
MODULACION DE LA RESPUESTA ª2-ADRENERGICA EN PLAQUETAS POR 

ESTERES DE FORBOL 

QUE PRESENTA LA BIOLOGA 

GLORIA GUTIERREZ VENEGAS. 

Para optar por el grado de Maestría en Ciencias Quirnicas 

( B I O Q U I M I C A ) 

TESIS CON 
FALLA I:E ORIGEN 

19~ ! 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



CONTENIDO 

RESUMEN ••...••••••.•..•••••••• ¡ •••••••••• 1 

INTRODUCCION •••••••·•··•• 

RESULTADOS •..••••.••••••• 

RESUMEN DE RESULTADOS ••• 

DISCUSION ••••••••••• 

BIBLIOGRAFIA 



AMPc 

ATP 

Ri 

Rs 

Gs 

Gi 

Gpp(NH)p 

GTP 

IP3 

PLC 

PKC 

TPA 

PAF 

PGEl 

ABREVIATURAS 

adenosin 3,5 monofosfata ciclico. 

adenosin trifosfato. 

receptor inhibitorio. 

receptor estimulatorio. 

proteina fijadora de nucleótidos acoplada de manera 

estimulatoria. 

proteína fijadora de nucleótidos acoplada de manera 

inhibitoria a la adenilato ciclasa. 

guanilil imido difosfato. 

guanosin trifosfato. 

fosfatidil inositol 4,5 bifosfato. 

fosfolipasa c. 

proteína cinasa c. 

12 tetradecanoil forbol-130-acetato. 

factor activador· de plaquetas. 

prostaglandina E1 



RESUMEN 

La actividad de la adenilato ciclasa es modulada por las 
proteínas fijadoras de nucleótidos de guanina. La activación de 
los receptores alfa_2adrenérgicos de plaquetas, provoca la 
inhibición de la adenilato ciclasa y como resultado un 
decremento en los niveles de AMPc via activación de Gi. 

En el presente trabajo .utilizando el 4-forbol-13-acetato 
miristato (TPA), agente que activa directamente a la proteina 
cinasa c,y que nos permite manipular la respuesta de la cinasa 
independientemente de la estimulación hormonal. Se observó que 
se bloquea la inhibición del sistema de la adenilato ciclasa 
por epinefrina y otros agentes como trombina y factor activador 
de plaquetas (PAF). Se observó también que al activar 
directamente a la adenilato ciclasa con forskolina en membranas 
de plaqueta tratadas con TPA se presentaban incrementos en la 
actividad de la enzima, lo que sugeria que algunos de los 
componentes del brazo inhibitorio de la adenilato ciclasa se 
alteraba por la acción de la protein cinasa c. 

Se encontró así mismo que la inhibición causada por 
análogos del GTP (Gpp(NH)p) no perdían efectividad en las 
membranas de plaquetas tratadas con TPA, lo que sugeria que la 
interacción entre la proteína Gi y la adenilato ciclasa no se 
alteraba por la accion de la proteina cinasa c. 

Realizando estudios de asociación con Yohimbina se vió que 
el tratamiento con TPA no alteraba las curvas de saturación, lo 
que nos mostró que no exitian diferencias entre el número de 
sitios disponibles ni en su afinidad por el antagonista en las 
membranas control ni en las membranas de plaquetas tratadas con 
TPA. Sin embargo en estudios de competencia con epinefrina se 
encontró que en las membranas control el Gpp(NH)p causaba un 
desplazamiento hacia la derecha en la curva, mismo que no se 
presentaba en las membranas de plaqueta tratadas con TPA. Lo 
anterior nos sugirió que la activación de la proteína cinasa e 
con TPA altera la interacción del receptor con la proteina Gi. 

A continuación se procedio a caracterizar la modulación 
hormonal en la actividad de GTPasa y se detectó una disminución 
en la respuesta a epinefrina en membranas de plaqueta tratadas 
con TPA, de manera dependiente de la dosis y del tiempo. se 
encontró además en estudios de ADP-ribosilación con toxina 
petussis que la ADP-ribosilación de Gi disminuia en las 
membranas de plaqueta tratadas con TPA. 

En otra fase de la investigación se generaron anticuerpos 
dirigidos contra el decapéptido del carboxilo terminal de alfa­
Gi2, los cuales se utilizaron-para efectuar estudios in vivo de 
fosforilación e inmunoprecipitación. Nuestros datos muestran 
una proteina fosforilada en las plaquetas a la que se les 
activó la proteina cinasa e con TPA, de un peso molecular de 41 
Kda, correspondiente al peso molecular de alfa Gi2 . Así mismo 
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en el inmunoblott, se encontró una disminución en el 
reconocimiento de alfa-Gi2 por el tratamiento con TPA. 

Nuestros datos sugieren, a fin de cuentas, que la 
activación de la proteína cinasa e con ésteres de forbol en 
plaquetas, bloquean la inhibición de la adenilato ciclasa, 
afectan la interacción entre el receptor y la subunidad alfa de 
Gi y disminuyen la actividad de GTPasa de Gi, lo que ocurre 
quizá por fosforilación o degradación de alfa-Gi. 
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INTRODUCCION 

La vida, antes que nada, es un vasto sistema de 

señales. Desde los organismos más simples hasta los animales 

superiores, todo, en esencia, depende de la comunicación. La 

célula, que es la unidad primordial del mundo vivo, no podría 

superar los desafíos del medio ambiente si no fuera por su 

infinita capacidad de poner en contacto de manera permanente e 

instantánea a cada una de sus partes con el resto de todas 

ellas. Este portento de la naturaleza se produce mediante la 

emisión de señales químicas que viajan por todos los rincones 

del ámbito celular promoviendo respuestas que a su vez 

promueven nuevas señales y nuevas respuestas de cuyo balance y 

armonía depende en último grado la sobrevivencia del organismo. 

La primera línea de recepción y transmisión de señales está 

situada en la superficie de la membrana celular y se compone de 

una serie de estructuras proteínicas llamadas receptores, los 

que están encargados de recibir los mensajes del mundo externo 

y enviarlos al interior de la célula convertidos a su vez en 

nuevos mensajes. La biología moderna ha convenido en darle a 

tales señales el nombre de mensajeros químicos, que son las 

moléculas de cuyo desplazamiento riguroso y oportuno dependen 

las funciones esenciales del metabolismo. 
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Los mensajes propiamente dichos se originan en una serie 

de células emisoras que envían sus productos de secrecion hacia 

unos órganos específicos, denominados órganos blanco, donde se 

encuentran los receptores equipados con la estructura adecuada 

para captar e interpretar las señales del exterior. Las células 

emisoras, a su vez, pertenecen a dos grandes sistemas de 

intercomunicación que reciben el nombre de sistema endócrino y 

nervioso, cuya capacidad de respuesta se halla determinada 

genéticamente en cuanto a la velocidad y la especificidad de 

sus resultados. Los mensajes endócrinos son más lentos que los 

nerviosos y se hallan sujetos a una estrategia de coordinación 

que les permite ir ejerciendo sus efectos de una manera tan 

escalonada como gradual(!). Estas moléculas, que en adelante 

llamaremos mensajeros 'químicos, suelen ponerse en contacto con 

muchas clases de células en diversos tejidos, pero sólo algunas 

de ellas serán capaces de reaccionar en forma específica ante 

el estimulo del mensaje. 

Los investigadores han establecido varios criterios para 

clasificar la naturaleza de los mensajeros a fin de situarlos 

en un marco de referencia inequívoco. El primero de ellos se 

refiere a la distancia que deben recorrer los mensajeros antes 

de llegar a la célula donde habrán de ejercer su efecto. Las 

vías o distancias que unos y otros deben recorrer para llegar a 

su punto de destino se denominan ruta endócrina, parácrina y 

autócrinas (2). En la primera de ellas las células de los 

órganos endócrinos liberan el mensajero, que es una hormona, a 

través, del torrente sanguíneo hasta llegar a su blanco. En la 
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segunda la célula que libera la señal actúa en células cercanas 

o adyacentes, como 

celulas nerviosas, 

quimicos llamados 

la transmisión de un impulso eléctrico en 

las que liberan una serie de compuestos 

neurotransmisores. En la última 

que es la autócrina, la célula responde a señales 

misma libera, como los factores de crecimiento. 

de ellas, 

que ella 

Los mensajeros pueden estudiarse también desde el ángulo 

puramente químico. En este caso los investigadores han logrado 

establecer tres categorías básicas de clasificación, mismas que 

responden en forma rigurosa a sus estructuras esenciales y a 

sus formas de operar en el organismo. La primera gran categoría 

agrupa en su 

interaccionan 

seno a los mensajeros de origen lipídico, que 

con receptores intracelulares, como los 

esteroides, cuya síntesis se origina en el colesterol y que 

tienen, por tanto, una estructura similar a la molécula madre. 

Se ha pensado que estos mensajeros suelen acumularse en el 

nucleo y que en algunas instancias pueden intervenir en las 

actividades de transcripcibn. su importancia se extiende 

también a ciertas interacciones con el RNA mensajero, cuyo 

rango de estabilidad podría depender de ellas en cierta medida, 

aunque no se ha definido con la debida claridad el papel que 

desempeñan en este ámbito de la estructura genética. El efecto 

de los esteroides tiende a ser largo, 

casos llegar a extenderse por varios 

pudiendo 

dias. Los 

en algunos 

esteroides, 

además, se transportan por conducto de la sangre, lo que 

efectúan asociándose a unas proteínas cuya función especifica 

consiste en servir de vehículos. 
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La otra categoría de mensajeros tienen una estructura 

peptídica o amínica y no son solubles en lípidos, lo que les 

otorga la facultad de interaccionar con receptores de la 

membrana celular. Estas hormonas incluyen polipéptidos más o 

menos grandes, como la insulina, y moléculas más pequeñas, corno 

las catecolaminas, la epinefrina y la norepinefrina. Los 

aminoacidos también juegan un papel destacado en esta 

clasificación, ya que por ejemplo, el ácido glutámico, la 

glicina y las hormonas tiroideas pueden ejercer el efecto de 

mensajeros (2). 

Las moléculas que hemos descrito hasta el momento tienen 

como propósito biológico fundamental relacionarse con un grupo 

de estructuras proteínicas llamados receptores, mismos que son 

sintetizados por la maquinaria celular con altísimo grado de 

especificidad. La idea del receptor surgió a la luz en 1906, 

cuando Langley estaba estudiando la unían mioneuronal para 

establecer el mecanismo activo de la nicotina y del curare y 

desentrañar la relación antagónica que se producía entre estos 

agentes, que parecían competir por el mismo sitio de unión 

(3 ,4). 

Los receptores se 

afinidad muy elevado, 

asocian al mensajero con un grado de 

lo que se produce mediante la acción 

convergente de interacciones iónicas, hidrofóbicas y fuerzas 

de Van der Walls. Es importante subrayar que los receptores se 

hallan glucosilados, lo que nos hace pensar en la estrategia de 

largo alcance de la célula, que no sólo selecciona los 

materiales de exportación con una anticipación extraordinaria 

6 



sino que ha diseñado mecanismos de identificación molecular 

para establecer en forma inequívoca el destino preciso de cada 

material exportado. Los receptores pueden estudiarse utilizando 

mensajeros fisiológicos corno las hormonas, o bien recurriendo a 

una serie de fármacos que eventualmente pueden actuar corno 

agonistas o antagonistas en el proceso de transduccion. Ambas 

moléculas tienen la posibilidad de acoplarse al receptor, pero 

sólo los agonistas disponen de la conformación adecuada para 

activarlos y transmitir al citoplasma, a través de los sistemas 

de transduccion, la señal que habrá de ejercer su efecto final 

en el propio citoplasma o bien en el nucleo, donde en algunas 

ocasiones desempeña funciones de regulación genética (5). Los 

sistemas de transducción a que se ha hecho mención han sido 

profusamente estudiados durante los últimos años. Sin embargo 

los más importantes de ellos son el sistema de transducción de 

la Adenilato Ciclasa y el de Fosfoinositidos-calcio. 
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EL SISTEMA DE LA ADENILATO CICLASA 

La investigación sobre los mensajeros químicos se 

intensificó a principios de la década de los años cincuentas, 

cuando Earl sutherland y sus colaboradores ( 6) empezaron a 

observar el efecto de la adrenalina sobre los animales 

vertebrados que se hallaban sometidos a una situación de 

emergencia. Los cambios más notables al elevarse los niveles de 

la hormona se centraban en el aumento de la frecuencia 

cardíaca, aumento de la presión sanguínea y una serie de 

efectos caracteristicos, que implicaban cambios drásticos en el 

estado de relajamiento o de tensibn de los músculos lisos. En 

el curso de las mismas indagaciones, que abrieron una brecha 

enorme en el panorama de la bioquímica moderna, el propio 

Sutherland se valió de unos cortes de tejido hepático para 

observar los efectos de la adrenalina, que al entrar en acción 

produjo el efecto de generar glucosa en el medio observado. 

Tiempo después el mismo equipo de observadores determino por 

una serie de experimentos subsecuentes que el efecto más 

dramático de la adrenalina había consistido en aumentar la 

actividad de las enzimas involucradas en 

glucógeno, en especial la fosforilasa, 

la degradacibn del 

que ya había sido 

estudiada y caracterizada un poco antes. Sin embargo se observó 

también,a través de experimentos detallados,que la adrenalina 

no ejercía su efecto en forma directa sobre la fosforilasa , ya 

que al ponerla en contacto en un medio adecuado, y luego de 
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del haber sido purificadas, la hormona se mostraba 

ineficaz para repetir el efecto que había 

presencia del tejido intacto (6). La evidencia 

promovido 

descrita 

todo 

en 

los 

llevó a suponer (Y a postular) la existencia de un factor de 

intermediación que debería servir de vinculo activo entre la 

hormona y la enzima para ejercer el efecto espectacular que se 

había producido en el tejido. La indagación culminó en el 

hallazgo de una molécula de AMP que no se hallaba en su estado 

químico habitual, sino ciclada, lo que se vino a comprobar por 

la existencia en el medio de una gran abundancia de pirofosfato 

y magnesio, lo que les hizo suponer una reacción enzimática, 

promovida por la adrenalina, en la que una molécula de ATP 

perdía dos fósforos antes de asumir la estructura cíclica que 

se había observado (7) . 

No pasó mucho tiempo antes de que se determinara la enzima 

responsable de tal reacción, misma que recibió el nombre de 

adenilato ciclasa (8) y que, a partir de aquellos días, 

representó un papel fundamental en la historia de las 

indagaciones bioquímicas del siglo XX. Se descubrió también que 

la enzima se hallaba íntimamente unida a la membrana 

plasmática. Al principio se pensó que el sistema mediante el 

cual se producía el efecto general de la hormona se hallaba 

compuesto, de manera muy simple, por un receptor, que estaría 

emplazado en la parte externa de la membrana plasmática, y una 

molécula de adenilato ciclasa, que estaría unida a la parte 

interna y que al recibir la señal se pondría a funcionar sobre 

el ATP del medio. Posteriormente se aclaró que la estructura 
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era bastante más compleja de lo que se había supuesto al 

principio y una serie de estudios, tan brillantes como los 

iniciales, empezaron a delinear el perfil verdadero de un 

sistema cuya importancia y belleza no ha dejado de fascinar a 

los investigadores desde entonces. 

El esfuerzo desplegado para descifrar la estructura 

profunda del sistema de transducción fue uno de los más 

interesantes de la bioquímica moderna y sus consecuencias no 

han hecho sino empezar a insinuarse. Los primeros episodios de 

este esfuerzo arrojaron una luz decisiva sobre los componentes 

basicos de la estructura y aunque su diseño general ha sido 

dilucidado por entero también es verdad que hay una serie de 

mecanismos específicos que todavía están sumidos en la 

penumbra. Los diversos componentes de la estructura se hallan 

ensamblados obedeciendo a un orden estricto y no parece haber 

un solo paso en todo el sistema que no tenga una importancia 

decisiva en el funcionamiento del conjunto. 

El sistema de transducción, que pasaremos a examinar en las 

siguientes líneas, se halla integrado , en esencia, por cinco 

elementos fundamentales: receptores estimulatorios, receptores 

inhibitorios, proteínas fijadoras de nucleótidos de guanina 

acopladas estimulatoriamente {Gs), proteínas fijadoras de 

nucleótidos de guanina acopladas inhibitoriamente (Gi) y la 

subnunidad catalítica de la Adenilato Ciclasa (Fig 1). Los 

receptores, que atraviesan a la membrana celular de un lado a 

otro, tienen como funcion unir a los ligandos desde el exterior 

de la célula y activar una serie de efectores de cuya actividad 
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oportuna depende la generación de los segundos mensajeros, que 

son, en última instancia, los responsables de ejercer el efecto 

bioquímico de regulación metabólica. 

El sistema de transducción de la adenilato ciclasa se halla 

provisto de receptores acoplados estimulatoriamente, como los 

que reciben la señal del glucagon y otros que se hallan 

acoplados inhibitoriamente, como los destinados a recibir la 

señal de la somatostatina. Sin embargo es necesario destacar la 

existencia de ciertas hormonas, como la epinefrina, que tienen 

la facultad de interaccionar en forma indistinta con ambas 

clases de receptores y de producir, por tanto, los diversos 

efectos que son característicos de cada uno de ellos. La 

epinefrina ejerce su efecto estimulatorio elevando los niveles 

de AMPc a través de los receptores P1 y P2 (9) acoplados 

estimulatoriamente al sistema de transducción de la adenilato 

ciclasa y ejerce su efecto inhibitorio disminuyendo los niveles 

del mismo metabolito a través de los receptores a2 acoplados 

inhibitoriamente al propio sistema. se ha propuesto también que 

son capaces de activar al transportador de sodio/ protón (10). 

El interés creciente por conocer más a fondo el sistema 

llevó a los investigadores a aislar y purificar los genes donde 

se hallan codificadas las proteínas que integran la secuencia 

total de cada uno de los receptores (11-17) .El estudio de 

referencia evidenció que los receptores se hallan compuestos 

por siete dominios transmembranales que exhiben tres asas en el 

espacio extracelular y tres más en el intracelular.El mismo 

receptor presenta además siete regiones con aminoácidos 
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hidrofóbicos de una extensión aproximada de veinticinco 

residuos, mismos que son los responsables de atravesar la 

membrana. Una topología similar se observa en la rodopsina, que 

es el receptor encargado de recibir, en el ojo, las primeras 

señales lumínicas del exterior y cuyo sistema de transducción 

de la luz retina! está acoplado a la proteína G-transducina y a 

una enzima efectora denominada fosfodiesterasa de GMPc (18). 

Los receptores mencionados exhiben sitios glucosilados que 

se hallan insertos alrededor del extremo amino de la cadena 

proteínica que se encuentra en la porción extracelular. El 

extremo carboxilo, en cambio, se encuentra siempre en el ámbito 

interior de la célula. La organización de los receptores, que 

ha sido objeto de una exploración minuciosa durante los últimos 

años, no ha sido esclarecida en toda su integridad, pero los 

rasgos descifrados hasta la fecha permiten deducir, o 

imaginar, el trazo general de la estructura y utilizarla para 

inferir los mecanismos básicos de su funcionamiento (19-20).En 

1988, por ejemplo, el equipo de Robert Lefkowitz, de la 

universidad de Duke, realizó una serie de complejos 

experimentos (21) para caracterizar los sitios de unión, para 

agonistas y antagonistas y los de acoplamiento a las proteínas 

G. El experimento incluyó el diseño de quimeras del receptor ª2 

y ~ 2 adrenérgico, que fueron utilizadas para demostrar que los 

dominios tercero y cuarto de los receptores mencionados son los 

determinantes fundamentales de la asociación especifica de las 

señales y el dominio séptimo en la asociación con el 

antagonista. En el curso de la citada investigación se 
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descubrió también que los fragmentos quinto y sexto del 

receptor que atraviesan la membrana, así como la tercera asa 

ubicada en el citoplasma, le confieren al receptor p la 

habilidad de acoplarse a la proteína fijadora de nucleótidos de 

guanina Gs. 

Tras el descubrimiento del AMPc el grupo de Rodbell 

encontró en 1970 que el sistema requería de la presencia de 

guanosín trifosfato (GTP) para funcionar de manera eficaz (22-

24) , pero no fue sino en la década de los ochenta, con los 

trabajos de Gilman (25-26) y Birbaumer (27), cuando se logró 

identificar a las proteínas que tenían la capacidad de fijar a 

los nucleótidos de guanina, mismas que en la actualidad reciben 

el nombre genérico de proteínas "G". Se ha descubierto que 

todas ellas participan activamente en la transducción de 

señales hormonales y que tienen una estructura heterotrimérica 

constituida por las unidades a, p y T en orden decreciente de 

peso molecular. 

Hasta el día de hoy se han secuenciado de manera inequívoca 

doce subunidades a cuyos pesos oscilan entre 39 y 52 Kdaltons 

(Kda.). La subunidad a tiene como función reconocida la de 

fijar e hidrolizar GTP, que es uno de los pasos fundamentales 

del mecanismo general de transducción. Las proteínas G integran 

un grupo muy variado de especímenes, no todos los cuales han 

sido descritos en su totalidad, pero en la década de los 

ochenta se averiguó que el sistema de la adenilato ciclasa 

dispone de dos proteínas G, denominadas Gs y Gi,encargadas de 

estimular o de inhibir a la enzima cicladora. La necesidad de 
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establecer con máxima exactitud la ubicación del sitio 

encargado de ejercer el efecto estimulatorio llevó a los 

investigadores a explorar las posibilidades de la subunidad aGs 

y se encontró que es ella quien regula de manera 

estimulatoria,en efecto,a la adenilato ciclasa.La subunidad 

mencionada resultó ser también la responsable de activar los 

canales de calcio sensibles a la dihidropiridina ( 28, 29) . La 

subunidad a de Gi, por su parte, es la responsable de mediar el 

efecto inhibitorio de la enzima. La biologia molecular (30,31) 

y las técnicas inmunológicas (32-35) aportaron asi mismo un 

auxilio invaluable en la descripción y caracterización de la 

subnidad a de Gi, trabajos que permitieron agruparlas en a Gi1 1 

que es un poliptédido de 41 Kda que se halla en abundancia en 

el cerebro; a Gi2 ,que es un polipéptido de 40 Kda y a Gi3,que 

también es un polipéptido de 41 Kda pero con una secuencia 

diferente, misma que está involucrada en regular canales de 

potasio (36). 

Las tres proteínas mencionadas han sido localizadas en un 

mismo tipo celular, el eritrocito, pero su heterogeneidad 

funcional no ha sido esclarecida por completo, aunque se ha 

supuesto que a-Gi2 es la responsable de inhibir a la adenilato 

ciclasa (34). Otras 

disociarse a de f3 T 

evidencias, sin embargo, sugieren que al 

se incrementa la concentración de ésta 

última dejando al complejo /3T en posibilidad de asociarse a aGs 

y bloquear en forma simultánea la activación de la ciclasa 

(27, 39). Las subunidades f3 y r forman un complejo de alta 

afinidad y pueden separarse unas de otras solo en condiciones 
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desnaturalizantes. Los complejos ~r de Gs y Gi se pueden 

intercambiar, lo que hace suponer que las diversas subunidades 

a. comparten en algún momento la funcionalidad de todo el 

complejo (FIG. 2). Además de hidrolizar GTP por su actividad de 

GTPasa las proteínas G fijan también iones de magnesio y flúor, 

lo que acelera su proceso de activación, aunque hasta la fecha 

no se ha desentrañado de manera precisa la forma en que los 

iones interactuan con las proteínas para dejarlas en la 

posibilidad de intervenir en los pasos siguientes de la 

transducción (8). 

Durante el proceso de transducción de las señales 

biológicas se producen una serie de fenómenos consecutivos, y 

otros simultáneos, de cuya puntualidad depende la exactitud con 

que el estímulo ejercerá su efecto final. En los renglones que 

siguen se hará una descripción sumaria de algunos de ellos, en 

especial de los cambios operacionales que se observan en torno 

a las proteínas G ,·que según se ha dicho un poco antes, son las 

partes del sistema encargadas de hidrolizar los nucleótidos de 

guanina, paso determinante en el desarrollo general de la 

transducción. 

En los momentos previos a la aparición del estímulo las 

proteínas G se encuentran estables en su condición trimérica 

original. El fragmento a. permanece asociado a una molécula de 

GDP y el receptor correspondiente se halla en contacto 

inmediato con la proteína G y en un estado de alta afinidad 

para recibir al agonista (Ra) . En estas circunstancias se ha 

formado por tanto un complejo entre el receptor,que se halla en 
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FIG. 3 Modelo cinético para la activación de la adenilato 

ciclasa. 
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de baja afinidad (Rb): Proteina fijadora de nucléotidos de 

guanina acoplada de manera estimulatoria (Gs); Subunidades a, 

#, T : Adenilato ciclasa (AC). 
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su máximo estado de afinidad, y la proteína G, provista de la 

mencionada molecula de GDP (Ra-G-GDP).Cuando el agonista se une 

al complejo el GDP es substituido por GTP, en lo que es el 

primer movimiento significativo del sistema en cuestión. En ese 

momento el agonista, que ya ejerció su efecto, es liberado para 

actuar otra vez sobre algún otro receptor o bien para ser 

degradado. Una vez efectuado este primer paso el receptor 

pierde su estado de afinidad· y adopta uno de baja afinidad, en 

virtud de que se ha disociado de la proteína G en esta primera 

fase de la transducción. Por otra parte la misma proteína, una 

vez disociada, se activa mediante la separacion de la subunidad 

a al separarse del complejo /]T; a-GTP, por su lado, es capaz en 

este nuevo estado de activar a la adenilato ciclasa. Como se 

mencionó anteriormente la subunidad a es el miembro del sistema 

cuya virtud fundamental es la de ejercer funciones de GTPasa, 

hidrolizando el GTP a GDP. Una vez efectuado el paso anterior 

la subunidad a-GDP tendrá la facultad de asociarse al complejá 

/3T y al receptor que ahora se encuentra en estado de baja 

afinidad, formando un nuevo. complejo que ahora denominaremos 

receptor en baja afinidad G-GDP, que estará listo de nueva 

cuenta para interaccionar con el siguiente agonista.(FIG.3) 

(38-41) 

Las proteínas G son susbtrato de ciertas toxinas 

bacterianas que poseen actividad de ADP ribosil transferasa, 

como la toxina pertussis, producida por la Bordetella pertussis 

y la toxina del cólera, producida por el Vibrio cholerae 

Ambas toxinas, que son agentes causales, respectivamente, de la 
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tosferina y del cólera han sido una herramienta muy valiosa 

para caracterizar a las proteína G. Las toxinas, además, 

catalizan una modificación covalente en las proteinas G, lo que 

efectúan valiéndose de NAO para hacer la transferencia de una 

molécula de ADP-ribosa. 

La toxina del cólera tiene la propiedad de ADP-ribosilar a 

la subunidad a de la proteína Gs (42),lo que promueve la 

disociación del complejo {3r y de esta manera la subunidad de 

referencia se queda permanentemente activada y actuando sobre 

la adenilato ciclasa. La toxina pertussis, que no es menos 

efectiva, ADP ribosila a la subunidad a de Gi (43), reacción 

que se produce en un residuo de cisteína que se encuentra 

ubicado cerca del extremo carboxilo terminal de la proteína G. 

La reacción anterior permite que los receptores acoplados 

inhibitoriarnente al sistema de la adenilato ciclasa pasen a un 

estado de baja afinidad. El mecanismo descrito tiene una 

consecuencia un tanto singular,pues la interacción de la toxina 

con aGi produce una alteración de tal naturaleza que le impide 

actuar sobre la ciclasa produciendo un efecto inhibitorio, corno 

seria lógico en este marco de referencia, y en lugar de hacerlo 

la deja en un estado tal que puede seguir desplegando sus 

funciones originales sin ninguna interrupción. otra manera 

igualmente certera de activar a las proteínas G es utilizando 

análogos no hidrolizables del GTP,corno el Gpp(NH)p que se une 

de manera irreversible a la subunidad a de las proteínas G, que 

a su vez ejerce sus efectos sobre la adenilato ciclasa (44) 
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El último elemento integrado al sistema de la adenilato 

ciclasa, es la propia enzima, que tiene como función cardinal 

hidrolizar al ATP y formar AMPc. La estructura de la enzima 

permanecio indeterminada durante mucho tiempo, hasta que en la 

década de los ochentas con los experimentos de Pfeuffer y 

colaboradores, lograron purificar a la enzima en miocitos de 

conejo y posteriormente R.S Salter y otros investigadores (44-

47) la obtuvieron a partir de membranas de cerebro. Con estos 

trabajos, se vio entonces que era una proteína de gran tamaño, 

pues tenia un PM de 150 Kda cuya activación depende también de 

la calmodulina, una proteína diseñada para captar el calcio del 

medio celular. La adenilato,adernás,puede ser activada así mismo 

con ciertos fármacos, corno la forskolina, que es un diterpeno 

aislado de la planta Coleus forskohlii. 

La formación del AMPc, móvil básico de todo el sistema, 

iniciará por su parte una cadena de reacciones entre las que, 

la activación de la proteína cinasa A es uno de sus efectos 

primordiales. si es verdad que la acción hormonal incrementa de 

manera notable los niveles de AMPc también es necesario 

subrayar que existe en torno al sistema una fosfodiesterasa que 

se encarga de catalizar la hidrólisis del AMPc a AMP lineal 

haciendo bajar de nuevo los niveles del AMPc y dejando a la 

célula en aptitud de reaccionar ante una nueva señal (48). 
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SISTEMA DE FOSFOINOSITIDOS-CALCIO 

Hacia 1953, mientras trabajaban en la universidad de Ohio, 

M.R Hokin y L.E Hokin (49) observaron que la acción de la 

acetilcolina inducia la incorporación de fósforo 32 al 

fosfatidil inositol y al ácido 

intermediarios fundamentales del 

fosfatídico, 

sistema de 

que son los 

transduccion 

denominado Fosfoinositidos-Calcio. Posteriormente, en la década 

de los setenta,R.H Mitchel (50) propuso la existencia de un 

nuevo mecanismo de transduccion que involucraba el recambio de 

fosfoinositidos. Un poco antes, sin embargo, J. Durrel y sus 

colaboradores (51) habían propuesto ya la función hipotética 

de los fosfoinositoles en respuesta a la estimulacion de los 

receptores membranales. Por su lado Micheal Berridge (52) 

demostró en fecha reciente que el inositol l, 4, 5 trifosfato 

(IP3 )es uno de los productos de la hidrólisis del Fosfatidil­

Inositol 4,5 bifosfato(PIP2). La enzima responsable de 

catalizar la hidrolisis de fosfoinositidos en el curso de este 

proceso es la fosfolipasa c. Observaciones hechas durante ese 

mismo tiempo evidenciaron que el IP3 se halla íntimamente 

vinculado a la movilización de calcio intracelular, lo que 

posiblemente ocurre en el retículo endoplasmático (53-55). En 

la actualidad, y como consecuencia de las indagaciones 

mencionadas, se ha venido a determinar que el sistema está 

constituido por tres elementos: un receptor, una proteína 
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fijadora de nucleótidos de guanina (Gp,Gx) y la fosfolipasa e 

(FIG. 4). 

Hay una serie de hormonas, como la epinefrina, la 

vasopresina y la angiotensina II que al asociarse a sus 

receptores estimulan a la fosfolipasa e originando la 

hidrólisis consiguiente de los fosfoinositidos. Los receptores 

involucrados en esta reacción han sido estudiados también de 

manera muy cuidadosa y el dia de hoy se sabe ya que el receptor 

a1-adrenérgico, que responde a epinefrina, es una glucoproteina 

de 80 Kda. Se sabe también que su estructura está compuesta de 

515 aminoácidos y que la molécula de DNA que da origen a la 

proteina mencionada es la única que ostenta un intrón, a 

diferencia de las que codifican a los otros receptores 

adrenérgicos, lo que podria, el dia de mañana, y cuando se 

establezca la función real de los intrones, arrojar una nueva 

luz sobre la naturaleza especifica de cada uno de los 

receptores. Otra diferencia significativa 

carboxilo que se asoma por la fracción 

es que el extremo 

intracelular es más 

largo en los receptores alfa 1 adrenérgicos, aunque no se ha 

determinado aún si esta última caracteristica tiene alguna 

relevancia en la forma en que los receptores se asocian a la 

proteina G para iniciar la respuesta intracelular (11). 

Hasta el dia de hoy no se ha demostrado con la debida 

claridad la existencia de la proteina fijadora de nucleótidos 

de guanina, sin embargo hay una serie de observaciones 

experimentales que sugieren de manera vehemente la posibilidad 

de que una molécula de tales caracteristicas sea la responsable 

20 



_-"'os .... "'c1:•:0.:·: .. .._{:-·cn ,_·c~,~·:.'o •. :~ Y'<?ce~tcf'j i';t' .""rct¿{r·a f"f.-.'c.do::sa ~:~J J-7?tcJ!,?S­

c-::dor; !€ ·.·~.c;:·,.ra, -r·-: ~·o::;'c .... ;.·~!-::..~a 1;j :-:rn ... _~.,.=~·;fati(:~:z inc;; .. ~t:cZ .~-!.-.::C.a­

.::-r.rtc; .r-:o,, :¡:c.:··::c1 t:1 ·i _ .. :::i2.-a~c • . -.1r; .-.h:c.c·[Z..lZicero~j «-:.:~e r:ro7::--:?{'l':ri. •:!!°-

IP3 DAG 

I 



de acoplar al receptor con la fosfolipasa e ( 56, 57) . Por otro 

lado se ha demostrado de manera inequivoca que la actividad de 

la fosfolipasa e se incrementa de manera notable por la 

presencia de análogos no hidrolizables del GTP en membranas de 

neutróf il os ( 58) . Se ha observado también que en la glándula 

salival de la mosca (59) se requiere de GTP para la 

estirnulación de 

hidroxitriptarnina 

la fosfolipasa e 

Tal efecto se 

en respuesta a la 

ha producido también 

5-

en 

membranas de hepatocitos de rata {60) y leucocitos humanos 

(61) ,lo que aumenta la posibilidad de que la proteina citada 

exista en la forma en que se ha postulado durante los últimos 

años. otro signo confirmatorio de la existencia de la proteína 

G es que el tratamiento con la toxina pertussis bloquea el 

recambio de fosfoinositidos en algunos tipos celulares {62). 

La fosfolipasa e, que es el elemento central de todo el 

sistema, ha sido identificada (63) hasta el dia de hoy en 

cuatro diferentes especies, la primera de las cuales tiene un 

peso de 56 kda (64) y las tres restantes de 85 {65), 138 

(66,67) y 150 kda {68). Las cuatro enzimas actúan sobre el 

fosfatidil inositol 4, 5 bifosfato y lo hidrolizan a Inositol 

1,4,5 trifosfato (IP3) y 1,2 diacilglicerol (DAG) , moléculas 

que actúan posteriormente corno los segundos mensajeros del 

sistema. La fosfolipasa, que ha probado ser una enzima de 

estructura compleja, se ha detectado tanto en la fraccion 

soluble de la célula corno embebida en las membranas 

plasmaticas. Durante algún tiempo se ha sabido que ciertas 

hormonas y nucleótidos de · guanina poseen la capacidad de 
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estimular la hidrólisis del fosfatidil inositol 4, 5 bifosfato 

en membranas, lo que sugiere que alguna fracción de la 

fosfolipasa e debe estar asociada a ellas. De cualquier forma 

ninguna de las enzimas ubicadas en tal sitio ha demostrado 

activarse en forma directa por nucleótidos de guanina ni se ha 

podido tampoco reconstituirlas con actividad funcional en 

bicapas con proteinas G purificadas. Algunos reportes sugieren 

también que la actividad de la enzima puede ser determinada en 

la fracción soluble de plaquetas (68,69) y timocitos (70) y que 

puede ser regulada por GTP y pór nucleótidos de guanina. En 

algún momento se propuso que la actividad de la fosfolipasa 

ubicada en la fracción soluble se produce en el momento en que 

un agonista interacciona con su 

liberación de la subunidad alfa de Gp 

receptor induciendo 

hacia el citplasma, 

la 

con 

lo que se promovería la activación a la que se aludió un poco 

antes. Sin embargo es preciso señalar que hasta la fecha no hay 

suficientes datos para apoyar con certeza la existencia de 

semejante reacción. 

El sustrato de la fosfolipasa e, que según se dijo un poco 

antes es el fosfatidil inositol 4, 5 bifosfato (PIP2), se forma 

originalmente en la membrana plasmática a partir del fosfatidil 

inositol(PI) y del fosfatidil inositol 4 fosfato(PIP). Por su 

lado el PIP2 y el PIP pueden ser reconvertidos a PI por 

fosfatasas. Se han descrito en algunos tipos celulares una via 

alterna para el metabolismo de fosfoinositidos, en la que son 

hidrolizados por la fosfolipasa A2 para producir 

lisofosfolípidos y ácido araquidónico, mismo que es convertido 
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en ecosanoides, los cuales incluyen las prostaglandinas, 

conocidas por su accion vasodilatadora, los tromboxanos que 

inducen agregación plaquetaria y contracción del músculo liso y 

los leucotrienos, que pertenecen al tipo de sustancia llamadas 

de reacción lenta y que funcionan como reguladores de la 

respuesta inmune y como mediadores en ciertos procesos 

patológicos. (72-75) 

El inositol trifosfato, que es uno de los segundos 

mensajeros del sistema examinado, actúa movilizando el calcio 

intracelular del retículo endoplasmático, donde se ha propuesto 

que existe un receptor especifico diseñado para tal función 

(76-80) .A su vez el aumento de los niveles de calcio se ve 

reducido, en el momento necesario, por las mitocondrias, que se 

encargan de capturarlo de la célula mediante la acción de una 

ATPasa localizada en la parte externa de la membrana 

mitocondrial. El calcio liberado por la acción del inositol 

trifosfato puede unirse eventualmente a proteínas o enzimas 

citoplasmáticas entre las que, de manera muy señalada, se 

encuentra la calmodulina. El complejo calcio-calmodulina tiene 

por su parte la función de intervenir en una serie de proteínas 

de las que depende la regulación de ciertas funciones 

metabólicas de la mayor importancia. El IP3 también puede 

efectuar otra serie de procesos fisiológicos como es el de 

modular la respuesta a canales sensibles a voltaje (81). 

El inositol trifosfato es rápidamente metabolizado por 

conducto de dos vias alternas, la primera de las cuales lo 

convierte a inositol 1,3,4,5 tetrafosfato (IP4 ) ,lo que ocurre 
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mediante una fosforilación debida a la actividad de una cinasa. 

Este último metaboli to parece tener un papel destacado en el 

ingreso del calcio a la célula, lo que tiene lugar para 

compensar los niveles de calcio que resultaron modificados por 

la actuación del IP3 (82,83). La segunda via alterna se produce 

mediante la degradación del propio metabolito a través de una 

serie de fosfatasas que los convierten en inositol 1,4 

bifosfato (IP2), Inositol 1 fosfato y mio-inositol, que estarán 

en libertad de integrarse a una nueva ruta metabólica.(73) 

El otro segundo mensajero producido por la hidrólisis del 

fosfatidll inositol bifosfato es el diacilglicerol , 

compuesto hidrofóbico de aparición transitoria 

que es un 

y cuya 

desaparición se produce en segundos o minutos de su formación. 

La velocidad con que ocurre esta degradación obedece a que es 

convertido a ácido fosfatídico o a 1-acilglicerol y ácido 

araquidónlco, el que a su vez, puede originar otros mensajeros 

como las prostaglandinas. El diacilglicerol tiene además la 

función de activar a la proteína cinasa e, lo que se produce 

también de manera casi instantánea. Las consecuencias de la 

activación de esta enzima son de larga duración debido a que la 

actuación de la proteína cinasa C incorpora fosfatos de unión 

covalente modificando de esta manera la función de otras 

proteínas, lo que finalmente repercute de manera muy amplia en 

la duración de la respuesta. se ha observado asi mismo que la 

proteína cinasa e fosforila residuos de serina y treonina 

estableciendo con ellos un vinculo tan intenso que llega 
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incluso a conferirles resistencia ante la acción de las 

fosfatasas. (84) 

Yasutomi Nishizuka demostró en 1977 que la proteína cinasa 

e a que se hizo mención en el párrafo anterior es una proteína, 

cuya fracción puede ser traslocada a la membrana mediante un 

sistema dependiente de calcio. La proteína cinasa e se extrae 

en altas concentraciones de quelantes de calcio para evitar 

proteólisis por proteasas dependientes de calcio, como la 

calpaína. Estudios recientes han demostrado que la proteína 

cinasa e requiere de calcio y fosfolípidos, particularmente de 

la fosfaditilserina, que interviene en forma decisiva en su 

activación. También se puede activar a la mencionada cinasa 

mediante 1a proteólisis limitada con calpaína, fenómeno donde 

la proteína se muestra más sensible cuando está asociada a la 

membrana. (85, 86) 

Hasta el momento se han caracterizado de manera completa 

siete formas de la cinasa e denominadas a, pr,prr,r, 

ó,e,9(74). Todas estas variantes de la forma original presentan 

una región hidrofóbica,o regulatoria ,y otra hidrofílica o 

catalítica. La primera de estas regiones es la responsable de 

efectuar la unión con el calcio, diacilgilcerol y fosfolipido. 

La segunda region, que se encarga de efectuar la reaccion 

quimica correspondiente, tiene un dominio catalítico de 592 a 

737 residuos de aminoácidos que le dan un peso molecular de de 

63 a 87 Kda. Es importante mencionar que la forma a se presenta 

de forma universal. La ubicación de este dominio catalítico 

esencial no ha sido determinado hasta la fecha, aunque se 
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conjetura que se halla emplazado en torno al extremo carboxilo, 

lo que dejaría el extremo regulatorio situado alrededor del 

extremo amino. 

La versatilidad bioquímica y la importancia metabólica de 

la proteína cinasa e ha determinado un aumento constante en el 

número de investigadores y laboratorios dedicados al area de 

transducción de señales. La necesidad, además, de manipular a 

la enzima desde todos los ángulos posibles para obtener un 

máximo de información ha promovido el desarrollo de una serie 

de analogos farmacológicos destinados a activarla en ausencia 

del estímulo hormonal. Entre los análogos mencionados se 

encuentran de manera muy especial el l-Oleoil-2-acilglicerol,el 

1-2 dioctano glicerol y el 1-2 didecanoil glicerol (87). Los 

compuestos enumerados tienen ·la facultad, providencial para los 

investigadores, de intercalarse en la membrana celular 

provocando, de esta manera, la activación de la cinasa con la 

misma intensidad y efectos que en el caso del mecanismo 

original. Además,pueden ser degradados a acido fosfatidico, que 

es la vía natural por la cual se metaboliza normalmente el 

diacilglicerol. (88,89) 

Los ésteres de forbol, que pueden promover tumores, como el 

12-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA), cuya configuración 

exhibe una gran similitud al diacilgl ice rol, pueden activar 

también a la cinasa c tanto in vivo como in vitre. El TPA se 

comporta fisiológicamente como el diacilglicerol debido a que 

aumenta de manera importante la afinidad de la enzima por los 

iones calcio, lo que permite activarla sin necesidad de 
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promover, además, un incremento simultáneo de las 

concentraciones de calcio (90,91). Durante los últimos años se 

ha podido demostrar que la activación de la cinasa e por 

ésteres de forbol tiene la facultad de inducir una gran 

variedad de respuestas celulares. Entre ellas es necesario 

subrayar las que tienen la capacidad de promover la expresión 

de ciertos genes, como el de la ornitina descarboxilasa (92), 

la histidina-descarboxilasa (93), la serotonina-acetil­

transferasa (94) calcitonina (95) y prolactina (96). Se ha 

demostrado que también son blanco de la cinasa e algunos 

protooncogenes como e-fes (97) y c-myc (98), lo cual es de 

suma importancia porque su expresión se halla asociada, a su 

vez, a la expresión de factores de crecimiento y por lo tanto a 

la proliferación celular. 

Es preciso hacer notar que la proteína cinasa e no sólo 

tiene la facultad de fosforilar sustratos citosólicos sino que 

en determinadas condiciones puede hacer lo mismo con ciertos 

sustratos que se hallan situados sobre la membrana plasmática. 

Ejemplos de lo anterior son los canales, bombas e 

in.tercambiadores iónicos que al verse afectados por la 

fosforilación auspiciada por la enzima sufren determinados 

cambios en sus rangos de conductancia y pH (99).0tro sustrato 

membranal de la propia enzima son los receptores de insulina, 

factor de crecimiento y a1-adrenérgico . uno de los efectos más 

espectaculares de la cinasa al actuar sobre los receptores es 

la fosforilación de otros receptores, que a su vez, se hallan 

acoplados a su propio sistema de activación, fenómeno que se 
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presenta en muy variados tipos celulares, como hepatocitos 

(100-102) , músculo liso (103) , plaquetas (104) y células de 

astrocitoma (105), lo que evidencia el funcionamiento paralelo 

de un sistema de retroalimentación negativa. La versatilidad 

inmensa de la célula le permite, en la región de los 

receptores, responder de manera indistinta tanto al sistema de 

la adenilato ciclasa como al de fosfoinositido calcio, que no 

sólo reaccionan ante el estimulo hormonal propio sino que 

tienen la facultad de reaccionar entre si formando una enramada 

de regulación reciproca. 

La evidencia experimental que permitió establecer el 

mecanismo descrito en el párrafo anterior se obtuvo al observar 

que la activación de la proteína cinasa C potencia la 

producción de AMPc en células de la glándula pineal (106), 

eritrocitos de pavo (107) y linfoma (108). Aunque no se conoce 

con certeza la índole real del fenómeno se ha propuesto la 

posibilidad de que la proteina cinasa C facilite la acción de 

Gs sobre la adenilato ciclasa. Asi mismo la activación de la 

proteina cinasa e en células de Leydig inhibe y desensibiliza 

al sistema de la adenilato ciclasa (109), en hepatocitos de 

rata el TPA reduce la acumulación del AMPc (110,111), 

afectando además la respuesta metabólica ( 112) . Se encotró 

ademas en experimento in vitre que la adenilato ciclasa es 

sutrato de la proteína cinasa e (115). Se ha sugerido que la 

activación de la cinasa puede utilizar también como sustrato a 

la subunidad alfa de proteinas G. Estudios in vitre, por 

ejemplo, han mostrado que la proteína cinasa e es capaz de 
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fosforilar a a Gi (113) y a aGt (114), ésta última acoplada al 

sistema de la transducina. Sin embargo la misma proteína en su 

versión heterotrimérica es un mal sustrato de la cinasa c. Todo 

lo cual viene a confirmar una vez más que la proteína de que se 

ha venido hablando puede ampliar su efecto sobre otros sistemas 

de transducción. 

El sistema de la adenilato ciclasa, a su vez, es capaz de 

modular la respuesta de otro sistema . En plaquetas se 

encontró que incrementos en el AMPc bloquean la respuesta a 

fosfoinositicos-calcio estimulada por trombina (116,117) . Por 

otra parte se ha propuesto que el AMPc bloquea la formación de 

fosfoinositidos (118), lo que también confirma la idea de que 

ambos sistemas se hallan en estrecha comunicación. 

A lo largo de las últimas lineas hemos venido examinando 

los aspectos fundamentales de los dos sistemas de transducción 

más ampliamente estudiados, que son el de la adenilato ciclasa 

y el de fosfoinositidos calcio. A continuación se pasara a 

exponer en sus fases más generales el efecto de la epinefrina 

sobre ambos sistemas, en especial el que ejerce sobre el brazo 

inhibitorio del sistema de la adenilato ciclasa, que es, en 

último termino, el objeto esencial de esta investigación. 

Antes de proceder a exponer los móviles y estrategias del 

presente trabajo, será necesario decir que la epinefrina es una 

hormona que pertenece al grupo de las catecolaminas, cuya 

síntesis se origina en las células cromaf inas de la médula de 

las glándulas suprarrenales y de los nervios simpáticos y cuyo 

precursor es la tirosina, un aminoácido básico de naturaleza 
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polar. ( 119) . La epinefrina tiene la facultad de activar de 

manera indistinta tanto al sistema de la adenilato como al de 

fosfoinosítidos, pues ambos disponen de receptores adrenérgicos 

suceptibles de asociarse a la hormona. Los receptores P1 y P2 

están acoplados en forma estimulatoria al sistema de la 

adenilato, los receptores a 1 al recambio de fosfoinositidos y 

finalmente los a2 adrenérgicos se hallan acoplados de manera 

inhibitoria a a la adenilato ciclasa. La caracterizacion de los 

diversos receptores padrenérgicos se hizo con el auxilio de 

criterios farmacológicos y fue, en cierta medida, más sencilla 

que la de su contraparte, l·os receptores a adrenérgicos, que 

requirió una serie de experimentos mucho más detallados y 

laboriosos. En 1965 Earl sutherland (120), uno de los pioneros 

más eminentes en el campo, sugirió la posibilidad de que el 

receptor a no tuviera ninguna relación con la adenilato 

ciclasa, pero señaló así mismo la necesidad de explorar en 

forma exhaustiva la existencia, en ese momento hipotética, de 

un sistema paralelo de inhibición. Ese mismo año, utilizando 

una serie de agonistas y antagonistas, Rossum (121) observó 

ciertas diferencias en la respuesta a adrenérgica al utilizar 

células de vas deferens y de intestino de conejo. El siguiente 

paso importante en esta dirección lo dio Robinson en 1967, 

(122) lo que hizo utilizando islotes pancreáticos y adipocitos 

de rata previamente incubados en epinefrina y propranolol 

(antagonista p-adrenérgico). El resultado de estas 

indagaciones evidenció un descenso de los niveles de AMPc por 

debajo de los controles. Todo lo anterior le permitio deducir 
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que los receptores alfa adrenérgicos inhibían a la adenilato 

ciclasa mientras que los p-adrenérgicos la estimulaban. 

La caracterización de los receptores a-adrenérgicos recibió 

un nuevo y significativo impulso en 1973, cuando Del Barre y 

Schmit (123) sugirieron algunos subtipos de propios receptores, 

que fungirían como contrapartes de los receptores p­

adrenérgicos. Finalmente, en 1980, con los trabajos de John 

Fain y J. Adolfo García Sainz (124-127), se sugirió la 

hipótesis de que los receptores a 1 adrenérgicos participaban 

en la mediación de ciertos efectos importantes, como el aumento 

del calcio intracelular y un incremento en el recambio de 

fosfoinosítidos. Se propuso también, en el curso de la misma 

investigación, que los receptores a 2-adrenérgicos se 

encontraban acoplados de manera inhibitoria al sistema de la 

adenilato ciclasa, lo que no sólo permitió obtener una 

identificación farmacológica de los receptores mencionados en 

último termino sino que presentó evidencias bioquímicas de que 

ambas respuestas eran diferentes. 

En el curso de las investigaciones reseñadas en los ultimes 

párrafos se utilizaron diversos tipos celulares cuya 

naturaleza los convirtió en un campo adecuado de observacion 

experimental. Sin embargo las membranas de plaquetas han 

probado ser de una enorme utilidad para esclarecer el 

funcionamiento de la respuesta a2 adrenérgica acoplada de 

manera inhibitoria al sistema de la adenilato ciclasa. La razón 

de esta ventaja significativa radica en que los receptores a de 

las plaquetas son,exclusivamente, a2-adrenérgicos (128). Así 

31 



mismo el efecto de inhibición de la adenilato ciclasa ha sido 

ampliamente caracterizado no sólo en condiciones basales sino 

en el evento de que los receptores hayan sido estimulados con 

otro agente, vgr la prostaglandinas, y posteriormente inhibidos 

con la adición de epinefrina, lo que promovería a su vez la 

disminución de los niveles de AMPc (129,130). Posteriormente, y 

al estarse examinando los fenómenos inhibitorios descritos se 

determinó la necesidad de que el sistema dispusiera de un 

reservorio de GTP para funcionar con máxima eficacia. Al 

observar el mecanismo del efecto inhibitorio se encontró que 

las concentraciones de GTP requeridas, tanto en condiciones 

basales como en aquellas estimuladas por prostaglandinas 

E1(PGE1 ) son de 0.3 y 10 micromolar para detectar la mitad de 

la máxima (IC50) y la máxima inhibición por epinefrina. sin 

embargo el brazo estimulatorio del sistema de la adenilato 

ciclasa activado por PGEl requiere menos concentración de GTP 

para la estimulación de la enzima (131). 

otro hallazgo importante de los efectos del GTP en la 

inhibición inducida por epinefrina fue la estimulación de la 

GTPasa en membranas de plaquetas, lo que promueve a su vez la 

hidrólisis del propio nucleótido. Por otro lado es necesario 

decir que la inhibición de la adenilato ciclasa y la 

estimulación de la GTPasa ocurren a las mismas concentraciones 

de epinefrina,lo que apoya la idea de la interacción del 

receptor con una proteína G. En 1980 Brian Hoffman y 

colaboradores ( 13 2) encontraron que los receptores a2-

adrenérgicos en membranas de plaquetas presentan un estado de 
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alta afinidad y otro de .baja afinidad cuando se hallan 

desprovistos de nucleótidos de guanina. Sin embargo se observo 

también que la adición de nucleótidos de guanina al medio 

inducía a los receptores a 2 a adoptar sólamente un estado de 

baja afinidad. Estos hallazgos sugirieron la presencia de una 

proteína fijadora de nucleótidos de guanina acoplada de manera 

inhibitoria al sistema de la adenilato ciclasa (Gi). 

otra aportación de gran valor para la caracterización de 

las proteínas Gi fueron los experimentos realizados con la 

toxina Pertussis. En 1979, en el laboratorio de Katada y Ui 

(133), se encontró que al adicionar la toxina al medio de 

cultivo de 

bloqueaban 

células de 

los efectos 

islotes pancreáticos de rata 

inhibitorios del sistema de 

se 

la 

adenilato ciclasa. Sin embargo los datos anteriores fueron 

interpretados de manera insuficiente por los autores citados y 

no fue sino en 1981 cuando J. Adolfo García-Saínz (134) 

encontró que 

registró una 

adrenérgica en 

al adicionar toxina 

notable disminución 

adipoci tos, lo que. 

pertussis a hamsters 

en la respuesta 

no fue exclusivo de 

se 

receptores antes mencionados, sino también con otros agentes 

acoplados de manera inhibitoria a la ciclasa como adenosina y 

prostaglandina . En vista de los resultados expuestos García­

Sainz sugirió la posibilidad de que el blanco de acción de la 

toxina fuera la proteína Gi. Posteriormente al activar el 

brazo estimulatorio de la adenilato ciclasa con glucagon las 

mismas células presentaban incrementos en la acumulación de 
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AMPc, lo 

proteina 

que 

Gi 

demostró que la 

bloqueando de 

toxina 

esta 

inhibitorios sobre la enzima (135). 

ADP-ribosilaba a la 

manera sus efectos 

Poco después, Klaus Aktories (136) encontró que la toxina 

pertussis tenia el poder de inhibir los efectos de la 

epinefrina en la activación de la GTPasa. La revelación 

anterior se complementó en 1984 cuando Murayama y Ui (137) 

obtuvieron datos que indicaban que las membranas de adipocitos 

de Hamster tratadas con la misma toxina pertussis, antes y 

después de la estimulación con epinefrina, producian una 

notable disminución en la liberación de GDP, lo que sugirió la 

idea de que la ADPribosilación con toxina pertussis desacoplaba 

a los receptores inhibitorios. En ese mismo año J. Adolfo 

García Sainz y colaboradores (138), utilizando membranas de 

adipocitos, encontraron que el tratamiento con la toxina 

reducia notablemente el número de receptores en alta afinidad 

sin, al mismo tiempo, disminuir el número de receptores totales 

y siempre y cuando la observación se efectuara en ausencia de 

nuecleótidos de guanina. Los experimentos anteriores sugirieron 

de manera conclusiva que la modificación covalente de la 

toxina pertussis alteraba la interacción de Gi con los 

receptores, lo que tenia el efecto concomitante de prevenir la 

activación de Gi mediada por receptor. 

En lineas anteriores se hizo referencia a los efectos de la 

epinefrina y a su habilidad de activar los dos sistemas de 

transduccion de señales a través de sus diferentes 

receptores.Como se dijo entonces se sabe también que los 
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sistemas de transducción pueden reaccionar entre si y de esta 

manera integrar los mecanismos de activación celular mediante 

una gran variedad de señales extracelulares. Jacobs y sus 

colaboradores encontraron en fecha reciente que la activación 

de la proteína cinasa e con ésteres de forbol interfiere en la 

inhibición de la adenilato ciclasa, ya sea que la reacción 

proceda por medio de GTP o bien con epinefrina y GTP. Los 

mismos investigadores descubrieron además que en las membranas 

de plaquetas tratadas con TPA la activación hormonal del brazo 

inhibitorio de la adenilato ciclasa con PGEl no se ve afectada 

en el curso de la reacción (139,140). Los datos anteriores 

sugerían que el tratamiento con TPA en plaquetas intactas no 

presentaba efectos en ninguno de los componentes del brazo 

estimulatorio de la adenilato ciclasa, que según se dijo antes 

se compone de receptor estimulatorio, proteína Gs y subunidad 

catalitica. Sin embargo no dejó de verse que la activación de 

la proteína cinasa c con TPA alteraba la respuesta inhibitoria 

del sistema de la adenilato ciclasa, lo que podría obedecer, 

tal vez, al hecho de que el blanco real de la enzima fuera la 

proteína Gi, cuya accion sería la responsable de bloquear el 

efecto inhibitorio señalado.Los mismos autores advirtieron que 

a concentraciones 1 micromolar de TPA durante un minuto a 37 

grados centígrados se obtenía un máximo de bloqueo de la 

respuesta inhibitoria. Resul tactos similares se obtuvieron al 

adicionar la proteína cinasa e parcialmente purificada en 

membranas de plaqueta, lo que vino a confirmar que los efectos 
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del TPA sobre el brazo inhibitorio de la adenilato ciclasa se 

debían a la acción de la misma enzima. 

Katada, que en 1985 (141) se dedicó a estudiar el blanco de 

accion de la proteína cinasa c sobre el sistema inhibitorio de 

la adenilato ciclasa, encontró que en membranas de plaqueta una 

proteína de 41 Kda, entre otras, se fosforilaba por la acción 

de la cinasa c, lo que a su juicio sugería la posibilidad de 

que la subunidad a de Gi fuera el sustrato de la enzima en 

cuestión. En todo caso no se ha demostrado aún que la reacción 

descrita opere de la misma forma en experimentos in 

vivo.cuando, por ejemplo, se utilizaron hepatocitos de rata no 

estimulados e incubados en presencia de fósforo 32 se logró 

inrnunoprecipitar con anticuerpos dirigidos contra aGi a una 

fosfoproteína de 41 Kda. Además si estas mismas células se 

incuban en presencia de TPA se observará un incremento del 70 

por ciento de fosforilación en dicha proteína (142), todo lo 

cuál sugerá la fosforilacion de Gi citada un poco más arriba. 

Con el mismo objetivo en mente otros grupos de investigadores 

inrnunoprecipitaron una proteína fosforilada con las 

características inmunológicas de aGi y detectaron, por su 

parte, un incremento en la fosforilación al utilizar TPA (143). 

De cualquier manera no ha sido posible establecer con absoluta 

claridad la fosforilación de .aGi, ya que otros grupos indicaron 

que la proteína fosforilada es la subunidad a de Gz.(144) 

Corno se ha visto a lo largo de estas notas introductorias 

la proteína cinasa c es capaz de ejercer una regulación 

negativa en su propio sistema de transducción de señales. Tiene 
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así mismo la facultad de modular al sistema de la adenilato 

ciclasa bloqueando la inhibición de la respuesta a 2-adrenérgica 

en plaquetas. Todo lo anterior parece indicar que un sustrato 

de la cinasa e es la proteína fijadora de nucleótidos de 

guanina acoplada de manera inhibitoria al sistema de la 

adenilato ciclasa. Los fenómenos que se han venido reseñando 

han sido objeto de un estudio intenso durante los últimos años 

y aunque todavía no se han esclarecido en su totalidad 

representan ya un campo altamente articulado de la bioquímica 

moderna, razón por la cuál el presente estudio se dirigirá a 

estudiar los efectos de los ésteres de f orbol en la respuesta 

a 2-adrenérgica, ángulo de la investigación que a nuestro juicio 

se halla también lleno de posibilidades. 
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OBJETIVOS 

Utilizando como modelo experimental plaquetas obtenidas de 

sangre de donadores se procedió a estudiar la modulación de la 

respuesta a 2 -adrenérgica por el 12-tetradecanoil-13-acetato 

(TPA) y a evaluar la funcionalidad de las proteinas Gi como 

moduladoras del estado de afinidad de los receptores y como 

efectoras en la respuesta inhibitoria de la adenilato ciclasa. 
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METO DO LOGIA 

La metodología utilizada en la ejecución de los presentes 

experimentos se halla consignada en los artículos que se 

prepararon como parte integral de esta tesis y aparecen 

incluidos a continuación.Se mencionarán también dos 

metodologías que no fueron usadas en aquella oportunidad y que 

por tal motivo se harán constar en los renglones que siguen. 

Cantidades iguales de membranas de plaquetas control y 

membranas de plaquetas tratadas con TPA fueron sometidas al 

método de Lowry (145) para cuantificacion de proteínas y 

posteriormente a una corrida electroforética en condiciones 

desnaturalizantes,según Laemmli (146),hecho lo cual se procedió 

a realizar un Inmunoblott sobre las mismas muestras de acuerdo 

a los métodos convencionales (146). El primer anticuerpo 

empleado en la metodología citada en último lugar se dirigió 

contra el decapéptido del carboxilo terminal de a-Gi2.El 

segundo anticuerpo empleado, que se utilizó para conducir la 

reacción inicial hasta sus cosecuencias finales, se hallaba 

acoplado a una fosfatasa alcalina. 

Con la finalidad de averiguar si el TPA fosforilaba aGi se 

realizaron estudios de fosforilación e inmunoprecipitación, 

para lo que se obtuvieron las plaquetas de 50 ml de sangre 

humana y se procedió a realizar la fosforilación conforme al 

método de Lapetina (143). 
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La inmunoprecipitacion de las proteinas fosforiladas de 

plaquetas se realizó también según el método del autor 

mencionado en la referencia anterior.Una vez inmunoprecipitadas 

las proteínas se sometieron a una electroforesis 

desnaturalizante, 

autorradiografia. 

se secó el 
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RESULTADOS 

Los resultados expuestos en la presente sección fueron 

dados a conocer en 1989 y 1991 en 

J. Adolfo Garcia-sainz and Gloria Gutiérrez-Venegas (1989). 

Activation of protein kinase e alters the interaction of 

alpha2-adrenoceptors and the inhibitory GTP-binding protein in 

human platelets. FEBS Lett. 257:427-430. 

Gloria Gutiérrez-Venegas and J. Adolfo Garcia-Sainz (1991). 

Activation of protein kinase e inhibits hormonal stimulation of 

the GTPase activity of Gi in human platelets. FEBS Lett. EN 

PRENSA. 
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Activation of protein kinase C alters the interaction of 112-adrenoceptors 
and the inhibitory GTP-binding protein (G¡) in human platelets 

J. Adolfo Garcia-Sáinz and Gloria Gutierrez-Yenegas 

Instituto de Fisiolc•gia Ct•lular. L'nirersidad .Vaciona/ Auránnma de Jlé:cico, Apdo. Po.~tal 70-~48, ,\fixico DF045/0, ~f~xico 

Recei'Cd 18 September 1989 

The effect of l~-tetradccanoyl phorbol 13-acctate (TPAJ on the hormonal modulauon of adcnyL!te cyclase was studied. The effect of epinephnne 
<:i:.-adrenergic action) was markedl) diminished in mc:mbranes from TPA-treated platelets as compared to the controls. lnterestingly, thc inhihitory 
effect of guan)l)I imido dipho~phate (Gpp(~H)p) "'-35 no! altered !'íeit.her the numbcr of :I:-adrenoceptors nor the1r affinity for PHJyohímbine 
werc affected by thc treatment with TPA. In control platelets, 77% oí the receptors \.\.ere in a h1g.h-affini1y stale far cpinephrinc and 22 % in a low. 
affinit) state~ Gpp(t'HJp shifted thc receptor affinity towards the low-affinity confonnation. In manbr:rnes from TPA·treated platelets, the reccptors 
were in thc lov.-affinity stale and no íurther decrease in affimty was induced by Gpp{NH)p. Our data sugge'it thal activation of protein kinasc 

C in pl:t1elets blocks the hormonal inhibition of adenylate C)clase b) inleñering wilh the receptor-G, interaction. 

Protein kinase C: Enzyme activation; Recrptor·protcin intcraction; Adrencx;cptor 

l. INTRODUCTION 

Protein kinase C participares in the intracellular pro­
pagation of signals that act through the cakium­
phosphoinositide transduction systern [I). Howe,er, its 
importance goes much beyond this, protein kinase e 
provides positive forY.ard as well as negative feedback 
controls over various steps of its own and other signall­
ing pathways [2). 

The adenylate cyclase complex (receptors, G-proteins 
and the catalytic subunit) seems to be a target of pro­
tein kinase C and thus, one of the sites through which 
major interaction berween these two signalling 
pathways takes place [2). lt has been observed that ac­
tivation of protein kinase e modulates the activation of 
adenylate cyclase induced by hormones and 
neurotransmitters [3-5) and impairment of the 
hormone-sensitive inhibitory pathway of adenylate 
cyclase by protein kinase e has been rrported [6-9). 

Treatment of human platelets with 12-t<tradecanoyl 
phorbal 13-acetate (TPA) largely impairs the GTP­
dependent hormone-sensitive inhibitory pathway to 
adenylate cyclase which invol•es the inhibitory GTP­
binding protein, G; [6-9). Protein kinase C 
phosphoryl&es e; [7] and suppresses its function in 
hormonal inhibition of adenylate cyclase [6-9]. 

Guanine nucleotide-binding proteins seem to exert 
two basic functions: first, to regulare the activity of 
membrane eff ectcrs (i .e. to activare or inhibit enzymes, 

CurrC.lpondrrict: adart•!:s: 1 .:\. (ja~-:1a·Sii:i.:. lnsu•u10 Je fis1ni,1fia 
Cdu!a:, Lnar.:rrniad '."J..:1or..tl A· .. aóncm;: tic \k\i.:o, A¡:iJc-. P.:t;;:at 
:r;.~.!!I, .\kt.i.:0 DF ¡~~H; ~k\1.:D 

such as adenylate cyclase phospholipase A 2 or 
phospholipase C and ionic channels) [IO,I I] and se­
cond, to modulare the affinity ;tate of hormone recep­
tors [12]. 

Using human platelets we examined the effect of 
TPA on thes~ two functions of G,; our results suggest 
that activation of pratein kinase C uncouples G; from 
the a-:-adrenoceptors without altering the interaction of 
G; with adenylate cyclase. 

2. ~1ATERIALS ANO METHODS 

Blood \\as ob1a.ined from hcalth~ men and '.l.Omen who had caken 
no medication during the pre·.fous 1 week!i. Platele1·rich plasma was 
obtained by centrifugation. In sorne experimenn, !he platdct-rich 
pla~ma wa~ incubaled wi1h 1 m,_.1 alpirin for 30 min at 37"C to in· 
hibi1 cydoo\ygena\e JIJJ; this tre.ltrnen! did no1 alter the resuh~ ob· 
tained. Afo:r a prcequihbrJtion pcriod of S min at 37:c. the platelets 
were cha!lenged 1.1.ith 1 µM TP . .\, or vchide far l min; the platelets 
\.l.Cre ccmrifu::cd an.:! ilomug~·niud. A crude mcmbrane preparation 
was ohtained a!- de . ...:ribed by Hofiman t"t al. (14]. 

Adeny\ate .:y:.l.i~e J.C'Ü'•it;. ""'ª' as~ayed m a mixture comaining 
:!S mM Tris (pH 7.S). S mM ~1~Cll, 0.1 mM ATP (comaining 
(a- nPJATP 500000 .:pm pcr tube), S mM theoph>'lhne, 2.S mglml 
phosphocreatme and 1 mgimJ crl!atine kinase; the reaction was 
started b)' ihe addit1on of membrane prolein (50 µg) and il was car· 
r;ed out far 20 min at 30ºC m a total rnlume oí O. t mi. Cydic AMP 
""''ª~ i~olared b> 1he method of Salomon el al. [IS]. 

{1HJYohimbine bindmg studies ""'ere performed as des.:ribed by 
Hoífman el aJ. (14). The bmding i;ompetilion e.11periments were 
analyzed by computer moddling: tc:chnique\ [IS-17), 

3. RESGLTS 

Ba~al adenylat!! cy~last" acfr . .:it} was similar in m:m­
brani:s from ¡;omrol and TPA-trcatt!d pbtt!leb í~f1 =: ñ 

PMho'tshr!d tJ.1 E&.,·11t ... S.:1t'!fCt' P:.h/i;r.,•,.-: B t'. 1Btl·mc:d1r.il D~·1·:.:wr.; 

fJ(,¡.:5'"9J,.~li'11 . .SO '°'· 19~'ll FeJerJ11or. uf E..Jrn;'lear: 5,oc:n:rr.t..::J\ Su\:'1Cllt:~ 
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fig.l. Effect ofTPA on the stimulation of adenylate cydase activity 
by forskolin. Membranes from control (open circles) or TP . .\-treated 
(closed circles) plalelets '.l. ere incubated \•dth different concentrations 
of forslo.olin. Result!ri are e.\prc.,sed as 070 of basal activities. Ploued 
are the means and vertical lin!!s represent the SE of 6 e.\periments in 

triplkme using different membrane preparations. 

and 25 ± 5 pmol/min per mg protein for membranes 
for control and TPA-treated platelets, respectively 
(means ± SE, n ; 10)). Forskolin stimulated adenylate 
cyclase activity in a dosc-dependent fashion in mem· 
branes from control and TPA-treated platelets (fig. I ). 
However, the activation induced by the diterpene was 
slightly greater in membrancs from TP A·trcatcd 
platelets than in the controls (fig. l ). Epinephrine induc­
ed a dosc-dependent inhibition of forskolin-stimulated 
adenylate cyclase activity (fig.2); the effcct of 
epinephrine was blocked by 10 µM yohimbine in­
dicating the involvement of a,-adrenoceptors (not 
shown). In agreement with the data of Jakobs et al. [61. 
we observed that the effect of epinephrine was marked-

1.,, ~ ('; !:i • 

- 1_00 [Ep1neonr.ne] "t 

Fig.~. Efíci:ts of epincrhnne or Gp;H!':Hlp on fonkolin·stimulatcd.. 
adcnyla1c .:•.-.:!..m: a.:1h11:-. ~kmh~arn:~ fr.-.m .:-ontrnl ¡open .:1rcli:q or 

TPA·tr1:~1ed (¡;!u~el! 1:1rde~) ¡il<tldet' 'ollete in.:l!tia1cd ...,lth H)l _.'-t 
ior.o.l..o\m arid e11he1 tu u\I GTP and :.11fferen1 con1..L"ntra1u.m, (ll 
c:p1rw~hnne dd• ¡ianc!I 0f ct1:-!i:r'!~.1 ..:onLt'!~trant•n!- ef (i~plNH!p 
1.:-ii!h; rand; k:\.Jlt\ .1rc ~\;":e~'d a~ ª11 cf !he :iJ-:mbtt· ;ycla'~ 
ac:i\lfV c;h~:~"'!.: I~ t!1· C'"·i:'f'!'~t" n: .-n~·· .... ;:; :il.:Jn:: Ptcirti:.1 are tr::: 
r:~c.Jn'- au.: '·e:11.:.i: i·nL'· ;cr·::~~-1 :nr SE cf 1!1 :: .... rennn::n~:, ;n 

::-;í111.;::i1~ U!lr'f, Jz:"!i::r::i;: m~·r.1t'<.1nt f,re:;,>.JaiiOf,' 

Contré>l 
TPA 

Table 1 

~-~r~~-t o~ "fP~ on .. 11J:"{hohimhmc bindmg 

Bmu 
(ímOlimg pcr protcin) 

118 = to 
140 = 19 

3.2 = 0.3 
3.5 :t 0.3 

McmbrancsJrom ;antro! or TPA-trcatt:d pla1clcts wcrc incut>atcd 
with (JH})·ohimbine as dc\cribcd in scction 2. Rc~ults are thc 

mcam :t SE from 3 scpara1e exrcrimcnts in trijllicatc 

ly reduced in membranes from TPA-treated platelets as 
compared to the controls, i.e. 100 µM epinephrine in­
duced a 35-40"io inhibilion of adenylate cyclase activity 
in control membranes whereas in membranes from 
TPA-trealed platelets the same concentration of 
epincphrine induced only a 5-10% inhibition (fig.2). 
The effect of the treatment with TPA was not exclusive 
for epinephrine. The action of other agents that inhibit 
adenylate cyclase through their own receptors such as 
thrombin and platelet activating factor (PAF) was also 
similarly diminished (data not shown). Interestingly, 
the inhibitory action of the hydrolysis resistan! 
analogue of GTP, Gpp(NH)p, was identical in mem­
branes from control and TPA·treated pla1elets (fig.2). 

We next examined the effect of TPA treatment on 
the cr:·adrenocepror number and affinity using 
['H]yohimbine: Scatchard plots of the binding data 
were linear. consistcnt with a single type ofrcceptor; no 
significam diffcrence in Bm.n or Kd was observed bet­
v.een control membranes and those from TPA-treated 
platelets (table 1 ). The data indicate that neither the 
number of sites nor their affinicy for the antagonist is 
ahered by the treatment with TPA. 

In membranes from control platelets, the displace­
ment of [3H]yohimbine binding by epinephrine was 
dose-dependent (fig.3) and gave a shallow curve with a 

j·~~ 
"l \\ 
"t ·~ t·171 ~. l 
ii~~----~ 

·LOr: (Ec111'!ohrint:) M ·LOG (Ep.nl':O"'"e] J./ 

Fi~.3. Dhola..:cmen1 b)' t:pin-:rhrme oí ~pecifi.: í\H])ohímb~n!! 
bmdin~. \1crr.hrane~ from .:ontrol (open ~ymliuls1 or TP . .\-1:cJ.!ej 
platel:::ts (c¡alid s~mt10I<.} wcr~ mi:ub:ued ... ·ttn 7 n~t ('H;\uhtr.<t'lm!.; 
aml d1flo:rcril ¡;on...:rntr.t!l\•n~ oí 1 -· Jerme;~hrtrt(' in i.h:: .ab~l:'n::= 

(cirde!.) or P~=~-:m.~ u:-iar:t:li:'.\I ot lflü~~t l•N'i~H1-;; Pl.--.t:cd •~a 
n:;-re:.L"ntafr•~~ :~p-r:-1m::n1 ni ti rC';-h.:J.1::-. ..,-¡¡¡, d;!.l:!:-:m :-;,(':n~:-.1:1t" 

rrt:nar.111.:ir.s Thc ir.~ch ~hnv. rne !-id: .;!n;i.1' ii~ u• ~nt: ~·:.1:r.r-e:11:0r: 

s1cdi:: ... 
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Table 2 

Parametcr~ derhed from· 1he comput_er modelling of comretition curves of epinephrine wi1h 
(JH)yohimbine 

Trearmcnt A!?COIS ¡iHJYohimbine 

!:1 fn~1} O:o >;, (n~f) .. , Hill coeffident 

Control epinephrine1 :?O :t :?O ;7 ± s 3000 = 700 :!.:! = 6 0.45 = 0.03 
epinephrine + Gpp(~'-IJp 2000 = 100 100 0.12 = o.ozh 

TPA epinerhrine 1700 = 100 100 o.;4 = 0.04 
epinephrinC' ... Gprl'.;H)p JSOO =. :?00 100 0.72 =O.~ 

• Two·state fil significaml~· bettcr than one-s1a1e fil (P < 0.051 
b P < 0.001 as comparcd lo e·,incrhrine alone, control 

Results are the mean' ::: SE of 6 eweriment!i in triplicate using diífcrenl membrane preparations 

Hill coefficient of 0.45, which suggesis Ihe presence of 
heterogeneous binding sites. Addition of 0.1 mM 
Gpp(NH)p induced an approximately 30-fald shift to 
the right in the displacement curve and an increase in 
the HiII slope to 0.72 (fig.3). This Hill slope suggests 
that sorne he1erogencity may still pcrsist in the binding 
sites; similar rcsul1s have been observed by othcr 
authors [18] but the reason is unknown. Compu1er 
modelling of the daia indicaied in the absence of 
Gpp(NH)p the presence of 1wo classes of binding sites 
with high (K 1) and Jow (K,) affinities far epinephrine 
(table 2); most of 1he receptors were in the high-affinity 
state far agonists. The competition curve in Ihe 
presence of Gpp(NH)p ga\'e a binding iso1herm consis­
terit wirh a single class of binding si1es whose affinity 
far epinephrine was similar to the K, obserwd in Ihe 
absence of Gpp(NH)p (table 2). 

The displacemenI of [3H]yohimbinc binding by 
epinephrine in membranes from TPA-treated pla1elets 
showed two importanr differences with the conirols 
(fig.3): first, the displacemenr cun·e in the absence of 
Gpp(NH)p was steeper (Hill, O. 74) and shif1ed to the 
right; second, no further effecr ')f GpplNH)p was 
obser\'ed (fig.3). Computer modelling indicaied tha1 in 
the~e membranes a single typc of ~1d:~ wa~ delected 
regardless of the pre,.nce or absence' of Gpp(NHlp 
(table 2). 

4. DJSCUSSJON 

Our presenr data confirm and extend those of Jakobs 
and co-workers. [6-9) and indicate 1ha1 activation of 
protein kinase e leads to an impairment of the 
hormone-sensitive inhibitory branch of adenylate 
cvclase. Thc alreration of th~ inhibiton: branch of 
adenylate cyda,;e w:i.s obsen ed for ¡hrt!e ag::nt~ 
tepinerhrinc. P.\F. rhromhin1 a~ting through indepen· 
den1 f';!Ceptors. The~l' dat~ are con.;i~Y::.mt with the idea 
tha!. tnc t:ouplin~ tit!l\\·:-cn thr::>e rei.:e;itor~ and 1:-ie 

;.:a~al~tic "iununi: of .::.:enyla·.t· :yda~c ¡~ a:"f..:.:t~d b~ pr0· 
tc:J'i krna-.t C: :> 1..t:n ·..'ou~!rn:: ¡_,- r.~tdi~ted vi~ th~ in-

hibitory guanine nucleotide-binding regula1ory protein, 
G;. 

lnterestingly, the inhibitory effect of Gpp(NH)p on 
forskolin-stimulated adenylate cyclase acrivity was no1 
altered in membranes from TPA-treated platelets, 
which suggest that the mcchanism(s) through which G; 
inhibits adenyla1e cyclase are not altered by protein 
kinase C. In oiher words, the data sugges1 that the 
alteration induced by protein kinase C on G, does nor 
affect its in1eraction with the catal;1ic subunit of 
adenylale cyclase buI ra1her thaI it is Ihe receptor-G; in­
teracrion tha1 is affected. Direct cvidence far an altered 
receptor-G¡ interaction was obtained in the binding 
studies. However, the possibility of an additional 
defect in the G,-adenylate cyclase inieraction cannoI be 
completely ruled out. Two reasons exist far such 
reserve: (i) firstly, our unders1anding of the 
mechanism(s) through which adenylate cyclase is in­
hibited by G, is incomplete [19-21] and (ii) secondly, it 
is not known if Ihe mechanisms of activation of G, by 
hydrolysis resis1an1 analogucs of GTP are idenrical to 
Ihose of 1he natural nucleotidc. Regarding 1his latter 
point, GTP has a biphasic effect on human platelet 
adcnylatc:: cyclase, increasing enzyme activity at sub­
micromolar concentrations and inducing inhibition ar 
higher concentrations [8]; TPA blocks the inhibitory 
phase of GTP action [8]. Ho"'e,·er, hydrolysis-resistant 
analogues of GTP. such as GTP[S] or Gpp(NH)p (this 
manuscript), inhibiI adenylate cyclase similarly in 
membranes from conirol and TPA-treated pla1elets. 

There is evidence thaI many receptors including 
a,-adrcnoceptors exist in two imerconvertible affiniry 
st:lles far agonists (high- and low-affinity states). The 
conver;ion of the low-affini1y state to the high-affinity 
state sccmi; to invoh·c- the imeracrion wirh G-protcins; 
rccon~tirntion of the high·affinit~ state far agoms1s of 
platt!kr cr:-adrt'nC'll'.::!pH."'rs with exogen0u-. G¡ ha~ 

::i!ready bcen r~pon:::d ¡:2J. Our binC.in~ data mdi 1.:a1c 
lh.3.t in mcrr.r.ran-:!~ from TP.~-tr::a11!d plat~le:~. 

::r~·i:\Jreno..:e;:i·tor!- r~main iri :ne: il'w-aitrnlty S[J.te fer 
agonisu ..... nic.:i1 :;¡¡¡gg~;;:i:; thar tht". r::::t:;no:-G, ir:i:.::-a::ion 
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is perrurbed by pretrcatment with TPA and that 
therefore the a 2-adrenoceptors are unable to form the 
high-affinity state for agonists. Remarkable similarities 
exist between the cffects of TPA on platelets reported 
here and those of pertu>Sis toxin on other cells. 
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Summary 

The effect of 12-tetradecanoyl phorbol 13-acetate on the 

GTPase activity of Gi was investigated. lt was observed that 

treatment with TPA did not alter the basal GTPase activity of the 

membranes or the stimulatory effect of prostaglandin E1 

(putatively via Gs). In contrast the active phorbol ester 

markedly diminished the stimulation of GTPase induced by agents 

whose receptors are coupled to Gi such as epinephrine (alphaz­

adrenergic action), platelet activating factor or thrombin. 

Pertussis toxin catalyzed ADP-ribosylation was also decreased in 

membranes from TPA-treated platelets as cornpared to the controls. 

It is suggested that the alteration in the hormonal activation of 

the GTPase activity of Gi is secondary to a perturbation in the 

receptor-Gi interaction. 



l.- INTRODUCTION 

There is evidence that protein ,kinase C (PKC) can modulate 

the function of signalling elements such as sorne receptor, G­

proteins and membrane effectors (adenylate cyclase, phospholipase 

C and sorne ion channels) [l]. In platelets it has been observed 

that activation of PKC by 12-tetradecanoyl phorbol 13-acetate 

(TPA) largely impairs the GTP-dependent hormone-sensitive 

inhibitory pathway to adenylate cyclase which involves the 

inhibitory GTP-binding protein, Gi [2-6]. It has been shown that 

PKC phosphorylates Gi [3] and blocks its function in hormonal 

inhibition of adenylate cyclase. Interestingly, the ability of 

hydrolysis resistant GTP analogues to inhibit adenylate cyclase 

is not altered by the treatment with TPA [5,6] which suggests 

that the receptor-Gi interaction rather than the Gi-adenylate 

cyclase interaction is what is altered by PKC. Further support to 

this interpretation was obtained in binding studies [6], it was 

observed that in control platelets, approximately 75% of the 

receptors were in a high-affinity state .for epinephrine and 

approximately 25% in a low-affinity state; Gpp(NH)p shifted the 

receptor affinity towards the low-affinity conformation [6]. In 

membranes from TP~-treated platelets, the receptors were in the 

low-aiíinity state and no further decrease in affinity was 

induced by Gpp(NH)p [6]. We examined the effect of TPA on 

hormone-stimulated GTPase activity; our results indicate that 

stimulation of PKC markedly diminishes the hormone-stimulated 

GTPase activity of Gi. 
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2.- MATERIALS AND METHODS 

Blood was obtained from healthy lllen·and womenwho had taken 

no medication during the previous 2 weeks. Platelet-rich plasma 

was obtained by centrifugation. ·After a preequilibration period 

of 5 min at 37°C, the platelets were challenged with 1 µ N TPA, or 

ve hiele for min; the platelets were centrifuged and 

homogenized. A curde membrane preparation was obtained as 

described by Hoffman et al. [7]. 

GTPase activity was assayed according to Cassel and Selinger 

[8], in a mixture containing 2 mM MgClz, mM 3-isobutyl-l­

methylxanthine, 0.1 mM cyclic AMP, 5 mM creatine phosphate, 1.2 

mg/ml creatine kinase, 0.2% bovine serum albumin, mM 

dithiothreitol. O. 1 mM EDTA, 1 µ M GTP, 50 mM trietanolamine-HCl 

pH 7.4 and [y32p]-GTP (0.2 µCi per tube). The reaction was 

initiated by the addition of the membranes (10 \J g of protein) and 

was carried out for 10 minutes or the times indicated at 25°C in 

a final volume of 0.1 ml. The release of ¡32p]Pi was determined 

as described by Aktories and Jakobs [9]. Protein was quantified 

by the method of Lowry et al. [10]. ADP-ribosylation was assayed 

in a mixture containing 250 mM potassium phosphate buffer pH 7.5, 

10 mM arginine, S'mM MgCl2. 1 mM ATP, 10 mM thymidine, O. 75 mM 

NADP, 0.1 mM GTP, 10 u~t NAD and ¡32p]NAD (10 µCi per tube). The 

reaction was carried fer 60 min at 30°C far 1 hr. Pertussis toxin 

was activated with 20 mM DTT for 10 min. at 37°C. The reaction 

was started by the addition of the membranes (100 ug); following 

the reaction ml of phosphate huffer was added and the 

membranes ~ere pelleted by centrifu~atior.4 The pellet ~as 

diRDlv~d and subjeted ce SDS?-?AGE. The gels were fixed, dried 

4 



and exposed tCl X-ray 'fil at -72ºC { I J) • 

. Immunoprecipiation of Gia was achieved using an specific 

polyclonal antibody generated against the decapeptide 

corresponding to as Gi (KNNLKDCGLF) [13] essentially as described 

forGsa[12]. 

3.- RESULTS 

Under the conditions employed, basal GTPase activity was 

linear as a function of time of incubation and of similar 

magnitude in membranes from control and TPA-treated platelets 

. (Fig. !) . Epinephrine (100 µN) and prostaglandin E1 (PGE1) (! µM) 

increased the rate of GTPase activity (Fig. 1). The effect of 

epinephrine was blocked by yohimbine but not by prazosin 

indicating the involNement of alphaz-adrenoceptors (data not 

shown). The effect of PGE1 was similar in magnitude in membranes 

from control or TPA-treated platelets but in contrast, the action 

of epinephrine was greatly diminished in membranes from TPA­

treated cells as compared to the controls (Fig. 1). Dese-response 

curves (Fig. 2) confirmed chis finding; i.e. PCE1 stimulated 

similarly. and in ~ose-depencent fashions,the GTPase activity of 

membranes frorn control and TPA-treated platelets; epinephrine 

induced a dose-dependent GTPase activation in control membranes 

but only increased GTPase activity at the highest concentration 

tested ( 100 µ M) in membranes from TPA-treated cells (Fig. 2). 

The decreased activation of GTPase activity was not 

exclusive for e-pinephrine but cowmo:i. to other at!ents whos: 

rece?tors inceract wjch Gi, such as pla:elet accivati~g factor 
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and thrombin (Table 1). 

Pertussis toxin-catalyzed ADP-ribosylatio'!, of ,'meÍnbranes from 
,. .. < 

control and TPA-treated platelets showed the ,lab7,lfog p,f, :: 41 KDa 

protein(s). Interestingly, in membranes, :ftom'~ TPA-treated 

platelets th• labeling was consistently decreased 30-50% (Fig. 

3). The labeled protein was immunoprecipitated using an specific 

anti-Gi antiserum (Fig. 3); in the immunoprecipitation the 

decrease in labeling induced by the treament with TPA was even 

clearer (Fig. 3). 

4.- DISCUSSION 

The findings that activation of PKC in platelets blocks the 

hormonal inhibition of adenylate cyclase activity [2-6] but not 

that induced by Gpp(NH)p [5,6] indicated that the receptor-Gi 

interactions rather than the Gi-cylcase interactions were altered 

[6]. Further support to this interpretation was obtained in the 

binding studies [6]. Our current data are consistent with such 

interpretation; they clearly show that the effect of agents whose 

receptors activate the CTPase activity of Gi is markedly 

decreased. ln contrast, the stimulation of GTPase activity 

induced by PGE1 (pÚtatively via activation of Gs) is not altered 

which is also consistent with the absence of ef f ect of TPA on the 

activatory branch of adenylate cyclase [2-6]. 

We did not observe any effect of the treatment with TPA on 

the basal GTPase activity. However, "basal" GTPase activity 

probably is the result of GTP hydrolysis by severa! G-p~oteins. 

Thereíorc, We can not ru!e ~ut a direct effect of che tr~atme~t 

on the hydrolyti.: ~ctiviry of Gi. Neverthelt!.55, a blockade of t:he 

ó 



GTPase activity would probalby result in a tonic activation of 

this G-prot:ein_- (as it is observad in Gs ADP-ribosylated by 

cholera toxin [14]); this is not what it is observed. 

Current ideas indicate that the hormonal activation of the 

GTPase activity of G-proteins is probably secondary to the 

stimulation of the GDP-GTP exchange prometed by their interaction 

with activated receptors [15]. The perturbation of the receptor­

Gi interaction [6) by the treatment with TPA could be responsible 

far the blockade of the hormonal inhibition of adenylate cyclase 

[2-6) and activation of the GTPase activity of Gi. 

It has been suggested that the C termini of G u subunits 

governs in part the interaction of G-proteins with receptors 

[16). Using a panel of specific antibodies against this domain. 

Simonds et al [13] were able to block the hormonal inhibition of 

adenylate cyclase and identif ied the G-protein involved in this 

effect as Gi2. Interestingly, the consensus site far pertussis 

toxin-catalyzed ADP-ribosylation is located in the same domain 

[17]. It is possible that the decreased labeling observad by us 

with TPA and previously by others using other agents [18] could 

be due, at least rartially, to a perturbation of the e terminus 

(receptor-coupling domain) of Gi2. Other possibilities such as G­

protein subunit dissociation, cannot be ruled out. 

The molecular basis of the alteration of Gi2 function 

remains to be determined. Although in vitre experiments suggested 

that PKC phosphorylates Gi [3] recent evidence indicates that 

phorbol ePters phosphorylates a G-protein other than Gi [19]. le 

is ince~esting to note :hat it has heen sho~-n rhat TPA bl~cks Gi 

i 



function in liver cells [20] and that this effect is associated 

to phosphorylation of Gia [20] however, the blockade of Gi 

function observed in liver cells is different to that observed in 

platelets. i.e. the inhibitory action of hydrolysis-resistant 

analogues of GTP is blocked [20]. 
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Figure 

GTPase ACTIVITY OF MEMBRANES FROM CONTROL AND TPA-TREATED 

PLATELETS. Membrane~ were incubated in the absence of any agent 

(circles) or in the presence of 100 UM epinephrine (triangles) or 

l µM PGE, (squares). Left panel, (open symols) control membranes; 

right panel (closed symobls) membranes from TPA-treated cells. 

Plotted are the means and vertical lines represent the S.E.M. of 

4 experiments performed in triplicate. 
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Figure 2 

EFFECT OF TPA ON THE STIMULATIONS OF GTPase ACTIVITY·INDUCED BY 

EPINEPHRINE OR PROSTAGLANDIN E1. 

Membranes from control (op~n circles) or TPA-treated 

platelets (closed symbols) were incubated for 10 min with 

different concentrations of epinephrine or PGE1. Results are 

presented as % of basal activities that were 18 + 3 and 15 + 3 

pmol. min-1.mg protein-1 for membranes from control and TPA-

treated cells respectively. Plotted are the means and vertical 

lines represent the S.E.M. of 10 experiments performed in 

triplica te. 
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FIG. 3 EFFECT OF TPA ON THE PERTUSSIS TOXIN CATALYZED ADP-

RIBOSYLATION IN MEMBRANES FROM CONTROL AND TPA-TREATED PLATELETS. 

Membranes from control (lines 1,3,5) or TPA-treated platelets 

(lines 2,4) were incubated in the conditions fer ¡32p]ADP-

ribosylation in the absence (line 5) or presence of pertussis 

toxin. (lines 1-4). The membranes were solubilized and either 

subjected to SDS-PAGE (lines 3-5) or immunoprecipitated using a 

Gi-specific antibody and the precipitate subjected to SDS-PAGE 

(lines 1,2). The autoradiogram is representative of 5 with 

similar results. 
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TABLE l. Effects of Epinephrine, Prostaglandin E1, Thrornbin and 

Platelet Activating Factor (PAF) on the GTPase activity of 

rnernbranes frorn control and TPA-treated platelets. Results are the 

rneans ± S.E.M. of 4 experirnents perforrned in triplicate. Basal 

values are the sarne as in Fig. 2. 

Agent 

Epinephrine 

PGEl l 1J M 

PAF 100 nM 

Thrombin 1 

a p < 0.025 

b p < 0.05 

100 1J M 

u/ml 

Control TPA 

144 ± ¡a 

191 + 10 198 ± 8 

124 + 4b 

120 ± 3b 



110 

>. -> -o 
<! - 90 o 
Q) C/J 
C/J o 
o en 
o ->. o 
(.) 

Q) 
'¿f!. --o 

>. 
e 
Q) 
"O 
<3'.: 

50 

~-, )' 
-3 -2 -1 o 

THROMBIN ( log U/mi) 

DATOS NO PUBLICADOS 
Fig.1 Efectos de trombina en la actividad de la adenilato 
ciclasa estimulada por forskolina. 
Membranas control (círculos abi.ertos), de plaquetas tratadas 
con TPA (circulas cerrados), se incubaron con 100 µM de 
forskolina , 100 µM de GTP y diferentes concentraciones de 
trornbina . Los resultados estan eh-presados corno % de la 
actividad de la adenilato ciclasa observada en oresencia de 
fors}:olina. Las lineas ver~.i.cales reo:::-esentan la media del 
error es~andar de 10 exprerirnentcs por triplicado. 
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Fig. 2 Efectos de PAF en la actividad de la adenilato ciclasa 
estimulada por forskolina. 
Membranas control (círculos abiertos), de plaquetas tratadas 
con TPA (círculos cerrados), se incubaron con 100 µM de 
forskolina , 100 µM de GTP y diferentes concentraciones de 
PAF • Los resultados estan expresados como % de la actividad 
de la adenilato ciclasa observada en presencia de forskolina. 
Las lineas verticales representan la media del error estandar 
de 10 exprerimentos por triplicado. 
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Fig. 3 Inmunoblot de las membranas de plaqueta control 
(lineas 2,4) y de membranas de plaquetas tratadas con TPA 
(lineas 1,3). Para realizar el inmunoblot se utilizaron 
métodos convencionales el primer anticuerpo se dirigió contra 
el decapéptido del carboxilo terminal, la cantidad de 
proteína se cuantificó con Lowry en las lineas 1,2 100 µg de 
proteína y lineas 3,4 50 µg de proteína 
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Fig.4 Fosforilación e inmunoprecipitación de plaquetas 
incubadas con 32 P, linea 1 control; linea 2 plaquetas 
estimuladas con TPA y ADP-ribosilación catalizada por la 
toxina pertussis de las membranas de plaqueta control (linea 
3), en membranas de plaqueta tratada con TPA (4) y en 
ausencia de toxina (5). Para la inmunoprecipitación (1,2) las 
plaquetas se incubaron con 32 p durante una hora y media y se 
estimularon con TPA (2) 1 micromolar durante 1 minuto a 37 
grados centigrados. La inmunoprecipitación se efectuó 
utilizando los anticuerpos dirigidos contra el decapéptido 
del carboxilo terminal de a Gi2. 



RESUMEN DE RESULTADOS 

Las conclusiones más significativas obtenidas a partir de 

los experimentos detallados en la sección anterior podrían 

sintetizarse de la siguiente manera: 

1) Se observó que el tratamiento con TPA afecta el 

brazo inhibitorio de la adenilato ciclasa, lo 

con un bloqueo de la inhibición inducida 

(respuesta a 2-adrenérgica) (Publicación 1) así 

que se confirmó 

por epinefrina 

como por otros 

agentes que a través de sus receptores inhiben a la enzima 

como PAF y trombina (Datos no publicados). 

Se encontró además un bloqueo en la actividad de 

GTPasa en la proteína Gi por estimulación con epinefrina 

(Publicación 2). 

2) Se demostró así mismo que el tratamiento con TPA no 

altera el funcionamiento del brazo estimulatorio de la 

adenilato ciclasa, lo que se puso en claro al observarse un 

incremento dependiente de la dosis en la actividad de la enzima 

al ser estimulada con forskolina (Publicación 1). Se encontró 

también que la actividad de la GTPasa de la proteína Gs no se 

veía alterada al ser estimulada con PGE¡, hormona que se 

encuentra acoplada de manera estimulatoria a la adenilato 

ciclasa ( Publicación 2). 
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J)Se hizo claro también que el TPA no altera la interacción 

de la proteína Gi con la adenilato ciclasa, evidencia que 

emergió al estudiarse la inhibición con el análogo no 

hidrolizable del GTP, que es el Gpp(NH)p. Por otro lado es 

necesario hacer notar que no se presentaron diferencias con 

respecto a los controles (Publicación 1) • 

4) Se vio en otro momento que el tratamiento con TPA afecta 

la afinidad de los receptores a2- adrenérgicos con la proteína 

Gi. Lo anterior se demostró realizando estudios de asociación y 

se encontró que por el tratamiento con TPA los receptores 

presentaron únicamente el estado de baja afinidad (Publicación 

1). 

5)Se vio así mismo que el tratamiento con TPA actúa sobre 

a-Gi2. La evidencia anterior fue deducida al observarse un 

decremento en la ADP-ribosilación de Gi con toxina pertussis 

(Publicación 2). 

6) Por último fue posible esclarecer que el tratamiento con 

TPA disminuye el contenido aparente de aGi, lo que se puso de 

manifiesto a través de los estudios con Inmunoblott. De la 

misma forma, y a través de estudios de fosforilación e 

inmunoprecipitación, se 

induce la fosforilación 

publicado) . 

obsevó que el tratamiento con 

de una proteína de 41 Kda 

43 

TPA 

(No 



DISCUSION 

Como se ha dicho en las páginas anteriores el presente 

trabajo se fijó como objetivo primordial estudiar la modulación 

de la respuesta a 2-adrenérgica en plaquetas con ésteres de 

forbol(TPA), agente que, según se dijo también, tiene la virtud 

de estimular la proteína cinasa e. Los datos obtenidos en el 

curso de la investigación seran analizados ahora a la luz de 

nuestros propios resultados y los obtenidos en otros 

laboratorios. 

Nuestra información, antes que nada, corroboró los datos 

obtenidos por el grupo de Jakobs (113,129,139), que encontró 

que el tratamiento con TPA bloquea la inhibición de la 

adenilato ciclasa por epinefrina (respuesta a 2-adrenérgica) 

(Publicacion 1-fig.2). Las observaciones anteriores sugirieron 

también que los sustratos posibles de la proteína cinasa e 

podian ser los receptores inhibitorios, la proteina Gi o bien 

la propia adenilato ciclasa.·La posibilidad de que el sustrato 

de la cinasa e fueran los receptores se estudió utilizando 

otros agentes que se encontraron acoplados de manera 

inhibitoria a la adenilato ciclasa, como el PAF y la 

trombina. (Datos no publicados-fig. 1, 2) . Se observó también que 

los mismos agentes bloquean a la adenilato ciclasa de manera 

similar a como lo hace la epinefrina. 

La idea de que los receptores fueran el sustrato de la 

cinasa introducía una complejidad casi insuperable en vista de 

que las membranas de plaquetas presentan una cantidad enorme de 
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receptores acoplados en forma inhibitoria a la adenilato 

ciclasa, lo que hubiera hecho muy dificil la tarea de la 

enzima. otra posibilidad era que la cinasa utilizara como 

sustrato a las proteínas encargadas de acoplar a los receptores 

con la adenilato ciclasa, es decir las proteínas Gi, por lo que 

se decidió activarla directamente utilizando el Gpp(NH)p, lo 

que sorprendentemente permitió encontrar que la inhibicion 

promovida por dicho agente era similar en las membranas 

control y en las membranas de las plaquetas tratadas con TPA 

(Publicación 1-fig.2).Los datos anteriores parecían sugerir que 

la interaccion de la proteína Gi con la adenilato ciclasa no se 

alteraba por la activación de la proteína cinasa e, aunque esta 

posibilidad no se descartaba completamente debido a que aún se 

ignora la forma en que la proteína Gi ejerce su acción sobre la 

adenilato ciclasa.Es necesario aclarar que en el curso de tales 

experimentos no se utilizo el compuesto natural, sino un 

análogo, que se asocia irreversiblemente a Gi promoviendo la 

inhibición de la enzima, como ya ha sido reportado por otros 

autores,lo que podría oscurecer los efectos del TPA sobre esta 

interaccion. sin embargo es imperativo recordar que otros 

investigadores, trabajando con el mismo compuesto (TPA) y en 

otro sistema (hepatocitos,por ej.) han encontrado diferencias 

en la inhibición inducida por el Gpp(NH)p.(142) 

con el objeto de evaluar si la activación de la proteína 

cinasa e alteraba la funcionalidad de los receptores se 

realizaron estudios de asociación con [ 3H]-Yoimbina y se 

encontró que no se presentaban diferencias ni en la constante 
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de afinidad para el antagonista ni en el número de sitios 

disponibles entre las membranas de plaquetas y las mismas 

membranas tratadas con TPA (Publicación 1-tabla I). Como 

también existía la posibilidad de que el tratamiento con TPA 

alterara la interacción del receptor con la proteína Gi se 

realizaron estudios de competencia para confirmar o descartar 

esta última posibilidad.Se encontró, según lo han reportado 

otros autores {132), una poblacion de receptores a-adrenérgicos 

en alta afinidad y receptores a 2-adrenérgicos en baja afinidad. 

Se vio asi mismo que la adición del Gpp(NH)p induce la 

aparición homogénea de receptores a 2-adrenérgicos en baja 

afinidad en membranas de plaquetas. Al realizar una serie de 

estudios semejantes en membranas de plaquetas tratadas con TPA 

y en ausencia de Gpp (NH) p se observó que los receptores ª2 

adrenérgicos presentaron una población homogénea de baja 

afinidad.Por otra parte se observó que en presencia de Gpp(NH)p 

ya no se presentaban cambios adicionales,lo que indicaba que la 

activación de la proteína cinasa e con el TPA bloqueaba la 

interacción del receptor con la proteína Gi,impidiendo de esta 

manera que los receptores pudieran inhibir a la adenilato 

ciclasa (Publicación 1-fig.3). Es importante mencionar que 

tanto los efectos del TPA en plaquetas como los de la toxina 

pertussis en otros tipos celulares {139) incrementan los 

efectos de forskolina al estimular a la adenilato ciclasa 

(Publicación 1-fig. 1) y evitar la formación de un estado de 

alta afinidad por agonistas de los receptores que están 
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acoplados de manera inhibitoria a la adenilato ciclasa 

(respuesta a2-adrenérgica). 

Se ha determinado con toda certeza que la subunidad a de Gi 

es la responsable de fijar nucleótidos de guanina e 

hidrolizarlos. Se vio también que esta actividad de GTPasa 

activada con 

membranas de 

epinefrina disminuye en 

plaquetas tratadas con 

forma notable 

TPA (PUblicación 

en 

2-

fig.1,2). No seria imposible que esta disminución en la 

actividad GTPasica se produzca corno un efecto del TPA al actuar 

en la interacción del receptor con la proteina Gi y que de esta 

manera bloqueara la acción inhibitoria sobre la adenilato 

ciclasa y la activación de Gi a través de su actividad de 

GTPasa. Aunque todavia no se ha confirmado el mecanismo 

mediante el cuál la proteina Gi inhibe a la adenilato ciclasa 

es factible que al disociarse a del complejo /3r promueva la 

inhibición sobre la adenilato ciclasa y efectúe de tal manera 

su actividad de GTPasa y que sea el TPA, finalmente, el que 

tenga la virtud de bloquear el intercambio del GDP a GTP y de 

esta manera se detecte el bloqueo en la actividad de GTPasa de 

Gi , aunque esta última posibilidad deberá explorarse con mayor 

profundidad. 

se ha sabido que la toxina pertussis ejerce un efecto de 

ADP-ribosilación sobre la proteina aGi,lo que sucede de manera 

invariable en un residuo de cisteina localizado cerca del 

extremo carboxilo. Se sabe también que la activación de la 

proteina cinasa e con TPA induce la fosforilación de la 

proteina a de Gi libre y que la adición de TPA bloquea la 
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acción de la adenilato ciclasa (140). La similitud en la acción 

de ambos agentes mencionados nos orilló a pensar que entre sus 

efectos se encontraba el de alterar dominios funcionales de Gi, 

por lo que se decidió evaluar la ADP-ribosilación con toxina 

Pertussis, lo que permitió,a su vez, determinar que en 

membranas de plaquetas tratadas con TPA que la ADP-ribosilación 

se reducía en forma notable (Publicación 2-fig.J). 

Todo lo anterior nos sugirib que la activacibn de la 

proteína cinasa e le restaba a aGi la posibilidad de actuar 

como sustrato, lo que se producía mediante un bloqueo en la 

ADP-ribosilación o bien por la liberación de la subunidad a a 

la membrana.Algunos autores han localizado a la subunidad alfa 

en la fracción citosólica (142). Nosotros, sin embargo, no 

logramos hacer lo mismo en el curso de la presente indagación, 

aunque seguimos pensando en la necesidad de efectuar estudios 

más detenidos para esclarecer el fenónemo. Por otra parte 

Lapetina y su grupo (147),utilizando membranas de plaquetas y 

otro éster de forbol, como es el forbol-dibutirato, bloquearon 

la ADP-ribosilación de la misma forma en que lo hicimos 

nosótros. Es necesario, deci:r: que otros autores han encontrado 

que el TPA produce incrementos en la ADP-ribosilación en 

membranas de plaquetas (148) y neutrófilos {149).La disparidad 

de estos hallazgos no ha sido explicada a la luz de los 

conocimientos actuales, pero es importante mencionar que el 

carboxilo terminal de la subunidad alfa de Gi es un dominio 

funcional de gran importancia para la interacción de la 

proteína G con los receptores. En fecha reciente, además, 
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William Simmonds y colaboradores, en Bethesda (35), caracterizó 

a la proteína G involucrada en inhibir a la adenilato ciclasa y 

encontró que la proteína encargada de promover tales efectos es 

la subunidad a de Gi2, por lo que se decidió generar 

anticuerpos contra el dominio mencionado e inmunoprecipitar a 

las proteínas ADP-ribosiladas, lo que nos permitió encontrar 

una consecuente disminución de aGi en los indices de ADP­

ribosilación. Posteriormente, utilizando los mismos 

anticuerpos, se hicieron estudios de inmunoblott que 

permitieron encontrar que en membranas de plaquetas tratadas 

con TPA se presentaba una disminución aparente en los 

contenidos de aGi 2 (Datos no publicados-fig. 3), lo que, a su 

vez, sugería la posibilidad de que alfa Gi 2 se hubiera liberado 

de la membrana o bien que la fosforilación promovida por el TPA 

convirtiera a tal dominio en un sustrato inadecuado para ser 

detectado por el anticuerpo. En forma paralela, realizando 

estudios de fosforilación in vivo, e inmunoprecipitación con el 

mismo anticuerpo, se encontró que el TPA promueve la 

fosforilación de una proteína de 41 Kda., lo cuál nos hizo 

pensar· en la posibilidad de que tal proteína fuera aGi 2 , aunque 

no logramos determinarlo con un grado razonable de certeza, ya 

que es posible que nuestro anticuerpo se entrecruze con alguna 

proteína G diferente (Datos no publicados-fig.4). Otro grupo de 

autores(l42), utilizando hepatocitos, lograron inmunoprecipitar 

a aGi2 fosforilada mediante el tratamiento con TPA, pero el 

anticuerpo que utilizaron era el correspondiente al 

decapéptido terminal de alfa Gt para transducina,que difiere de 
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alfa Gi2 en un aminoácido. Los mismos autores han pensado que 

la fosforilacion se produce en el residuo de serina 306 1 mismo 

que está asusente en aG1, aGi 3 o aGs. Datos similares fueron 

obtenidos por el grupo de Lapetina utilizando plaquetas y 

activando a la cinasa con trombina (143). Sin embargo el grupo 

de Manning (142) no logró detectar la fosforilación de aGi en 

plaquetas, lo que les hizo suponer que la fosforilación se 

produce sobre aGz, proteina que comparte muchas caracteristicas 

con Gi y qllJ:! no puede ser ADP-ribosilada por la toxina 

Pertussis por carecer del residuo de cisteina. Los datos 

anteriores sugieren la necesidad de realizar estudios más 

profundos que permitan dilucidar si los efectos del TPA sobre 

alfa Gi se deben a fosforilación o bien a una proteolisis de 

esta subunidad. 

Es importante mencionar que la activación de la cinasa e 

con TPA en plaquetas altera o actúa de manera especifica sobre 

el brazo inhibitorio de la adenilato ciclasa, pues la actividad 

de GTPasa estimulada por Prostaglandina El no se altera por el 

tratamiento con TPA. Sin embargo nuestro laboratorio encontró 

(150), al utilizar como modelo experimental los 

hepatocitos,que el TPA es capaz de alterar el brazo 

estimulatorio de la adenilato ciclasa asi como el brazo 

inhibitorio del mismo sistema. Lo anterior se puso en evidencia 

al realizar estudios de ADP-ribosilación con toxina Pertussis 

en donde se determinó un decremento de la ADP-ribosilación por 

tratamiento con TPA. 
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Los experimentos y observaciones detallados en el curso de 

este trabajo sugieren que la activación de la proteina cinasa c 

con TPA bloquea los efectos inhibitorios de la adenilato 

ciclasa, bloquea la actividad de GTPasa por epinefrina 

(respuesta a 2-adrenérgica) y altera la interacción entre el 

receptor y la proteina Gi dejando a los receptores en un estado 

de baja afinidad. Debe mencionarse asi mismo la importancia de 

la proteina cinasa e en la regulación de los sistemas de 

transducción,pues corno dijimos un poco antes es capaz de 

regular en forma negativa su propio sistema asi como al sistema 

de la adenilato ciclasa.Por otra parte deberán realizarse 

estudios más detenidos para sacar de la penumbra los efectos 

especificos del TPA sobre aGi, pues el dominio del carboxilo 

terminal desempeña un papel de suma importancia, corno sustrato, 

para ser objeto de ADP-ribosilación y funcionar también corno 

posible sustrato de la proteina cinasa e y ser además el sitio 

de interacción con el receptor. 
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