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RESUMEN 

La proteina Gi participa en procesos relacionados con la proliferacién celular, como la 

sintesis de DNA y la activacién de ta cascada de cinasas activadas por mitégenos 

(MAPK) a través de las subunidades Py. Estos efectos se han visto en células 

transfectadas con alguno de los componentes involucrados en la via de sefializacién, como 

receptores acoplados a proteinas G (GPCR) 0 proteinas Gi. © 

El hepatoma AS-30D, una linea tumoral de facil mantenimiento, sobrexpresa a la 

proteina Gi y expresa receptores a-2 adrenérgicos (los cuales son GiPCR) de manera 

natural. Al contar con estos dos elementos, resulta de gran interés investigar si la proteina 

Gi est4 involucrada en la proliferacién celular del hepatoma AS-30D y en eventos 

telacionados con ésta por accién del complejo By. Y de ser asf, si la activacién de los 

receptores o-2 adrenérgicos es uno de tos mecanismos mediante el cual Gi participa en 

este proceso. 

Para lo anterior se utilizé toxina pertussis (Ptx) que es capaz de ADP-ribosilar a Go; 

modificdndola funcional y estructuralmente, con el fin de averiguar si en estas células, Gi 

estaba involucrada en la proliferacién, sintesis de DNA y actividad de MAPK-p44 y 

MAPK-p42. Para saber si la activacién de Gi era capaz de producir un aumento en la 

actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42, y si este incremento se debia a la accién del 

complejo By se utilizs un andlogo no hidrotizable de GTP, GTPyS, que provoca la 

disociacién de protefnas G. Por Ultimo se activaron los receptores a-2 adrenérgicos 

utilizando un agonista especifico para estos, el UK 14304, con la finalidad de saber si la 

respuesta a-2 adrenérgica era uno de los mecanismos mediante el cual Gi aumentara la 

actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42. 

La proliferacién se determinéd por cuantificacién del numero celular, la sintesis de DNA 

por incorporacién de bromodesoxiuridina (BrdU, andlogo de timina), la actividad de 

MAPK-p44 y MAPK-p42 por incorporacién de fésforo radiactivo a la proteina mielinica 

bdsica y la disociacién de la proteina Gi se detecté por western blot.



Se encontré que Ptx disminuyé 1a proliferacién celular in vivo, asi como la sintesis de 

DNA in vitro y la actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42. El GTPyS indujo un 

incremento en la actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42, lo cual correlacioné con un 

aumento en la disociacién de Gp con G,;. La respuesta a-2 adrenérgica estimulada con 

UK 14304, no tuvo efecto sobre la actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42. 

Con lo anterior pudimos concluir que Gi est4 involucrada en las vias que Hevan a la 

proliferacién del hepatoma AS-30D ya que la ADP-ribosilacién e inactivacién de la 

subunidad a de Gi por Ptx, afecté el ntimero celular, ja sintesis de DNA y la actividad de 

MAPK. Al activarse Gi se produjo un aumento en a activacién de MAPK-p44 y MAPK- 

p42, que se dio probablemente por accién del complejo By. La respuesta a-2 adrenérgica 

acoplada a Gi no fue capaz de aumentar la actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42, por lo 

que probablemente este mecanismo de activacién de Gi no sea el que participa en la 

proliferacién celular del hepatoma AS-30D.



INTRODUCCION 

GENERALIDADES DE LAS PROTEINAS G 

Las proteinas G constituyen un grupo de la familia de proteinas que unen GTP. Por 

definicidn, todas son heterotrimeros constituidos de subunidades a, B y y, cada una 

codificada por distintos genes. La subunidad o es la que presenta similitud estructural y 

funcional con otros miembros de la superfamilia de proteinas que unen GTP. Estas 

enlazan nucledtidos de guanina con una alta afinidad y especificidad ademas de poseer 

actividad intrinseca de GTPasa. Las subunidades B y y estan asociadas estrechamente, de 

forma no covalente, para formar el complejo funcional By (revisado por Neer, 1995). 

La funcién de las proteinas G como transductores de informacién a través de la 

membrana celular es acoplar diversos receptores a efectores, los cuales interaccionan con 

Ga- GTP y con Gp, para mediar el efecto intracelular del ligando unido al Teceptor 

(revisado por van Biesen, 1996). Las proteinas G actian como interruptores con un 

estado de “apagado y encendido” gobernado por el ciclo de la GTPasa (revisado pot 

Spiegel et al., 1992). 

Los receptores activados por una sefial extracelular apropiada (hormonas, 

neurotransmisores, olores y fotones de luz), acttian sobre la proteina G permitiendo que el 

fuerte y estrecho enlace con GDP de la subunidad a@ sea reemplazado por el enlace con 

GTP (Linder et al., 1990; Casey et al., 1990; Carty et al., 1990). 

El enlace con GTP conduce a un cambio en Ia conformacién de la subunidad a (Bourne et 

al., 1991) que provoca la activacion de las proteinas G y la disociacion de ta subunidad a 

enlazada al GTP del complejo By. Esta disociacién resulta esencial para la regulacién del 

efector, ya sea por la subunidad a, por el complejo By o por ambos (Clapham y Neer, 

1993), ver esquema I.1.
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Esquema I.1 Proteinas G como transductores de sefiales hormonales. 

La transduccién de sejiales hormonales por proteinas G consta de tres elementos 

principalmente: 1) ef receptor que une al ligando en la parte extracelular, 2) la protefna G 

heterotrimérica que tras la unidn ligando- receptor se disocia en subunidad a-GTP y complejo 

By, y 3) el efector que interactia con Go-GTP 0 Gp, para mediar el efecto intracelular del 
ligando unido al receptor. 

GTP-guanosin trifosfato, GDP-guanosin difosfato, By-dimero proveniente de protefna G, 

a- subunidad proveniente de protefna G. 

  

  

    
  

El recambio de GTP por GDP est4 dado por la actividad de GTPasa intrinseca de la 

subunidad a. El enlace de andlogos no hidrolizables de GTP 6 los iones fluoruro en 

forma de complejos de aluminio (que se enlazan de forma adyacente a GDP aparentando 

ser el grupo y-fosfato del GTP), conducen a la activacién persistente de la proteina G 

(Higashiyama et al., 1991). 

Al hidrolizarse el GTP a GDP, la subunidad a regresa a su conformacién original, 

teniendo otra vez una alta afinidad por el complejo By. La formacidén del heterotrimero se 

requiere para el acoplamiento de la proteina G con el receptor.



Las toxinas bacterianas como la toxina pertussis (Ptx) y la toxina del cdélera (Ctx), son 

capaces de modificar la funcién de la protefna G. Estas toxinas estén compuestas por dos 

dominios, unidos por un puente disulfuro. Uno de los dominios, conocido como A, es el 

que contiene la actividad enzimatica mientras que el otro, denominado B, es el que media 

la uni6n y la penetracién de la toxina a la célula. El dominio B es un oligémero que se 

une a azticares ligados a lipidos o proteinas que se encuentran en la superficie celular. 

Después que las toxinas se unen a la superficie celular, son internalizadas en vesiculas y 

de acuerdo con su especificidad toman diferentes vias en la regién intracelular para llegar 

hasta el blanco al que van a modificar (Montecucco y Papini, 1995). La Ctx cataliza la 

ADP ribosilacién de Ga, en la arginina 201, inhibiendo ja actividad de GTPasa, lo que 

activa constitutivamente a as, manteniéndola permanentemente unida a GTP, provocando 

el aumento en la actividad de la adenilato ciclasa y por ende la acumulacién de AMPc 

(revisado por Spiegel et al., 1992). La Ptx ADP-ribosila a Go; en la cistefna 347, que es 

la cuarta antes del carboxilo terminal (West et al., 1985), esta modificacién covalente no 

previene la disociacién del trimero, es decir que no afecta la actividad de GTPasa (Huff y 

Neer, 1986), sin embargo bloquea a Ga; en la forma GDP, evitando que la proteina 

pueda interactuar con el receptor. Lo anterior impide la accién inhibitoria de Ga, sobre la 

AC, lo cual provoca un aumento en Ja acumulacién de AMPc, efecto contrario al que se 

observa cuando ai no esté modificada (Katada y Ui, 1982, ver esquema 1,2.) Actualmente 

se desconoce cual es el sitio de unién de esta subunidad Ga,a Ja adenilato ciclasa.
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Esquema I.2 ADP ribosilacién de Gi por la toxina pertussis (Ptx). 

La Ptx, ADP-ribosila a G,,; en la cistefna 347 del carboxilo terminal (West et al., 1985). La ADP 

ribosa proviene de una molécula de NAD. Esta modificacién covalente no previene la 
disociaci6n del trimero (Huff y Neer, 1986), sin embargo bloquea a Ga, en la forma GDP 

evitando que la proteina pueda interactuar con ef receptor, impidiendo asf la acci6n inhibitoria de 
Ga; sobre 1a A.C., !o que provoca un aumento en la acumulacién de AMPc (Katada y Ui, 1982). 

Gi-protefna G inhibitoria, Cys-cistefna, Rib-ribosa, ADP-adenosin difosfato, GTP-guanosin 

trifosfato, GDP-guanosin difosfato, By-dimero proveniente de protefna G, a-subunidad 

proveniente de protefna G, A.C.-adenilato ciclasa, AMPc-adenosin monofosfato cfclico.     
  

DIVERSIDAD DE PROTEINAS G : 

Las proteinas G se han identificado y caracterizado por su funcién, por ejemplo las _ 

protefnas Gs y Gi se denominaron asi porque éstas estimulan e inhiben a la adenilato 

ciclasa respectivamente; la Gt (transducina) representa la protefna G fotorreceptora 

invotucrada en el acoplamiento de rodopsina activada por luz a la fosfodiesterasa de 

GMPc (revisado por Spiegel et al., 1992).



La susceptibilidad a modificaciones covalentes y funcionales por toxinas bacterianas 

también resulté de utilidad en la identificacién de las protefnas G. 

La distintas subunidades e isoformas de @ tienen una masa molecular de 39 a 52 kDa, 

cuentan con cinco regiones altamente conservadas entre la superfamilia de proteinas que 

ligan GTP (Bourne et al., 1991; Johnson et al., 1991); una de las regiones participa en la 

unién de fosfatos B y y del nucledtido y otra porcién de esta regién participa en la unién 

al ion magnesio. Otra de estas regiones participa en forma importante en el cambio 

conformacional que resulta del recambio de GDP por GTP, asf como en la hidrdlisis de 

GTP unido a la subunidad a. Las otras dos regiones participan en la unién del anillo de 

guanina dei nuclestido (revisado por Spiegel et al., 1992), 

Ei complejo By presenta las siguientes funciones: 1) suprime la disociacién de GDP y por 

tanto mantiene a la subunidad « en su estado inactivo, 2) es necesario para que la proteina 

G se acople con alta afinidad a su receptor, 3) esté involucrado en la regulacién directa de 

ciertos efectores, como la adenilato ciclasa tipos I, II y IV, el canal de potasio sensible a 

acetilcolina, la cinasa del receptor B adrenérgico y la fosfolipasa C B entre otros , y 4) 

colabora en la unién a la membrana celular (revisado por Spiegel et al., 1992). 

La subunidad B esté compuesta por una secuencia de alrededor de 340 a.a. dependiendo 

de la isoforma, tiene una masa molecular de 35-36 kDa; pertenece a la superfamilia de 

protefnas constitufdas por motivos repetidos WD-40 con ocho de estos segmentos (Simon 

et al., 1991). La subunidad y est4 compuesta por aproximadamente 70 aa y tiene un 

~ tamaiio aparente de 5-10 kDa dependiendo de la isoforma (revisado por Spiegel et al., 

1992). 

RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G Y LA PROLIFERACION 

CELULAR 

Con el uso de toxina pertussis ( Ptx ) se tuvieron las primeras evidencias acerca de un 

gran ntimero de mitégenos capaces de actuar sobre esta familia de receptores de 

superficie celular. Por ejemplo, Pouyssegur y colaboradores (1988) observaron que la 

sintesis de DNA en células CHO en respuesta a trombina se bloquea por tratamiento con



Ptx, mientras que la respuesta proliferativa a PDGF era insensible a esta toxina 

(Chambard et al., 1987; Pouyssegur et al., 1988). Estudios similares a los realizados por 

Pouyssegur (1988), llevaron al descubrimiento de que uno de los m4s potentes mitdgenos 

presentes en el suero, el Acido lisofosfatidico (LPA), actuaba sobre receptores acoplados a 

proteina G (van Corven et al., 1989). Otros mitégenos, cuya accién era sensible a Ptx, 

fueron subsecuentemente identificados (revisado por van Biesen et al., 1996). Por otro 

lado investigaciones bioquimicas evidenciaron que diversos mitégenos actuaban sobre 

receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), aunque sus efectos bioldgicos eran 

mediados por proteinas G insensibles a Ptx. Estos mitégenos cuyos efectos bioldgicos 

eran sensibles e insensibles a Ptx se incluyen en la tabla I. 1: 

“Agonista  ~~*Sensibilidad del 
efecto biolégico a Ptx 

Trombina (+O) 

Adenosina (+O) 

Acido lisofosfatidico — (+)/(-) 

Bombesina (+O 

Acetilcolina/carbacol  (+)é(-) 

(receptores muscarinicos) 

Serotonina (+) 

Angiotensina II (+) 

Histamina (+) 

(receptores H1) 

Substancia K (+)/C) 

Modificada de Moolenaar, 1991 y van Biesen, 1996. 

  

Tabla I.1 Mitégenos que actuan sobre receptores acoplados a proteinas G (GPCR). 

En ta tabla se muestran diversos mitégenos que actian sobre GPCR y cuya accién es de tipo 

sensible o insensibte a toxina pertussis (Ptx). 
(+) sensible, (-) no sensible, (+)/(-) sus efectos biolégicos se han visto mediados por ambos tipos 

de respuesta.     
 



Asi que distintos ligandos que acttian via GPCRs pueden inducir una respuesta mitogénica 

en una variedad de tipos celulares, (revisado por Rozengurt, 1986; van Biesen et al., 

1996), al mismo tiempo que son capaces de transducir las sefiales proliferativas actuando 

sobre proteinas G de manera sensible o insensible a Ptx. 

Algunos estudios iniciales donde se involucran GPCRs en vias intracelulares de 

sefializaci6n relacionadas con efectos proliferativos, se enfocaron hacia !os efectores, 

como la adenilato ciclasa y las fosfolipasas, y a la produccidn de segundos mensajeros 

como el AMPc y el Ca’*. Otros estudios demostraron que en la mitogénesis, la 

fosfolipasa C-B1 se activa y la hidrdlisis de fosfatidilinositol bifosfato (PIP,) aumenta 

(revisado por Rozengurt et al., 1986); no obstante, experimentos posteriores en donde se 

utilizaron mutantes de receptores de tirosina cinasa, evidenciaron que la hidrdlisis de PIP, 

era necesaria mds no suficiente para la mitogénesis (Coughlin et al., 1989; Mohammadi 

et al., 1992). Otros experimentos demostraron que agonistas que actuan via GPCRs 

fueron capaces de inducir la hidrdlisis de PIP, pero no de estimular la proliferacién 

celular en células quiescentes (revisado por Moolenar,1991). Por el lado de la adenilato 

ciclasa se encontré una correlacién entre el decremento en la actividad de la enzima, los 

niveles de AMPc y el aumento en la expresién de Go; durante la fase prereplicativa de 

hepatocitos en regeneracién (Diehl et al., 1992), en otros estudios realizados en 

fibroblastos se observé que, al bloquear G,,  microinyectando anticuerpos dirigidos 

contra esta proteina, la sintesis de DNA disminuyé (La Morte, 1992). Sin embargo, no se 

encontré una correlacidn directa entre eventos proliferativos y la disminucién en la 

actividad de adenilato ciclasa y la acumulacién de AMPc, por activacién de receptores a2 

adrenérgicos en el hepatoma AS30D (Torres-Marquez 1997; Torres-Marquez et al., en 

preparacién). La informacién anterior sugiere fuertemente que debe existir otra via de 

sefializaci6n que involucre la participacién de la proteina Gi y GPCRs con otros 

efectores. Uno de estos efectores pueden ser las proteinas cinasas activadas por mitégenos 

(MAPKs). 

ACTIVACION DE MAPK 

Las células de mamifero tienen, por lo menos, tres tipos de proteinas cinasas activadas



  

por mitégenos (MAPKs) involucradas en la proliferacién celular: 1) las MAPKs activadas 

por factores de estrés (como por ejemplo radiaciones UV), JNK y 2) p38“™ (Zanke et 

al., 1996), y finalmente 3) las p44MAP* y p42M4PK, las cuales son las cinasas que no 

necesitan de factores externos para activarse y por lo cual, son la principales implicadas 

en la via de sefializacién que controla la proliferacién celular (revisado por Marshal, 

1995). La actividad enzimdtica de p44" y p42™4PK, incrementa en respuesta a una 

estimulacién mitogénica y al impedir su funcién se previene la proliferacién celular en 

respuesta a factores de crecimiento (Pages et al., 1993). 

El proceso de activacién de MAPK por receptores de factores de crecimiento, o del tipo 

tirosina-cinasa, se da en multiples pasos. Por ejemplo, la unién del factor epidérmico de 

crecimiento (EGF) a su receptor conlleva a la activacién, por autofosforilacién, del 

receptor en residuos de tirosina, fo que da lugar a la unién de una protefna adaptadora 

llamada Grb2 compuesta por un dominio SH2 flanqueado por dos dominios SH3 (estos 

dominios se denominan SH ya que poseen una regién homdloga a una familia de proteinas 

de tipo tirosina cinasas llamadas Src). El dominio SH2 se encarga de la unién al receptor 

en tirosinas fosforiladas, mientras que los dominios SH3 se unen en residuos de prolina a 

SOS, que es una proteina intercambiadora de nuclestidos para Ras. Lo anterior provoca 

el subsecuente intercambio de GDP por GTP en Ras, lo que lleva a la activacidn por 

fosforilacién de la cascada de proteinas cinasas. Primero se activa la cinasa de las cinasa 

de MAPK, Raf, en residuos de serina y treonina; de esta proteina se han identificado tres 

isoformas Raf-1, Raf-A y Raf-B, la primera es ubicua mientras que las otras dos son 

tejido especificas. Al activarse Raf se activan en residuos de serina las cinasas de MAPK, 

como MEK1 y MEK2 y finalmente se fosforilan p44™4"* y p42M4™ tanto en residuos de 

treonina como de tirosina (ver esquema I.3) (revisado por Malarkeyet al., 1993; Gutkind 

1998). 

Las MAPKs ahora fosforiladas regulan la actividad de enzimas y proteinas nucleares, que 

tegulan la expresién de genes esenciales para la proliferacién (Davis, 1993). A pesar de 

lo establecido para los receptores de tipo tirosina-cinasa, poco se conoce sobre el 

mecanismo por el cual los GPCRs pueden activar a MAPK, pues la activacién no siempre 

es dependiente de Ras.



  

  

  

  

      

  

      
  

Modificada de Malarkey et al., 1995 

  

Esquema I.3 Activacién de MAPK por receptores de tipo tirosina-cinasa. 

Un receptor del tipo de tirosina cinasa es capaz de autofosforilarse al unir a su ligando, para asf 

desencadenar la cascada de activacién de MAPK, que comienza con el intercambio de GTP por 

GDP en Ras gracias a SOS la cual es reclutada por Grb2. Ras fosforita a Raf, ésta a MEK y 
finalmente se activa MAPK . 
Grb2-protefna adaptadora formada por un dominio SH2 que se une al receptor y dos dominios 

SH3 que se unen a SOS, SOS-protetna intercambiadora de nucledtidos para Ras, Ras- protefna 
perteneciente a la familia de protefnas intercambiadoras de nucledtidos de guanina que fosforila a 

Raf, Raf- cinasa de las cinasa de MAPK, MEK- cinasa de MAPK, MAPK- proteina cinasa 

activada por mitégenos.     
 



  

ACTIVACION DE MAPK POR RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G 

Recientemente se ha estudiado la activacién de la cascada de MAPK en respuesta a 

agonistas cuyos receptores estén acoplados a proteinas G, con el fin de clarificar su papel 

como mitégenos. Aunque se habfan encontrado algunos agonistas ligados a receptores de 

proteinas G (GPCRs) capaces de estimular fuertemente la hidrdlisis de fosfoinositidos y la 

activacién de protefna cinasa C (PKC), lo anterior no resultaba suficiente para iniciar la 

progresién del ciclo celular (McKenzie et al., 1992; Kahan et al., 1992). 

Para un gran numero de agonistas, se encontré que la activacién de PKC esta intimamente 

relacionada con la activacién de MAPK (Granot et al., 1993). Ademds, en algunos casos 

la activacién de MAPK mediada por PKC es inhibida por modulacién negativa de esta 

Ultima, mediante pretratamientos por tiempos prolongados con ésteres de forbol o 

preincubacién con inhibidores. También se encontré que la PKCa. puede fosforilar a Raf- 

1 in vitro en residuos de serina (Kolch et al., 1993) (ver esquema I.4). 

Otros agonistas como la trombina y e! _LPA, son capaces de activar la via de MAPK por 

un mecanismo independiente de los cambios en 1a activacién de PKC (Kahan et al., 1992; 

Cook et al., 1993; van Corven et al., 1993; Hordijk et al., 1994). Por otro lado, como se 

mencioné anteriormente la activacidn de MAPK por estos agonistas es sensible a toxina 

pertussis, implicando la accién de Gi o Go y que esta sensibilidad puede reflejarse a nivel 

de divisién celular. En fibroblastos de rata, la fosforilacién de MAPK en residuos de 

tirosina, estimulada tanto por trombina como por LPA, esta asociada con la activacién de 

Ras y es sensible a toxina pertussis (Cook et al., 1993; van Corven et al., 1993; Hordijk 

et al., 1994), En fibroblastos se demostr6 que MAPK se mantiene constitutivamente 

activa cuando las células se transfectan con la oncoproteina Ga; deficiente en la actividad 

de GTPasa (gip2), lo que sugiere que la proteina G involucrada en la activacién de RAS 

es Gi (Gupta, et al., 1992; Gardner et al., 1993). Mds adelante se observé en células que 

se transfectaron con receptores acoplados a Gi2, como los a-2 adrenérgicos o los 

muscarinicos M2, que habia una activacién de Ras y MAPK sensible a toxina pertussis 

(Alblas et al., 1993). Estos experimentos sugieren que Gi participa en la activacién de 

MAPK, pero atin no es claro si esto se realiza por la accién de Ga; 0 Gpy. 

10



  

  

  

  

        
  

Tomada de Malarkey et al., 1995 

  

Esquema I.4 Vias involucradas en la activacién de MAPK por ceceptores acoplados a 

proteinas G (GPCRs). 

Los GPCRs al unir un ligando son capaces de activar a protefnas G como Gq o Gi2. Estas 

protefnas al activarse se disocian en subunidad a y complejo By. Ga, activa a PLC fa cual rompe 

fosfatidilinosito! en IP3 y DAG, este ultimo activa a PKC la cual es capaz de iniciar la cascada de 

activacién de MAPK, fosforilando a Raf. Tanto la subunidad o. como el complejo Py son capaces 

de activar a MAPK, sin embargo se desconoce en que nivel de 1a cascada de activacién actian. 

GPCRs- receptores acoplados a protetnas G, By- dfmero proveniente de protefna G, Ga,-subunidad 

a. de proteina Gq, PLC- fosfolipasa C, IP3- inositol trifosfato, DAG-diacilglicerol, PKC- protefna 

cinasa C. Ga; subunidad a de proteina Gi, Ras- protefna preteneciente a la familia de protefnas 

intercambiadoras de nuclestidos de guanina que fosforila a Raf, Raf- cinasa de las cinasa de 

MAPK, MEKK- proteina cinasa que activa a otra protefna con funciones similares alas de MEK, 

MEK- cinasa de MAPK, MAPK- proteina cinasa activada por mitégenos.     
  

En este sentido, existen evidencias que favorecen el papel de By en la activacién de Ras 

por GPCRs. No se observé la activacién de MAPK en células Cos-7 transfectadas con 

una mutante de G., constitutivamente activa; sin embargo, se encontré que la 
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sobrexpresién de subunidades fly particularmente Biy2, era capaz de estimular MAPK 

(Faure et al.,, 1994; Crespo et al.,, 1994). En células de mamifero se ha propuesto que el 

complejo By puede transducir la sefial via un mecanismo similar a la activacién de la 

cinasa del receptor B adrenérgico (BARK), el cual une heterodimeros By libres a una 

tegién que contiene dominios homélogos de pleckstrina (PH) (Touhara et al.,, 1994). Un 

numero de proteinas que regulan la actividad de Ras también expresan estos dominios de 

PH (Birey, 1994), estas subunidades By libres pueden afectar la funcién de Ras 

enlazando dominios de PH de una o mds proteinas reguladoras de Ras. 

La sobreexpresidn de las subunidades Py o de receptores acoplados a proteinas Gi 

normalmente se requiere para activar a Ras y a MAPK, !o que sugiere el papel de By para 

aumentar la activacién de Ras después de la estimulacién de un receptor enddgeno. Esto 

podria ser mediante el reclutamiento hacia la membrana de intermediarios adicionales que 

serAn activados por otros mecanismos. El que la activacién de Ras inducida por LPA se 

bloquee por inhibidores de tirosina cinasas (van Corven et al., 1993; Hordijk, 1994), mas 

la respuesta a la estimulacién del receptor muscarinico M2 (Winitz et al., 1993) no se 

afecte, sugiere que se pueden requerir intermediarios adicionales a la accién de tirosina 

cinasa, para la activacién de Ras por agonistas de receptores acoplados a proteina G. 

EL HEPATOMA AS30D 

El hepatoma AS30D es un tumor de tipo ascitico obtenido por induccién con un 

compuesto azo llamado, 3’-meti]l-4 dimetilaminobenzeno, de un hepatocarcinoma 30D de 

rata. El hepatoma es una linea celular de facil mantenimiento ya que se desarrolla en el 

peritoneo de las ratas y el tiempo de desarrollo éptimo es de 7 dias. Estas células miden 

de 1! a 15 w de didmetro , son multinucleadas y tienen la apariencia de hepatocitos 

(Smith et al., 1970). 

En el hepatoma se han encontrado tres tipos de receptores acoplados a proteinas G: 

receptores para ATP (Torres-Mdrquez et al., 1993), receptores B-1 adrenérgicos (Garcfa- 

Sdinz et al., 1989) y actualmente en el laboratorio se han encontrado receptores a-2 

adrenérgicos (Torres-Marquez, 1997). Ya que uno de los objetivos de este trabajo 
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involucra a estos ultimos, a continuacién se describe brevemente su funcién: 

Los receptores a-2 adrenérgicos pertenecen a la familia de receptores de siete dominios 

transmembranales que se acopian a proteinas G. Los receptores «2 ~adrenérgicos al unir 

su ligando, se acoplan a una proteina Gi, que inhibe la actividad de la enzima adenilato 

ciclasa, provocando la disminucién en la produccién de AMPc (Esquema I.5). 

El ligando natural para los receptores adrenérgicos es la epinefrina 0 adrenalina que tiene 

una Kd=22.9 nM (Nasseri y Minneman 1987); ademds de éste existen agonistas 

sintéticos para cada tipo de receptor como el UK 14304, el cual es especifico para los 

Treceptores a-2 adrenérgicos y tiene diferentes valores de Kd para cada uno de los 

subtipos. Para los a2A la Kd=5.3 nM; para los a2B Kd=22 nM y para los a2C 

Kd=2 nM (revisado por Bylund et al., 1998). La concentracién maxima de UK14304 con 

la cual se saturan estos receptores es 100 nM. 

  

  

    

  

  

  

Esquema 1.5 Receptor a-2 adrenérgico acoplado a proteina Gi. 

Los receptores a2 -adrenérgicos al unir su ligando, se acoplan a una protefna Gi, que inhibe la 
actividad de la enzima adenilato ciclasa, provocando la disminucién en la produccién de 

AMPc. 

Gi-protefna G inhibitoria, GTP-guanos{n trifosfato, GDP-guanosin difosfato, Py-dimero 

proveniente de protefna G, a-subunidad proveniente de proteina G, A.C.-adenilato ciclasa, 

ATP- adenos{n trifosfato, AMPc-adenos{n monofosfato cfclico.     
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En el laboratorio se comparé la respuesta -2 adrenérgica entre hepatocitos y hepatoma, 

ademés de comparar diferentes elementos de la via de transduccién de sefiales midiendo la 

cantidad de receptores y proteina G,,. Se encontré un aumento de Gy; de 9 veces en el 

hepatoma en comparacién con el higado. La respuesta a.-2 adrenérgica determinada por la 

inhibicién en la acumulacién de AMPc 0 en la actividad de 1a adenilato ciclasa estimulada 

por forskolina es de la misma magnitud en hepatoma y en higado (Torres-Marquez, 

1997). 

Estos datos sugieren que la respuesta a-2 adrenérgica vista de una forma cldsica, como la 

de Ga, capaz de estimular la disminucién de AMPc pudiera no estar participando en la 

regulacién de la proliferacién. Sin embargo, el incremento de Ga; en hepatoma parece ser 

capaz de compensar la sefial generada por el menor mimero de receptores o2- 

adrenérgicos. Esto sugiere que la respuesta a-2 adrenérgica podria estar generando 

respuestas adicionales como por ejemplo, la cascada de MAPK a través de By. 

Por otro lado la sobreexpresién de Gi pudiera de manera natural inducir alguna respuesta 

en éstas células en ausencia del agonista, como sucede cuando se sobreexpresa el receptor 

B-2 adrenérgico en ratones transgénicos (Milano et al., 1994). 

ANTECEDENTES 

Entre las evidencias que soportan ta participacién de Gi en eventos relacionados con 

proliferacién celular estan las siguientes: 

* Los receptores acoplados a proteina Gi promueven el ciclo celular en células 

transfectadas con estos receptores (Kumagai et al., 1993, Hordijk et al., 1994) incluyendo 

los a-2 adrenérgicos, (Alblas et al., 1993, Gupta et al., 1998). 

* El complejo By de Gi activan la via de activaci6n de MAPK-p44 en fibroblastos 

transfectados con receptores acoplados a Gi (Crespo et al., 1994, Faure et al., 1994, van 

Biesen et al., 1995). 

* El oncogen de Gai gip2 activa a MAPK-p44 en fibroblastos transfectados con este 

oncogen (Gardner et al., 1993, Gupta et al., 1992). 

* E] bloqueo de Gai provoca disminucién en la sintesis de DNA de fibroblastos 
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(La Morte et al., 1992). 

* Durante la sintesis de DNA, en el hfgado en regeneracién, las concentraciones de 

AMPc estén disminuidas al igual que la actividad de la adenilato ciclasa, proceso 

‘Tegulado por Gai (Dieh! et al., 1992). 

* La subunidad a de Gi se sobrexpresa en células hepatocarcinogénicas (Torres- 

Marquez, 1997, McKillop et al., 1998). 

Con estos antecedentes queda claro que Gi participa en la proliferacién de células que han 

sido transfectadas con GiPCR o proteinas Gi, con el fin de que sobrexpresen estos 

componentes. Por lo que resulta de gran interés investigar si la proteina Gi esta 

involucrada en la proliferacién celular y en eventos relacionados con ésta, en el hepatoma 

AS-30D, una linea celular que naturalmente sobrexpresa esta proteina, ademds de 

expresar un tipo de GiPCR como los receptores a-2 adrenérgicos. De ser asi, seria 

interesante conocer cudl es el mecanismo mediante el cual Gi participa en este proceso, 

Por lo anterior la hipdtesis y tos objetivos planteados para este trabajo fueron: 

HIPOTESIS 

Si la protefna Gi est4 involucrada en las vias que llevan a la proliferacién del hepatoma 

_AS30D, entonces, 1) la Ptx que ADP ribosila e inactiva a la subunidad « de Gi, afectaré 

algunos pardmetros relacionados con la proliferacién de estas células, como et ndmero 

celular, la s{ntesis de DNA y la activacién de MAPK-p44 y MAPK-p42. 

2) Los andlogos no hidrolizables de GTP como el GTPYS, activaran a Gi en ei hepatoma 

AS30D, promoviendo ta activaci6n de MAPK-p44 y MAPK-p42 por el efecto del 

complejo By. 

3) La actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42 en el hepatoma AS-30D incrementard debido 

a la respuesta 1-2 adrenérgica acoplada a Gi. 
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OBJETIVO GENERAL 

Determinar si Gi tiene algtin efecto sobre la proliferacién celular y eventos que anteceden 

a ésta, como la sintesis de DNA y activaci6n de MAPK-p44 y MAPK-p42 en el 

hepatoma AS-30D. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

* Medir el efecto de toxina pertussis (Ptx) sobre la proliferacién celular del 

hepatoma AS30D. 

* Medir el efecto de Ptx sobre la sintesis de DNA en el hepatoma AS30D. 

* Medir el efecto de Ptx sobre la activacién de MAPK-p44 y MAPK-p42 en el hepatoma 

AS30D. 

* Medir el efecto de GTPyS, un agonista no hidrolizable de GTP, que provoca la 

disociacién de las proteinas G, sobre la accidn de la MAPK-p44 y MAPK-p42. 

* Comprobar si el efecto de Gi sobre la activaci6n de MAPK-p44 y MAPK-p42 en el 

hepatoma AS-30D se debe al complejo By. 

*Medir el efecto del UK14304, agonista selectivo para receptores a-2 adrenérgicos, sobre 

la accién de MAPK-p44 y MAPK-p42. 
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

REACTIVOS 

El dcido okadaico (#cat. 13166-012), la proteina mielinica bésica (MBP) (#cat. 13228- 

010) y el medio Dulbecco esencial modificado (DMEM) (cat. 430-1600) se adquirieron 

de GIBCO, el UK14304 (#cat. U-104) de RBI, la colagenasa (#cat. S6M597) de 

Wortington, el *P-NAD (fcat. BLU/NEG/023X) y el y” ATP (fcat. BLU/NEG/002A) de 

NEN, el papel de fosfocelulosa (cat. 3698-915) de Whatman, los anticuerpos 

policlonales de conejo anti ERK-1 (dirigido en contra del carboxilo terminal, residuos 

352-367, de MAPK-p44 y es capaz de reconocer también a MAPK-p42) (# cat. sc-93) y 

anti-Gp (dirigido contra carboxiio terminal de B1, residuos 321-340 y que es capaz de 

reconocer también a $2, B3 y B4) (# cat. sc-378) al igual que la proteina A agarosa (# 

cat. sc-2001) son de Santa Cruz Biotechnology, el anticuerpo policlonal de conejo anti-Ga; 

(dirigido contra el carboxilo terminal, residuos KNNLOGLF) (# cat. 06-236) es de 

Upstate Biotechnology, las placas KODAK X-OMAT (# cat. F5513), el anticuerpo 

monoclonal de ratén anti -BrdU (# cat. B2531) y el anticuerpo policlonal anti IgG de 

ratén conjugado con fosfatas alcalina (# cat. A-5187) son de SIGMA, el kit de 

quimioluminicencia para western blot (# cat. 1520-709) y el GTPyS (# cat. 220-647) son 

de Boehringer. 

METODOLOGIA 

PROPAGACION DEL HEPATOMA 

El hepatoma se propagé por la inoculacién intraperitoneal (ip) de 1.5 ml de liquido de 

ascitis el cual se obtuvo de ratas Wistar de aproximadamente 250 g. Se dej6 desarrollar 

durante 7 dias (Lépez-Gémez et al., 1993). Para el caso de las ratas tratadas con Ptx, el 

hepatoma se dejé desarrollar 6 dias dnicamente. 

CULTIVQ DE CELULAS DE HEPATOMA 

Dos millones de células de hepatoma se colocaron en multiplacas de 12 pozos, se 

afiadieron 600 pl de medio Dulbecco esencial modificado (DMEM) con 10% de suero 
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fetal bovino (SFB). En los experimentos donde el objetivo fue encontrar la concentracién 

Gptima de suero, este vari entre 2, 5 y 10%. 

Las placas de cultivo se incubaron a 37 °C, en una atmésfera con 5% de CO,, 95% de O, 

y humedad controlada. 

Las curvas de viabilidad celular en diferentes medios de cultivo que inclufan diversas 

concentraciones de suero en DMEM arriba mencionadas, se muestran a continuacién 

(figura M1). 

5% 
100 . 

~ 
a 
6 2% 
2 10% 

°° > 

3 % 90 

=3 
ao 

£° 
o 

> uu 

x 80 = 

iw. . tf 

0 24 48 72 

Tiempo de incubacién 
(Horas) 

Fig. M1. Viabilidad del hepatoma dependiente de suero. Se realizaron curvas de 

viabilidad a los tiempos y concentraciones de suero, adicionados al medio, como se 

indicada en Ja figura. La viabilidad se determiné por exclusién con azul de tripan. El 

100% de viabilidad equivale a 2 millones de células. Los valores corresponden a la X + 

ESM de 2 experimentos realizados por triplicado. 
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CUANTIFICACION Y_ VIABILIDAD CELULAR 

La cuantificacién celular se realizé por conteo en hemocitémetro y la viabilidad se 

verificé por 1a exclusién con azul de tripano. Las células viables presentan una apariencia 

birrefringente y no se tifien de azul. 

TRATAMIENTO DE CELULAS DE HEPATOMA CON Ptx 

in vivo.- Se inocularon ratas Wistar de 250-300 g de peso con hepatoma, a las 72 h de la 

inoculaci6n se administraron 30 yg de Ptx via intraperitoneal (Garcia-Sainz et al., 1986). 

Las ratas se sacrificaron 72 h después para obtener las células de hepatoma. 

in vitro.- Se cultivaron 2 millones de células en DMEM + 10 % de suero, se afiadieron 

20 ng de Ptx/mi de medio (La Morte 1992). Las células se incubaron durante 16 h y se 

les midieron los pardmetros indicados en las figuras. 

LAVADO DE CELULAS DE HEPATOMA 

Para los ensayos donde se indica, las células se lavaron de ta siguiente manera. Se 

tomaron 5 ml de hepatoma, se agregaron 15 ml de solucién salina isotGnica (SSD) y se 

centrifugaron a 271 x g durante 1 min. El sobrenadante se decantd y se repitid el 

procedimiento dos veces mds. Al botén se le adicionaron 5 mi de albumina sérica de 

bovino (BSA) al 10% y 10 ml de SSI y se centrifugé a 271 x g por 1 min. El botén se 

separé por decantacién, se realiz6 otro lavado con SSI y finalmente se resuspendi6 en el 

medio anterior. 

BTENCI DE MEMB) DE HEPATOMA 

Se homogenizaron las células de hepatoma en un buffer que contenfa sacarosa 250 mM, 

hepes 20 mM y EDTA 1 mM. Posteriormente la muestra se centrifugé a 1086 x g durante 

5 min, se separé el sobrenadante y éste se homogenizé con percol en una relacién 3:1 (3 

de homogenizado + 2 de percol) durante 5 min y se afiadié 1 ml de sacarosa 2.2 M, se 

centrifugé a 11,500 x g por 40 min. Se obtuvo una interfase la cual se separé y se le 

adicioné Tris 50 mM y Mg”* 10 mM, se centrifugé a 24,000 x g durante 10 min y 

finalmente se separé el sobrenadante, en el precipitado estaban contenidas las membranas. 
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DP RIBOSILA POR PTX. i 

Se realizé por el método descrito por Garcfa-Sainz et al., [989. Brevemente, se incubaron 

100 ig de proteina membranal con «P-NAD en buffer de fosfatos pH 7,5 por 30 min a 

30°C, en presencia o ausencia de toxina pertussis activada, segin se indique. 

Posteriormente, las protefnas se separaron en un gel de PAGE-SDS al 10%. El gel se 

tifid, se secd y se expuso a la placa del Phosphorimager para obtener su autoradiografia. 

IRPORACION DE BrDU P. LA DETERMINACION DE Si IS DE 

El ensayo se realiz6 en base a lo descrito por Wilson, 1994 con algunas modificaciones. 

Las células obtenidas de las ratas inoculadas con hepatoma se lavaron como se explicd 

anteriormente, se tomaron 2 millones de éstas y se incubaron en SSI con 

bromodesoxiuridina (BrDU) 100 yM, durante 45 min en atmédsfera de 5% de CO,, 95% 

de O, y humedad controlada. Se centrifugaron a 27,000 x g durante 2 min. El precipitado 

se lavé con 1 mi de buffer salino de fosfatos o PBS y se centrifugé nuevamente. Las 

células se lisaron con 1 ml de HCI 2.5 N y se dejé reposar toda la noche, posteriormente 

la muestra se hirvié durante 30 min, se lavé 5 veces con PBS pH 7.8 y 2 veces con PBS 

pH 7.2 con la finalidad de neutralizar. La muestra se agité en vortex por 20 seg, se 

centrifugé a 27,000 x g durante 4 min. El sobrenadante se retiré y al precipitado se le 

adicionaron 50 yl de un primer anticuerpo anti-BrDU (dilucién 1:1000 en BSA 1%, 

Tween 20 0.5% en PBS pH 7.2). La muestra se incubé 1 h a 37 °C en agitacién suave. 

Posteriormente se realiz6 un lavado con | ml de PBS pH 7.2, se centrifugé 1 min a 

27,000 x g, se retird el sobrenadante y se colocé un segundo anticuerpo anti-IgG de ratén 

conjugado con fosfatasa alcalina (diluido 1:3000 en BSA 1%, Tween 20 0.5% en PBS pH 

7.2). Se incubé 1 h a 37 °C en agitacién suave, posteriormente se lavé 2 veces con i ml 

de PBS pH 7.2 y una vez con 1 ml de buffer de reaccién que contenfa: dietanolamina 

(DEA) 10 mM, MgCl, 0.5 mM en agua a pH 9.5, se centrifugé a 27,000 x g durante 30 

seg. El sobrenadante se retiré y se afiadié buffer de reaccién que contenfa paranitrofenol 

fosfato (pnpp) 2 mM disuelto en buffer de reaccién. La muestra se incubd a 37 °C en 

agitacidn suave. Después de 20 min la reaccién se detuvo en frio con NaOH | N. 

Finalmente la muestra se centrifugé a 27,000 x g durante 4 min y se leyé la absorbancia 
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del sobrenadante en un espectrofotémetro a 405 am. La cantidad de BrDU incorporada es 

proporcional a la cantidad de pnp producto de la actividad de la fosfatasa alcalina sobre 

pnpp. Los moles de pnp se obtuvieron utilizando el coeficiente de extincién molar para el 

pnpp de 1.62 x 10*M' cm". 

in vitro.- Las células se cultivaron como se describié ariteriormente en DMEM + 10% de 

SFB, se les adicioné 20 ng de Ptx/ml de medio + BrDU 100 uM y se incubaron en 

atmésfera de 5% de CO,, 95% de O, y humedad controlada por 16 h. Las células se 

centrifugaron a 27,000 x g durante 2 min y se lavaron con 1 ml de PBS pH 7.2, 

centrifugando nuevamente a 27,000 x g por | min. Las células se lisaron con 1 ml de HCl 

2.5 N durante 2 h, posteriormente se hirvieron durante 30 min. El resto del experimento 

sigue los mismos pasos que para las células in vivo. 

Con el fin de optimizar fa cantidad de cétulas y el tiempo de incubacién in vitro con BrdU 

necesario para observar una mejor incorporacién de este andlogo de timina, se realizaron 

incubacidnes con BrdU a 4 y 16 h con diferente niimero de células, como se indica en la 

figura M2. 
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Fig. M2. Incorporacién de BrDU en células de hepatoma in vitro. Se realizaron curvas 

de incorporacién de BrDU a 4 y 16 h con ta cantidad de células indicada. La BrdU 

incorporada es proporcional a los moles de paranitrofenol (pnp) generados por la 

actividad de fosfatasa alcalina, presente en el segundo anticuerpo, a partir de 

paranitrofenolfosfato (pnpp). 

Los valores corresponden a la X + ESM de 2 experimentos realizados por triplicado. 

WESTERN__BLOT PARA DETECCION DE MAPK-p44_y MAPK-p42_EN 

HEPATOCITOS Y HEPATOMA Y DE Gg, y Ga, EN EL HEPATOMA 

Se tomaron aproximadamente 2 x 10’ células de hepatoma lavadas como se describis 

previamente y se agregaron 500 pl de buffer de lisis (Tris-acetato 20 mM, sacarosa 0.27 

M, EDTA ImM, EGTA ImM, ortovanadato ImM, beta glicerol fosfato 10 mM, fluoruro 

de sodio 50 mM, pirofosfato de sodio 5 mM, Tritén x-100 1%, mercaptoetanol 0.1%, 

PMSF 0.2 mM, benzamidina 1mM , pH 7.5), se dejaron las muestras en hielo durante 30 
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min, se centrifugaron 15 min a 20,000 x & y se tomé el sobrenadante. Por otro lado, se 

tomé un fragmento de higado, aproximadamente | g, al cual se le realizaron tres lavados 

con SSI, se homogeniz6 con buffer de lisis sin Tritén, se centrifugé a 1,000 x g durante 5 

min, se tomé el sobrenadante y este se centrifugé a 20,000 x g durante {5 min. Se 
determins protefna de ambas muestras por el método de Lowry (1951). Del sobrenadante 

obtenido del lisado se inmunoprecipitaron 5 mg de proteina para el caso de MAPK-p44 y 

MAPK-42, con 6 pl de anticuerpo anti MAPK-p44 que reconoce también a MAPK-p42 

[250 pg/ml] + 16 pl de protefna A agarosa; se usaron 3 mg de proteina para el caso de 

Gp, con 6 fil de anticuerpo anti Gp.4 [200 pg/ml] + 18 pl de proteina A agarosa, en hielo 

y con agitacién suave durante 2 h. Posteriormente las muestras se centrifugaron 8 min a 

27,000 x g, se lavaron los precipitados 2 veces con buffer de cinasas (HEPES 20mM, 

MgCl, 10mM y ditiotreitol 1mM), se les agreg6 20 ul de buffer muestra y la muestra 

inmunoprecipitada con anti Gg, se dividié en 2 fracciones. Las muestras se hirvieron 

durante 5 min y se corrieron en un gel de poliacrilamida-SDS al 10% a 17 mA. 

Posteriormente al gel se le quité el exceso de SDS con buffer de transferencia (Tris 6 

mM, glicina 1.4 % y metanol SmM). Se transfirié a papel de nitrocelulosa durante 2 h en 

buffer de transferencia a 380 mA aproximadamente. Posteriormente el papel se bloqued 
durante 2 h con TBS (Tris 50 mM y NaC! 150 mM PH 7.5) conteniendo 5% de leche 
semidescremada. Se separararon los 3 carriles y cada uno se incubé por separado con un 

primer anticuerpo, ya sea anti MAPK-p44 y MAPK-p42 [250 g/ml], o anti Gp, {200 

he/ml], o anti Gos [1 g/pl] (dilucién 1:1000 en TBS pH 7.5) durante toda la noche a 

temperatura ambiente y en agitacién suave, después se hicieron tres lavados de 10 min 

cada uno con TBS-Tween (TBS+tween al 0.1%) para entonces incubar los diferentes 

papeles con un segundo anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa (POD) 

durante th a temperatura ambiente y en agitacion suave. Se lavé nuevamente el papel con 

TBS-Tween durante 10 min, 3 veces. Finalmente se revelé la cantidad de proteina por 

quimioluminicencia (ECL). 

AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS 

Los hepatocitos se aislaron por perfusién con colagenasa de acuerdo al método descrito 
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por Berry y Friend, 1969. En breve, se perfundié el higado de una rata de 300 g de peso 

aproximadamente con buffer Ringer Krebs sin calcio pH 7.4 a 37°C con burbujeo de 95 

% de O, y 5% de CO, durante 10 min. Posteriormente se perfundié el higado con Ringer 

Krebs + calcio y colagenasa durante 12 min en las mismas condiciones de temperatura y 

burbujeo. Finalmente los hepatocitos se obtuvieron del h{gado reblandecido y se lavaron 2 

veces con buffer Ringer Krebs. 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE MAPK~ PK-p42_EN 

HEPATOCITOS Y HEI MA 

A)Ensayo en Gel.- Se basé en el ensayo de Marshali y Leever (1995) y Hawes et al., 

(1995), con algunas modificaciones como se describird a continuacién. Se tomaron 

aproximadamente 9 x 10” células de hepatoma y 2 x 10” hepatocitos. Se incubaron las 

células con o sin el agonista especffico para receptores a-2 adrenérgicos, UK 14304 10° 

M, a 37°C durante 5 min. Las células se centrifugaron 5 min a 18,846 x g, se decantaron 

y se les agregé 500 pl buffer de lisis + Acido okadaico | 4M; se dejaron las muestras en 

hielo durante 30 min. Para el caso de las células que se trataron con el andlago de GTP, 

éstas se incubaron en buffer de lisis + dcido okadaico durante 30 min, posteriormente se 

afiadi6 GTPyS 100 UM y los lisados totales se incubaron 5 min a 37°C. Las muestras se 

centrifugaron a 27,000 x g por 10 min y el sobrenadante se utilizé para la 

inmunoprecipitacién. Las MAPK-p44 y MAPK-p42 se inmunoprecipitaron, para el caso 

de las células tratada con UK 14304 de la siguiente manera, se tomaron 5 mg de proteina 

del sobrenadante obtenido del lisado, se incubaron con 6 jl de anticuerpo dirigido contra 

MAPK-p44, que recococe también a MAPK-p42 [250 pg/ml] + 15 pi de proteina A 

agarosa y para el caso de las células tratadas con GTPyS, las MAPK-p44 y MAPK-p42 se 

inmunoprecipitaron tomando 3 mg de proteina del sobrenadante del lisado, se incubaron 

con 6 yl de anticuerpo anti MAPK-p44 y MAPK-p42 [250 y1g/ml] + 18 put de proteina A 

agarosa, en hielo y con agitacién suave durante 2 h. Posteriormente las muestras se 

centrifugaron 8 min a 27,000 x g, se lavaron los inmunoprecipitados 2 veces con buffer 

de cinasas, a los precipitados se les afiadiéd nuevamente Acido okadaico + el sustrato, 

proteina mielinica basica (MBP) a una concentracién de 250 «g/ml resuspendida en buffer 
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de cinasas, preincubandose a 30°C durante 3 min aproximadamente. Para arrancar la 

reaccién de fosforilacién se agreg6 ATP 20 mM y y’ATP 10 wCi/ml y se incubé durante 

30 min, a la misma temperatura. Para finalizar la reaccién se agreg6 TCA 5% final, 

dejando precipitar las proteinas durante 15 min en hielo, se centrifugaron a 27,000 x g 

durante 2 min, se retiré el sobrenadante y a los sedimentos se agregaron 60 pl de buffer 

muestra (SDS 2.3%, glicerol 10%, mercaptoetanol 5%, EDTA 5 mM, Tris 62.5 mM, pH 

6.8), se hirvieron las muestras durante 3 min y se corrieron en un gel de poliacrilamida 

SDS al 15%. Posteriormente el gel se secé y se expuso en una placa la cual se ley6 en un 

phosphorimager, se obtuvo una autoradiografia del gel en donde se aprecié la 

incorporacion de y’P a la MBP . 

B) Ensayo en papel de fosfocelulosa.- Este se realizé solo para determinar la actividad 

basal y con UKi4310. Se siguié el mismo procedimiento de! ensayo en gel hasta !a 

obtencién del inmunoprecipitado de MAPK-p44 y MAPK-p42. Los inmunoprecipitados 

se lavaron 2 veces con buffer de lisis + NaCl 0.5 M. Se agregé MBP 500 pg/mi 

resuspendida en buffer de reaccién (Tris 36 mM pH 7+ 0,1 mM de EGTA) + MgCl, 10 

mM-+ dcido okadaico | uM + ortovanadato 0.1mM. preincubandose a 30°C durante 3 

min aproximadamente; para arrancar la reaccién de fosforilacién se agregs ATP 0.2 mM 

y y"P-ATP 400 pCi/ml y se incubé a la misma temperatura durante 20 min. Para 

finalizar la reaccién se agreg6 TCA 5% final, y se dejaron reposar las muestras durante 

15 min en hielo, se centrifugaron a 27,000 x g durante 2 min, se retiraron los 

sobrenadantes y los sedimentos se colocaron en cuadros de papel de fosfocelulosa (2.5 x 

2.5 cm). Una vez secos los papeles se lavaron 4 veces durante 5 min cada vez, con Acido 

fosférico 0.5% y finalmente se realizé un Ultimo lavado con acetona, los papeles se 

colocaron en viales con liquido de centetleo los cuales se Hevaron a un contador para 

determinar la cantidad de fésforo 7’P incorporado a MBP. 

Nota: la concentracién de ATP no radiactivo varia entre los ensayos realizados en gel y 

en papel debido a que el tiempo de reaccién que se utiliza para el ensayo en gel es 10 

min mas largo que el utilizado en el ensayo en papel, por lo que el ATP debe estar a una 

mayor concentracién con el fin de que no resulte limitante para la reacci6n. 

Con respecto al ATP radioactivo, los uCi utilizados en el ensayo en gel estén en una 
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Proporcién 40 veces menor a los utilizados en el ensayo en papel, debido a la posible 

pérdida del producto en los lavados. 

ALISI: ‘AD D RESULT, 

Todo el andlisis estadistico de resultados se realizé mediante la prueba ¢ de student. 

ANTIFICACION DE LAS BANDAS DEL. BLOT DE _MAPK- 

MAPK-p42 Y DE LAS FOSFORILACIONES DE MBP 

La cuantificacién del inmunoblot para MAPK-p44 y MAPK-p42 se realizé por 

densitometria mediante el uso del programa Scion Image. La cuantificacidn del 

incremento en la fosforilaci6n de MBP en todos lo geles se realizé determinando el 

volumen y la intensidad de las bandas mediante el programa contenido en el 

phosphorimager. 

NOTA: Para consultar la metodologia de incorporacién de BrdU y actividad de MAPK en 

diagrama de flujo, consultar los apéndices |, I y III. 
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RESULTADOS 

Efecto de_toxin i la_proliferacién celular i n_el_ he ma 

AS-30D 

El primer experimento para estudiar el papel de Gi en la proliferacién celular o en 

eventos relacionados con ésta, consistié en observar el efecto de Ptx en el desarrollo del 

hepatoma in vivo. Esta toxina es capaz de ADP ribosilar a Ga; modificdndola de forma 

estructural y funcional. Las células de hepatoma se obtuvieron de ratas inoculadas con 

hepatoma y tratadas con Ptx tal y como se describe en métodos. Se pudo observar (fig. 1) 

que el desarrollo del hepatoma in vivo disminuyé al estar en contacto con la toxina. 

Efecto de Ptx sobre la sintesis de DNA in vivo en el hepatoma AS-30D 

Otro evento relacionado con la proliferacién celular y que antecede a la mitosis es la 

sintesis de DNA, por lo que mediante el uso de Ptx en células de hepatoma, se estudid si 

Gi pudiera tener efecto sobre este proceso. 

Se monté la metodologia para incorporacién de bromodeoxiuridina (BrdU), pues ésta al 

ser un andlogo de timina permite determinar si existe un aumento o una disminucién en ta 

sintesis de DNA. 

No se encontré in vivo ningtin efecto de la Ptx sobre la sintesis de DNA dei hepatoma 

(fig. 2). No obstante, el tiempo de incubacién con BrdU fue muy corto (45 min) y dado 

que la incubacién con BrdU fue una limitante en esta determinacién, los experimentos 

realizados con las células en cultivo son mds confiables en este sentido y serdén mostrados 

més adelante. 

ADP Ribosilacién in vivo en el hepatoma A D 

Para verificar si la Ptx tuvo algin efecto sobre la proteina Gi en las células in vivo se 

realizé el ensayo de ADP ribosilacién, en las membranas obtenidas de ratas inoculadas 

con hepatoma y tratadas con la toxina pertussis. 

En la fig. 3 se observa el gel que muestra la ADP ribosilacién de las membranas de 

hepatoma AS30D. En el carril I se muestra la ADP ribosilacién de membranas de 
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Fig.1. Efecto de Ptx sobre ef desarrollo del hepatoma AS30D in vivo. A las 72 h de la 

inoculacién del hepatoma a las ratas, se inyectaron intraperitonealmente (ip) 30 ug de 

Ptx. Después de 72 h las ratas se sacrificaron, se obtuvo el hepatoma y se determiné el 

numero celular en hemocitémetro. Los valores corresponden a la media (X) + el error 

estandar de la media (ESM) de determinaciones realizadas por duplicado de 5 animales. 

*p< 0.05. Nota: En la figura TP=Px 
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Fig.2. Efecto de Ptx sobre ta sintesis de DNA del hepatoma in vivo. Las células se 

trataron y obtuvieron como se describié en la fig. 1. La sintesis de DNA se determind por 

incorporacién de BrdU (bromodesoxiuridina) como se describe en métodos. Los valores 

corresponden a la X + ESM de 3 a 4 experimentos realizados por duplicado. 

No hubo diferencia significativa (p=ns). Nota: En la figura TP=Pix 
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Fig.3. ADP ribosilacién de Gi en Hepatoma AS30D in vivo. Se obtuvieron membranas 

de ratas con hepatoma AS30D sin tratamiento con Ptx (carril 1) 0 membranas de 

hepatoma de ratas tratadas con Ptx (carril 2). Estas membranas se incubaron con mezcla 

de reaccidn que contenfa *P-NAD con Pix. Posteriormente se sometieron a PAGE-SDS 

al 10 %. El gel se expuso a una placa de phosphorimager. Experimento representativo de 

2. 
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hepatoma, se puede distinguir una banda ADP ribosilada de aproximadamente 41 kDa, 

como se espera para Go, En el segundo carril se muestran membranas de células 

pretratadas con Ptx y se observa que la banda que aparecia ADP ribosilada en las 

membranas de hepatoma desaparece. Esto es debido a que el pretratamiento con la toxina 

debié haber ADP-ribosilado a la protefna, por lo que ya no existe sustrato libre que pueda 

ser aceptor de la ADP-ribosa por efecto de Ptx. 

Efecto de _toxina pertussis sobre _la_proliferacién celular in vifro_en el hepatoma 

AS-30D 

Las células se expusieron a la Ptx. Se determind la viabilidad para verificar si la toxina no 

actuaba de manera téxica sobre las células (fig. 4). Se encontré que las células de 

hepatoma mantienen una viabilidad mayor al 90 + 1.4 %, independientemente de la 

presencia de la Ptx. 

Se realiz6 también el experimento para saber el efecto de la Ptx sobre la proliferacién 

celular del hepatoma in vitro. Se hizo la determinacién en células en cultivo incubadas 

con Ptx durante 16 h; se observa en la fig. 5 que el mimero celular permanecié sin 

variaciones con o sin Ptx. 

Efecto de la toxina pertussis sobre la sintesis de DNA in vitro en el hepatoma AS-30D 

Debido a que los resultados obtenidos in vivo para la sintesis de DNA no resultaron 

informativos, se decidié realizar el ensayo de incorporacién de BrdU in vitro. Después de 

16 h de incubaciéa de las células con toxina y BrdU, se observé que la toxina indujo una 

disminucién de 4.6 veces de la sintesis de DNA en el hepatoma (fig. 6). 

ADP ribosilacién in vitro en el hepatoma AS-30D 

Para verificar que la Ptx actuaba sobre la proteina Gi en las células in vitro se realizé el 

ensayo de ADP ribosilacién. En ta fig. 7, se puede ver que donde se muestran 

membranas de células control (carril 1), existe una banda ADP ribosilada con una masa 

molecular semejante a la de Go, 41 kDa. En donde se muestran membranas de células 

pretratadas con Ptx esta banda desaparece (carril 2). 
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Fig. 4. Efecto de Ptx sobre la viabilidad del hepatoma in vitro. Se determind la 

viabilidad por exclusién con azul de tripan, después de 16 h de haber expuesto 0 no a las 

células de hepatoma a 20 ng de Ptx/mi de medio. El 100% corresponde a 2 millones de 

células, Los valores corresponden a la X + ESM de 3 experimentos realizados por 

duplicado. No hubo diferencia significativa (p=ns). Nota: En la figura TP=PK 
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Fig.5. Efecto de Ptx sobre la proliferacién celular del hepatoma it vitro. Se determind 

la proliferacién in vitro cuantificando el mimero celular en hemocitémetro después de 16 

h de haber o no expuesto células de hepatoma a Ptx. Los valores corresponden a la X + 

ESM de 3 experimentos realizados por duplicado. No hubo diferencia significativa 

(p=ns). Nota: En la figura TP= Px 
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Fig.6. Efecto de Ptx sobre la sintesis de DNA del hepatoma in vitro. La sintesis de 

DNA en hepatoma se determiné en ausencia y presencia de Ptx + BrdU por 16h in vitro. 

Los valores corresponden a la X + ESM de 3 a 6 experimentos realizados por duplicado. 

* p < 0.005. Nota: En la figura TP=Pa 
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Fig.7. ADP ribosilacién de Gi en hepatoma in vitro. Se obtuvieron membranas de dos 

grupos de células diferentes: carril 1.- membranas de hepatoma AS30D sin preexposicién 

a Ptx, carril 2.- membranas de hepatoma pretratadas con Ptx durante 16 h. Estas 

Membranas se incubaron en una mezcla de reaccidn, descrita en métodos, que contenia 

*2P_NAD con Ptx. Posteriormente se sometieron a PAGE-SDS al 10 %. El gel se expuso 

a una placa de phosphorimager. Experimento representativo de 2. Nota: En la figura 

TP= Px 
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Existencia y actividad basal de MAPK. 

Efecto de toxina_ pertussis sobre MAPK- MAPK-p42 MAPK-42_en_el 

hepatom: -30D 

Si la sfintesis de DNA disminuyé por el tratamiento con Ptx, tal vez este efecto pudiera 

correlacionar con una disminucién en la actividad de MAPK; por ser este un evento 

previo en el ciclo celular. 

Se realizaron entonces experimentos para verificar la presencia y actividad de la MAPK- 

p44 y MAPK-p42 en el hepatoma. Al realizar un western blot para detectar la presencia 

de MAPK-p44 y MAPK-p42, utilizando hepatocitos como control positivo, se encontré 

que esta cinasas existen en el hepatoma (fig. 8). Se observé también que se encuentran en 

una proporcién menor (71 %) a la que existe en el higado. 

Se procedié entonces a medir la actividad basal de las enzimas (fig. 9), por medio de un 

ensayo en papel de fosfocelulosa, utilizando como sustrato a la proteina mielinica basica 

(MBP) y (y-P) ATP de tal forma que pudiera cuantificarse. En la figura 9 se puede 

observar, ja incorporacién de fésforo al sustrato que resulta de la actividad de las 

enzimas, la cual fue de 79.4 + 4 fmol/min/mg de proteina en el hepatoma AS-30D. El 

ensayo también se realiz6 en hepatocitos, utilizados como control positivo, donde se 

obtuvo una actividad de 55.25 + 5 fmol/min/mg de prot. Esta actividad es similar a la que 

se puede calcular de los experimentos de Tombes et al., (1998), que es de 61 + 3 

fmol/min/mg de prot. Entonces, a pesar de la menor cantidad de MAPK-p44_ y MAPK- 

p42 en el hepatoma con relacién al hepatocito su actividad es en un 44 % mayor. 

Si Gi estaba participando en la activacién de MAPK-p44 y MAPK-p42 en el hepatoma, ia 

Ptx debia tener efecto sobre la actividad de las cinasas, por lo que se determind la 

actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42 en células en cultivo incubadas con Ptx durante 16 

h. Se encontré que 1a actividad de las enzimas disminuyé 3 veces en presencia de Ptx 

(fig. 10), lo que sugiere que si hay participacidn de Gi en la actividad de MAPK-p44 y 

MAPK-p42 en el hepatoma AS-30D. 
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Fig.8. MAPK-p44 y MAPK-p42 en hepatoma. MAPK-p44 y MAPK-p42, se 

inmunoprecipitaron de lisados (5 mg de proteina total) de hepatoma (carril 1) 0 

hepatocitos (carri] 2). Los inmunoprecipitados se corrieron en PAGE-SDS al 10 %, se 

transfirieron a papel de nitrocelulosa, que se incubé con anticuerpo anti-MAPK-p44 que 

también es capaz de reconocer a MAPK-p42. La detecciédn del complejo MAPK-p44 y 

MAPK-p42 anticuerpo anti- MAPK-p44 y MAPK-p42 se realiz6 por quimioluminisencia 

(ECL). La MAPK-p44 y MAPK-p42 se observan como un doblete en 44 y 42 kDa. La 

banda que se observa en 52 kDa es la cadena pesada de el anticuerpo y la que se observa 

en 35 kDa son productos de degradacién. Los valores de la izquierda corresponden a 

marcadores de masa molecular y las curvas que se muestran al lado derecho de la figura 

corresponden a la densitometria. Experimento representative de 2. Los porcentajes de 

aumento de MAPK-p44 y MAPK-p42 fueron de 36% y 24 % (ver fig. 8) para los 

experimentos realizados. Los porcentajes obtenidos dan como resultado una media de 

X=30%. 
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Fig.9. Actividad basal de MAPK-p44 y MAPK-p42. Se inmunoprecipitaron las MAPK- 

p44 y MAPK-p42 de lisados (5 mg de proteina total) de hepatocitos o hepatoma. La 

teaccién para determinar la actividad de la enzima sobre papel se realiz6 como se 

describié en métodos. Los valores corresponden a la X + ESM de 3 a 5 experimentos 

realizados por duplicado. *p < 0.005. , 
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Fig.10. Efecto de Ptx sobre la actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42 de hepatoma. 

Se inmunoprecipitaron las MAPK-p44 y MAPK-p42 de lisados de hepatoma (5 mg de 

protefna total), después de 16 h de incubar a las células de hepatoma con o sin Ptx. La 

actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42 se determiné sobre papel de fosfocelulosa como se 

describe en métodos. Los valores corresponden a la X + ESM de 3 experimentos 

realizados por duplicado. *p < 0.025. Nota: En ta figura TP=Prx 
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hepatoma AS-30D 

Con el fin de observar si la activacién de Gi provocaba un aumento en la actividad ce 

MAPK-p44 y MAPK-p42, se indujo la disociacién de} trimero, por medio de un andlogo 

de GTP no hidrolizable como el GTPyS; ya que este andlogo no es permeable, fa 

exposicién al agente se realizé en lisados totales de células de hepatoma. Como se 

observa en la fig. 11, la actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42 aumenta en un 50.5 % en 

presencia de GTPyS. 

Debido a que la actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42 aumenté en presencia de GTPYS, 

ahora habfa que comprobar si este incremento pudiera deberse a la accién del complejo 

By. Mediante el tratamiento con GTPyS, se observé (fig. 12) que al realizar la 

coinmunoprecipitacién de G,, con el anticuerpo anti-B, aumenté la disociacién de Gp con 

Ga; Asf que la activacién de MAPK-p44 y MAPK-p42 en presencia del andlogo de GTP 

correlaciona con la disociacién de la proteina Gi. 

Actividad’ de _MAPK-p44_y MAPK-p42_por_estimulacién_de_receptores a-2 

adrenérgicos en hepatocitos yen el hepatoma AS-30D 

Con el fin de activar una via de transduccién invotucrada en la activacidn de Gi y la 

activacién de MAPK-p44 y MAPK-p42 por By, se estimularon los receptores a-Z 

adrenérgicos, que se expresan de forma natural en el hepatoma AS-30D. Para estos 

experimentos la actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42 se determiné por el ensayo en gel, 

utilizando como sustrato a la proteina mielinica bésica (MBP) y y°P-ATP, pero a 

diferencia del ensayo anterior la fosforilacién de la MBP que resulta de la activacidn de la 

enzima se visualiza mediante una autoradiografia del gel (Marshall y Leevers 1995). Para 

ver el efecto que la activacién de receptores a-2 adrenérgicos tiene sobre MAPK, se 

utiliz6 el agonista UK 14304 selectivo para este tipo de receptores. Se observé que en el 

hepatoma no existe una estimulacién en la actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42 por el 

agonista UK14304 [10*M) (fig. 13A). Esta determinaci6n también se realizé en 

hepatocitos como control positivo de fa acci6n a-2 adrenérgica y se encontré a diferencia 

del hepatoma, que la respuesta de MAPK-p44 y MAPK-p42 aumenté (fig. 13B). 

 



  

  

   
arPys_() +) 

Fig.11. Activacién de MAPK-p44 y MAPK-p42 por GTPyS. Se inmunoprecipitaron las 

MAPK-p44_ y MAPK-p42 de células de hepatoma (3 mg de proteina total) tratadas sin 

(carril 1) 0 con (carril 2) GTPyS [10“M]. La actividad de Ia enzima se verificé en PAGE- 

SDS at 15 %, como se describe en métodos. Los valores de la derecha corresponden a 

  

      
marcadores de peso molecular. Experimento representativo de 2. Los porcentajes de 

activaci6n de MAPK-p44 y MAPK-p42 fueron de 58 % (ver fig. 11) y 43 % para los 

experimentos realizados. Los porcentajes obtenidos dan como resultado una media de 

X=50.5 %. 
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Fig.12. Gp y Ga en ausencia y presencia de GTPyS. Se inmunoprecipitaron las Ga de 

lisados de hepatoma (3 mg de proteina total) tratados sin (carril 1) 0 con (carril 2) 

GTPyS. Se corrieron en PAGE-SDS, se realizé un western blott y se incubé con 

anticuerpo anti-B o anti-, La deteccién se realizé por ECL. Experimento representativo 

de 2. 
  

  

      

Fig.13. Actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42 tras la estimulacién a-2 adrenérgica 

en hepatoma. Las células se incubaron sin (1) y con (2) el agonista UK14310 [10°M} por 

5 min, selisaron durante 30 min, se inmunoprecipitaron 3 mg de protefna total del lisado 

con anticuerpos anti-MAPK-p44 y MAPK-p42 de lisados de hepatoma (A) 0 hepatocitos 

(B). La actividad de la enzima se determiné en PAGE-SDS al 15 %, como se describe en 

métodos. Experimento representative de 2 para los experimentos realizados en el 

hepatoma. Los porcentajes obtenidos para la activacién de MAPK-p44 y MAPK-p42 

estuvieron -5% (ver fig. 13) y -10% por debajo del basal. Los porcentajes obtenidos dan 

como resultado una media de X=-7.5% por debajo del basal. Para los hepatocitos solo se 

realiz6 un experimento, pues éste se utilizé solamente como control positivo. 

42 

 



  

DISCUSION 

La divisién celular es la culminacién de una serie de eventos que conforman el ciclo 

celular. Entre estos eventos figuran la sintesis de DNA y la actividad de MAPK-p44 y 

MAPK-p42. Como ya se mencioné anteriormente la proteina Gi se ha visto implicada en 

estos importantes procesos, en células que sobrexpresan de manera artificial GiPCR 0 

protefnas Gi. En el hepatoma AS-30D, una: linea celular altamente proliferativa que 

sobrexpresa de manera natural a Gi, se encontré que la Ptx fue capaz de afectar la 

proliferacién celular del hepatoma in vivo, lo que pudo ocurrir por que fa toxina tuvo un 

efecto directo sobre Gi del hepatoma y/o porque ésta afecta a algin factor que se 

encuentra en el huésped (Ia rata), que es necesario para la proliferacién del hepatoma. Por 

ejemplo, en la rata existen un gran ntimero de factores que podrian ser utilizados por el 

hepatoma para activar la cascada de MAPK-p44 y MAPK-p42 via GiPCR como la 

acetilcolina, la trombina, la angiotensina HI, etc., o via receptores de tipo tirosina-cinasa, 

con factores de crecimiento como et PDGF, EGF, HGF. Sin embargo se puede sugerir 

que el efecto fue solo sobre Gi del hepatoma, porque hasta ahora no existen reportes en 

los que se establezca un dafio directo sobre alguno de los factores antes mencionados por 

efecto directo de Ptx. 

Si bien la proliferacién celular se afecté por el efecto de Ptx sobre Gi, la sintesis de DNA 

in vivo, proceso que antecede a Ja divisién celular, no sufrié modificaciones. Lo anterior 

seguramente se debid a que el tiempo de incubacién con BrdU fue muy corto como para 

detectar un cambio significativo. La incorporacién de BrdU a diferentes tiempos de 

incubacién llega a ser una limitante en esta determinacién. No fue posible prolongar el 

tiempo de incubacién ya que para estos experimentos, las células de hepatoma fuera del 

peritoneo se incuban con BrdU en solucién salina y bajo estas condiciones, las células 

después de 2 h, empiezan a morir répidamente (datos no mostrados). Ya que en la 

proliferacién celular in vivo si se obtuvo un efecto significativo, esto sugiere que el 

problema técnico fue ta razén principal para no ver cambios en la sintesis de DNA in 

vivo. 

La ADP ribosilacién in vivo, permiti6 comprobar que al administrar Ptx 
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intraperitonealmente, ésta tiene efecto sobre las células de hepatoma AS-30D ADP 

ribosilando a las subunidades a de Gi o Go existentes, en mds del 90%. Se puede sugerir 

que la banda que aparece es Go, ya que si Ga, estuviera presente, debiese apreciarse un 

doblete, conformado por la banda de Ga,con una masa molecular de 41 kDa y otra banda 

perteneciente a G., con una masa molecular de 39 kDa, por otro lado Go, es una proteina 

muy abundante en cerebro y hasta el momento no se ha descrito su presencia en 

hepatocitos. Si el hepatoma AS-30D es una I{nea celular derivada de hepatocitos lo 

anterior puede sugerir que la proteina sensible a Ptx existente en el hepatoma es Gi y no 

Go. 

La idea de realizar los experimentos in vitro surgié basicamente por tres razones: |) La 

cantidad de Ptx utilizada para el sistema in vivo resultaba muy alta (30 wg de toxina por 

cada rata de 250-300 g) y, por tanto, costosa 2) el tiempo de incubacién con BrdU no 

podia ser mayor a 45 min por lo tanto la incorperacién de BrdU no fue la adecuada y no 

permitié detectar el efecto de Ptx sobre la sintesis de DNA y, sobre todo, 3) podrian 

existir elementos que no se pudieran controlar en el animal completo. 

El que no se detectara un efecto en la proliferacién del hepatoma in vitro por el efecto de 

Ptx, se debe a que la incubacién con la toxina para estos experimentos fue de 16h y por 

lo menos durante las primeras 24 h de cultivo jas células de hepatoma in vitro no son 

capaces proliferar (datos no mostrados), por lo tanto no se puede discernir el efecto de la 

Ptx sobre la divisién celular. 

Ain cuando no se observé un cambio significativo en la proliferacién det hepatoma in 

vitro, se decidié realizar el ensayo de incorporacién de BrdU in vitro para determinar 

sintesis de DNA, evento que sucede en la fase S del ciclo celular y antecede a la divisién 

celular que ocurre en la fase M. Si bien el tiempo en que las células se incubaron con Pix 

(16 h) no fue suficiente para observar un efecto significativo en la proliferacién, este 

tiempo basté para apreciar la capacidad de la Ptx para disminuir la sintesis de DNA (La 

Morte et al., 1992, 1993) en el hepatoma, lo que sugiere Sa participacién de Gi en este 

evento. Pudiera pensarse que la Ptx pudiera actuar directamente sobre el DNA 

afectindolo directamente, propiciando asf el encendido de mecanismos de reparacién. Si 

esto hubiese sido cierto, por un lado no se hubiese observado una disminucién 
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significativa en la incorporacién de BrdU, por otro lado hasta la fecha no existen reportes 

en los cuales se haya descrito un efecto t6xico de Ptx sobre DNA. 

La ADP ribosilacidn in vitro, permitié observar que la Ptx tuvo efecto sobre mds del 90% 

de subunidades a que posiblemente pertenecen a protefnas Gi, por lo anteriormente 

explicado para la ADP ribosilacién in vivo. 

Se encontré una menor cantidad de MAPK-p44 y MAPK-p42 en el hepatoma con relacién 

al hepatocito, que no correlaciona con la actividad basal de esta cinasa, la cual es mayor 

en las células tumorales. En este trabajo el objetivo principal no fue el de ahondar en las 

diferencias que presenta la activaci6n de MAPK-p44 y MAPK-p42 entre hepatoma y 

hepatocitos; basicamente el hecho de haber medido la expresién y la actividad basal de 

estas cinasas en hepatocitos fue como un control positive para verificar que las técnicas 

empleadas estaban funcionando en nuestro sistema; sin embargo el hecho de que existan 

diferencias en la expresién y actividad de MAPKs en ambas Ifneas celulares nos podria 

sugerir que la activacién de cascadas capaces de activar a MAPKs en el hepatoma puede 

estar incrementada, por ser éste una linea celular altamente proliferativa. 

El que Ia actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42 se afecte por el efecto de Ptx, no porque 

ésta actuara de forma t6xica, sugiere la participacién de Gi en la activacidn de la cascada 

de MAPK, que al igual que la sintesis de DNA es un evento previo a la mitosis. 

La actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42 aumenta en presencia de GTPyS, ya que éste a 

la concentracién utilizada [10* M] es capaz de activar directamente a todas las proteinas G 

existentes en el hepatoma, incluyendo evidentemente a Gi. Este incremento en la 

actividad de MAPKs, se debi probablemente a la accién del complejo By, ya que en la 

presencia de este andlogo no hidrolizable de GTP la disociacién de Gp con Go; aumenta. 

El GTPYS activa a Gi pero éste no existe en la naturaleza, sin embargo los receptores a- 

2 adrenérgicos sf son capaces de activar a Gi de forma natural en el hepatoma AS-30D 

(Torres-Mérquez, 1997) ya que estos se expresan naturalmente en estas células con un 

niimero de 23.4 + 4.4 fmol/min/mg de proteina membranal. En los experimentos 

realizados por Alblas (1993), en fibroblastos transfectados, la cantidad de receptores a.-2 

adrenérgicos fue de 3,451 + 479 fmol/mg de prot membranal de acuerdo con el método 

utilizado por Milligan (1991). Tras la estimulacién de estos receptores con UK14304, se 
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observé un aumento en la actividad de MAPK; en los hepatocitos la cantidad de 

receptores c-2 adrenérgicos fue de 203 + 84 fmol/mg de proteina membranal (Torres- 

Marquez, 1997), con éstos se logré aumentar la actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42 

tras la estimulacién con UK14304. En el hepatoma, no se aprecié ningtin cambio en la 

actividad de MAPKs, to cual pudo deberse a que el ntimero de receptores en el hepatoma 

es 10 veces menor que en el higado (Torres-Marquez, 1997); por lo tanto, la respuesta a- 

2 adrenérgica que se puede generar disociando a Gi, no es suficiente para provocar 

aumento en la actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42 por By. 

Para comprobar que la ausencia de efecto en la actividad de MAPK-p44 y MAPK-42, tras 

la estimulacién de los receptores o-2 adrenérgicos, no se debfa a que el UK14304 no 

activase a los receptores, se realizé el ensayo de actividad de MAPKs en hepatocitos. Se 

observ6 que el aumento en la actividad de las cinasas MAPK-p44_y MAPK-p42 es por 

efecto del UK14304. 

La proteina Gi participa en la activacién de MAPK, en un sistema que expresa esta 

proteina de forma natural, como lo es el hepatoma AS-30D, sin embargo esta activacion 

no es mediada por la respuesta a-2 adrenérgica. 

Por lo anterior estA abierta la pregunta de que mecanismos naturales pueden ser los 

responsables del aumento en la actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42 en el hepatoma, 

capaz de disociar al trimero y provocar que By actie para activar esta cinasa; en la tabla 

D.1 se enlistan activadores naturales capaces de actuar de manera directa o via receptor 

sobre 1a proteina Gi. 

Otro aspecto interesante es saber el mecanismo por el cual el dimero By de Gi actia sobre 

MAPK. Este dimero es capaz de reconocer dominios homélogos a la plekstrina (PH) 

(Touhara et al., 1994); tanto Ras (Cook y Mc Cormick, 1994) como MAPK-p44 y 

MAPK-p42, tienen estos dominios por lo que se abren dos posibilidades: 1) Gp, es capaz 

de unirse a Ras 0 2) Gpy capaz de unirse a MAPK-44 y MAPK-42. Por otro lado, se ha 

visto que al estimular la respuesta «2 adrenérgica en fibroblastos, las actividades de Ras y 

MAPK, que aumenta debido a la accién de Gip,, requiere de la activacién de proteinas del 

tipo tirosina cinasa, que directa o indirectamente regulan la fosforilacién en proteinas 

adaptadoras para la cascada de activacién de MAPK-p44 y MAPK-p42 como la She, 
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proteina con un solo dominio SH2 que comparte dominios de homologia con la cold4gena 

y es fosforilada en residuos de tirosina por el receptor de EGF (Touhara et al., 1995). Lo 

anterior sugiere intercomunicacién entre las vias de activacién de MAPK-p44 y 

MAPK-p42 por receptores acoplados a protefna G y por receptores del tipo de tirosina 

cinasa, de los cuales el receptor insulinico de crecimiento parece existir en el hepatoma 

AS-30D (Fanciulli et al., 1989). Si bien la respuesta a-2 adrenérgica no es capaz de 

generar un incremento en la actividad de MAPK-p44 y MAPK-p42 por Sy, cualquier otro 

mecanismo que sea capaz de disociar el heterotrimero de cualquier proteina G, también 

estaré disociando subunidades de Gi que podrian estar participando en la actividad de 

MAPK-p44 y MAPK-p42 junto con receptores de tipo tirosina-cinasa en el hepatoma 

AS30D. 

TABLA D.1 

Lista de sustancias naturales capaces de activar a Gi directamente o via receptor 
  

  

  

Sustancia Via 

Poliaminas , - Directa 

Espermina, Esprmidina etc. 

Neuropeptidos 

Sustancia P Directa + Receptor de neuropéptidos 

Neuropeptido Y Directa + Receptor de neuropéptidos 

Dinorfina Receptor de neuropéptidos 

Anafilotoxinas 

C3a (y sus andlogos) Receptor de anafilotoxinas 

Acido lifosfatidico Receptor de LPA 

Trombina Receptor de c-trombina 

Carbacol Receptor 2 muscarinico de acetilcolina 

Angiotensina IT Receptor de angiotensina I 

Bradicinina Receptor de bradicinina     
Odagaki, Y. et al., 1998. 
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CONCLUSIONES 

- La proteina Gi esta involucrada en las vias que llevan a la proliferacién del hepatonia 

AS-30D ya que la ADP ribosilacién e inactivacién de la subunidad a de Gi por Ptx, 

afecté el ntimero celular, la sintesis de DNA y la activacién de MAPK-p44 y MAPK- 

p42 (pardmetros relacionados con la proliferacién de estas células). 

- El complejo By puede estar involucrado en la activacién de MAPK-p44 y MAPK-p42, 

debido a que la activacién de Gi por anélogos no hidrolizables de GTP, como el 

GTPyS, aumenté la disociacién de By y la activacién de MAPK-p44 y MAPK-p42. 

- La respuesta o.-2 adrenérgica acoplada a Gi no participa en la activacidn de MAPK- 

p44 y MAPK-p42 del hepatoma AS-30D, ya que la estimulacién de los receptores a-2 

adrenérgicos con UK14304 no fue capaz de aumentar la actividad de estas cinasas. Lo 

anterior sugiere que esta respuesta no esta involucrada con la proliferacién celular. 
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Apéndice I 

Modificacién de la técnica de Wilson 1994. 

* Medicion in vivo del efecto de toxina 

pertussis (TP) sobre la sintesis de DNA: 

Inoculacién con ma en ratas Wistar. 

A las 72 h administracion de 

30 Hg de Ptx por rata. 

Sacrificio de fas ratas y obtencién de las células 
de ma. 

Incubacién con bromodesoxiuridina 

durante 45 min (BrdU). 

Lisis “ y calor 

. Adicién del primer anticuerpo contra BrdU. 

Adici6n de} segundo anticuerpo anti Ig G de 
raton conjugado con fosfatasa alcalina. 

Adicién del sustrato para fosfatasa alcalina 
(paranitrofenolfosfato). 

Determinacién de BrdU incorporada por la 
produccién de paranitrofenol 

a 405 am. 

* Medicién in vitro del efecto de toxina 
pertussis (TP) sobre la sintesis de DNA: 

1 y 2 millones de células de hepatoma en DMEM 
+ 

10% de suero. 

Adicién de [ ng/ml de Pix. 

Incubacién con bromodesoxiuridina 
durante 16 h (BrdU). 

Lisis de células con HCl y calor 

Adicién del primer anticuerpo contra BrdU. 

Adicién del segundo anticuerpo anti Ig G de 
raton conjugado con fosfatasa alcalina. 

Adicién del sustrato para fosfatasa alcalina 
(paranitrofenolfosfato). 

Determinacién de BrdU incorporada por 1a 
produccién de paranitrofeno! 

a405 nm.  



  

Apéndice II 

* Ensayo en gel para la medicién de la actividad de MAPK 

Basado en la técnica de Marshall y Leevers 1995. 

Células de Hepatoma. 

Lavar y counpack en volumen original. 

Tomar 9x 10’células de hepatoma o 
2x 10” hepatocitos 

Activar receptores « 2 adrenérgicos 

con UK14304 [10% MJ, 5 min a 37°C 

Centrifugar a 18,846 x g 

y separar al paquete celular 

4 
Lisar células con 500 pl de buffer 

de lisis + 4cido okadaico 1 1M, 30 min a 4°C, 

centrifugar 10 min a 27,000 x g 

' 
En el caso de activar proteinas G por GTPYS, 

en este punto agregar este compuesto 

en una concentracién de 100 yM 

' 
Tomar 5 mg de proteina del sobrenadante 

{ 
Inmunoprecipitar con 6 pl 

de anticuerpo anti-MAPK-p44 y p42 [250 pg/ml], 

+ 15 pl de proteina A agarosa 

90 min a 4°C 

Centrifugar hen a 27,000 x g 

 



  

Lavar el pp. 2 veces con 

200 pl de buffer de cinasas 

(tener cuidado de no resuspender el pellet) 

Ajiadir al pellet 20 yl de MBP disuelta 

en buffer de cinasas [SOOug/ml } + 

4cido okadaico 4uM 

Incubar 3 min a 30°C 

Ajiadir 10 ul de ATP conteniendo la marca 

{G-? P) ATP 10 uCi/ml 
ATP no radiactivo 17 mM } 

Incubar 30 min a 30°C 

Agregar TCA al 5% durante 15 min 

' 
Centrifugar a 27,000 x g por 2 min 

4 
A los sedimentos agregar 30 p1t de buffer muestra 

{ 
Neutralizar con NAOH 1 N 

1 
Correr en PAGE-SDS al 15 % a 18 mA 

iii 

 



  

Secar el gel en una placa para autoradiografia 

Leer la placa en un phosphorimager 

para determinar ta actividad de MAPK 

iv 

 



  

Apéndice HI 

* Ensayo en papel de fosfocelulosa para la medicion de la actividad de MAPK: 

Basado en la técnica de Marshall y Leevers 1995. 

Células de Hepatoma. 

Lavar y compat en volumen original. 

Tomar 9 x 10’células de hepatoma 0 

2x 10” hepatocitos 

Activar receptores & 2 adrenérgicos 

con UK14304{10*M}, 5 min a 37°C 

Centrifugar a 18,846 x g 

y separar al paquete celular 

Lisar células con 500 44! de buffer 

de lisis +. Acido okadaico 1 HM, 30 min a 4°C, 

centrifugar LO min a 27,000 x g 

' 
En el caso de activar proteinas G por GTPY, 

en este punto agregar este compuesto 

en una concentracién de 100 HM 

4 
Tomar 5 mg de proteina de! sobrenadante 

' 
Inmunoprecipitar con 6 Hl 

de anticuerpo anti-MAPK-p44 y p42 [250 Hg/mill, 

+ 15 Hi de proteina A agarosa 

90 min a 4°C 

 



  

Centrifugar 8 min a 27,000 x g 

Lavar el pp. 2 veces con 1 ml, buffer de lisis conteniendo NaCl 

0.5 M y decantar 
(tener cuidado de no resuspender el pellet) 

Ajiadir af peilet 35 41 de sustrato 

(Tris 36 mM pH7, 0.1 mM EGTA,MBP 500 Hg/ml, 
Acido okadaico 1 1M y ortovanadato 0.1 mM) 

Incubar 3 min a 30°C 

Afiadir 10 1 de ATP conteniendo la marca 

[(v-? P) ATP 400 HCi/ml 
ATP no radiactivo 0.2 mM y MgCl 50mM] 

Incubar 20 min a 30°C   
Agregar TCA al 5% durante 15 min 

{ 
Centrifugar a 27,000 x g por 2 min 

4 
Tomar sedimentos y poner en papel de fosfocelulosa 

(cuadros ¢ 2x2 cm) 

Lavar 5 veces con fosférico a 10.5% 
(1 min /lavado) 

' 
Lavar - acetona 

Se determina la actividad de MAPK en 

un contador de centelleo. 

vi 
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