°7¿). Recientemente Fridland (1977, a y b) propone

que la dropa inhibe en forma preferencial la iniciación de unidades de replica

ción del DNA. Noobstante estos resultados, existen discrepancias entre la

concentración de Ara-CTPnecesaria para inhibir la actividad de DNApolimerasa

y 1a concentración muchomenor que se requiere para detener la síntesis de DNA.

Esto último podría indicar que la droga interfiere no sólo en los sitios indi

cados sino en otro u otros procesos todavía no bien determinados. Esta última

observación asf comoel hecho de que el dCTPes sustrato de la reacción de sín

tesis del fosfntidi]—dCHPcondujeron a estudiar su posible efecto sobre la sín

tesiw de] lilnnucleótido mencionado. En la Fin. 31 se demuestra el efecto in

hibirorio del ira-C sobre la ineornoraeión de (3”)ndCa linfocitos estimulados.

La máxima inhibición de la droga se observa a los 15 minutos de agregada, tiempo

durante c1 eunl se consumió el producto sintetizado durante los primeros 15

minutos. A los 30 minutos de incubación en presencia de Ara-C pareciera que

el sistema se va recuperando parcialmente de 1a inhibición producida por 1a

droga, probablemente por transformación parcial del Ara-GH?en Ara-UMPpor ae

eión de la enzima deoxicitidina deaminasa presente en alta actividad en las

células de origen linfoideo.

La gran inhibición observada se debería a que el Ara-CTPcompite con el dCTP

por el ácido fosfatídieo, con posterior formaciónde fosfatidil-Ara- JP. Este
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efecto observado es sumamenteinteresante ya que Raetz et al (1978) demuestran

(me sólo un 20 fi del Ara-CDP-DL-dipalmitinade origen sintético puede ser sus

trato para la enzima fosfatidil—inositol sintctasa cn microsomasde hígado de

rata y que no puede ser convertido a fosfatidil-glieerofosfato por mitocon

drias de hígado de rata o a fosfatidil-serina por extractos de Escherichia

coli. Estos resultados previos permiten sugerir un nuevo mecanismode acción

de esta drona antincoplfisica. Dicho mecanismoimplicaría la inhibición par

cial de la biosíntesis de fosfolfpidos celulares.

3) N9
o. 0/.

p

-(cpm.l

¡'5 1

Incorporaciónde(JH)-dC

Ara

4 . ¿"o
to..." - .-0"

K Í
1‘. .l.

ñ‘ó 6'15 ¿f

Tiempo (minutos)
Fiv.;1l. Efecto del Ara-Csobre la incorporación de (3H)-dCa linfocitos
+ PHA.

Para onda ensayo se usan 107 células + PHAresuspendidas en 0.5 m1 de ME;
conteniendo 10 % de suero fetal. Se incubó con 2 uCi de (3H)—dC. A1
tiempo indicado so anrenó 25 un de Ara-C. Se precipitó con FCAy sv ex
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trajo comoya fue descripto.
“cpm incorporadas a fase ornánica en ausencia de Ara-C;
O-Ocpm incorporadas :1 fase orgánica cn presencia dc Arm-C.
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DIWSION

El estudio de la biosintesis y regulación del liponucleótido cw-diglio‘rido

(fosfatidil-OCP) cono tom activada del ¡cido fosfatidico data de bastante

tiemo atris, habiéndoseobtenido evidencias de que en eucariotes seria el

precursorde los fcsfolipidos foafatidil-inositol, fosfatidil-glioerol y ca:
diolipina (Thompson,1973). A pesar de que las reacciones que estarian invo

lucradas en su sintesis, y que fueron descriptas en la Introducción de esta

Tesis, fueron propuestas hace ya dos décadas (Agranofi' et al, 1958; Paulus y

Kennedy,1960), el liponucleótido hasidc aislado sólo recientenente a partir

de sistemas biológicos. Hauser y kicbberg en 1975, nediante el uso de preou:
eores radioaotivos, hallaron for-ación de CtlLdiglic‘rido en alíndula pincel

y Thompsony McIbnald (1976), nediante el uso de procedinientcs de extracción

en gran escala, aislaron dicho cosmesto a partir de higado y cerebro bovino.

Estos trabajos pernitiemnbnostrar la existencia in vivo de este oonpnesto.

Raetz y Kennedy (1973) y Thompsony lo Donald (1976) proponen en bacterils y

en cam... de uniteros respectivenente, que la concentraciónintracelular

del conpuesto es sunanente baja, representando alrededor del 1-5} de la con
centración del ¡cido fosfatidico.

Dichoscompuestosconatituirian de esta mera la etapa linitante de la relg
cidad en los procesos bicsint‘ticos involucrados.

Re interesante destacar, que en bacterias, dondelos lipcnucleótidcs de citi

dina actúan comoprecursores de todos los fosfolípidos (Anbrony Pieringer,

1973), el pool de dichos nucleótidos consiste en cantidades aproainadanente

equinoleoulares de CDP-diglicérido y dCIP-diglic‘rido (Baetz y Kennedy, 1973).

Noobstante los resultados anterior-ente nencionadosen bacterias, no se habia

internado previamente sobre la presencia in vivo de dCDP-diglic‘ridc (fcsfati
dil-dOlP) en eucariotes. Los resultados expuestos en esta Tesis constituyen
la pri-ers evidencia de su presencia in vivo.
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Esta conclusión fue obtenida a partir de los experimentos realizados in vitro

c in vivo y presentados en la sección de Resultados y que ser‘n discutidos a
continuación en forma sucesiva.

I) Sintesis de fosfatidil-dCIP in vitro utilizando linfocitos

Ermnbilizados.

Los reeultados obtenidos previa-ente por london y Fridlender (1977) y suplic

dos en esta Tesis, permitieron demostrar que el (31!)dCl‘Pne incorporaba I‘I

eficientemente que loa otros dN'l‘P.en células per-cabilizadas (Tabla IV,
Fig. 6). Se sugirió que este conportaniento diferencial sería debido a que el

(31:!)dCl‘Pactuaría comoprecursor del MA pero fundamentalmente de un couple:
to soluble en solventes orginiccs (Tabla VI). La sínteaie de este oonpuesto

se increnenta cuando los linfocitos son desplazados del estado de reposo al de

división celular (Tabla v).

La naturaleza lipídica del conpesto formadoa partir del (3B) clch fue dem:
trada en torna inequívoca por su comportamientocrontogríi'ico en distintos

solventes (Fin. 7). Para deteninar su naturaleza químicase utilizaron diver
sos procedimientos analíticos que incluyeron safonit’icación, trataniento con

fosfolipases C y D, hidrólisis alcalina y tratamiento con nucleótido-pirofo!
fatasa. El en‘lisis de los mitades obtenidos (Tablas X-XIII, Figa. 8-12),
demuestran que 1a molécula contiene un residuo de (3B) dm? unido a la porción

lipídica por una unión pirofosfato. Conel propósito de analizar La composición

dc la porciónlipídica ee inoubarcnlos linfocitos in vivo con glicerol
previa-ente e le marcación in vitro con (3B) dC'l‘P.Dc esta nanera se obtuvo un

conpucsto doble-ente narcado (sig. 13, Tabla XIV), cuya hidrólisis alcalina ong
dujo a la fox-naciónde (38) doi? y glicerol-P (Fine. ll; y 15).
Generalmenteee obnervócono resultado de la hidrólisis alcalina le tor-ación

de un productointernedio, identificado tentativa-ente conom-glicerol (Fig.
15).
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Estos resultados permiten concluir que el compuestosintetizado in vitro es

el fosfatidil-m, cuyaestructura se nuestra en el esquena.
Conel pmpósito de lograr masinformación sobre las caracteristicas fisio

lógicas del fosfatidil-dQJP, ae realizaron experinentos para determinar la

distribución subcelular del compuestosintetizado in vitro en linfocitos pe:
meabilizados a partir de (3a) «¡ch (Tabla xv). Se concluyó que 1. ¡(nina in

corporación estaba localizada en la fracción nas pesada (600 g). Guardose

estudió 1. incorporación de (3a) dCl‘Pen fcsfatidil-JHP pero utilizando no

ya linfocitos penesbilizados sino la fracción subcelular de 600 g, se halló

que dicha sintesis es inhibida por Triton 1-10), aún a bajas concentraciones

(Fig. 16).

Este comportamiento es parecido a lo que sucede con la enzima microscmal de

corteza cerebral de majo. (Thompson,1977), mientras que cuando se analiza

la enzima mitocondrial, se observa que esta no es afectada por la concentra

ción de detergente ensayada. Por otra parte se ha denostrado (lle Ganany

Finnerty, 1%8) que algunas formas bacterianas de CTP-fosfatídieo-citidil

transferasa requieren para su actividad la presencia de detergentes no ióni

cos. Seria posible entonces que la síntesis de CDPdiglicerido mitoecndrial

sea efectuado por una enzina de tipo procariótioo, distinta de la enzimadel

reticqu endoplásmico.

El agregadode acido fosfatidico exógenoestimló la síntesis (Pia. 17) ob
servandose n‘xino efecto con aproximadamente60-lw ¡Ü de (cido fosfatídico.

Las concentraciones más altas fueron progresivamente inhibitorias debido pre
bablemente a 1a presencia de un precipitado formado por ¡cido fosfatfdico e

iones Mg.

La purificación por gradiente de sacarosa de la fracción de 600 g (Fig. 18)

mostró que a partir de ella se puedenobtener dos fracciones; a) una fracción

llamada "núcleos" y b) una fracción denominada 'membranas'.

(3La naturaleza del compuestoorgánico sintetizado a partir de H) dCTPparece

ser el mismoya sea aislada a partir de linfocitos entero, 'núeleos' o "men
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branas" (Fig. 18).

Cabe mencionar que si bien es cierto que la denominación propuesta como“núcleos”

y "membranas"es parcialmente arbitraria ya que 1a pureza de la fracción nuclear

sólo fue verificada por el microscopio óptico y no fueron determinadas enzimas

marcadoras de las fracciones mencionadas, los resultados obtenidos posterior-men
te apoyarían esta nomenclatura. Por otra parte, aún para el CDPdiglieérido,cu—

ya síntesis ha sido exhaustivamente estudiada desde hace ya bastante tiempo,hay

publicaciones contradictorias en lo que respecta al sitio subcelular de sints
sis. Enplantas, la CDPdiglicérido sintetasa esta localizada en el reticulo

endoplismico y en 1a membrananitoeondrial (Doule et al, 19’72). D1 corazón bg

vino e hígado de rata su localización es preferentemente sitocondrial (Vonbdt

y Martin, 1970); en cambio en hígado de cobayo (Carter y Kennedy, 1966) e hi

gado de rata (VanGolde et al, 1971,), se encontraría en el reticulo endoplls

mico, más aún, Thompson(1975) la halló localizada en el núcleo de neuronas de

conejo.

Por otra parte, es necesario tener en cuenta que los ensayos de actividad de

esta enzimapuedenser difíciles de interpretar, en primer lugar debido a los

niveles endógenosde acido fosfatídico, inositol, nucleósidos trifosfatos y

enzimas que degraden al producto, y en segundo lugar, debido al estado fisico

del sistema de ensayo, siendo un ejemplo la concentración variable de lipoprg
teínas (Dawson1%6, m, 1975).
Todasestas variables podrían explicar las distintas localizaciones enziliti

cas propuestas para los diferentes tejidos ensayados.

Sin embargo, es también posible que exista verdadera diferencia entre las dis
tintas especies en la localización de por lo menosalguna de las enzimas del

metabolismode los fosfolípidos.

Los resultados de las Tablas XVIIy XVIII sugerirIan además, que la enzima

(o enzimas) es capaz de utilizar también a1 CTPcomoprecursor pero que en

linfocitos estimulados por PEAse encontraría aumentadala afinidad por el
deoxiderivado.



II) Sintesis in Vivode fosfatidil-dCIP

La demostraciónde la síntesis in vitro del fosfatidil-dCHP no permitía infedr

que dicha reacción tuviera lugar también in vivo. Eh efecto, era posible que

las condiciones de permeabilización de las celulas al producir notables defor
naciones estructurales en las mismas (FotosAyB), "relajaran" de alguna manera

la especificidad de la enzimaCTP-fosfatfdico-cbtidiltransferasa permitiendo
también la utilización del dCTP.

Cualquier especulación entonces sobre el rol fisiológico del fosfatidil-dall’

debía previamente contar con la demostración de su formación in vivo.

Los primeros experimentos realizados in vivo utilizando el nucleósido (33)-dc

comoprecursor no fueron demasiado concluyentes, ya que si bien se demostró

que nuevamentese formabandos productos, la radioactividad incorporada y ex

traíble por solventes orgánicos, si bien detectable, era muypequeña (Fig.19).

El anílisis cromatográfico del producto lipfdico (Pia. 20) reveló similitud

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

las incorporaciones obtenidas en el precipitado (DNA)y en la fracción soluble

en cloroformo-metanol (fosfatidil-dQMP)cuando el experimento se realiza ¿E_=É

¿52, con células penseabilizadas y (3B) dCTPcomoprecursor, o in vivo con lin
focitos intactas yóaUdCIcomoprecursor (Fig. 6 y 19). En el primer caso, 1a

formación de fosfatidil-dOIP es muchomayor que la de INA, mientras que in vivo
dicha relación se invierte.

En el curso de intentos realizados para modificar el metabolismofosfolfpidos

de le célula, se halló que el agregado de clorpoeazina (CPZ)incrementabs no

tablemente la incorporación de (3B)-dCen un producto extraible por solventes

orgánicos (Fig. 21). Este efecto fue observado no sólo en linfocitos estimula
dos por PHA(linfocitos T) y en reposo, sino también en linfocitos de la serie

B transformados por virus de Epstein-Barr (líneas HRIKy Raji "8") y de una

leucemia prolinfccítica. Estos resultados ofrecen considerable interes, ya que
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la droga ensayada tiene uso terapeutico, babieñdose demostrado que en los padn
tes tratados largo tiempo con la nissa, se produce fosfolipidosis (Brindley et

al, 1975).

El compuestosintetizado en presencia de CPZutilizando (IhC)-glicerol y (3B)

dC cono precursores radioactivos dio lugar a un compuesto con doble nar-ca de

(MC) y (3B). La hidrólisis alcalina de este compuestoarrojó cono productos

(IAC)glicerol-P y (3B) dOIP, (Fic. 25) en foma sililar a lo ocurrido con el

compuestosintetizado in vitro. m base a esta “¿dende es posible afirnr que

el producto obtenido in vivo en presencia de CPZes también fosfatidil-dGHP,

si bien cs cierto que el contenido de (cido grasos puede ser diferente.

Conrespecto a la observación realizada de que la sintesis in vitro de fosfa

tidil-dOIP es ¡luchosis inportante que la sintesis in vivo al final de este

trabajo se propone una posible explicación.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren fuertemente que el fosfati
dil-dCIP actuar-ía comoun intermediario en la sintesis de fosfatidil-inositol

(PI). Los datos nostrados en la Tabla XXdemuestran que la prcsmcia de inosi

tol modifica la incorporación de (3K) dCI‘Po (3H)1c¿diferente manera. La inhi
bición obtenida in vitro en diversas condiciones osciló entre el 80 y 94’,

mientras que in vivo sólo fue del 20-30%.La utilización del fosfatidil-dOúP

sintetizado in vitro es demostrada en la Fig. 26, observándose que el agregado

de inositol desplaza la radicactividad incorporada en el fosfatidil-dCMP por

probable formación de PI, ya que cuando se marca con (IAC) glicerd in vivo e

in vitro aparece (MC)-PI. Los resultados expuestos en la Tabla XXIIdemos

tran que la relación (IAC) fosfatidil dCMP/(ILC)—PIes mayor in vitro que ¿g

22 en presencia de CPZ;cuando el experimento in vivo se realiza en ausen
cia de CPZ, dicha relación es menor (Tabla XXIII).

Dr 1a Fig. 32 se propone una hipótesis que explicaría los resultados obteni
dos.

In vitro el dCTPreaccionaría con el ácido fosfatídico para fomrfosfatidil

d CMP.Para dar lugar a la formación de PI se requiere inositol, pero la con
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centración intracelular del llano estaria aunanentcdlaninuída por efecto de

la porneabilizaclón. Estos fenónenoaconducirían a la acumlación dc foafati
dll-dm.
In vivo, por el contrario, el foafatidll-dOIP for-ado a partir de la (3H) dc

reacciona-ía rapidanente con cl incaitol libre intracelular dandoorigen al

PI. E1 focfatidil-dQlP aería aa! veloznentc comunido in vivo cxpltcando loa

bajos nivelea detectados.
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Los resultados obtenidos por incubación in vivo o in vitno con Fosfolipasa C

ofrecen considerable interés. Las fosfolipasas son enzimasbidmlíticas cap:
ces de nomperen sitios específicos moleculas de fosfolípidos. Los datos ob

tenidos aporta-Ian evidencia respecto a 1a poaible ubicación en 1a membrana

plaemitica del fosfatidil-dflll’ ya que la estimulación un 1a incorporación ob
een-vedain Vin (Tabla m) no se debería por ejemplo a1 transporte aumenta

do de nucleóeidos, ya que el mismo multado se observa in vitro donde dicho

fenómenoes inespecífico. Comose supone que estas enzinas no son permeabili

zadas por 1a celula, su acción sobre membranasintactas esti restringida a 1a

superficie externa (Bergelson y Bareukor, 1977; han]. et a1, 1973).

La preincubeción con ¡oido araquidónioo estimuló 1a incorporacióncb (3B) dC

a fosfatidil-dCIP y a una fracción que tenía e]. miemo11,,que el fosfatidil
inositol. La relación de marea para ambospicos fue de 0.77. siendo este va

lor semejante a1 obtenido por incubación in vivo en ¡ausencia de CPZ. Los r! .
sultadoe obtenidos permiten suponer uns mayorafinidad de 1a enzima por las

mel‘oulas de ¡cido fosfatídioo enriquecida.- en ¡cido araquidónioo, así como

una acumulación del producto obtenido en esas condiciones. '

Cabomencionar que otros autom han demostrado 1a semejanza en el perfil de

los ¡oidos grasos entre el CDPdiglicérido y el PI (Thompsony lc Ibnald,

1975; Tbonpson, 1977). Estos autores postulan que este hecho podría deberse

a sucesivas deaoilaciones y reaoilaoiones del liponuclétido y del PI. Otra of

plicación a este hecho seria que c1 CDPdiglicdrido provino por lo menosen

parte, de 1a reacción inversa de síntesis de fosfatidil inositol (Bokin-leave:

son, 1977, Agranoff, 1958).
un 2+

CIP (11311061160+ 1110811701 >fmfltídí‘-‘M“‘fñïm.

El estudio del efecto de 1a droga arabinosil-citosina (ara-o) demostróque era

capaz de inhibir 1a síntesis in vivo de fosfatidil-dOAP esti-¡lada por clon-pos

nazina. Debidoa que los acidos nucleicos son participantes activos emel dos:

rrollo de ciertas enfermedadescomoser infecciones virales y el crecimiento
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de tumores se comenzóa usar bases purínicas y pirimindínicas sintéticas así

comosus nucleósidos para el tratamiento de las mismas, simdc el ara-C uno de

los análogos mas empleados.

El resultado obtenido permitiría demostrar un nuevo mecanismode la droga ya

que 1a mismaseria transformada en fosfatidil-AraCIIP. Es interesante mencio

nar que Hordchy Fridlender sospecharon la presencia de un compuesto lipidico

(fig. I.) porque en el gradiente de Cle aparecia ademásde ¡IM radioactivo,un

pico que bandeaba en la zona mis liviana. Unresultado similar fue obtenido

por Grahamy Ihitmore (19’70)cuando estudiaron la incorporación de (3H)-Arac

en cílulas L de ratón mediante un gradiente alcalino de sacarosa. Dichos an

tcres observaron también un pico de radicactividad en la zona liviana aunque

lo atribuyeron a1 (3]!) Ara C incorporado a RNAquefie parcialmente degradado

por el tratamiento alcalino.

Comoconclusión, es necesario mencionarque es dificil todavía asignar un rol

definitivo al compuestodescripto en este trabajo; el fosfatidil-dOlP. Si bien

ha demostrado ser por lo menosparcialmente transformado en PI, ser‘ necesario

estudiar en linfocitos humanosla posible síntesis de su anilogo el fosfatidil

DAPpero fundamentalmenteser‘ necesario establecer si ambosson sintetizados

in vivo , cual de los dos es fundamentalen la biosíntesis de los fosfclípidos
celulares. Tambiénserfi necesario estudiar su distribución subcelular in vivo

mediante un método que no altere la membranaplasm‘tica comoel usado en este

trabajo para el estudio del compuestoin vitro. Este último punto será de fun

damental importancia debido al rol de la membranacelular comositio de inicia

ción de todos los procesos que conducena la transformación y división celula
res, así comopor las interacciones que ejerce la mismacon elementos del ci

toesqueleto (Mooreet al, 19‘78). ki efecto, de los diversos mecanismosque con
trolan la organización de 1a superficie celular, uno de los mis interesantes

es el que postula la existencia de efectos transmembranososejercidosa traves

de estructuras citoplasmiticas organizadas (Nieolscn, 1976). Al respecto, es

importante mencionar el rol que ejerce la droga clorpmmazina sobre el sistema
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de microtúbulos (liso, 1978) así comoel efecto estimulatorio que demostró

sobre la sintesis de fosfatidil-dClP siendo importante por lo mencionado
mis arriba estudiar si ambosfenómenosestán relacionados entre si.

Por otra parte, comols medal-ansnuclear es considerada una prolongación

del reticulo endopllsmico, sera importante determinar si el" pool”del fos

fatidil-dOIP ea distinto o no del hallado en otros sitios de la célula así

comoestudiar si tiene algún rol en otros procesos celulares descriptos pg

ra los fosfolípidos. Unejemplo de esto último sería el hecho de ser comi
derados elementos involucrados en el mantenimientode la integridad de lo:

complejos de alto peso molecular del factor de elongaoión RFIhen celulas

de eucariotes (Lugocki y Ieissbach, 1974).

MMM
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