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RESUMEN

La modificacidon enzimatica de proteinas es uno de los
mecanismos que utiliza la célula para regular la actividad biologica
de proteinas que juegan un inportante papel en la fisiologia celular.
Para investigar este fendémeno desde el punto de vista bioquimico no
s6lo es de interés estudiar las enzimas que iIncorporan nuevos resi-
duos unidos covalentemente a las proteinas sino estudiar también las
enzimas responsables de revertir tal efecto, hidrolizando los resi-

duos incorporados.

En el trabajo presentado se analizo la estabilidad in
vivo e in vitro de los grupos modificados de las histonas en oocitos
de Xenopus laevis. Los ensayos realizados in vivo mediante la téc-
nica de microinyeccion de los oocitos de anfibio, complementados con
resultados obtenidos in vitro, permiten sacar conclusiones mas funda-
mentadas sobre el papel que podrian cumplir las modificaciones pro-

teicas en la célula.

Con este fin se prepar6 histona H2b e historia H1 modi-
ficada covalentemente en residuos de serina mediante proteina quinasa
Tendiente de cAMP. Se determiné que la fosfohistona es desfosfo-
rilada activamente en el oocito; esta actividad hidrolitica también
esta presente en hcmogeneizados de estas mismas células. Esta des -
fosforilacién ocurre a una velocidad considerablemente mayor in vivo
que in vitro, encontrandose que las histonas son casi totalmente des-
fosforiladas in vivo, mientras que in vitro la reaccién se detiene al
haberse hidrolizado s6lo un 40 % de los grupos fosforilo. Cabe ha-
cer notar que esta actividad desfosforilante se encontro tanto en el

nicleo como en el citoplasma de estos foliculos.



los oocitos aislados de ovario de Xenopus laevis com-
pletan su maduracion meidtica in vitxo en presencia de progesterona.
La disolucion de la vesicula germinal que ocurre 5 0 6 horas des-
pués de iniciarse la maduracién es un proceso complejo precedido por
un aumento de la fosforilacidén de proteinas. Por este motivo se es
tudié también la estabilidad de los grupos fosforilos de las histonas

durante la maduracién de los oocitos.

El tratamiento hormonal de los oocitos por si solo no
altera la velocidad de la hidrolisis de los grupos fosforilos como se
evidencia al microinyectar la fosfohistona en oocitos que habian sido
tratados con progesterona 1 jjV durante 3 horas. Sin atibargo, si el
tratamiento hormonal se prolonga por 6 horas o mas, permitiendo que
ocurra la ruptura de la vesicula germinal o nucleo, se observa que la
desfosforilacion de las fosfohistonas inyectadas aumenta notoriamente,
reduciendo el tiempo requerido para hidrolizar el 50 % de los fosfatos
de la histona H2b inyectada de 90 a 30 minutos. Inhibidores de la
maduracidn meidtica cano cicloheximida y papaverina, que impiden la
ruptura de la vesicula germinal, también inhiben el aumento de la acti
vidad fosfatasica observada en oocitos tratados por tiempos prolonga-

progesterona. La papaverina reduce la velocidad de desfosfo-

rilacién a niveles inferiores a los basales.

Se analiz6é también la estabilidad en el oocito de Xeno-
pus laevis de los grupos metilo unidos covalentemente a la histona H2b
mediante una arginina-metiltransferasa parcialmente purificada de ooci
tos de la misma especie. Los resultados obtenidos indican que la tus
tona metilacla es estable in vivo. La estabilidad de los grupos meti-
lo que contrasta con la rapida desfosforilacién de las histonas H2b

podria reflejar las diferentes funciones que cumplirian estas modifi-
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caciones enzimaticas de las historias.

Los estudios de estabilidad de los grupos fosforilos
de las historias después de la ruptura de la vesicula germinal hicie-
ron necesario determinar también la localizacién celular de las his-
tonas en las etapas tardias de la maduracion. Con este fin se pre-
- 125 , B, . - _
paré histona H2b marcada con I, se microinyectd en oocitos crecidos

y se analizd su localizacidon mediante radioautografia en cortes his-

toldégicos de estas células.

Cano ya estaba descrito, se observé que en oocitos no
tratados con hormona ocurre una rapida migracion al nucleo de las his
tonas microinyectadas en el citoplasma. La ruptura de la vesicula
germinal durante la maduracion gatillada por hormonas involucra una
redistribucién del material nuclear. Al completarse la maduracion,
la histona que estaba en el nidcleo continda unida a material basoéfilo
que originalmente se encontraba en el nucleo. Histonas inyectadas en
oocitos maduros migran para unirse preferencialmente al material baso-

filo de origen nuclear.

Los estudios realizados podrian proyectarse hacia un co
nocimiento mas profundo del papel de la modificacidén de historias y o-
tras proteinas en la regulacion de procesos fisiolégicos que involu -

eran la activacion génica y transcripcion.



SUMMARY

Enzymatic modification of proteins is one of the
mecharasms which regulate the biological activity of proteins that
6iay an rnportant role in oell physiology. Fran a biochemical point
of view research into this field requires not only the study of the
enzymes that introduce modifications into proteins, but also to study
the enzymes which reverse these reactions by catalyzing the renoval

of the Chemical groups that have been incorporated.

In this work we analyzed the in vivo and in vitro
stability of sane residues incorporated in histones in Xenopus laevis
oocytes. By using the microinjection technique the role of protein
modification can be studied in a nearly normal physiological
environment. Histones H2b and HI were phosphorylated by a cAMP-
dependent protein kinase. These phosphorylated histones were
actively dephosphorylated when injected into oocytes. Hydrolysis of
phosphate residues was also detected when modified histones were
incubated with hcmogenates of these amphibian follicles. Hcwever,
the dephosphorylation reaction occurred at much greater rates in the
in vivo conditions than in vitro. Dephosphorylation of microinjected
histones proceeded until there was only cidése to 20 % of the original
phosphohistone. Qn the other hand, hcmogenates only were able to
hydrolyze less than 50 % of the phosphoryl groups. Dephosphorylation
activity was detected in cytoplasm as well as in the extracts of nuclei

of these oocytes.

Incubations with progesterone of isolated follicles of
this species triggers maturation of full-grown oocytes. 5 or 6 hours

after the induction of maturation with hormbne germinal vesicle



breakdcwn (GVBD) occurs. A burst of phosphorylation of cytoplasmic
phosphoproteins is detected slightly before GVBD. For this reason
it seemed inportant to study as well the stability of the histone

phosphoryl groups during the maturation process.

Hormonal treatment does not by itself change the rate of
hydrolysis of the phosphoryl groups. This was shown by microinjecting
phosphorylated histones into oocytes which had been preincubated for
only 3 hours with progesterone and in which GVBD had not yet occurred.
Hcwsver, after 6 hours®™ preincubation with progesterone which allows
GVBD to occur, a substancial increase of the dephosphorylation reaction
was observed. The time required to dephosphorylate 50 % of a given
amount of modified histone injected into mature oocytes is only 30
minutes ccmpared to 90 minutes required in control oocytes. Inhibitors
of maturation like cycloheximide and papaverine vhich block GVBD, will
also inhibit the increase of the dephosphorylating activity detected in
mature oocytes. Papaverine will produce a decrease of the
dephosphorylation reaction to levels that are below those found in

control oocytes.

The stability in oocytes of methyl groups covalently
und to histone H2b by an S-adenosylmethionine-arginine-
thyltransferase partially purified from Xenopus laevis ovary was

also examined. Microinjection experiments shcwed that methylated
histones are stable in vivo. This pronounced stability of methyl
groups as opposed to the quick hydrolysis of phosphate groups possibly
reflects different functions of these two enzymatic modifications of
histones. The studies that demonstiated the increment in the
dephosphrylation of injected histones after GVBD raised the question

as to the localization of histones during the late stages of maturation
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when there is no nuclear membrane. For this reason, histone H2b
_ 125 _ - _
was labeled with I, microinjected into full-grcwn oocytes and

prepared for radioautography.

As described before, histafies microinjected into the
cytoplasm of oocytes are quickly transferred into the nucleus.
Maturation, hcwever, triggered by hormones involves a redistribution
of all nuclear ccmponents. After GVBD, the labeled histone which
was initially localized in the nucleus remains associated to basophile
material which was originally in the nucleus but is now present in
different areas of the follicle. {listones injected into mature
oocytes associate mainly to basophile ccmponents which were localized

in the nucleus before GVBD.

The studies carried out in this. thesis could be
extended to attain a clearer understanding of the role of modification
of histones and other proteins in the regulation of the physiological

processes involved in gene activation and transcription.
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INTRODUCCION

1D EIl uso de oocitos para el estudio de la funcién fisiolodgica de

la modificacion de proteinas

La modificacion enzimatica de proteinas es uno de los
mecanismos que utiliza la célula para regular la actividad bioldégica
de proteinas que juegan un importante papel en la Ffisiologia celular.
Para investigar este fendmeno desde el punto de vista bioquimico no
s6lo es de interés estudiar las enzimas que iIncorporan nuevos residuos
unidos covalentemente a las proteinas sino también estudiar las enzi-
mas responsables de revertir tal efecto, hidrolizando los residuos in-

corporados.

Sin embargo, es necesario completar los estudios reali-
zados en el tubo de ensayo sobre estas enzimas con estudios realizados
in vivo que permitan extrapolar con mayor fundamento el papel que las

modificaciones proteicas pueden cumplir en la célula.

Para este fin el uso de la técnica de microinyecciodn en
ocitos de anfibios presenta ventajas evidentes. Por su tamafio
(@ a 1,3 mu de didmetro) y la disponibilidad de gran numero de células,
se pueden inyectar cantidades de material que son facilmente detecta-

bles por ensayos bioquimicos e isotopicos.

El oocito es, ademas, un tipo de célula que puede ser
cultivado en un simple medio salino y en esas condiciones es capaz de
responder a un estimulo hormonal que induce el proceso de maduracioén
meiodtica. La Fosforilacion reversible de proteinas ha sido claramen-

te implicada en el mecanismo por medio del cual las hormonas sexuales



gatilian la maduracion meidtica de los oocitos de anfibio (@, 2).

2) La participacion de la fosforilaciéon de proteinas en la maduracion

meiodtica

Al completarse la oogénesis la actividad metabolica del
oocito disminuye notoriamente y se reinicia mediante un estimulo hormo
nal que induce la maduracién meidtica, convirtiendo al oocito en un
huevo capaz de ser fecundado (3)- Durante este proceso la meiosis que
se encontraba detenida en la profase de la primera division continla

hasta la metafase de la segunda division meiotica (4).

Se ha describo que en el gatillamiento de la maduracion
las gonadotrofinas actuarian sobre las células foliculares para produ-
cir o liberar progesterona que a su vez actuaria directamente sobre la
membrana del oocito G, 6). Para inducir la maduracion es necesaria
la presencia continua de la gonadotrofina en el medio de incubacion que
provoca un aumento lineal de la progesterona endégena en el oocito (6).
A diferencia de estas hormonas, la accidén de la progesterona no preci-
sa de las células foliculares (7). Brachet y colaboradores (8) postu
lan que la progesterona se une principalmente a un receptor que se en-

eentra en la membrana del oocito, y es inactiva al ser microinyectada

foliculo ().

2
a) Participacion del cAMP y Ca+ en la maduracion meidtica.

Numerosas evidencias experimentales indican que el Ca+
y cAMP cumplen un papel fundamental en la iniciacion de la maduracioén
inducida por progesterona (9). Durante las etapas tempranas de la ma
duracion se observa un aumento transiente de la concentracidn intrace-

lular de Ca+2 y una disminucion de cAMP dentro del oocito (B8 - 10).



La disminucion de cAMP es un evento temprano de la ma-
duracion y se detecta 30 a 60 minutos después de iniciarse la incuba-
cion con progesterona (9, 10). En experimentos realizados en nldes -
tro laboratorio se ha observado una inhibiciéon de la maduracion me -
diante teofilina y papaverina que inhiben especificamente a la fos-
fodiesterasa de cAMP (10). La maduracion del oocito es inhibida tam
bien por 3-isobutil-I-metilxantina (11) y la toxina del célera que
provocan un aumento de la concentracion de cAMP en el oocito (9, 11).
Ozon y colaboradores (9) encuentran una estrecha correlacion entre la
concentracion de progesterona, la disminucidon de cAMP y el porcentaje
de maduracion. La progesterona podria causar un cambio en la activi-
dad de la adenilciclasa o en la cantidad de cAMP disponible para ser
degradado por la fosfodiesterasa. Puesto que se requiere de una baja
de cAMP para inducir la maduracion y debido a que ésta es bloqueada
por inhibidores de la fosfodiesterasa, se ha involucrado esta enzima

en la regulacion de la maduracion meidtica (12).

La fosfodiesterasa de cAMP es regulada ademas por cal-
modulina y Ca+2 (13). Para la maduracion es indispensable un flujo
de Ca+” intracelular, en el cual probablemente se libera Cat+2 que se
encontraba unido a la membrana celular (O, 14). Se produce entonces
un aumento transiente de Ca+O durante las etapas iniciales de la madu-
racion (8). En etapas posteriores los requerimientos de Ca+” son di
ferentes, puesto que se ha detectado una inhibicién de la maduracion
al aumentar la concentracion de este i16n durante el periodo de la dis-

persion de la vesicula germinal (9).

b) Participacion de la proteina quinasa en la maduracion meidtica.

La disminucion del nivel de cAMP observado produciria

una alteracion de la actividad de la proteina quinasa dependiente de
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este nucledtido ciclico que modula los niveles de fosforilacion de
diferentes proteinas en el oocito (15). Este hecho explica la inhibi
cion de la maduracion observada al incubar los oocitos en presencia de
altas concentraciones de cAMP (10), o al inyectar la subunidad catali
tica de la proteina quinasa en los oocitos (4); al microinyectar Ila
subunidad regulatoria de la proteina quinasa o un inhibidor de esta
enzima se induce la maduracidon en ausencia de hormonas porque de este

modo disminuye la fosforilacion de las proteinas del oocito (4).

Los oocitos de Xenopus laevis poseen proteinas quinasas
dependientes de cAMP (16, 17) que pueden ser inhibidas mediante la mi
croinyeccion del inhibidor de estas enzimas (16). Sin embargo, este
inhibidor no bloquea el aumento de fosforilacién de proteinas observa-
do en las etapas tardias de la maduracion. Esta fosforilacion esta
asociada a la ruptura de la vesicula germinal (15, 16) y es indepen -
diente de cAMP. J. Boyer y colaboradores (16) postulan que la protegi
na quinasa dependiente de cAMP participaria en las etapas tempranas

del proceso de maduracioén.

c) Fosforilacion de proteinas durante la maduracion.

Se han descrito cambios en los niveles de fosforilacidn
de proteinas en etapas tempranas y tardias de la maduracidon de oocitos
de Xenopus laevis. Estos efectores fisiolégicos podrian afectar el
sistema de fosforilacion de proteinas alterando la actividad de la pro
teina quinasa o de la fosfoproteina fosfatasa que desfosforila al sus-
trato fosforilado (18). Maller y Krebs (4) demuestran que la inhibi-
cion de la proteina quinasa es condicion suficiente para inducir la ma
duracion meidtica; en consecuencia, parece ser imprescindible que cier
tos sustratos presenten un bajo nivel de fosforilacion para que se

corplete la maduracion. Por otra parte después de 3 horas de trata-



miento hormonal se ha observado un aumento de proteinas fosforiladas

en oocitos inducidos a madurar in vivo (9) e in vitro (20).

Durante las etapas tardias de la maduracidén se observan
cambios muy marcados en los niveles de fosforilacidon de proteinas que
preceden la dispersion de la vesicula germinal. Ambos eventos estan
intimamente ligados (2, 15). Maller y colaboradores (15) postulan
que el aumento explosivo de fosforilacion proteica descrito ocurriria
en un periodo no mayor de 50 minutos previo a la ruptura de la vesicu

la germinal.

La progesterona induce un aumento de la sintesis pro -
teica (21) que da lugar a la sintesis de una proteina citoplasmatica
denominada MPF (= "Maturation Prcmoting Factor'’) indispensable para

la dispersion de la vesicula germinal (22). Al bloquear la madura -

cion inducida con progesterona mediante cicloheximida no se observa un
aumento de la fosforilacion de proteinas. Las metilxantinas y la to-
xina del coOlera que actuan cano inhibidores de la maduracién también
blogquean este subito aumento de fosforilacidon asociado a la dispersion
nuclear (). Sin embargo al inyectar MPF en oocitos preincubados con
cicloheximida, se induce inmediatamente el incremento de la fosforila-
cion de proteinas seguido de la dispersion de la vesicula germinal
(15). Este aumento de fosforilacion, al igual que la produccidon de

MPF, son eventos citoplasmaticos puesto que también ocurren en oocitos

anucleados inducidos a madurar in vitro mediante progesterona (15).
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3) Estudios sobre las historias en oocitos.

a) Breve descripcion de las historias, su funcidén y las modificaciones

enzimaticas que sufren.

Las histonas son proteinas de caracter basico que se en
cuentran asociadas al DNA de organismos superiores y que cumplen un rol
inportante en la organizacidén y estructura de la eraratina. Se dis-
tinguen 5 clases principales de histonas denominadas Hl, H2a, H2b, H3
y H4. Dimeros de las histonas H2a, H2b, H3 y H4 forman parte de los
nucleosaras, en tanto que la historia Hl se encuentra en las regiones de
la cronatina que unen las estructuras nucleosoémicas. El extremo N~ -
terminal de estas proteinas es de caracter marcadamente basico y se

postula que esta regién del polipéptido interactia con el DNA (23).

Las histonas sufren modificaciones postsintéticas tales
cano fosforilaciones, acetilaciones, ADP-ribosilaciones y metilaciones
5; estas modificaciones afectan a las cadenas laterales de resi -
ddos aminoacidicos del extremo N*-teriminal de las histonas y posible-
mente influyen en el tipo de interacciones existentes entre el DNA vy
dichas proteinas (24, 25). Aun no ha sido posible establecer en for-

jente el rol que cumplen estas modificaciones, pero es muy

que estén involucradas en cambios estructurales de la crema -
tina que podrian modular la activacion y transcripciéon de genes (24).
La correlacion entre la modificacion de las histonas y la activacion
de la crcmatina no s6lo permite postular un rol estructural sino tam-
bién regulatorio para las histonas. Sin embargo, solo es posible
asignar una funcion regulatoria a una modificaciéon covalente de pro-

teinas si ésta es reversible (26).
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b) Metilacion de historias.

La metilacién de historias fue descrita por primera vez
por Murray en 1964 que encontro ¢(>N-metillisina en preparaciones de
histonas de conejo (27). Estudios posteriores demostraron que se me
tilan principalmente las histonas H3, H4 (28) y H2b (29). Los resi-
duos metilados encontrados en las zonas polares de estas proteinas son
¢--N-mono-, di- y tri-metillisina, £-N-metilarginina y una pequefia pro
porcion de 3-metilhistidina (3). Paik y Kim purificaron parcialmen-
te y caracterizaron tres metiltransferasas diferentes con especifici-

dad para arginina (31), Usina (32), y grupos carboxilo (33).

En E. coli se ha correlacionado la metilacidén de diver-
sas proteinas con la adaptacion mediante quimiotaxis de este organismo
a estimulos quimicos (34). Sin embargo no ha sido posible determinar

el rol biolégico de la metilacién de histonas (35).

Byvoet y Baxter (35) postulan que la metilacién de los
residuos de lisina tiende a exacerbar el caracter hidrofébico y la ba-
sicidad de la histona resultando en una unién mas estrecha y estable
entre la histona modificada y las macranoléculas que la rodean. Por
esta razon la metilacidon aumentaria la estabilidad de la crematina
(35). Se ha demostrado que diversos agentes intercalantes, polilisi
fias y otros compuestos que distorsionan la estructura del DNA producen
incrementos notorios en los niveles de metilacidon de las histonas (35).
Estos resultados pueden interpretarse como evidencias de la proximidad
en que se encuentran el DNA, las histonas y la metiltransferasas en

la crcmatina (35).

Aln no se ha establecido en forma concluyente si los
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grupos metilo sufren un recambio mas rapido que la estructura protei
ca que los sostiene y los resultados de distintos investigadores algu
fias veces no son concordantes. De acuerdo a algunas evidencias expe
rimentales la metilacion de las histonas parece ser estable y aparen-
temente irreversible in vivo, lo cual hace dificil asignar una funcidn
regulatoria a esta modificacion (35). Algunos autores postulan que
la velocidad de recambio de los grupos metilo es similar a la veloci-
dad de recambio de la histona misma (35). A pesar de lo descrito,
Shepherd y colaboradores (36) describen cambios en los niveles de me-
tilacion de las histonas H2a, H2b y H3 durante el ciclo de las células
de ovario de Hamster. Las histonas H2b se metilarian al iniciarse el
periodo S, en cambio las histonas H2a y H3 alcanzarian un nivel maximo
de metilacidon después de completarse la sintesis de DNA (36). Estos
experimentos constituyen una de las escasas evidencias publicadas so-
bre la desmetilacion de histonas metiladas. Experimentos realizados
en nuestro laboratorio por V. Hinrichsen (37) han demostrado la pre-
sencia en oocitos de Xenopus laevis de dos formas moleculares de una

metiltransferasa que modifica a la histona H2b en residuos de arginina.

C©) Biosintesis de histonas en oocitos de Xenopus laevis.

Estudios de Smith y Ecker (38) han demostrado que los
oocitos de anfibio poseen una activa sintesis proteica durante las eta
pas iniciales de la oogénesis, durante la maduracion y en las etapas
tempranas de la embriogénesis. Por otra parte se sabe que el oocito
no sintetiza DNA y que la sintesis de DNA comienza recién en el embrion,
siendo muy activa en el estado de blastula (39). En el estado 9 de
la blastula la cantidad de este acido nucleico sintetizada es conside -
rabie, y sobrepasa claramente a la cantidad de histona sintetizada des

de el momento de la fertilizacion (39).
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Diferentes autores (39, 40) determinaren que gran parte
de las proteinas sintetizadas durante la oogénesis son historias, lo
cual indica que no hay sincronia entre la sintesis de ENA y de histo-
rias en el oocito y embrién de anfibio. El hecho que las histerias se
sinteticen en etapas mas tempranas del desarrollo que el ENA sugiere
que existe un almacenamiento de histonas en estas células. Burzio y
Koide (41) efectivamente encuentran una proporcion de histonas y ENA
de 100 : 1 en la vesicula germinal del oocito. Adamson y Woodland
(39 postulan que las histonas se sintetizan antes que ocurra la ferti
lizacion, almacenandose para su utilizacion posterior durante las eta
pas de la embriogénesis de activa sintesis de ENA. Durante la oogé -
nesis se detecta sintesis de histonas, pero ésta so0lo constituye aire
dedor de un 0,3 a 1 % del total de proteinas sintetizadas (39). Con
la maduracion la sintesis es activada y procede a una velocidad mucho
mayor, constituyendo aproximadamente el 9 % del total de proteinas
sintetizadas (39). Este aumento de la velocidad de sintesis de his-
tonas no depende de la ruptura de la vesicula germinal (42). La ve-
locidad de sintesis de estas proteinas aumenta de 40 a 50 pg/hr en la
oogénesis a 2500 pg/hr durante la maduracion @@3); en consecuencia
se producirian alrededor de 20 ng de histona durante las 8 horas que

dura la maduracion.

Segun los calculos de Adamson y Woodland (39) esta cantidad no se
ria suficiente para cubrir la cantidad de histonas requerida en etapas
posteriores. Durante la oogénesis deben sintetizarse aproximadamente
100 ng adicionales de histona que se requieren para alcanzar el estado
9 de la blastula. Si se considera que la oogénesis ocurre en un pe -
riodo de aproximadamente 3 meses, la cantidad de proteina producida al®
canzaria a cubrir los requerimientos del oocito (39). Las histonas

sintetizadas no son degradadas y se almacenan en el nucleo (44).
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Mediante la electroforesis en geles de p>liarrilanida
¥ digestiones con tripsina se determiné que en el Pocito se sinteti-
zan las histonas H2a, H2b, H3 y H4 (39, 43). Se demostrd también
que estas proteinas recién sintetizadas se acumulan en el nucleo (43).
La sintesis de la histona H1 se detecta en etapas tardias de la blas-

tula (@5).

Las histonas que se sintetizan durante la oogénesis son
iguales a aquellas sintetizadas durante las etapas embrionarias tam -
pranas (43) y no difieren cualitativamente de las histonas encontradas
en tejidos adultos de Xenopus laevis (45). Experimentos realizados
en nuestro laboratorio demuestran que en el oocito existen proteinas

quinasas dependientes de ciAMP que fosforilan histonas (17).

4) Estudios sobre el recambio de grupos fosforilo de las proteinas.

La importancia de la fosforilacién de proteinas ceno me
canismo de regulacién ha sido reconocida y estudiada en muchos siste-
mas enzimaticos (26) y también en proteinas no enzimaticas (46). La
fosforilacion y desfosforilacion de histonas podrian regular ciertas
funciones nucleares; se han descrito alteraciones en los niveles de
fosforilacion de estas proteinas asociados a cambios de condensacion
de la eraratina durante el ciclo celular, regeneracién de tejido y

otros procesos metabd6licos (46).

Se han encontrado fosfoproteina fosfatasas que desfos
forilan numerosas proteinas fosforiladas, incluyendo las histonas (46 -
48). Algunas de estas fosfatasas presentan ciertas prepiedades oo -
mufies: se ha encontrado una forma enzimatica de PM = 35.000 que apa

rentemente proviene de una holoenzima de mayor peso molecular (26, 47).
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holoenzima estaria formada por 2 subunidades cataliticas de
iV. = 35.000 y una subunidad inhibitoria de PM = 65.000 (26). Estas
enzimas actuarian en forma poco selectiva y desfosforilarian diferen
tes proteinas fosforiladas (26). También se ha descrito una enzima
mas selectiva proveniente de higado que desfosforila s6lo las fosfo -

histonas y protaminas fosforiladas (26).

Las proteinas quinasas que catalizan la fosforilacion
de diversos sustratos son reguladas por efectores cano el cAMP, cGMP,
Cat+2 y otros (26). Investigadores del laboratorio de O.M. Rosen
(49) han publicado evidencias experimentales que la proteina quinasa
a su vez puede ser regulada por fosforilacion y desfosforilacion.
Estos autores encontraron una fosfoproteina-fosfatasa que cataliza es
pecificamente la desfosforilacion de la quinasa fosforilada, ya su
vez esta fosfatasa es activada por cAMP. Al igual que otras fosfata
sas (26), ésta es activada por etanol. Esta estimulacién va acompafa

da de una reduccion de peso molecular (26, 49).

Las fosfatasas que aseguran la reversibilidad de las
reacciones de fosforilacion son reguladas por interacciones de tipo pro
teina-proteina (26): competencia de distintos sustratos fosforilados

por la enzima e interacciones entre ligandos del sustrato y la enzima

(26).

Se han purificado también dos tipos de inhibidores ter-
moestables (26). Uno de estos inhibidores ( inhibidor 1 ) es activa-
do por fosforilaciéon mediante una proteina quinasa dependiente de cAMP
e inhibe a la enzima en forma no competitiva con respecto al sustrato
fosforilado (26). El inhibidor 2 es una proteina acidica de PM apro-
ximado de 15.000 (50). Este inhibidor es muy especifico y solo actla

.sobre la enzima en presencia de fosforilasa a cano sustrato (50).



- 16 -

También se ha encontrado un activador termoestable de la fosfatasa

de fosfoproteinas (50).

Hay evidencias experimentales que indican que las his-
tonas son fosforiladas en etapas previas al ensamblaje de las histonas
a la crematina (5l1), puesto que se detecta fosforilacidon de las histo-
rias en el citoplasma (24) y en las historias recién sintetizadas (52).
Se ha visto que las historias en solucién son excelentes sustratos para
diferentes proteinas quinasas, pero estas mismas histanas no son fos-
foriladas cuando se encuentran unidas a DNA (561). Sin embargo, histo
fias fosforiladas se unen al DMA en forma semejante a las historias no
modificadas (5l). Estos resultados sugieren una posible relacién en-
tre la estructura de la crcmatina y los niveles de modificacion de la

histona.

La fosforilacion de la histona H1 es reversible y ocurre
en forma ciclica (63). La histona alcanza un nivel maximo de fosforo,
lacion al finalizar y coincide con la condensacién de los cremoso -
mas que precede la mitosis (63, 54). Bradbury y colaboradores (G&3)
han postulado que la fosforilacion de la histona rica en lisina causa
la condensacidn crcmosémica. Estos autores describen cambios en la
actividad fosforilante de la histona HI estrechamente correlacionados
con el inicio de la mitosis, y postulan que esta modificaciéon de HI ga

tilla el inicio de la mitosis (B4, 55).

Se han descrito también variaciones en los niveles de
fosforilacion de las histonas nucleosétmicas en células de ovario de
Hamster (46) y eritrocitos de ave (25), pero no se ha encontrado una
relacion entre estas variaciones y etapas especificas del ciclo celu-

lar ccmo la sintesis de histonas o de DNA.
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5) Objetivos del trabajo de investigacion de esta tesis.

En base a los antecedentes presentados previamente,
es evidente que el estudio sobre la desfosforilaciéon de las histonas
inyectadas en oocitos tiene interés desde dos puntos de vista. En
primer lugar, dada la importancia de la fosforilacion de proteinas
en el proceso de maduracion, parece de interés determinar si la reac-
cion que hidroliza dichos grupos fosfato también estaria afectada
durante la maduracién meidtica. En segundo término, debido a la im-
portancia de los grupos fosforilados en la funcidén de las histonas,
parece importante determinar el recambio de los fosfatos en estas
proteinas, que se sintetizan y almacenan en grandes cantidades en el

oocito.

El estudio de la estabilidad de los grupos metilo de
las histonas en oocitos podria canplementar los estudios realizados

sobre la desfosforilacion de esta misma proteina.



METODOS

1) Obtencidn de oocitos de Xenopus laevis

Se anestesian hembras adultas de Xenopus laevis por
hipotermia y se extrae el ovario o trozos de él mediante una inci-
sion en el abdomen. El ovario conpléto de Xenopus laevis tiene un

peso humedo de aproximadamente 20 gramos.

Los trozos de ovario se conservan en una solucién de
Barth de la siguiente ccmposicion : Tris-HCI 10 mM pH 7,6 , MgS04
0,82 mM, CaCl2 0,41 mM, KC1 1,0 mM, Ca(NO3)2 0,33 nM, NaCl 88 mM,

NaHOO™N 2,4 mM, penicilina 0,1 mM y sulfato de estreptomicina 0,1 mM.

Renovando todos los dias la solucidn de Barth que bafa
los trozos de ovario, es posible conservar éstos en buen estado duran

te 5 a 8 dias. Los trozos de ovario se guardan a 40.

Los oocitos o foliculos se separan manualmente del te-
Jjido ovarico mediante el uso de pinzas de Dumont N°5.

/

2) Obtencion manual de nucleos de oocitos de Xenopus laevis

Para extraer los nucleos de los oocitos es conveniente
colocar los foliculos sobre una superficie aspera que permita una bue
na adherencia a ésta y se les orienta de manera que el polo animal
(zona pigmentada) quede hacia arriba. Con la punta de una pinza se
perfora ligeramente el vértice del polo animal bajo el cual se encuen

tra el nucleo o vesicula germinal. Al presionar suavemente al oocito
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en la zona ecuatorial emerge el nicleo intacto.

Los nucleos aislados en la forma descrita se pueden
limpiar de contaminacion citoplasmatica mediante un lavado cuidadoso

con una pipeta Pasteur en solucidén de Barth.

3) Microinyeccion de oocitos

Los oocitos separados pueden ser microinyectados en el
citoplasma o en el nidcleo mediante una aguja capilar previamente cali
brada. Esta aguja esta inserta en una jeringa con vaselina que permi
te regular el flujo de la soluciodn a inyectar y entregar volUimenes con

cierta precision.

Para inyectar en el citoplasma se introduce la aguja en
la zona ecuatorial del oocito, con el objeto de no dafar el nicleo.
Las cantidades que se inyectan fluctian entre los 35 y 100 ni por ooci

to, dependiendo en parte de las propiedades del oocito.

Para inyectar el nicleo, la aguja se introduce desde el
vértice del polo animal. Los volimenes entregados no deben sobrepasar
los 15 a 20 ni. La inyeccion debe hacerse muy lentamente; sin em -

bargo, la probabilidad de acertar el nucleo sin dafiarlo es de aproxima

damente un 50 %.
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4) Maduracién de oocitos de Xenoous laevis.

Se i1ncuban oocitos de estado 6 ( seoun la clasifi-
cacion de Dumont) (G6) recién separados del ovario, por un perio-
de 8 a 15 horas en solucién de Barth con progesterona 17pM a 21°
para producir su maduracion. Al término de la incubacién se de-
tecta la maduracion por la aparicion de una mancha blanca en el

polo animal.

Otro fendmeno asociado a la maduracion es la dis-
persion de la vesicula germinal; en algunos oocitos esta dispersion
comienza ya después de 3 horas de incubaciéon con hormona. Para
utilizar este hecho como criterio de maduracion se fija el oocito
con TCA al 10 % y con la ayuda de pinzas se abre cuidadosamente el
foliculo. De esta manera se observa directamente la ausencia de

ndcleo en los oocitos madurados.

5 lodacidén de histona H2b con 125I

La técnica empleada se basa en la mabacién de pro-
teinas con 125I mediante cloramina T (57). Para ello se incuban
400 pCi de 125I en presencia de 100 pg de histona H2b, 40 pl de
tampon fosfato 0.3 M pH 7,3 , 10 pl de soluciodn salina de fosfato
(PBS : 8,77 g de NaCl, 0,226 g de NaH2RCH4 .2H20 y 2,898 g de Na2HC+4
.12 H20 por 1000 mi de agua) y 20 pg de cloramina T, durante 2 mi-
nutos a 25°. La reaccion se detiene agregando 25 pl de una solu-
cion saturada de tirosina en tampon fosfato 0,3 M pH 7,3 y 200 pl
de la solucioén de PBS. La histona iodada se senara del exceso de

V?5
I mediante una columna de Sechadex fino, de 5 mi de volumen,
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eluida con PBS. El volunen de eluciodn de la historia yodada se deter-
mina por la radiactividad que precipita con TCA 10 % y que queda rete-

nida en filtros de fibra de vidrio.

En los ensayos se utilizd directamente la historia H2b

eluida de la columna de Sephadex G-50 fino.

6) Fosforilacion de historias H2b con proteina quinasa de corazoén

bovino.

Para fosforilar histonas H2b se incuba Img de esta pro-
teina en presencia de tampon fosfato 50 mM pH 7,1 , MgCI2 10 mM, DTT
10 mM, cAVMP 2yM, 200 y(g de proteina quinasa dependiente de cAVP y
[~- 32p] ATP de una concentracion aproximada de 100y.M en un volumen
final de 400 ul durante 30 minutos a 37°. La reaccion se detiene en
frio se precipita la proteina quinasa con TCA al 2 % y luego se se-
para el exceso de [y- 32p] ATP de la histona fosforilada mediante una
didlisis en frio en membranas Spectrapor contra agua o mediante una
filtracion en Sephadex G-25 o Sephadex G-50. La muestra se eluye con
agua y se recogen fracciones de 0,8 mi. Se mide la radiactividad pre
cipitable con TCA al 10 % que queda retenida en filtros de fibra de vi
drio, temando alicuotas de 20yul de cada fracciodn. Las fracciones
que contienen la histona fosforilada se juntan y liofilizan hasta una

concentracion final aproximada de 0,5 mg de histona H2b por mi.

Inicialmente se intentd separar la histona H2b fosfor L
lada del exceso de i.~~ ™ p]ATP mediante la adicidon de 2 mi de HNSON 0,4 N
frio después de detener la incubacién y extraer la histona mediante una
precipitacion con etanol al 80 % frio. Este método no se siguid usan-

do por ser demasiado lento.
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7) Determinacién de actividad de proteina quinasa de corazon de

bovino.

Para ensayar la proteina quinasa se siguidé la técnica
de J. Ehrlichman (B8) con algunas modificaciones. La enzima se in-
cuba en presencia de tampéon fosfato 50 mM pH 7,1, MgCl2 10 mM, DTT
10 mM, cAMP 2yuM, 1007ig de histona H2b y [J'- 32p] ATP en una concen
tracion aproximada de 120yuM, durante 30 minutos a 37°. Para minimi
zar la autofosforilacion de la proteina quinasa se diluye a una con-

centracion final de 0,1 mg/ml (59).

La reacciodon se detiene agregando TCA al 10 % frio.
Para disminuir la radiactividad adsorbida en forma inespecifica, se
calienta la preparacion a 90° durante 10 minutos, se centrifuga a
1500 x g durante 5 minutos y se separa el sobrenadante. Al precipita
do se agrega 0,1 mi de NaOH 1 N frio, se hctnogeneiza e inmediatamente
se vuelve a agregar 1 mi de TCA al 10 % frio. Finalmente se determi
na la radiactividad precipitable con TCA al 10 % que es retenida en

filtros de fibra de vidrio.

8) Metilacion de historias con metiltransferasas de ovario de

Xenopus laevis.

Para obtener histona H2b metilada se incuba 1 mg de histona
en presencia de Tris-HCI 50 mM pH 9,0 , DTT 4 mM, EDTA 10 mM, 0,5 mi
de una preparacion parcialmente purificada que contiene la enzima me-
tilante A (E.C. metiltransferasa 1 2.1.1.23) y L™ ] SAM 20™-IM de

A.E. = 1000 md / mrol a 37° durante 40 minutos.
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Al metilar la histona con la fraccidn que contiene la
actividad metilante B se incuba la proteina en las mismas oondicio-

+
nes, pero con Mg 2 3 mM y en ausencia de EDTA.

Ti
Al finalizar la incubacién, se coloca en frio durante

15 minutos y luego la preparacion se dializa en membranas Spectrapor
en” frio contra agua para extraer la [BhJsam que no reacciond hasta
obtener la misma radiactividad total y precipitable con TCA al 10 %,
se centrifuga a 20.000 x £ durante 20 minutos y en seguida se liofi-
liza el sobrenadante. En todos los ensayos descritos en este tra-
bajo se utilizé la histona metilada liofilizada resuspendida en un
volumen adecuado de agua, con una concentraciéon final de 2 mg/ml.

Al detener la incubaciodn por calentamiento a 100° durante 90 segun-

dos se obtienen los mismos resultados.

9) Purificacion parcial de metiltransferasas de ovario de

Xenopus laevis.

Se hcmogeneizan 20 g de ovario de Xenopus laevis en
30 mi de tampon de hanogeneizaciéon de la siguiente canposicion
Tris-HCI 50 mM pH 8,0 , EDTA 0,5 mM , ~-mercaptoetanol 2 mM y MgCI»
3 mM. La hcmogeneizacion y las etapas posteriores de purificacion
se realizan a 4o0. EIl hanogeneizado se centrifuga a 20.000 x £ du-
rante 30 minutos. El sobrenadante se filtra a través de lana de
vidrio y se centrifuga a 105.000 x £ durante 150 minutos. El sobre
nadante obtenido se dializa durante toda la noche contra 3 1 de tam-
pon de dialisis cuya composicion es : Tris-HCI 20 mM pH 8,0 , EDTA
0,5 mM, ~-mercaptoetanol 2 mM y MgC” 3 mM. El dializado se centri
fuga a 20.000 x £ durante 30 minutos y el sobrenadante se carga en

una columna de DEAE-celulosa de un volumen de 10 mi, equilibrada con
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tampon de dialisis. Una vez colocada la muestra, la columna se lava
nuevamente con el mismo tampon hasta obtener fracciones de baja densji
dad optica y luego se eluyen las metiltransferasas mediante una gra-
diente de KC1 de 0 a 0,4 M. Se recogen fracciones de 40 gotas por
tubo. Las fracciones con actividad de cada metiltransferasa se dia-
lizan nuevamente contra tampon de dialisis que contiene ademas glioe-
rol al 10 % durante toda la noche. La medicion de actividad se des
cribe mas adelante. Las preparaciones dializadas se centrifugan a
20.000 x g durante 30 minutos y los sobrenadantes obtenidos en esta
centrifugacion corresponden a las metiltransferasas semipurificadas.
Las fracciones eluidas a baja concentracién de KC1 corresponden a la
actividad metilante A y aquellas eluidas a alta concentracion de kCI

corresponden a la actividad metilante B (37).

10) Ensayo de metiltransferasas de ovario de Xenopus laevis.

Las dos actividades metilantes obtenidas de ovario de

Xenopus laevis presentan diferente sensibilidad frente a sus requeri-
_ +2 - _ _ _ _

mientos de Mg @GN). La actividad de la enzima iretilante I es iIn -

- +2 _ - - -
dependiente de Mg ~, en cambio la enzima metilante 1l requiere concen

+
traciones bajas de Mg 2 para su actividad.

Para medir la actividad de las metiltransferasas en pre
sencia de bajas concentraciones de Mg+2 se incuban 100yul de una pre-
paracion semipurificada de enzima en presencia de Tris-HCI 50 mM pH
9,0 , DIT 4 mM, 80yUg de histona H2b y SAM 8yUM de A.E. = 50 mCi /
nmol a 37° diarante 15 minutos. La reaccion se detiene agregando TCA
al 10 % frio y luego se mide la radiactividad precipitable con TCA al

10 % que queda retenida en Tiltros de fibra de vidrio.
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La actividad de las metiltransferasas ai ausencia de
se determina incubando 100yul de una preparacién semipurificada
de enzima en presencia de Tris-HCI 50 mM pH 9,0 , EDTA 10 mM, OTT
4 mM, 80yug de histona H2b y L3h]SAM 8yuM de A.LE. = 50 md / imol a
37" durante 15 minutos. La reaccion se detiene y se mide en la forme

descrita mas arriba.

11) Geles de poliacrilamida para analizar historias.

Se prepararon geles acido-urea para histonas segun la
técnica descrita por Panyim y Chalkley (60) con algunas modificaciones
detalladas a continuacion

t

Se hacen geles de 20 x 20 cm x 1,5 m en placa, los que

se precorren con una intensidad de corriente de 10 a 12 mAmp durante
15 horas y después se realiza la electroforesis de las histonas suspen
didas en acido acético 0.9 % y sacarosa al 20 % con 12 mAmp durante
3 1/2 a 4 horas utilizando pironina Y cano indicador. En estas oondi

ciones las histonas migran hacia el polo negativo.

Cano solucidn de bandeja se utiliza acido acético al

2,5 %. Se aplican al gel alrededor de 25yUg de proteina por muestra.

Para cuantificar la radiactividad de una muestra en el
gel, éste se corta en bandas de 0,5 cm. Las bandas se solubilizan en
1 mi de agua oxigenada al 30 % a 60° durante 12 horas, después de lo
cual se agrega liquido de centelleo para muestras liquidas y se mide la

radiactividad en un contador de centelleo Iiquido.
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— —jaicdiitografia de moléculas marcadas en cortes de oocitos

Xenopus laevis.

La primera etapa consiste en fTijar durante una hora los
i i, n 3 125
oocitos incubados o inyectados con una muestra marcada con H o 1,
mediante el fijador Alfac (metanol 85 %, formaldehido 10 % y &cido

acético 5 %).

El tejido fijado se deshidrata mediante lavados sucesi-
vos en soluciones de etanol de concentracién creciente (70 % a 100 %) y
luego se impregna con aceite de cedro; este aceite favorece la pene-
tracion del paraplast durante el proceso de inclusidn que se realiza
a presion reducida y a 58°. El paraplast es un ccrpuesto de polime-
ros y de parafina de un determinado rango de pesos moleculares y que

contiene dimetilsulfoxido para favorecer la infiltracién del tejido.

El tejido incluido en bloques de paraplast en la forma
descrita se corta mediante un microéfono. En todos los experimentos
descritos en este trabajo se obtuvieron cortes seriados de 5 micrones

de espesor.

Los cortes se montan por Fflotaciéon sobre portaobjetos
limpios y secos, previamente bafiados en gelatina de crcnoalumbre (0,5

g de gelatina y 0,05 g de crcmoalumbre por cada 100 mi de agua).

Una vez secos, los cortes montados sobre portaobjetos
se desparafinan e hidratan mediante 3 lavados en xxlol y lavados suce-
sivos en soluciones de etanol de concentracidon decreciente (100 % a

70 %) y Finalmente en agua destilada.
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Los cortes hidratados se colocan en agua destilada y
luego se procede a cubrir los portaobjetos con la emulsién radioauto-
grafica. En los ensayos descritos se utilizaron las emulsiones
NTB-2 o NTB-3 diluidas en proporcién 1 : 1 en agua destilada

(técnica modificada de Kopriwa y Leblond (61).

Transcurrido el tiempo de exposicion los portaobjetos
cubiertos con la emulsidn se revelan con una solucién de la siguiente
ocmposicion: 2,2 g de sulfato de p-metilaminofenol (metol), 72,2 g de
Na23>2, 8,8 g de hidroquinona, 48 g de Na2003 y 4 g de KBr por cada
litro de agua. El fijador utilizado es el Fixer General Parpodse Cat
197 1746 de Kodak o una solucidén de 200 g de hiposulfito de sodio, 50 g

de NHMCI y 5 g de bisulfito de sodio por litro de agua.

Los cortes revelados se tifien durante 40 segundos con
hematoxilina y un minuto con eosina y se deshidratan mediante lavados
sucesivos en soluciones de etanol de concentracion creciente )70 % a

100 %) y finalmente dos lavados en xilol.

Cuantificacion de marca radioautografica en cortes de oocitos de

Xenopus laevis.

Los granos radioautograficos se cuentan utilizando el
lente de inmersion del microscopio y un lente ocular con un reticulo
de 10 por 10 subdivisiones por campo. Para cada condicidn experimen-
tal se cuantifica la marca radioautografica de 3 cortes diferentes.
En cada corte se cuentan los granos de 5 secciones del reticulo en cada
una de las zonas del foliculo obteniéndose un promedio para cada zona
del oocito. En cada condicién experimental se cuantifica ademas el ni

vel basal (background) de la radiactividad en los portaobjetos en las
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zonas cercanas a los cortes de oocitos. EIl promedio del nimero de
granos contados en estas areas vecinas a los cortes de tejido se con
sidera como nivel basal y se resta al promedio de los valores obteni
dos al cuantificar la marca radioautografica de los cortes de los di-
ferentes oocitos. Los resultados obtenidos se expresaron en %, de
manera que la suma de los promedios de los granos contados en cada

zona del oocito equivale al 100 %.
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MATERIALES

J.T. Chemical Co., Phillipsburg,

N.J., USA.
- crcmoalumbre
- sales i1norganicas de uso ccrmun
- TCA

Calbiochem-Behring Corp., La Jolla, Ca., USA.

- BSA
- progesterona

Eastman-Kodak Co., Rochester, N.Y., USA.

- Amido Black

- emulsion radioautografica NTB-2 y NTB-3
- fijador Fixer General Pucpose Cat 197 1746

Fisher Scientific Co., Fair Lawn, N.J., USA.

- pironina Y

Mallinckrodt Chanical Works, St. Louis, Mo., USA.

- metol

Matheson, Coleman & Bell, Norwood (Cincinati), Ohio, USA.

- cloramina T
- hidroquinona

E. Jferck AG Darmstadt, R.F.A.

- eosina C.l. Nr. 45380
- hematoxilina C.1. Nr. 4305



- PJA] saw
1"1-

Pharmacia Fine Chemicals Inc., N.J., USA.

- DEAE-Sephadex

Riedel de Haen, Seelze, Hannover, R.F.A.

- aceite de cedro
- gelatina

Sherwood Medical Industries, St. Louis, Mo., USA.

- Paraplast

Sigma Chemical Co., St. Louis, Me., USA.

- acrilamida

- bisacrilamida

- CAMP

- cicloheximida

- DEAE celulosa

- Dcwex 1 X-4

- Dcwex 50 X-4

- Histonas H2b y HI

- NADH, NADT

- penicilina

- persulfato de amonio

- PMSF

- proteina quinasa de corazon de bovino
- sales inorganicas de uso ccmun
- SAM

- Sephadex G-50

- TEMED

- 1-tirosina

- Triton X-100

Spectrum Medical Industries Inc., Los Angeles, Ca., USA.

- membranas de dialisis Spectrapor



Ihe Radiochemical Center, Amersham, England.

Whatman & R. Balstcm Ltd., England.

- filtros de fibra de vidrio

125I y cloramina T fueron gentilmente donados por la

Srta. Carmen Campino. (Depto. de Endocrinologia, Hospital

J.J. Aguirre, Universidad de Chile).
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RESULTADOS

) Localizacion de las historias inyectadas en oocitos de Xenopus

laevis.

Para el objetivo de esta tesis parecid inportante esta-
blecer el locus celular de las histonas microinyectadas en oocitos de
Xenopus laevis. Estudios radioautograficos previos de Gurdon y va -
rios de sus colaboradores (44) habian establecido que las histonas
iodadas con 12 y microinyectadas en oocitos de Xenopus laevis se
concentran en la vesicula germinal o ndcleo de dicha célula. Para
nuestros fines fue iImportante determinar también el destino de estas
proteinas en oocitos que han sido inducidos a madurar por tratamiento

hormonal y que por lo tanto han perdido la membrana nuclear.

1) Localizacion de la histona H2b i1odada después de su microinyeccion

“en oocitos crecidos y en oocitos tratados con hormona.

Para determinar el comportamiento de algunas de las pro

Zias nucleares durante y después de la maduracién en que se produce
una redistribucion del material de la vesicula germinal, se preparé
histona H2b marcada con 125I segun la técnica descrita en los Métodos.
Con la histona H2b i1odada se estudi6 el destino de esta proteina du -
rante la maduracidén mediante radioautografia. Se cuantificaron los
resultados obtenidos en estos ensayos mediante un canteo sistematico
de los granulos de Ag reducida en los cortes de los experimentos des

cribos.



Se microinyectaron los oocitos en el citoplasma con una
solucidn de histona H2b (O0f3 mg/ml) y en seguida se incubaron a 20° en
solucién de Barth con progesterona 1 jjiM o en solucidon de Barth sin adi
cion de la hormona (oocitos controles). Al cabo de 0, 3, 6 y 13 horas
I«
de incubaciéon los oocitos se fFijaron y procesaron para radioautografia
cero se describe en los Métodos. En los oocitos controles se observo
abundante marca sobre el nidcleo y muy pocos granos sobre el citoplasma
del foliculo (fotos N© 1 - 3). Incluso en el tiempo de incubacidn mas
corto (tiempo cero, foto N° 1) se encontré una densidad de granulos de
Ag reducida sobre el nucleo. El tiempo requerido para la inyeccion,
manipulacién y Fijacion del oocito del orden de los 20 minutos fue su-
ficientemente largo para permitir la migracién al nacleo de una canti-
dad considerable de la histona H2b. Al cabo de 13 horas de incubaciodn
(foto N° 3) los oocitos presentaban nucleos intactos y la cantidad de
marca que permanecia en el nidcleo era muy alta. Al cuantificar los
granulos de Ag reducida se encontré que un 93 a 97 % de la radiactivi-
dad se encontraba en el nacleo y s6lo un 3 a 7 % de ella se localizaba
en el citoplasma. Para ilustrar el procedimiento utilizado en el oon-
teo de los granos de Ag reducida se detallan los datos obtenidos para
una condicion experimental (Tabla I). Las plaquetas vitelinas del po-

nal son de un tamafio mucho menor que las del polo vegetativo del

Iiculo.

Los oocitos incubados en presencia de progesterona 1 uM
después de ser microinyectadas con 12I5—histona presentan una disper-
sion de la vesicula germinal a partir de las 3 horas de incubacion.
Este proceso comienza con la desaparicion de los nucléolos y es seguido
de la dispersion de la membrana y el material nuclear. A las 6 horas
de incubacidén con progesterona se completa la maduracién y el material
de origen nuclear (basé6filo) se encuentra repartido en el citoplasma,

predominando inicialmente en el polo animal del foliculo. Se



observa una distribucion del material baséfilo y de las plaquetas
Vitelinas en todo el foliculo, de manera que en el oocito maduro se
encuentran mezcladas las plaquetas de mayor y menor tamafio prcrvenien
tes del polo vegetativo y animal respectivamente y que tienden a

formar una zona mas compacta en la periferia del oocito (Fotos N° 4,

5}.

En aquellos cortes provenientes de oocitos incubados
durante un tiempo muy breve con la hormona (tiempo cero, foto N° 6)
se encontro (al igual que en los controles) una cantidad considerable
de marca en el nucleo y una marcacion escasa en el citoplasma. Los
foliculos que fueron incubados durante 3 horas con progesterona y que
presentaban signos de maduracion tenian menos marca en el ndcleo que
otros oocitos en que aln no se iniciaba el proceso de la disolucioén
nuclear. Al cabo de 6 y 13 horas de incubacion (fotos 7y 8) Ilos
oocitos completaron su maduracién y la marca se encontraba asociada pre
dominantetente a las zonas baso6filas. En general se observé una dis-
minucion gradual de la radiactividad en los oocitos tratados con hor-
mona al prolongarse el tiempo de incubacion. La cuantificacion de la
marca radioautografica muestra que so0lo se encuentra entre un 4 y un

20 % de la radiactividad en el citoplasma de egtos foliculos.

2) Inyeccidn de histona H2b i1odada en oocitos no pigmentados prove-

nientes de animales albinos.

Los granulos de pigmento que se encuentran en la mentara
na del polo animal del cocito son de un tamafio similar al de los gra-
nos de la marca radioautografica. Con el objeto de descartar la pos i
bilidad de confundir la marca radioautografica con los pigmentos que
se encuentran en la membrana del foliculo, se repitieron algunos ensa-

yos ya descritos microinyectando la histona H2b i1odada en oocitos que
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no contienen pigmentacion en la membrana, provenientes de animales

albinos.

Para este efecto se inyectaron 35 ni de una solucidn
que contenia la histona H2b iodada (0,1 mg/ml) en el citoplasma de
cada foliculo. Los oocitos inyectados se incubaran durante 0, 6y 14
horas en solucidén de Barth con progesterona 1 "M El resultado de es
te experimento muestra claramente que la radiactividad se concentra
en el nudcleo de los oocitos crecidos y se encuentra asociada al mate-
rial baso6filo en los oocitos maduros y no hay radiactividad localizada
en la membrana del polo animal del oocito. La cuantificacion de los
granos radioautograficos en estos cortes indican que mas del 90 % de
la histona i1odada ha migrado al niucleo y sd6lo el 3 - 6 % de la radiac

tividad permanece en el citoplasma. (No mostrado).

En los oocitos inyectados con histona H2b iodada e incu
bados con progesteronaobservamos que durante las primeras horas de in-
cubacion la proteina marcada migra al nucleo; sin embargo cuando la
progesterona comienza a estimular la maduracién y el nicleo comienza
a dispersarse, la histona ya se encuentra acumulada en dicho comparti-
mento y asociada al material de caracteristicas basofilas. Al canple

rse la maduracion después de 6 horas de incubacidn con progesterona

<"tona continda unida a material baso6filo que estaba originalmente

en el ndcleo. En los tiempos iniciales, en que aun parte de la his-

tona no ha migrado al ndcleo se encuentra un 37 % de la marca radioau

tografica localizada en la zona citoplasmatica. Al cabo de 14 horas
de incubacién un 80 % de los granos radioautograficos se encuentran

asociados al material baso6filo.

Para determinar si se requiere de un reconocimiento en

tre la histona exdgena y el material nuclear en la vesicula germinal
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intacta para esta asociacion, se inyectd la histona H2b i1odada en el

citoplasma de oocitos que ya habian completado su maduracion.

Al cabo de 6 horas de incubacidn en solucidn de Barth
se encuentra que la histona iodada nuevamente esta asociada al mate-
rial baséfilo (Fotos N° 9, 10). Solamente el 8 % de la marca radio-
autografica esta localizada en el citosol que no contiene tincion ba
sofila. Este resultado indica que la asociacion descrita entre la
histona H2b exdgena y el material de origen nuclear no requiere de la

presencia inicial del nudcleo intacto.

3 Inyecciodn de histonas H2b i1odadas al nucleo de oocitos de Xenopus

laevis.

Con el objeto de determinar si la interacciéon entre la
histona H2b exdgena y el material nuclear es independiente de la mi-
gracion de la histona desde el citoplasma al nucleo se inyecté la his-

tona H2b iodada directamente en el nucleo.

Se microinyectaron 15 ni de una solucidn de histona H2b
iodada (0,3 mg/ml) en el nucleo de cada oocito y en seguida se incuba-
ron los oocitos a 21° en 50 pl de solucidén de Barth en presencia y au-
sencia de progesterona 1 pM, durante O, 3 y 6 horas; posteriormente
se fijaron y procesaron para realizar la radioautografia segun esta

descrito en los Métodos.

En las radioautografias de los cortes de estos oocitos
se observa que un 86 a 93 % de la marca radiactiva permanece en el nu
cleo de los oocitos crecidos durante los tiempos de incubacidn ensaya

dos (Foto N° 11).
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En los foliculos incubados con progesterona la marca
se encuentra localizada inicialmente en el nidcleo; en cambio cuando
los oocitos estan maduros, la histona H2b i1odada se encuentra asociada
a las zonas baso6filas de origen nuclear (foto N° 12), abarcando el 77

a 90 % de la radiactividad total.

A grandes rasgos se observa el mismo fendmeno descrito
en los ensayos anteriores, lo cual indica que aparentemente no es ne-
cesario un procesamiento previo a la interaccion de la histona H2b y

el material baso6filo de la vesicula germinal del oocito.



Tabla 1

Cuantificaci6bn de granulos de Ag reducida en cortes de oocitos de

Xenopus laevis.

Condiciones experimentales : Inyeccidén de historia H2b en el citoplas-
ma de oocitos y posterior incubacion en solucidon de Barth a 21° duran

te 6 horas.

Secc. del

reticulo : & 35 42 32 1 4 2 1 1
b) 21 26 21 2 2 3 0 1
c) 28 25 45 2 5 4 3 1
d 46 40 51 1 6 4 1 2
e) 40 40 47 1 3 5 0 2

Promedio 34 34,6 39,2 1,4 4 1 1 1,2

Promedio

total 35,9 2,1 1,1

Promedio

total menos

background 34,8 1,0

% aprox. 97 % 3% (100 % = 35,8)

La tabla muestra los datos experimentales obtenidos al

cuantificar Tos granos visualizados en un reticulo cuadriculado de 10
i _ 2 i

mn dividido en secciones de 1,0 im , denominadas a, b, ¢, d y e. En
cada uno de los tres oocitos se estim6é la radiactividad existente en la
zona citoolasmatica. Se obtuvo un promedio para cada zona del folicu-
lo. al cual se resté el nivel basal de radiactividad. Se asicmd6 un va
lor de 100 % a la suma de los promedios calculados oara los nucleos v

citoplasmas de los tres oocitos.



Foto N° 3
Tiempo de inc.:
13 hrs.

X 544






Microinyeccion de histona H2b en oocitos incubados con proaesterona 1 uM.

Foto N° 6
Tiempo de inc.:
0 hrs.

X 591

Foto N° 7
Tiempo de inc.:
6 hrs.

x 584



Microinyeccion de historias H2b en oocitos maduros

Foto N° 9
Tiempo de inc.
0 hrs.

X 556

Foto N° 10
Tiempo de inc.
6 hrs.

x 589



Microinyeccion de historia H2b al nudcleo de oocitos incubados con

progesterona 1 pM y oocitos controles.

Foto N° 11
Oocito control
Tiempo de inc.:
6 hrs.

X 600

Foto N° 12
Oocito maduro
Tiempo de inc.:
6 hrs.

X 589
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I1) Desfosforilacion de historias.

Se estudid la desfosforilacion de histonas fosforiladas
en el oocito con el objeto de determinar si existe tal actividad enzi-
matica en esta célula. Para ello se fosforilaiﬁstorhaHZb de timo
de ternera con ATP vy proteina quinasa de corazén de bovino

en la forma descrita en los Métodos.

La fosforilacion de la histona H2b obtenida en estas
condiciones se resume en la tabla II. Utilizando concentraciones al
tas de la enzima, la autofosforilacion de la proteina es considerable.
Se obtiene una fosforilacion eficiente del sustrato y un minimo de au-
tofosforilacion cuando se diluye la proteina quinasa hasta una con-

centracion de 0,1 mg/ml (59).

La histona H2b se fosforita principalmente en los resi-
duos de serina (62). Para comprobar si efectivamente se formdé un en-
lace fosfoéster se incubd la histona H2b fosforilada en tres condicio-
nes diferentes: en presencia de NaOH 0,5 N a 100°, de HC1 0,1 N a 20°
y de TCA al 5 % a 90° durante 15 minutos respectivamente. En cada uno
de los tres ensayos se determind la radiactividad remanente de 32P uni
do a la histona por precipitaciéon con TCA al 10 %. De los resultados
obtenidos se desprende que se formd un enlace fosféster, puesto que
éste es sensible a NaOH y resistente a HC1 y TCA en estas condiciones

(Figura N° 1).
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1) Desfosforilacion de histonas microinyectadas.

Se estudid la desfosforilacidén in vivo de la historia
fosforilada. Para ello se microinyectd la histona H2b fosforilada en
oocitos de Xenopus laevis. Se inyectaron alrededor de 80 ni histona
@ mg/ml) en la zona ecuatorial de cada foliculo y se incubaron grupos
de 5 oocitos en 200 Jil de solucion de Barth a 21° durante distintos
tiempos. La incubacion se detuvo en frio, se hcrogeneizaron los ooci
tos en TCA al 10 % para luego determinar la radiactividad que queda re
tenida en fTiltros de fibra de vidrio. Al graficar los resultados de
este ensayo se observa una disminucion de la radiactividad precipita-
ble con TCA al 10 % (Figura N° 2).

Se i1nyectd igualmente histona H2b marcada con 125I en
la zona ecuatorial de los oocitos y se midio la radiactividad precipi-
table con TCA al 10%; en este caso no hay una disminucién de la ra-
diactividad unida a la proteina (Figura N° 2). Esto indica que el
grupo fosfato es sacado de la histona por alguna actividad enzimatica

en el oocito, a diferencia del 125I que permanece unido a la histona.

La mantencidn de la marca de 125I precipitable comprueba que la dismi
nucion de 32P precipitable descrita mas arriba corresponde a una des-
fosforilacion de la histona y no a una degradaciéon por protedlisis de
la histona. Estos resultados confirman los obtenidos por Woodland
y Adamson (43).

Fue de interés determinar si la actividad desfosforilan
te observada en los oocitos hidroliza especificamente el fosfato de

la histona H2b o si esta actividad saca los grupos fosfato de otras

histonas modificadas.



Tabla 1I.

Fosforilacion de la historia H2b con proteina qulnasa de corazoén

de bovino.

Adiciodn Radiactividad precipitable
con TCA al 10 %

Proteina quinasa (0,1 mg/ml) + histona H2b (2,5 mg/ml) 638.245 optn
Proteina quinasa (0,1 mg/inl) 6.733 cpn

Histona H2b (2,5 mg/ml) 664 cpm

Se incubd la proteina quinasa en presencia de tampon fos
fato 50 mM pH 7,1 , MgCI2 10 mM, DTT 10 mM, cAMP 2JuM y i~-32pl ATP de
una concentracién aproximada de 100 pM a 37° durante 30 minutos. La
reaccion se detuvo por adicion de TCA al 10 % frio, se calenté a 90°
durante 10 minutos y se centrifugdé a 1500 x durante 5 minutos.

El precipitado se neutralizo con 0,1 mi de NaOH 1 N frio, se repreci-
pité con TCA al 10 % y se mididé la radiactividad retenida en Ffiltros

de fibra de vidrio.



Figura N° 1 :

Analisis del caracter fosfoester del enlace fosforil-serina de las

historias fosforiladas.

Se incubaron alicuotas de 5 pl de la historia H2b fos-
forilada (2 mg/ml) con 0,2 mi de HC1, NaOH o TCA durante 10 minutos
a distintas temperaturas: las incubaciones se realizaron con HC1 0,1
N a 25°, con NaOH 0,5 N a 100° y con TCA al 5 % a 90°. Las reac-
ciones se detuvieron agregando TCA al 10 % frio, se calentaron a 90°
durante 10 minutos y se centrifugaron a 1500 x g. durante 5 minutos.
Los precipitados se neutralizaron con 0,1 mi de NaOH 1 N frio, se
agregd TCA al 10 % y se midid la radiactividad retenida en Ffiltros

de fibra de vidrio.



Figura N° 2 ;



Figura N° 2 :

Microinyeccion de historias H2b marcadas con y con 22P en el

citoplasma de oocitos de Xenopus laevis.

Se inyectaron grupos de 5 oocitos con historia H2b fos
forilada (= ) o con histona H2b iodada (o0 ) y se incubaran en solu-
cion de Barth a 21° durante los tiempos indicados. Tas incubaciones
se detuvieron por enfriamiento y los oocitos se hcrnogeneizaron en TCA
al 10 %. Los hemogeneizados de oocitos inyectados con la histona
H2b se calentaron a 90° durante 10 minutos, se centrifugaran a 1500 x g
durante 5 minutos; el precipitado se neutralizé con 0,1 mi de NaQH 1 N
frio y se reprecipitdé con TCA al 10% y se mididé la radiactividad rete-
nida en filtros de fibra de vidrio. Cada punto del grafico represen-

ta el promedio de 2 determinaciones.



Se eligid la histona HI puesto que ésta no forma parte
del nucleoscma y probablemente cumple una funcidén diferente dentro de
la crematina (53). Se prepar6 histona HlI fosforilada y se estudid
la desfosforilacion in vivo de esta proteina. Cano se observa en la
figura N© 3 la actividad desfosforilante de fosfoproteinas presente
en el oocito también escinde los grupos fosfato de la histona HI fos-

forilada.

Considerando que es importante saber si iIn vivo tam-
bién existe una actividad desfosforilante en el nicleo, se microin-
yectaron grupos de 10 oocitos en el ndcleo con una solucion 6 mg/ml
de histona H2b fosforilada. Cada oocito fue microinyectado con a-
proximadamente 20 ni de solucion de la histona. Los oocitos inyec-
tados se incubaron en 120 jil de solucién de Barth a 21° durante los
tiempos indicados. Al finalizar la incubacion los oocitos se fija-
ron con TCA, luego se abrieron los foliculos fijados y se separaron
cuidadosamente los nucleos mediante el uso de pinzas. Estos nucleos
se homogeneizaron en TCA al 10 % y se mididé la radiactividad preci-
pitable que queda retenida en filtros de fibra de vidrio. Los re-

sultados obtenidos se resumen en la figura N° 4.

No hay evidencias que permitan suponer que las histo-
nas difunden hacia el citoplasma a través de la membrana nuclear.
Los resultados obtenidos in vivo confirman que la o las enzimas des-
fosforilantes de las histonas fosforiladas se encuentran también en

el nudcleo.



Figura N© 3 :



Figura N° 3 :

Desfosforilacion in vivo de la histona H1 fosforilada.

Se microinyectaron grupos de 5 oocitos con una solucién
de histona Hl fosforilada (4 mg / mi) y se incubaron a 21° en 50 jul de
solucién de Barth durante los tiempos indicados. Se hicieron dupli-
cados para cada tiempo de incubacion. La reaccidon se detuvo agregan
do TCA al 10 % frio. Los oocitos se hctnogeneizaron en TCA, se calen
taron los hcmogeneizados a 90° durante 10 minutos y se centrifugaron
a 1500 x d durante 5 minutos. Los precipitados se resuspendieron
en 0,1 mi de NaOH 1 N frio, se reprecipitaron con TCA al 10 % y se ira

dio la radiactividad retenida en filtros de fibra de vidrio.



Figura N° 4 :



Figura N° 4 :

Desfosforilaciéon in vivo de historias H2b fosforiladas en nldcleos

de oocitos de Xenopus laevis.

Se microinyectaron grupos de 10 oocitos en el vértice
del polo animal para introducir 20 ni de una solucion 3 mg/ml de his
tona H2b fosforilada. Los oocitos microinyectados se incubaron a
21° en 120 pl de solucidn de Barth durante los tiempos indicados.

Al finalizar la incubacion se fijaron los oocitos en TCA al 10 % y
mediante el uso de pinzas se separaron los nucleos de los citoplas-
mas. Se hcinogeneizaron los nucleos (= ) y en seguida estos hano-
geneizados se calentaron a 90° durante 10 minutos y se centrifugaron
a 1500 x g durante 5 minutos. Los precipitados se suspendieron en
0,1 mi de NaOH 1 N frio, se reprecipitaron con TCA al 10 % y se mi-

dié la radiactividad retenida en filtros de fibra de vidrio.



El fosfato radiactivo escindido de la histona fosfori
lada se incorpora al pool de fosfato presente en el oocito y parti-
cipa nuevamente en reacciones de fosforilaciéon, incorporandose a di-
ferentes sustratos, que pueden ser proteinas o lipidos. Se realizé
un control para comprobar que el fosfato hidrolizado no altera los
valores de desfosforilacion obtenidos al microinyectar la histona fo;5

forilada en los foliculos.

Para ello se microinyectaron cantidades de radiactivi-
dad del?zp]- fosfato diez veces mayor de los niveles usualmente in -
yectados en el oocito y se determind el porcentaje de este fosfato in-
corporado a material precipitable con TCA al 10 %. Se inyectaron
grupos de 8 oocitos con 60 ni de una solucidon de ~P-fosfato (75.000
cpm / D y se incubaron a 22° durante O, 1, 2, 4 y 6 horas. La
reaccion se detuvo por adicion de TCA al 10 % frio y se mididé la ra-

diactividad retenida en filtros de fibra de vidrio.

Los resultados de este ensayo indican que la Incorpora-
cion de 32P a material insoluble en TCA fue siempre inferior al 2,5 %
de la radiactividad inyectada; este porcentaje de incorporacion no
influye en los resultados obtenidos en los experimentos de desfosfori-

lacion de las historias fosforiladas.

2) Desfosforilacion in vitro de las histonas fosforiladas.

Para determinar si la actividad de proteina fosfatasa
determinada in vivo se podria observar también in vitro, se incubo
la histona H2b fosforilada en presencia de un hcmogeneizado de oocitos
de Xenopus laevis durante distintos tiempos. Cano control se incubo

la histona fosforilada en presencia de un hcmogeneizado de oocitos
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previamente calentado a 100° durante 15 minutos. Cano se ve en la
figura N° 5A durante la incubacion de la histana fosforilada con un
hanogenei zados de oocitos disminuye la radiactividad de unido a
ella; en cambio la incubacién con un hanogeneizado precalentado no
produce desfosforilacion de la histana. La actividad desfosforilan
te de historias fosforiladas detectada en cada ensayo corresponde a

un hanogeneizado obtenido a partir de 5 oocitos.

Para comprobar que la disminucién de la radiactividad
precipitable con TCA que se observa corresponde a una desfosforila-
cion de la histona H2b fosforilada y no a una degradacién de la his
tona por efecto de las proteasas se incubd la histona fosforilada
en presencia de un hanogeneizado que contenia PMSF, un inhibidor de
proteasas. En la grafica se observa que aun en presencia de PMSF

32

se produce la misma disminucion de la radiactividad de P unido a

la histona (Ffigura N° 5A).

En forma paralela se realizaron ensayos con histonas
125 - _ _
H2b marcada con 1. Al incubar la histona H2b iodada en presen-
cia de harogeneizados de oocitos de Xenopus laevis no se observa una

125
disminuci6n de la radiactividad de I unido a la histona (figura

N° 5B).

Otro criterio empleado para verificar la desfosfori-
lacion de historias fue analizar la histona H2b que habia sido incu-
bada con harogeneizados de oocitos por electroforesis en geles de po-
liacrilamida &acido-urea. Para ello se incub6 la histona H2b fosfori
lada con un hanogeneizado de oocitos durante un tiempo corto (2 minu-
tos) y un tiempo prolongado (6 horas) en que se observa una disminucion
marcada de la radiactividad precipitable con TCA al 10 %. El obje-

tivo de este ensayo es verificar una disminucion de la radiactividad



Figura N° 5



Figura N° 5 :

Incubacién de la historia H2b marcada con 32P y 125I en presencia de

hcmogeneizados de oocitos de Xenopus laevis.

A) Incubacion de la histona H2b fosforilada con un hcmo-
geneizado de oocitos (= ), un hctnogeneizado de oocitos precalentado a
100° durante 15 minutos (0 ), Yy con un hcmogeneizado de oocitos que
contenia PMSF, un inhibidor de proteasas (O )- Se utilizé una con -
centracion final de 0,2 mg /7 mi de PMSF a partir de una solucioén re-

cién preparada del inhibidor de 5 mg /7 mi de etanol absoluto.

B) Incubacién de la histona H2b iodada en presencia de
un hcmogeneizado de oocito (a ) VY en presencia de un hcmogeneizado de

oocitos precalentado a 100° durante 15 minutos ().

A cada ensayo se agregl una cantidad de hcmogeneizado
correspondiente a alrededor de 5 oocitos. Las incubaciones se hicie-
ron a 21° durante los tiempos indicados y se detuvieron por adicion de
TCA al 10 % frio. Los hcmogeneizados que contenian histona H2b fosfo
rilada se calentaron a 90° durante 10 minutos y se centrifugaron a
1500 x 2. durante 5 minutos. Los precipitados se neutralizaron con
0,1 mi de NaOH 1IN frio, se reprecipitaron con TCA al 10 % y se midio
la radiactividad retenida en filtros de fibra de vidrio. En los ho-
mogeneizados que contenian histona H2b i1odada se midio directamente la

radiactividad precipitable con TCA retenida en Filtros de fibra de

vidrio.
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en la zona correspondiente a la migracion de la histona H2b, Al
cabo de una incubacién de 6 horas la intensidad de la banda (obser
vada por tincidn) es comparable a la intensidad de la banda de la
hiatona H2b incubada durante 2 minutos con el hcmogeneizado de oo-
citos; ésto posiblemente es una indicacion que la disminucion de
la marca no se debe a la accion de enzimas proteoliticas (figura
N° 6). Al repetir este ensayo con histona H2b marcada con 125I
no se observa una disminucién similar de laradiactividad en la
banda correspondiente a esta proteina después de incubarla con un
hcmogeneizado de oocitos durante el mismo tiempo. Debido a la
alta cantidad de lipidos presentes en los hcrrogeneizados de ooci-
tos, la cantidad de histona H2b iodada que entré en el gel no fue
pareja. En ensayos posteriores se tuvo la precaucién de colocar

en el gel un extracto de oocitos con una menor contaminacion lipi

dica (figura N° 7) .

Se hicieron ensayos in vitro para averiguar si la
actividad desfosforilante de las histonas fosforiladas se encuentra
en el ndcleo o en el citoolasma del oocito. Para ello se hcmoae-
neizaron 60 ndcleos de oocitos en 200 pl de solucién de Barth v 25
oocitos anucleados, igualmente en 200 ul de solucidn de Barth.
Ambos hcmogeneizados se incubaron a 21° con la histona H2b fosfo-
rilada. En los intervalos de tiempo indicados se retiraron en
forma sucesiva alicuotas de 15 ul que se precipitaron con TCA al
10 % y se determiné en ellas la radiactividad de 32P que permane-
cia unida a la histona. Los resultados obtenidos indican que la
actividad desfosforilante de las histonas fosforiladas se encuentra
tanto en el nucleo (Figura N° 8) cano en el citoplasma (Ffigura N°
9. Los resultados de desfosforilacion obtenidos en el nucleo no
son comparables con los obtenidos en hcmogeneizados de oocitos anu-

cleados, porque se utilizaron distintas cantidades de tejido; pero si



Figura N° 6



Figura N° 6 :

Electroforesis en gel de poliacrilamida &cido-urea de histona H2b

fosforilada.

La electroforesis y solubilizacién del gel se llevaron
a cabo segun se indico en los Métodos. Se cortaron bandas de 0,5 cm
del gel. La Flecha indica la migracion de un patrén de histona H2b

visualizada por tincion.

A) Migracion de la histona H2b fosforilada (e).

B) Migracion de la histona H2b fosforilada e incubada
durante 2 minutos (C )y 6 horas (£.) en presencia de un extracto de
oocitos. Esta extracto corresponde al sobrenadante de un hcrnogeneiza
do de 100 oocitos centrifugado a 2000 x g durante 5 minutos. La in
cubacion se detuvo por enfriamiento, adicidén de 10 jul de una solucidén
de BSA (10 mg/ml) y posterior calentamiento a 95° durante 2 minutos.
Estos extractos se colocaron en el gel agregando previamente acido

acético y sacarosa hasta concentraciones finales de 0,9 %y 20 % res-

pectivamente.
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Figura N° 7 :

Electroforesis en geles de poliacrilamida acido-urea de historia

H2b iodada.

La electroforesis se llevd a cabo en la forma descrita
en los Métodos. El gel tefido se corté en bandas de 0,5 an. que se
solubilizaron segin se indico en los Métodos. La flecha indica la

migracion de un patron de histona H2b observada por tincioén.

A) Migracion de la histona H2b i1odada (*).

B) Migracion de la histona H2b i1odada incubada durante
2 minutos (o0 )y 6 horas (a ) a 21° en presencia de un homogeneizado
de 5 oocitos. La incubacién se detuvo por enfriamiento y en seguida
se centrifugaron ambas muestras a 2000 x g durante 5 minutos. Los
sobrenadantes obtenidos se colocaron en el gel agregando previamente
acido acético y sacarosa hasta concentraciones finales de 0,9 % vy

20 % respectivamente.
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Figura N° 8 :

Desfosforilacion de histona H2b fosforilada en presencia de un heno-

geneizado de nucleos de oocitos de Xenopus laevis.

Se prepar6 un hanogeneizado de 60 nucleos en 200 jul de
solucidn de Barth y se incubd a 21° en presencia de la histona H2b fos
forilada. A los tiempos indicados se retiraran 2 alicuotas de 15 pl
de la mezcla de incubacidén y se precipitaron con TCA al 10 % frio.
Estos precipitados se calentaron a 90° durante 15 minutos, se centrifu
garon a 1500 x g- durante 5 minutos y se descartaron los sobrenadan -
tes. Los precipitados se resuspendieron en 0,2 mi de NaOH 1 N frio,
se reprecipitaron con TCA al 10 % y se midid la radiactividad reteni-
da en filtros de fibra de vidrio. Cada punto del grafico represen -

ta el promedio de 2 determinaciones.
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Figura N° 9 :

Desfosforilacion de la historia H2b fosforilada en presencia de un

honogeneizado de oocitos anucleados de Xenopus laevis.

Se prepar6 un hcmogeneizado de 25 oocitos anucleados en
200 jil de solucion de Barth y se incubé a 21° en presencia de la his-
tona H2b fosforilada. A los tiempos indicados se retiraron 2 alicuo-
tas de 15 pl de la incubacidén y se precipitaron con TCA al 10 % frio.
Estos precipitados se calentaron a 90° durante 10 minutos, se centri-
fugaron a 1500 x g- durante 5 minutos y se descartaron los sobrefia -
dantes. Los precipitados se resuspendieran en 0,2 mi de NaOH 1 N
frio, se reprecipitaron con TCA al 10 % y se midid la radiactividad
retenida en Ffiltros de fibra de vidrio. Cada punto de la grafica co

rresponde al promedio de 2 determinaciones.



se pudieran expresar los result ados en actividad por mg de tejido
se obtendrian seguramente valores mas altos de desfosforilacién para

el extracto de nucleos de oocito.

3) Efecto de la progesterona.

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar si
el recambio de los grupos modificados de la histona es afectado por el
proceso de maduracion del oocito. Para responder a esta interrogan-
te se incubaron oocitos con progesterona 1M durante varias horas
para inducir su maduracion y luego se estudid in vitro e in vivo la
desfosforilacioén de historias fosforiladas mediante una actividad en-

zimatica presente en el oocito maduro.

En los ensayos in vitro se hcmogeneizaron 100 oocitos
que habian completado su maduracion y se incub6 la histona H2b fosfo-
rilada con alicuotas de este hcmogeneizado a 21° durante los tiempos
indicados. Se hizo otro ensayo en las mismas condiciones utilizan-
do oocitos que no habian sido preincubados con progesterona. En la
figura N° 10 se observa que en los periodos iniciales de la reaccion
hay una diferencia apreciable entre la desfosforilacion en hcmoge-
neizados de oocitos maduros y oocitos controles. Por ejemplo, a los
30 minutos de incubacién se han hidrolizado una cantidad equivalente
a 3000 cpm en oocitos maduros y solo 1000 cpm en los oocitos contro-

les. A tiempos mas largos de incubacion esta diferencia es menor.

Para determinar in vivo si la actividad desfosforilan
te de histonas Tfosforiladas es afectada por el proceso de maduracion,
se preincubaron oocitos en soluciéon de Barth con progesterona 1 jV a

21° hasta la aparicion de una mancha blanca en el centro del polo animal



Figura N° 10 :

Incubacién de histona H2b fosforilada con hctnogeneizados de oocitos

preincubados con progesterona.

La histona H2b fosforilada se incubdé con un honogenei-
zado de oocitos maduros (preincubados con progesterona 1 uM a 21° du-
rante 15 horas) (= ) y con oocitos que no habian sido tratados con hor
mona (o0 ). La incubacion se detuvo con TCA al 10 % frio, se calentd
a 90° durante 10 minutos y se centrifugdé a 1500 x d durante 5 minutos.
El precipitado se neutralizé con NaOH 0,1 N frio, se agregé TCA al 10 %
y se midid la radiactividad retenida en filtros de vidrio en un conta-

dor de centelleo liquido.



lo cual es indice de la maduraciéon del foliculo. Estos oocitos madu
ros se inyectaron en el citoplasma con 40 ni de una soluciéon 3 mg/ml
de histona H2b fosforilada y se incubaron a 21° en solucién de Barth
durante distintos tiempos. Cctno control se inyectaron de igual forma
oocitos que no fueron preincubados con progesterona y se incubaron en

las mismas condiciones que los foliculos maduros.

Los resultados graficadosen la figura N° 11 indican que
la desfosforilacion de la histona H2b fosforilada es afectada por el
proceso de maduracion, puesto que la desfosforilacidon de esta proteina
es considerablemente mas rapida en los oocitos maduros que en los con_
troles: en los oocitos preincubados con progesterona la reaccion de
desfosforilacion llega a un equilibrio en una incubaciéon de 2 horas,
cuando se ha desfosforilado el 80 % de la histona, en cambio se re -
quieren mas de 4 horas para que la reaccidon de desfosforilacion alcan_
ce el equilibrio en los oocitos controles. De estos mismos resulta-
dos se desprende que el tiempo medio de desfosforilacion de las tris-
tonas H2b fosforiladas es de 30 minutos en los oocitos maduros y de 90
minutos en los oocitos controles, definiéndose el tiempo medio oato el
tisnpo necesario para que la radiactividad precipitable disminuya al

50 % de la inicial.

Para determinar si el aumento de la actividad fosfori-
lante observado en oocitos maduros ocurre desde el inicio de la madu-
racion o si este estimulo requiere de la ruptura de la vesicula gerrru
nal, se preincubaron oocitos durante 3 horas a 21° en solucién de
Barth que contenia progesterona 1 juM. Al cabo de esta preincubacioén
en que aun se conserva la vesicula germinal, se microinyectaron los
oocitos con una solucidn de histona H2b fosforilada (de 2 mg/ml) y se

incubaron a 21° durante distintos tiempos. En la figura 12 A se
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Figura N° 11 :

Efecto de la progesterona en la desfosforilacion in vivo de la

historia H2b fosforilada.

Se microinyectaron grupos de 6 oocitos con 40 ni de una
solucidn de histona H2b fosforilada (3 mg /7 mi) y se incubaron a 21°
en 50yul de solucidén de Barth durante los tiempos indicados. Se mi -
croinyectaron oocitos preincubados con progesterona lyuM que habian
completado su maduracion (= )y oocitos controles que no fueron pre-
incubados con progesterona (0 ). La reaccion se detuvo en frio y
se agrego TCA al 10 %. Los oocitos se hcmogeneizaron en TCA al 10 %,
el hcmogeneizado se calentdé a 90° durante 10 minutos y se centrifugod
a 1500 x 2. durante 5 minutos. El precipitado se neutralizé con NaOH
0,1 N frio, se agregdé TCA al 10 % y se mididé la radiactividad reteni-

da en filtros de fibra de vidrio.
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observa que al cabo de 3 horas de incubacién con hormona se produce
el mismo grado de desfosforilacion de la fosfohistona que en los ooci

tos controles que no fueron preincubados con hormona.

Al hacer este mismo experimento microinyectando histona
HI fosforilada después de una preincubacion de 3 horas con progestero
na 1 pM también se obtiene una curva que coincide con la desfosforila

cion de la histona HI en los oocitos controles (figura N° 12 B).

La desfosforilacién mas pronunciada que se observa en
los oocitos maduros sugiere que el aumento de esta actividad podria
estar relacionado con la ruptura de la vesicula germinal o con alguna

etapa avanzada del fencmeno de la maduracién del oocito.

Para establecer mas firmemente la correlacion entre el
aumento de la desfosforilacidén de las histonas fosforiladas y la madu
racion, se probd el efecto de inhibidores de la maduracion sobre la
velocidad de desfosforilacion del sustrato. Para estos ensayos se
emplearon cicloheximida (un inhibidor de la sintesis proteica) y papa

verina que inhibe especificamente a la fosfodiesterasa de cAMP.

Al inyectar histona H2b fosforilada en oocitos preincu-
bados con cicloheximida y progesterona se obtienen curvas de desfosfo-
rilacion similares a las observadas en oocitos controles y que no coin
ciden con aquellas observadas en oocitos del mismo ovario que presen-
tan una maduracion normal (figura N° 13). Los oocitos tratados con
el inhibidor de fosfodiesterasa de cAMP y progesterona presentan una
desfosforilacion de la histona H2b apreciablemente mas lenta que la

detectada en oocitos controles.



Figura N° 12 :

Tiempo (min.)



Figura N° 12 :

Efecto de una incubacidon con progesterona en la desfosforilacior.

in vivo de las historias fosforiladas.

La figura A muestra la desfosforilacion de la histo-
ria H2b fosforilada cuando se microinyecta en oocitos preincubados
con progesterona 1 juw durante 6 horas (= ), durante 3 horas (a )
y sin preincubacion (o ). Se reunieron 5 oocitos microinyecta-
dos para cada tiempo de incubacion. Cada oocito se inyectdé con 80

ni de una solucidén de historia H2b fosforilada (@2 mg/ml).

La figura B) muestra los resultados de una microin-
yeccion de 80 ni de una solucidén de histona HlI fosforilada (4 mg/
mi) en grupos de 5 oocitos preincubados durante 3 horas en solu-
cion de Barth con progesterona 1 juM (a ) y oocitos controles que

no fueron preincubados (a ).

Los oocitos inyectados se incubaron a 21° en 50 pl
de solucién de Barth durante los tiempos indicados. La incubacioén
se detuvo por adicion de TCA al 10 % frio y se hcmogeneizaron los
oocitos. Estos hcmogeneizados se calentaron a 90° durante 10 mi-
nutos y se centrifugaron a 1500 x g durante 5 minutos. Los preci-
pitados se neutralizaron con 0,1 mi de NaOH 1 N frio, se reprecipi-
taron con TCA al 10 % y se midié la radiactividad retenida en fil-
tros de fibra de vidrio. Cada punto del grafico representa el pro

medio de 2 determinaciones.
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Figura N° 13 :

Efecto de inhibidores de la maduracién en la desfosforilacién in vivo

de histonas fosforiladas.

Se preincubaron durante 6 horas oocitos con progestero-
na 1JJM (=), progesterona 1yuM + cicloheximida 2yiM (a ), progestero-
na IjjM + papaverina 100yuM (a) y oocitos controles (o ) a 21 0 en
solucién de Barth. Grupos de 5 oocitos preincubados se microinyec -
taron con 80 ni de una soluciodn de histona H2b fosforilada (2 mg /7 mi)
y se incubaron a 21° en 50yjl de solucidén de Barth. Se hicieron du-
plicados para todos los puntos experimentales. Las incubaciones se
detuvieron con TCA al 10 % frio y se hanogeneizaron los oocitos en TCA.
Los hcmogeneizados se calentaron a 90° durante 10 minutos y se centri-
fugaron a 1500 x £ durante 5 minutos. Los precipitados se neutrali-
zaron con 0,1 mi de NaOH 1 N frio, se reprecipitaron con TCA al 10 %

y se midié la radiactividad retenida en Filtros de fibra de vidrio.
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Este experimento corrobora los resultados anteriores
en que se establece una relacidon entre el fendmeno de maduracidn y un
aumento de la actividad desfosforilante de las histonas H2b fosforita

das.

I11) Desmetilacion de histonas in vivo e in vitro.

Las histonas se modifican en una etapa post-traduccio-
nal por metilacidén de algunos aminoacidos, principalmente en los resi_
dios de arginina y lisina (30). En este trabajo se traté de diluci-
dar la estabilidad de los grupos metilo introducidos en las histonas
en el oocito de Xenopus laevis por una enzima parcialmente purificada
a partir de extractos de oocitos de esta misma especie y que metila €j3
peciticamente los residuos de arginina de la histona H2b. En la fi_
gura N° 14 se muestra el perfil de elucidén de la preparacion de metil-
transferasas de una columna de DEAE-celulosa de la cual se obtiene la

metiltransierasa A.

D Estabilidad de histona H2b metilada al incubar con hanogeneizados

de oocitos de Xenopus laevis.

Para determinar la estabilidad in vitro de los grupos
metilo unidos a histona H2b se incubd esta proteina modificada en pre-

sencia de hanogeneizados de oocitos durante diferentes tiempos.

Se hcmogeneizaron 100 oocitos en un volumen minimo de
solucidén de Barth y luego se incubaron alicuotas de este hanogeneizado
(equivalente a aproximadamente 5 oocitos) a 21° en presencia de la his
tona H2b metilada durante los tiempos indicados en la figura N° 15.

Cano control se hicieron incubaciones con un hanogeneizado de oocitos
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Figura N° 14 :

Perfil de elucidén de metiltransferasas de oocitos de Xenopus laevis

de una columna de DEAE.

Un sobrenadante de un extracto de ovario de Xenopus
laevis obtenido en la forma descrita en los Métodos se coloca en
una columna de DEAE preequilibrada con el tampon de dialisis que con-
tiene Mg+2. Las metiltransferasas se eluyen de esta columna con
una gradiente lineal de KCI de 0 a 0,4 M de KC1, recogiéndose fraccio
nes de 40 gotas. Debido a que las actividades metilantes difieren
en sus requerimientos de sales la actividad de las fracciones eluldas
de la columna se ensaya en presencia de Tris-HCI 50 mM pH 9,0 y DTT
4mM (= )y de Tris-HCI 50 mM fai 9,0 , DTT 4 mM y EDTA 10 mM (o ).
La arginina-metiltransferasa A es independiente de la concentracioén
de Mg+2 en el medio de incubacidon (pico A), en cambio la arginina-me-

tiltransferasa B (pico B) es inhibida en presencia de EDTA 10 mM.



Figura N° 15 :

Desmetilacion de la historia H2b metilada por incubacidn con hcmogenei-

zados de oocitos de Xenopus laevis.

Alicuotas de un hemogeneizado de oocitos (= ), de un
hcmogeneizado calentado a 90° durante 10 minutos (0 ) y un hcmogeneiza
do sin calentar que contenia una solucion recién preparada de PMSF
(0,2 mg /7 mi) (& ) se incubaron en presencia de historia metilada (con-
centracion final 0,03 mg / mi) a 21° durante los tiempos indicados.

Las incubaciones se detuvieron por adicion de TCA al 10 % y se midid la
radiactividad retenida en filtros de fibra de vidrio. Cada punto de

la grafica corresponde al promedio de dos determinaciones.



previamente calentado a 90° durante 10 minutos y con un hcmogeneizado

que contenia 0,2 mg/ml de PMSF, un inhibidor de proteasas.

En la figura N° 15 se observa una clara disminucién de
la radiactividad precipitable con TCA al incubar la histona metilada
con hanogeneizados en presencia o ausencia de PMSF, lo que indica que
la metilhistona sufre una desmetilacidon cano consecuencia de este fe -
ncmeno que no se aprecia al hacer las mismas incubaciones con el hcmo

geneizado calentado previamente.

Puesto que en presencia del inhibidor de proteasas se
observa la misma disminucion de la radiactividad precipitable con TCA
que sin el inhibidor presente, se infiere que la disminucién de radiac
tividad probablemente no se deba a una hidrdélisis de la histona sino
que posiblemente existe una actividad enzimatica en el oocito que sa -

que los grupos metilo.

Para confirmar que la disminucién de radiactividad pre-
cipitable detectada corresponde a una posible desmetilacion de la his
tona modificada y no a la degradacion de la proteina, se analizo la
histona H2b metilada después de incubarla con extractos de oocitos, me
diante electroforesis en geles de poliacrilamida acido-urea (figura
N° 16). Para ello se incubaron 25 jal de la solucién de histona meti-
lada (@ mg/ml) a 20° en presencia de extractos de oocito durante 2 mi

fiutos, 1 hora y 6 horas.

En este ensayo se observa que se produce una disminu -
cion de la radiactividad en la zona correspondiente a la migracion de

la histona H2b.



Figura N° 16 :



Figura N° 16 :

Electroforesis en geles de poliacrilamida 4cido-urea de Historia

H2b metilada e incubada en presencia de hanogeneizados de oocitos.

A) Migracion de la histona H2b metilada (<= ).

B) Migracion de 25yul de histona H2b (@2 mg / mi) meti-
lada e incubada durante 2 minutos (o ), 1 hora (a) y 6 horas (o)
a 20° en presencia de 25Jol de un extracto de oocitos que corresponde
al sobrenadante de un hanogeneizado de oocitos centrifugado a 2000 x £
durante 5 minutos. La incubacion se detuvo por enfriamiento, adi -
cion de 10yul de una solucidén de BSA (10 mg / mi) y posterior calenta

miento a 95° durante 90 segundos. Estos extractos se colocaron en

el gel en presencia de acido acético al 0,9 % y sacarosa al 20 %.

La efectroforesis y la solubilizacién de bandas de 0,5

an del gel se realizé segin estd indicado en los Métodos. La flecha

indica la migracion de un patréon de histona H2b observada por tincion.
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La desmetilacion mdxima se alcanza al incubar la
histona H2b metilada durante 1 hora con los hanogeneizados de oo-
citos, lo que esta de acuerdo con los resultados mostrados en la

figura N° 15.

1) Estabilidad in vivo de la histona H2b metilada.

Se intentd estudiar la estabilidad in vivo de los
grupos metilo unidos a la histona microinyectando la histona H2b
metilada en el citoplasma de oocitos. La histona H2b metilada
se preparo6 utilizando la arginina metiltransferasa A parcialmente
purificada de ovario de Xenopus laevis, segln esta descrito en los

Métodos.

Se inyectaron grupos de 5 oocitos con 40 ni de una
solucidn de histona H2b metilada ( 2 mg/ml ) y se incubaron a 21°
en 50 pl de solucién de Barth durante distintos tiempos. La in-
cubacion se detuvo agregando TCA al 10 % frio, se hanogeneizaron
los oocitos en TCA y se midid la radiactividad retenida en Ffiltros

de fibra de vidrio.

La figura N° 17 muestra que la histona H2b metilada

es estable iIn vivo durante al menos 2 horas de incubacion.



Figura N° 17 :

Estabilidad in vivo de la histona H2b metilada.

Grupos de 5 oocitos se microinyectaron en el citoplasma
con 40 ni de una solucién de histona H2b metilada (2 mg /7 mi) y se iIn-
cubaron a 21° en 5071 de solucion de Barth durante los tiempos indica
dos. La incubacidén se detuvo agregando TCA frio al 10 %, se hcmoge-
neizaron los oocitos en TCA y se midid la radiactividad precipitable
retenida en Ffiltros de fibra de vidrio. Cada punto del grafico re-

presenta el promedio de 2 determinaciones.



DISCUSION

El trabajo presentado en la tesis pretende contestar

las siguientes preguntas:

- 1.- ¢;Son estables in vivo las uniones covalentes de los grupos
fosforilos y metilos incorporados enzimaticamente a las histo-
rias?

- 2.- ¢Hay diferencias entre la hidréolisis de estos grupos eviden-
ciada in vivo al microinyectar historias modificadas en oocitos
con la reaccion catalizada por extractos de estas células in
vibro?

- 3.- ¢Causa la maduracion meidtica cambios en la velocidad de hi -
dréolisis de los grupos fosfato unidos a la histona?

- 4.- ¢En qué fraccion celular ocurre la desfosforilacion de las his
tonas?

- 5.- ¢D6nde se localizan las histonas después de la ruptura del nu

cleo del oocito durante la maduracién meidética?

Con respecto a la primera pregunta las evidencias obte

nidas indican que la unidén covalente del fosfato a la histona es ines

table en el oocito. Esto se demostré utilizando una preparaciéon de
histona modificada con fosfato radiactivo. La estabilidad de la his
tona i1odada con I que contrasta con la pérdida de radiactividad

precipitable con TCA al 10 % al inyectar [32P1 -fosfohistona, ccmprue
ban la existencia de una actividad que escinde los grupos fosfato de
la histona, en tanto que la histona misma es estable durante los tiem
pos de incubacidon ensayados. Los resultados de Woodland y Adamson

(43) también habian demostrado la estabilidad de las histonas inyec-
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tadas en citoplasmas de oocitos. Mediante la microinyeccioén de la
histona fosforilada se determin6é que la hidrélisis ¢n vivo de estos
grupos fosfato es rapida y se calculé el tiempo necesario para alcan-
zar el 50 % de desfosforilacion que resultd ser de alrededor de 90 mi
fiutos. Esta actividad desfosforilante detectada en el oocito no es
especifica para la histona H2b,puesto que también es capaz de escindir
in vivo los grupos fosfato de la histona HlI fosforilada. Ambas pro
teinas tienen sus grupos fosforilos unidos por enlaces fosfoéster a
las cadenas laterales de serinas (61). Los experimentos realizados
no permiten discriminar entre la desfosforilaciéon y un recambio de los
grupos fosforilo de la histona con fosfato enddgeno del oocito. Se
han descrito proteinas quinasas en oocitos que fosforilan histonas,
lo cual indica que posiblemente existe un recambio de grupos fosfori-
lo de la histona fosforilada. Para determinar si efectivamente exis®
te este recambio, se podria coinyectar la histona no modificada vy
IT- 32p] ATP en el oocito y medir la incorporacion de fosfato radiac-
tivo. Una posible alternativa seria coinyectar en el oocito la his
tona fosforilada con fosfato frio y [£—32P] ATP y determinar la apari

cion de radiactividad precipitable con TCA al 10 %.

Se efectuaron también diversos ensayos para determinar
la estabilidad en oocitos de Xenopus laevis de los grupos metilos
unidos a la histona mediante una S-adenosil metionina-argiiiina-metil.
transferasa parcialmente purificada de oocitos de la misma especie
@G7). Nuestros resultados indican que las histonas metiladas no su-
fren desmetilacidén in vivo, lo cual concuerda con datos publicados en
la literatura (35) que postulan que la metilacién es una modificacion
estable de estas proteinas. Desgraciadamente no fue posible obtener
resultados experimentales mas detallados de esta reaccion debido a la
dificultad de obtener una cantidad de histona H2b motilada suficien-

temente radiactiva para ser microinyectada en los oocitos.
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La segunda pregunta se refiere a las posibles dife-
rencias existentes entre las reacciones observadas en células in-
tactas y aquellas que se obtienen al incubar la histona modificada
con extractos de estos oocitos. Contrariamente a lo observado in
vivo, se encontr6 que la histona metilada pierde sus grupos metilo
al ser incubada en presencia de extractos crudos de oocitos. Esta
actividad es termolabil y no es inhibida por PMSF, un inhibidor ge-
neral de proteasas. Esta diferencia podria atribuirse a la existen-
cia en el oocito de compartimentos que contengan la actividad enzima-
tica que hidroliza los metilos e impiden el contacto entre la activi-
dad enzimatica y la histona modificada inyectada en la célula practi-
camente intacta; en el hamogeneizado en cambio no existirian estas
restricciones que inposibilitan el contacto entre los distintos ccm-

ponnentes de la célula.

Del mismo modo fue necesario determinar si existen di-
ferencias entre la hidrolisis de los grupos fosfato evidenciada in
vivo al microinyectar la histona fosforilada en oocitos y la reac-

cion in vitro catalizada por extractos de oocitos.

En los extractos de oocitos se detectd también la acti
vidad desfosforilante de las histonas fosforiladas, aunque in vitro
esta reaccion procede a una velocidad considerablemente menor. La
actividad fosfatasica in vitro es también termolabil y resistente a
PMSF. No solo se encuentran diferencias con respecto a la velocidad
de reaccion, sino también las hay en cuanto al porcentaje de fosfatos
hidrolizados; en los extractos s6lo se hidrolizan un 30 a 40 % de
los fosfatos unidos covalentemente a la histona, en cambio en la reac
cion in vivo, so6lo un 10 a 20 % de la histona fosforilada parece ser
resistente a la accioén de la actividad fosfatéasica. Estas diferen-

cias posiblemente se deben a que en la célula intacta las condiciones



de pH y fuerza io6nica existentes en el microambiente donde se loca-
lizan las histonas podrian resultar en una conformacién que exponga
a los grupos fosforilo a la accidon de fosfatasas. In vitro esos
mismos grupos fTosforilos podrian estar enterrados dentro de la es -
tructura de la histeria, posiblemente debido al estado de agregacion
de estas proteinas. Otra posible explicacion para la menor activi-
dad detectada en los hemogeneizados seria la liberacion de sustancias
inhibitorias de las proteinas fosfatasas durante la ruptura del ooci-
to. Ceno se menciona en la introduccidén, se han descrito varios in-

hibidores proteicos de la actividad fosfatasica (26, 50).

En todos los ensayos de microinyeccion y también de
hidrolisis in vitro se obtiene una curva de desfosforilaciéon que pre-
senta 2 pendientes: a tiempos cortos de incubacion hay una caida
muy pronunciada y a tiempos mas largos de incubacidén la pendiente es
mas leve. Este resultado sugiere la existencia de dos tipos de fos-
fato que presentan distintas caracteristicas de disponibilidad cano
sustrato frente a la actividad desfosforilante de fosfohistonas.

Dada la inespecificidad de las proteinas fosfatasas de otros siste-
mas se considera poco probable que existan en el oocito enzimas hi-
drolizantes con diferente especificidad frente a los grupos fosfori-
lo en distintas zonas de la secuencia aminoacidica de la historia.

Sin embargo, su existencia podria también explicar estos resultados.

En el citoplasma de los oocitos existen cantidades con
siderables de otras fosfoproteinas, tales cano vitelogenina y fosviti
na. Sin embargo, estas proteinas no son desfosforiladas activamen-
te en el oocito en periodos comparables a los tiempos de incubacidn
utilizados en los ensayos descritos en este trabajo (63). Al incu-
bar los oocitos con 132p)-fosfato no se detecta material radiactivo

que se asemeje a la fosvitina (63).



Uno de los objetivos de este trabajo, resunido en la
tercera pregunta fue determinar si la maduracidon meidtica es causa de
alteraciones en la hidrolisis de los grupos fosfato unidos a histo-
nas, puesto que se han descrito incrementos inportantes de la activi-
dad de las proteinas quinasas durante este proceso. Al catparar
la actividad desfosforilante presente en hanogeneizados de oocitos
maduros con aquella encontrada en oocitos que no fueron tratados con
hormona, se detecta que esta actividad es mayor en los oocitos que
han sufrido la maduracion meiodtica. En los periodos iniciales de la
reaccion hay una diferencia apreciable entre la desfosforilacion en
hanogeneizados de oocitos maduros y oocitos controles. A tiempos

mas largos de incubacién esta diferencia es menor.

Al hacer la medicidén correspondiente in vivo mediante
la microinyeccion del sustrato fosforilado se descubre que este efecto
es mucho mas marcado en el oocito intacto que en el tubo de ensayo:
en los oocitos maduros el tiempo requerido para desfosforilar el 50 %
de una misma cantidad de fosfohistona inyectada es de s6lo 30 minutos
con respecto a los 90 minutos necesarios para desfosforilar el mismo

porcentaje de sustrato modificado en los oocitos controles.

En la introduccidén de este trabajo se mencioné el esta
Ilido de fosforilacidn de proteinas ligado a la dispersion de la ve-
sicula germinal que ocurre en las etapas tardias de la maduracion.
Por este motivo nos interesd determinar si el aumento de desfosforila
cion detectado en los oocitos maduros se asocia también a las etapas
tardias de la maduracidn o si este incremento se detecta desde el ini
cio del proceso de la maduracion meidtica. Se ensay6 la desfosfori-
lacion de las histonas H2b y H1 fosforiladas en el oocito inducido a
madurar, pero incubado solamente durante 3 horas, periodo que es insu

ficiente para que ocurra la dispersion nuclear. En estos foliculos



se detecto una desfosforilaciéon de las fosfohistonas coincidente
con aquella existente en los oocitos controles, lo cual indica que
el aumento de la actividad fosfatadsica es también un evento tardio

en la maduracién del foliculo.

La correlacion entre el aumento de la desfosforilacion
de histonas fosforiladas y el proceso de maduracién se estudi6 me -
diante el uso de inhibidores de la maduracion. En presencia de ci-
cloheximida, un inhibidor de la sintesis proteica, se observd una in-
hibicién de la maduracidon acompafiada de un nivel de desfosforilacion
igual al de los oocitos no tratados con hormona. Al inhibir la ma-
duracion con papaverina, un potente inhibidor de la fosfodiesterasa
de cAMP, no solo se observa la ausencia del estimulo de desfosforila-
cion causado por la maduracion, sino que esta actividad es incluso rie
fior que aquella encontrada en los oocitos controles. Estos resulta-
dos sugieren una posible inhibicién de la actividad desfosforilante
por efecto de la papaverina. Se podria pensar que la papaverina
causaria un aumento del cAMP celular lo que podria resultar en una
activacion de inhibidores de la actividad de las proteinas fosfatasas
de la célula. Algunos inhibidores de proteina fosfatasas son acti-
vados por una fosforilacién catalizada por proteina quinasas depen-

dientes de cAMP (26).

El trabajo presentado también aporta informacién con
respecto a la cuarta pregunta planteada referente a la localizaciodn
celular de la actividad desfosforilante de las fosfohistonas. Esta
actividad se detectd en la vesicula germinal mediante la microinyec
cién directa de la histona H2b fosforilada en el nucleo de los ooci
tos. Por medio de los ensayos in vitro se encontré actividad de
proteina fosfatasa en hanogeneizados de nucleos y de oocitos anuclea-

dos.



Por dltimo se pretendi6 contestar la interrogante re-
ferente a la distribucidén de las histonas en la célula después de la
dispersion de la vesicula germinal. Esta pregunta es especialmente
pertinente debido al hallazgo del incremento en la actividad desfos-
forilante en oocitos maduros. El procedimiento experimental utiliza
do consistid en microinyectar las histonas H2b i1odadas y analizarlas
posteriormente mediante radioautografia en cortes histoldgicos de
estos oocitos. En estos ensayos se constatd una rapida acumulacion
en el ndcleo de la histona inyectada en el citoplasma de los folicu-
los. Estos resultados concuerdan plenamente con las observaciones
de Gurdon y colaboradores (44). En los oocitos incubados con pro-
gesterona se observa inicialmente una migracion de la histona marcada
al nuacleo; luego, al romperse la membrana nuclear, las histonas mar-
cadas se localizan en las regiones basofilas que denotan material de
origen nuclear. Inicialmente las histonas se distribuyen preferen-
cialmente en el polo animal de esta célula. Para los fines de estos
estudios, nuestra innovacion de utilizar oocitos de Xenopus laevis
albinos demostrd ser de gran utilidad. Es particularmente interesan
te el hecho que las histonas microinyectadas en oocitos maduros tam-
bién se localizan en las regiones basofilas del oocito, demostrando
que la estructura nuclear no es indispensable para concentrar a las

histonas introducidas en estas células.

Para completar los estudios realizados seria de gran
interés determinar en forma detallada la naturaleza y funcidén del in-
cremento de la actividad desfosforilante de las histonas fosforiladas
durante el proceso de la maduracidon meidtica de los oocitos. Estos
experimentos podrian complementarse con una caracterizacion de la(s)
enzima(s) responsable(s) de esta actividad presente en los oocitos

de Xenopus laevis, enfatizando especialmente el estudio de los



inhibidores o activadores de dichas enzimas. Desde un punto de
vista mas general seria de importancia determinar el mecanismo por
el cual la fosforilacion de histonas y de otras proteinas puede par-
ticipar en la regulacion de procesos cano la activacion génica y la
transcripcion. Resultados recientes implican a la fosforilacion y
desfosfTorilacion de factores de iniciacion de la sintesis proteica
en la regulacion de este proceso por el interferéon en células infec-
tadas por virus y por la hemina en reticulocitos de mamifero (64).
La transformacion de células en cultivo causada por virus oncogéni-
cos también tendria cano componente importante una proteina quinasa
de novedosa especificidad ya que fosforilaria proteinas del citoes-
queleto en los hidroxilos de sus tirosinas (65). Estos hallazgos
dan especial interés al estudio de las actividades celulares capaces

de hidrolizar los grupos fosforilo de las proteinas.

Gonclusiones

Los resultados experimentales presentados en este tra-

bajo permiten concluir:

1.- Los grupos fosforilo unidos covalentemente a la histona son
inestables en el oocito y en presencia de hamogeneizados de
éstos.

2. - Los grupos metilo unidos covalentarente a la histona son es
tables in vivo, pero no lo son a\ ser incubados in vitro en
presencia de hcmogeneizados de oocitos de Xenopus laevis.

3. - La(s) actividad(es) fosfatasica(s) de historias fosforiladas
se encuentra(n) en el citoplasma y en el canpartimento nu -

clear de oocitos de Xenopus laevis.



4. - Se detecta un incremento de la actividad fosfatasica de
las histonas fosforiladas en las etapas tardias de madu-
racion meidtica de los oocitos.

5. - Las histonas microinyectadas en oocitos incubados con pro-
gesterona migran inicialmente al nucleo. Al rcrperse la

menbrana nuclear, las histonas se localizan en regiones

baséfilas que denotan material de origen nuclear.
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