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RESUMEN

La actividad de la adenilato ciclasa es modulada por las
proteinas fijadoras de nucledtidos de guanina. La activacidn de
los receptores alfa_jadrenérgicos de plaquetas, provoca la
inhibicién de 1la adenilato ciclasa y como resultado un
decremento en los niveles de AMPc via activacidén 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 estimulacién hormonal. Se observé que
se bloguea la inhibicidén del sistema de la adenilato ciclasa
por epinefrina y otros agentes como trombina y factor activador
de plaquetas (PAF). Se observé 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 accidén de la protein cinasa C.

Se encontré asi mismo que 1la inhibicién causada por
andlogos del GTP (Gpp(NH)p) no perdian efectividad en las
membranas de plaquetas tratadas con TPA, lo que sugeria que la
interaccién entre la proteina Gi y la adenilato ciclasa no se
alteraba por la accion de la proteina cinasa C.

Realizando estudios de asociacién con Yohimbina se vié que
el tratamiento con TPA no alteraba las curvas de saturaciodn, lo
que nos mostré que no exitian diferencias entre el numero 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
encontré 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 sugiridé que la activacidén de la proteina cinasa C
con TPA altera la interaccidén del receptor con la proteina Gi.

A continuacion se procedio a caracterizar la modulacion
hormonal en la actividad de GTPasa y se detectd una disminucion
en la respuesta a epinefrina en membranas de plaqueta tratadas
con TPA, de manera dependiente de la dosis y del tiempo. Se
encontré ademdas en estudios de ADP-ribosilacién con toxina
petussis que 1la ADP-ribosilacidn de Gi disminuia en 1las
membranas de plaqueta tratadas con TPA.

En otra fase de la investigacion se generaron anticuerpos
dirigidos contra el decapéptido del carboxilo terminal de alfa-
Gi,, los cuales se utilizaron para efectuar estudios in_vivo de
fosforilacién e inmunoprecipitacién. Nuestros datos muestran
una proteina fosforilada en las plaquetas a la que se les
activé la proteina cinasa C con TPA, de un peso molecular de 41
Kda, correspondiente al peso molecular de alfa Gip. Asi mismo



en el inmunoblott, se encontrd una disminucién en el
reconocimiento de alfa-Gi; por el tratamiento con TPA.

Nuestros datos sugieren, a fin de cuentas, que 1la
activacion de la proteina cinasa C con ésteres de forbol en
plaquetas, bloquean la inhibicidn de 1la adenilato ciclasa,
afectan la interaccion entre el receptor y la subunidad alfa de
Gi y disminuyen la actividad de GTPasa de Gi, lo que ocurre
quiza por fosforilacién o degradacién de alfa-Gi.



INTRODUCCION

La vida, antes que nada, es un vasto sistema de
sefiales.Desde los organismos mds simples hasta los animales
superiores, todo, en esencia, depende de la comunicacidn. La
célula, que es la unidad primordial del mundo vivo, no podria
superar los desafios del medio ambiente si no fuera por su
infinita capacidad de poner en contacto de manera permanente e
instantdnea a cada una de sus partes con el resto de todas
ellas. Este portento de la naturaleza se produce mediante la
emisién de sefiales quimicas que viajan por todos los rincones
del ambito celular promoviendo respuestas que a su vez
promueven nuevas sefales y nuevas respuestas de cuyo balance y
armonia depende en ultimo grado la sobrevivencia del organismo.

La primera linea de recepcidn y transmisién de sehales esta
situada en la superficie de la membrana celular y se compone de
una serie de estructuras proteinicas llamadas receptores, los
que estan encargados de recibir los mensajes del mundo externo
y enviarlos al interior de la célula convertidos a su vez en
nuevos mensajes. La biologia moderna ha convenido en darle a
tales senales el nombre de mensajeros quimicos, gque son las
moléculas de cuyo desplazamiento riguroso y oportuno dependen

las funciones esenciales del metabolismo.



Los mensajes propiamente dichos se originan en una serie
de células emisoras que envian sus productos de secrecidn hacia
unos drganos especificos, denominados drganos blanco, donde se
encuentran los receptores equipados con la estructura adecuada
para captar e interpretar las sefiales del exterior. Las células
emisoras, a su vez, pertehecen a dos grandes sistemas de
intercomunicacién que reciben el nombre de sistema enddcrino y
nervioso, cuya capacidad de respuesta se halla determinada
genéticamente en cuanto a la velocidad y la especificidad de
sus resultados. Los mensajes endocrinos son mas lentos gque los
nerviosos y se hallan sujetos a una estrategia de coordinacidn
que les permite ir ejerciendo sus efectos de una manera tan
escalonada como gradual(l). Estas moléculas, que en adelante
llamaremos mensajeros éuimicos, suelen ponerse en contacto con
muchas clases de células en diversos tejidos, pero sdélo algunas
de ellas seradn capaces de reaccionar en forma especifica 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 inequivoco. El primero de ellos se
refiere a la distancia que deben recorrer los mensajeros antes
de llegar a la célula donde habrdn de ejercer su efecto. Las
vias o distancias que unos y otros deben recorrer para llegar a
su punto de destino se denominan ruta endécrina, paracrina y
autécrinas (2). En la primera de ellas las células de los
dérganos endécrinos liberan el mensajero, que es una hormona, a

través, del torrente sanguineo hasta llegar a su blanco. En la



segunda la célula que libera la sefial actuia en células cercanas
o adyacentes, como la transmisién de un impulso eléctrico en
células nerviosas, las que liberan una serie de compuestos
quimicos 1llamados neurotransmisores. En la ultima de ellas,
que es la autécrina, la célula responde a sefiales que ella
misma libera, como los factores de crecimiento.

Los mensajeros pueden estudiarse también desde el angulo
puramente quimico. En este caso los investigadores han logrado
establecer tres categorias bdsicas de clasificacidn, mismas que
responden en forma rigurosa a sus estructuras esenciales y a
sus formas de operar en el organismo. La primera gran categoria
agrupa en su seno a los mensajeros de origen lipidico, que
interaccionan con receptores intracelulares, como los
esteroides, cuya sintesié 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 transcripcison. Su importancia se extiende
también a c¢iertas interacciones con el RNA mensajero, cuyo
rango de estabilidad podria depender de ellas en cierta medida,
aunque no se ha definido con la debida claridad el papel que
desempefian en este ambito de la estructura genética. El efecto
de los esteroides tiende a ser largo, pudiendo en algunos
casos llegar a extenderse por varios dias. Los esteroides,
ademdas, se transportan por conducto de la sangre, lo dque
efectian asociandose a unas proteinas cuya funcién especifica

consiste en servir de vehiculos.



La otra categoria de mensajeros tienen una estructura
peptidica © aminica y no son solubles en lipidos, lo que les
otorga 1la facultad de interaccionar con receptores de 1la
membrana celular. Estas hormonas incluyen polipéptidos mas o
menos grandes, como la insulina, y moléculas mas pequefias, como
las catecolaminas, 1la epinefrina y 1la norepinefrina. Los
aminoacidos también Jjuegan un papel destacado en esta
clasificacidén, ya que por ejemplo, el acido glutamico, 1la
glicina y las hormonas tiroideas pueden ejercer el efecto de
mensajeros (2).

Las moléculas gue hemos descrito hasta el momento tienen
como propésito biclégico fundamental relacionarse con un grupo
de estructuras proteinicas llamados receptores, mismos gue son
sintetizados por la maquinaria celular con altisimo grado de
especificidad. La idea del receptor surgidé a la luz en 1906,
cuando Langley estaba estudiando la union mioneuronal para
establecer el mecanismo activo de la nicotina y del curare y
desentranar la relacion antagdénica que se producia entre estos
agentes, que parecian competir por el mismo sitio de wunidn
(3,4).

Los receptores se asocign al mensajero con un grado de
afinidad muy elevado, lo que se produce mediante la accidn
convergente de  interacciones idnicas, hidrofoébicas 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 sdélo selecciona 1los

materiales de exportacién con una anticipacién extraordinaria



sino que ha disenado mecanismos de identificacioén molecular
para establecer en forma inequivoca el destino preciso de cada
material exportado. Los receétores pueden estudiarse utilizando
mensajeros fisioldgicos como las hormonas, o bien recurriendo a
una serie de farmacos que eventualmente pueden actuar como
agonistas o antagonistas en el proceso de transduccion. Ambas
moléculas tienen la posibilidad de acoplarse al receptor,pero
sélo los agonistas disponen de la conformacidn adecuada para
activarlos y transmitir al citoplasma, a través de los sistemas
de transduccion, la sefal que habra de ejercer su efecto final
en el propio citoplasma o bien en el nucleo, donde en algunas
ocasiones desempefia funciones de regulacién genética (5). Los
sistemas de transduccién a que se ha hecho mencién han sido
profusamente estudiados durante 1los ulfimos afios. Sin embargo
los mas importantes de ellos son el sistema de transduccién de

la Adenilato Ciclasa y el de Fosfoinositidos-calcio.



EL SISTEMA DE LA ADENILATO CICLASA

La investigacidén sobre 1los nmensajeros quimicos se
intensificé a principios de la década de los afios cincuentas,
cuando Earl Sutherland y sus colaboradores (6) empezaron a
observar el efecto de la adrenalina scobre los animales
vertebrados que se hallaban sometidos a una situacidén de
emergencia. Los cambios mas notables al elevarse los niveles de
la hormona se centraban en el aumento de 1la frecuencia
cardiaca, aumento de la presidn sanguinea y una serie de
efectos caracteristicos, gue implicaban cambios drasticos en el
estado de relajamiento o de tensidn de los misculos lisos. En
el curso de las mismas indagaciones, qué abrieron una brecha
enorme en el panorama de la bioquimica moderna, el propio
Sutherland se valid de unos cortes de tejido hepatico para
observar los efectos de la adrenalina, gque al entrar en accidn
produjo el efecto de generar glucosa en el medio observado.
Tiempo después el mismo equipo de observadores determind por
una serie de experimentos subsecuentes que el efecto nas
dramatico de la adrenalina habia consistido en aumentar 1la
actividad de 1las enzimas involucradas en la degradacion del
glucégeno, en especial la fosforilasa, que ya habia sidec
estudiada y caracterizada un poco antes. Sin embargo se observd
también,a través de experimentos detallados,que la adrenalina
no ejercia su efecto en forma directa sobre la fosforilasa , ya

que al ponerla en contécto en un medio adecuado, y luego de



haber sido purificadas, 1; hormona se mostraba del todo
ineficaz para repetir el efecto gque habia promovido en
presencia del tejido intacto (6). La evidencia descrita los
llevé a suponer (y a postular) la existencia de un factor de
intermediacién que deberia servir de wvinculo activo entre la
hormona y la enzima para ejercer el efecto espectacular que se
habia producido en el tejido. La indagacidén culminé en el
hallazgo de una molécula de AMP que no se hallaba en su estado
gquimico 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 reaccidén enzimatica,
promovida por 1la adrenalina; en la que una molécula de ATP
perdia dos fésforos antes de asumir la estructura ciclica que
se habia observado (7).

No pasd mucho tiempo antes de que se determinara la enzima
responsable de tal reaccidn, misma que recibid el nombre de
adenilato ciclasa (8) y dque, a partir de aquellos dias,
representé un papel fundamental en la historia de 1las
indagaciones bioquimicas del siglo XX. Se descubrid también que
la enzima se hallaba intimamente unida a 1la membrana
plasmatica. Al principio se pensé que el sistema mediante el
cual se producia el efecto general de la hormona se hallaba
compuesto, de manera muy simple, por un receptor, que estaria
emplazado en la parte externa de la membrana plasmatica, y una
molécula de adenilato ciclasa, que estaria unida a la parte
interna y que al recibir la sefal se pondria a funcionar sobre

el ATP del medio. Posteriormente se aclard que la estructura



era bastante mas compleja de lo que se habia 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 +transduccidén fue uno de los mas
interesantes de la bioquimica 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 disefio general ha sido
dilucidado por entero también es verdad que hay una serie de
mecanismos especificos que todavia estan sumidos en 1la
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 transduccidén, que pasaremos a examinar en las
siguientes lineas, se halla 'integrado , en esencia, por cinco
elementos fundamentales: receptores estimulatorios, receptores
inhibitorios, proteinas fijadoras de nucledtidos de guanina
acopladas estimulatoriamente (Gs), proteinas fijadoras de
nucledtidos de guanina acopladas inhibitoriamente (Gi) y 1la
subnunidad catalitica de 1la Adenilato Ciclasa (Fig 1). Los
receptores, que atraviesan a la membrana celular de un lado a
otro, tienen como funcién unir a los ligandos desde el exterior

de la célula y activar una serie de efectores de cuya actividad
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oportuné depende la generacién de los segundos mensajeros, dque
son, en ultima instancia, los responsables de ejercer el efecto
bioquimico de regulacién metabdlica.

El sistema de transduccidén de la adenilato ciclasa se halla
provisto de receptores acoplados estimulatoriamente, como 1los
gue reciben 1la sefal del glucagon y otros gque se hallan
acoplados inhibitoriamente, como los destinados a recibir 1la
sefial de la somatostatina. Sin embargo es necesario destacar 1la
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 caracteristicos de cada uno de ellos. La
epinefrina ejerce su efecto gstimulatorio elevando los niveles
de AMPc a través de 1los receptores f; y 62 (9) acoplados
estimulatoriamente al sistema de transduccién de la adenilato
ciclasa y ejerce su efecto inhibitorio disminuyendo los niveles
del mismo metabolito a través de los receptores ap; acoplados
inhibitoriamente al propio sistema. Se ha propuesto también que
son capaces de activar al transportador de sodio/ protdn (10).

El interés creciente por conocer mas a fondo el sistema
llevéd a los investigadores a aislar y purificar los genes donde
se hallan codificadas las proteinas que integran la secuencia
total de cada uno de los receptores (11-17).El estudio de
referencia evidencid que los receptores se hallan compuestos
por siete dominios transmembfanales que exhiben tres asas en el
espacio extracelular y tres mas en el intracelular.El mismo

receptor presenta ademas siete regiones con aminoacidos
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hidrofébicos de una extensidn aproximada de wveinticinco
residuos, mismos gque son los responsables de atravesar la
membrana. Una topologia similar se observa en la rodopsina, que
es el receptor encargado de recibir, en el ojo, las primeras
senales luminicas del exterior y cuyo sistema de transduccidn
de la luz retinal estd acoplado a la proteina 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
proteinica que se encuentra en la porcidén extracelular. E1
extremo carboxilo, en cambio, se encuentra siempre en el ambito
interior de la célula. La organizacidén de los receptores, que
ha sido objeto de una exploracidn minuciosa durante los ultimos
anos, no‘ha sido esclarecida en toda su integridad, pero los
rasqgos descifrados hasta la fecha permiten deducir, o
imaginar, el trazo general de la estructura y utilizarla para
inferir los mecanismos basicos de su funcionamiento (19-20).En
1988, por ejemplo, el equipo de Robert Lefkowitz, de 1la
universidad de  Duke, realizé una serie de complejos
experimentos (21) para caracterizar los sitios de unién, para
agonistas y antagonistas y los de acoplamiento a las proteinas
G. El experimento incluyé el disefioc de quimeras del receptor aj
y B, adrenérgico, que fueron utilizadas para demostrar que los
dominios tercero y cuarto de los receptores mencionados son los
determinantes fundamentales de la asociacidn especifica de las
seflales y el dominio séptimo en la asociacién con el

antagonista. En el curso de la citada investigacidn se
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descubrio también que los fragmentos quinto f sexto del
receptor que atraviesan la membrana, asi como la tercera asa
ubicada en el citoplasma, le confieren al receptor g la
habilidad de acoplarse a la proteina fijadora de nucledtidos de
guanina Gs.

Tras el descubrimiento del AMPc el grupo de Rodbell
encontrd en 1970 que el sistema requeria de la presencia de
guanosin 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 logrd
identificar a las proteinas que tenian la capacidad de fijar a
los nucledtidos de guanina, mismas que en la actualidad reciben
el nombre genérico de proteinas "“G". Se ha descubierto dque
todas ellaé participan activamente en 1la transduccién de
seflales hormonales y que tienen una estructura heterotrimérica
constituida por las unidades o, y 7T en orden decreciente de
peso molecular.

Hasta el dia de hoy se han secuenciado de manera inequivoca
doce subunidades a cuyos pesos oscilan entre 39 y 52 Kdaltons
(Kda.). La subunidad o tiene como funcidn reconocida la de
fijar e hidrolizar GTP, que es uno de los pasos fundamentales
del mecanismo general de transduccidén. Las proteinas G integran
un grupo muy variado de especimenes, no todos los cuales han
sido descritos en su totalidad, pero en la década de los
ochenta se averigud gque el sistema de la adenilato ciclasa
dispone de dos proteinas G, denominadas Gs y Gi,encargadas de

estimular o de inhibir a la enzima cicladora. La necesidad de
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establecer con maxima exactitud 1la ubicacién del sitio
encargado de ejercer el efecto estimulatoric 1llevé a 1los
investigadores a explorar las posibilidades de la subunidad aGs
y se encontro que es ella quien regula de manera
estimulatoria,en efecto,a la adenilato ciclasa.lLa subunidad
mencionada resulté ser también la responsable de activar los
canales de calcio sensibles a la dihidropiridina (28,29). La
subunidad @ de Gi, por su parte, es la responsable de mediar el
efecto inhibitorio de la enzima. La biologia molecular (30,31)
Yy las técnicas inmunolégicas (32-35) aportaron asi mismo un
auxilio invaluable en la descripcién y caracterizacidén de 1la
subnidad a de Gi, trabajos que permitieron agruparlas en a Gij,
que es un poliptédido de 41 Kda qgue se halla en abundancia en
el cerebro; a Giz;,que es un polipéptido de 40 Kda y h Gig, que
también es un polipéptido de 41 Kda pero con una secuencia
diferente, misma que esta involucrada en regular canales de
potasio (36).

Las tres proteinas mencionadas han sido localizadas en un
mismo tipo celular, el eritrocito, pero su heterogeneidad
funcional no ha sido esclarecida por completo, aungque se ha
supuesto que a-Gi; es la responsable de inhibir a la adenilato
ciclasa (34). Otras evidencias, sin embargo, sugieren que al
disociarse a de Br se incrementa la concentracién de ésta
ultima dejando al complejo 7 en posibilidad de asociarse a aGs
Yy bloguear en forma simultanea la activacién de 1la ciclasa
(27,39). Las subunidades f y 1 forman un complejo de alta

afinidad y pueden separarse unas de otras solo en condiciones
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desnaturalizantes. Los complejos B8r de Gs y Gi se pueden
intercambiar, lo que hace suponer que las diversas subunidades
a comparten en algun momento la funcionalidad de todo el
complejo (FIG. 2). Ademds de hidrolizar GTP por su actividad de
GTPasa las proteinas G fijan también iones de magnesio y fluor,
lo qgue acelera su proceso de activacién, aunque hasta la fecha
no se ha desentrariado de manera precisa la forma en que los
iones interactuan con las proteinas para dejarlas en la
posibilidad de intervenir en 1los pasos siquientes de 1la
transduccidén (8).

Durante el proceso de transduccién de las sefiales
bioldgicas se producen una serie de fendmenos consecutivos, y
otros simultdneos, de cuya puntualidad depende la exactitud con
que el estimulo ejercerda su efecto final. En los rengloﬁes que
siguen se hara una descripcién sumaria de algunos de ellos, en
especial de los cambios operacionales que se observan en torno
a las proteinas G,que segun se ha dicho un poco antes, son las
partes del sistema encargadas de hidrolizar los nucledtidos de
guanina, paso determinante en el desarrollo general de la
transducciodn.

En los momentos previos a la aparicidn del estimulo 1las
proteinas G se encuentran estables en su condicién trimérica
original. El1 fragmento a permanece asociado a una molécula de
GDP Yy el receptor correspondiente se halla en contacto
inmediato con la proteina 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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T6ai-6TP Gi-GOP

FIG. 3 Modelo cinético para la activacién de la adenilato
ciclasa.

Receptor en estado de alta afinidad (Ra); Receptor en estado
de baja afinidad (Rb); Proteina fijadora de nucléotidos de
guanina acoplada de manera estimulatoria (Gs); Subunidades «,

B, 7 ; Adenilato ciclasa (AC).



su maximo estado de afinidad, y la proteina G, provista de 1la
mencionada molécula 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 cuestidn. En ese
momento el agonista, que ya ejercid su efecto, es liberado para
actuar otra vez sobre algun 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 gue se ha disociado de la proteina G en esta primera
fase de la transduccién, Por otra parte la misma proteina, una
vez disociada, se activa mediante la separacidon de la subunidad
a al separarse del complejo Br; a-GTP, por su lado, es capaz en
este nuevo estado de activar a la adenilato ciclasa. Como se
‘menciond 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 tendra la facultad de asociarse al complejo
Br 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 estara listo de nueva
cuenta para interaccionar con el siguiente agonista.(FIG.3)
(38-41)

Las proteinas 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 cdlera, producida por el Vibrio cholerae .

Ambas toxinas, que son agentes causales, respectivamente, de la
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tosferina y del cdlera han sido una herramienta muy valiosa
para caracterizar a las proteina G. Las toxinas, ademas,
catalizan una modificaciodn covalente en las proteinas G, lo que
efectuan valiéndose de NAD para hacer la transferencia de una

molécula de ADP-ribosa.

La toxina del cdlera tiene la propiedad de ADP-ribosilar a
la subunidad a de 1la proteina Gs (42),lo que promueve la
disociacidn del complejo Bt 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), reacciodn
que se produce en un residuo de cisteina que se encuentra
ubicado cerca del extremo carboxilo terminal de la proteina G.
La reaccidn anterior permite que 1los receptores acoplados
inhibitoriamente al sistema de la adenilato ciclasa pasen a un
estado de baja afinidad. El mecanismo descrito tiene una
consecuencia un tanto singular,pues la interaccidn de la toxina
con aGi produce una alteracidn de tal naturaleza que le impide
actuar sobre la ciclasa produciendo un efecto inhibitorio, como
seria légico en este marco de referencia, y en lugar de hacerlo
la deja en un estado tal gque puede sequir desplegando sus
funciones originales sin ninguna interrupcion. Otra manera
igualmente certera de activar a las proteinas G es utilizando
andlogos no hidrolizables del GTP,como el Gpp(NH)p que se une
de manera irreversible a la subunidad a de las proteinas G, que

a su vez ejerce sus efectos sobre la adenilato ciclasa (44) .
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El WUltimo elemento integrado al sistema de la adenilato
ciclasa, es la propia enzima, que tiene como funcidén cardinal
hidrolizar al ATP y formar AMPc. La estructura de la enzima
permanecid indeterminada durante mucho tiempo, hasta gue 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 vic entonces que era una proteina de gran tamano,
pues tenia un PM de 150 Kda cuya activacion depende también de
la calmodulina, una proteina disefiada para captar el calcio del
medio celular. La adenilato,ademas,puede ser activada asi mismo
con ciertos farmacos, como la forskolina, que es un diterpeno
aislado de la planta Coleus forskohlii.

La formacién del AMPc, mévil basico de todo el sistema,

\

iniciara por su parte una cadena de reacciones entre las que,
la activacidén de la proteina Cinasa A es uno de sus efectos
primordiales. Si es verdad que la accién 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 hidrélisis 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 serfial (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 accién de 1la
acetilcolina inducia la incorporacidén de fésforo 32 al
fosfatidil inositol y al 4&cido fosfatidico, gque son los
intermediarios fundamentales del sistema de transduccidn
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) habian propuesto ya la funcidén hipotética
de los fosfoinositoles en respuesta a la estimulacion de 1los
receptores membranales. Por su lado Micheal Berridge (52)
demostrd en fecha reciente que el inositol 1,4,5 trifosfato
(IP3)es uno de los productos de la hidrdlisis del Fosfatidil-
Inositol 4,5 bifosfato(PIPy). 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 intimamente
vinculado a la movilizacién de calcio intracelular, lo que
posiblemente ocurre en el reticulo endoplasmatico (53-55). En
la actualidad, Yy como consecuencia de 1las indagaciones
mencionadas, se ha venido a determinar que el sistema estd

constituldo por tres elementos: un receptor, una proteina
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fijadora de nucleétidos de guanina (Gp,Gx) y la- fosfolipasa.cC

(FIG. 4).
Hay wuna serie de hormonas, como la epinefrina, 1la
vasopresina y 1la angiotensina II que al asociarse a sus

receptores estimulan a la fosfolipasa C originande 1la
hidrolisis consiguiente de los fosfoinositidos. Los receptores
involucrados en esta reaccidn han sido estudiados también de
manera muy cuidadosa y el dia de hoy se sabe ya que el receptor
a@)—-adrenérgico, que responde a epinefrina, es una glucoproteina
de 80 Kda. Se sabe también que su estructura esta compuesta de
515 aminodcidos y gque la molécula de DNA gque da origen a la
proteina mencionada es 1la unica que ostenta un intrén, a
diferencia de 1las que codifican a los otros receptores
adrenérgicos, lo que podria, el dia de mafana, y cuando se
establezca la funcidén real de los intrones, arrojar una nueva
luz sobre 1la naturaleza especifica de cada uno de 1los
receptores. Otra diferencia significativa es que el extremo
carboxilo que se asoma por la fraccidén intracelular es mas
largo en los receptores alfa 1 adrenérgicos, aunque no se ha
determinado aun si esta ultima 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 n§ se ha demostradeo con la debida
claridad la existencia de la proteina fijadora de nucledtidos
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
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de acoplar al receptor con la fosfolipasa € (56,57).Por otro
lado se ha demostrado de manera inequivoca que la actividad de
la fosfolipasa C se incrementa de manera notable por 1la
presencia de andalogos no hidrolizables del GTP en membranas de
neutréfilos (58). Se ha observado también que en la glandula
salival de la mosca (59) se requiere de GTP para la
estimulacidn de 1la fosfolipasa C en respuesta a 1la 5-
hidroxitriptamina . Tal efecto se ha producido también en
membranas de hepatocitos de rata (60) y leucocitos humanos
(61) ,1l0 que aumenta la posibilidad de que la proteina citada
exista en la forma en que se ha postulado durante los ultimos
afios. Otro signo confirmatorio de la existencia de la proteina
G es que el tratamiento con la toxina pertussis bloquea el
recambio de fosfoinositidos en algunos tipos celulares (62).

La fosfolipasa C, 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 actuian sobre el
fosfatidil inositol 4,5 bifosfato y lo hidrolizan a Inositol
1,4,5 trifosfato (IP3) y 1,2 diacilglicerol (DAG) , moléculas
que actuan posteriormente como los segundos mensajeros del
sistema. La fosfolipasa, que ha probado ser una enzima de
estructura compleja, se ha detectado tanto en 1la fraccioén
soluble de 1la célula <como embebida en las membranas
plasmaticas. Durante algun tiempo se ha sabido que ciertas

hormonas y nucledtidos de -guanina poseen 1la capacidad de
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estimular la hidrdlisis del fosfatidil inositol 4,5 bifosfato
en membranas, lo gque sugiere gque alguna fraccién de la
fosfolipasa C debe estar asociada a ellas. De cualquier forma
ninguna de las enzimas ubicadas en tal sitio ha demostrado
activarse en forma directa por nucledtidos 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 fraccidén soluble de plaquetas (68,69) y timocitos (70) y que
puede ser regulada por GTP y por nucledtidos de guanina. En
alguin momento se propuso gque la actividad de la fosfolipasa
ubicada en la fraccidén soluble se produce en el momento en que
un agonista interacciona <con su receptor induciendo 1la
liberacién de la subunidad alfa de Gp hacia el citplasma, con
lo que se promoveria la activacidén a la que se aludid un poco
antes. Sin embargo es preciso sefialar que hasta la fecha no hay
suficientes datos para apoyar con certeza la existencia de
semejante reaccidn.

El sustrato de la fosfolipasa C, que segun se dijo un poco
antes es el fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PIP3), se forma
originalmente en la membrana ‘plasmatica 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 gque son
hidrolizados por la fosfolipasa A2 para producir

lisofosfolipidos y 4cido araquiddnico, mismo que es convertido
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en ecosanoides, 1los cuales incluyen 1las prostaglandinas,
conocidas por su accidn vasodilatadora, los tromboxanos gue
inducen agregacioén plaquetaria y contraccién del musculo liso y
los leucotrienos, que pertenecen al tipo de sustancia llamadas
de reaccién 1lenta y que funcionan como reguladores de 1la
respuesta inmune y como mediadores en <ciertos procesos
patolégicos. (72-75)

El inositol trifosfato, que es wuno de 1los segundos
mensajeros del sistema examinado, actta movilizando el calcio
intracelular del reticulo endoplasmatico, donde se ha propuesto
que existe un receptor especifico diseriado para tal funciodn
(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 capturario de la célula mediante la accién de una
ATPasa localizada en la parte externa de 1la membrana
mitocondrial. El1 calcio liberado por la accién del inositol
trifosfato puede unirse eventualmente a proteinas o enzimas
citoplasmaticas entre las que, de manera muy sehnalada, se
encuentra la calmodulina. El complejo calcio-calmedulina tiene
por su parte la funcién de intervenir en una serie de proteinas
de las gque depende 1la regulacién de ciertas funciones
metabdlicas de la mayor importancia. El IP3 también puede
efectuar otra serie de procesos fisioldgicos como es el de
modular la respuesta a canales sensibles a voltaje (81).

El inositol trifosfato es rapidamente 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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‘mediaﬁte una fosforilacidén debida a la actividad de una cinasa.
Este ultimo metabolito parece tener un papel destacado en el
ingreso del calcio a la célula, lo gque tiene 1lugar para
compensar los niveles de calcio que resultaron modificados por
la actuacion del IP3 (82,83). La sequnda via alterna se produce
mediante la degradacién del propioc metabolito a través de una
serie de fosfatasas gue los convierten en inositol 1,4
bifosfato (IP), Inositol 1 fosfato y mio-inositol, que estaran
en libertad de integrarse a una nueva ruta metabdlica.(73)

El otro segundo mensajero producido por la hidrdlisis del
fosfatidil inositol bifosfato es el diacilglicerol , gque es un
compuesto hidrofdébico de aparicion transitoria y cuya
desaparicidén se produce en segundos o minutos de su formacidn.
La velocidad con que ocurre esta degradacidén obedece a gque es
convertido a &cido fosfatidico o a 1l-acilglicerol y A&cido
araquidénico, el que a su vez, puede originar otros mensajeros
como las prostaglandinas. E1 diacilglicerol tiene ademds 1la
funcién de activar a la proteina cinasa C, lo que se procduce
también de manera casi instantdnea. Las consecuencias de la
activacién de esta enzima son de larga duracidén debido a que la
actuacién de la proteina ciﬁasa C incorpora fosfatos de unidn
covalente modificando de esta manera 1la funcién de otras
proteinas, lo que finalmente repercute de manera muy amplia en
la duracidén de la respuesta. Se ha observado asl mismo que la
proteina cinasa C fosforila residuos de serina y treonina

estableciendo con ellos un vinculo tan intenso que llega
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incluso a conferirles fesisﬁéhcia ante la accién de las
fosfatasas. (84)

Yasutomi Nishizuka demostrd en 1977 que la proteina cinasa
C a que se hizo mencidn en el parrafo anterior es una proteina,
cuya fraccidn puede ser traslocada a la membrana mediante un
sistema dependiente de calcip. La proteina cinasa C se extrae
en altas concentraciones de quelantes de calcio para evitar
protedlisis por proteasas dependientes de calcio, como la
calpaina. Estudios recientes han demostrade gque la proteina
cinasa C requiere de calcio y fosfolipidos, particularmente de
la fosfaditilserina, que interviene en forma decisiva en su
activacién. También se puede activar a la mencionada cinasa
mediante la protedlisis limitada con calpaina, fenémeno donde
la proteina se muestra mas sensible cuando estd asociada a la
membrana. (85, 86)

Hasta el momento se han caracterizado de manera completa
siete formas de la cinasa € , denominadas a, pBI, BII,T,
§,€,¢(74). Todas estas variaﬁtes de la forma original presentan
una regién hidrofébica,o regulatoria ,y otra hidrofilica o
catalitica. La primera de estas regiones es la responsable de
efectuar la unidn con el calcio, diacilgilcerol y fosfolipido.
La segunda regién, que se encarga de efectuar la reaccion
quimica correspondiente, tiene un dominio catalitico de 592 a
737 residuos de aminoacidos 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 ubicacidén de este dominio catalitico

esencial no ha sido determinado hasta 1la fecha, aunque se
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qonjetura que se halla emplazado en torﬁo al extremo carboxilo,
~lo qué dejaria el extremo regulatorio situado alrededor del
‘extremo amino.

La versatilidad bioquimica y la importancia metabdlica de
la proteina cinasa C ha determinado un aumento constante en el
nimero de 1investigadores y laboratorios dedicados al area de
transduccién de sefiales. la necesidad, ademas, de manipular a
la enzima desde todos los angulos posibles para obtener un
maximo de informacién ha promovido el desarrollo de una serie
de analogos farmacoldgicos destinados a activarla en ausencia
del estimule hormonal. Entre los analogos mencionados se
encuentran de manera muy especial el 1-0Oleoil-2-acilglicerol,el
1-2 dioctano glicerocl y el 1-2 didecanoil glicerol(87). Los
compuesto% enumerados tienen -la facultad, providencial para los
investigadores, de intercalarse en la membrana celular
provocando, de esta manera, la activacidén de la cinasa con la
misma intensidad y efectos que en el caso del mecanismo
original. Ademas,pueden ser degradados a acido fosfatidico, que
es la wvia natural por la cual se metaboliza normalmente el

"diacilglicerol. (88,89)

Los ésteres de forbol, que pueden promover tumores, como el
l12-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA), cuya configuracién
exhibe una gran similitud al diacilglicerol, pueden activar

también a la cinasa ¢ tanto in_vivo como in vitro. E1 TPA se

comporta fisioldgicamente como el diacilglicerol debido a gque
aumenta de manera importante la afinidad de la enzima por los

iones <calcio, 1o que permite activarla sin necesidad de

26



promover, ademas, un incremento simultéaneo de las
concentraciones de calcio (90,91). Durante los ultimos afios se
ha podido demostrar que la activacién de la cinasa C por
ésteres de forbol tiene 1la facultad de inducir una gran
variedad de respuestas celulares. Entre ellas es necesario
subrayar las que tienen la capacidad de promover la expresidn
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 gque también son blanco de la c¢inasa C algunos
protooncogenes como c-fos (97) y c-myc (98), lo cual es de
suma importancia porque su expresién se halla asociada, a su
vez, a la expresidén de factores de crecimiento y por lo tanto a
la proliferaéién celular.

Es preciso hacer notar que la proteina cinasa C no s=élo
tiene la facultad de fosforilar sustratos citosélicos sino que
en determinadas condiciones puede hacer lo mismo con ciertos
sustratos que se hallan situados sobre la membrana plasmatica.
Ejemplos de lo anterior son los canales, bombas e
intercambiadores idnicos que al verse afectados por 1la
fosforilacién 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 gj-adrenérgico . Uno de los efectos mas
espectaculares de la cinasa al actuar sobre los receptores es
la fosforilacién de otros receptores, que a su vez, se hallan

acoplados a su propioc sistema de activacidn, fendémeno que se
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presenta en muy variados tipos celulares, como hepatocitos
(100-102) , musculo liso (103) ., plagquetas (104) y células de
astrocitoma (105), lo que evidencia el funcionamiento paralelo
de un sistema de retroalimentacién negativa. La versatilidad
inmensa de la célula 1le permite, en 1la regién de los
receptores, responder de manera indistinta tanto al sistema de
la adenilato ciclasa como al de fosfoinositido calcio, que no
sé6lo reaccionan ante el estimulo hormonal propio sino que
tienen la facultad de reaccionar entre si formando una enramada
de regulacién reciproca.

. La evidencia experimental que permitié establecer el
mecanismo descrito en el parrafo anterior se obtuvo al observar
que la activacién de 1la proteina cinasa C potencia 1la
produccion de AMPc en células de 1la glandula pine&l (106),
eritrocitos de pavo (107) y linfoma (108). Aunque no se conoce
con certeza la indole real del fendmeno se ha propuesto 1la
posibilidad de que la proteina cinasa C facilite la accion de
Gs sobre la adenilato ciclasa. Asi mismo la activacidn de 1la
proteina cinasa C en células de Leydig inhibe y desensibiliza
al sistema de la adenilato ciclasa (109), en hepatocitos de
rata el TPA reduce la acumulacidén del AMPc (110,111),
afectando ademas la respuesta metabdlica (112). Se encotrd
ademas en experimento in_vitro que la adenilato ciclasa es
sutrato de la proteina cinasa € (115). Se ha sugerido que la
activacion de la cinasa puede utilizar también como sustrato a
la subunidad alfa de proteinas G. Estudios in vitro, por

ejemplo, han mostrado que la proteina cinasa C es capaz de
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fosforilar a a Gi (113) y a aGt. (114), ésta ultima acoplada al
sistema de la transducina. Sin embargo la misma proteina en su
versidén heterotrimérica es un mal sustrato de la cinasa C. Todo
lo cual viene a confirmar una vez mas que la proteina de que se
ha venido hablando puede ampliar su efecto sobre otros sistemas
de transduccidn.

El sistema de la adenilato ciclasa, a su vez, es capaz de
modular 1la respuesta de otro sistema . En plaquetas se
encontrd 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 blogquea la formacidn de
fosfoinositidos (218), lo que también confirma la idea de gque
ambos sistemas se hallan en estrecha comunicacién.

A lo largo de las udltimas lineas hemos venido examinando
los aspectos fundamentales de los dos sistemas de transduccidn
mas ampliamente estudiados, que son el de la adenilato ciclasa
y el de fosfoinositidos calcio. A continuacidén se pasara a
exponer en sus fases mas generales el efecto de la epinefrina
sobre ambos sistemas, en especial el que ejerce sobre el brazo
inhibitorio del sistema de ia adenilato ciclasa, que es, en
tltimo termino, el objeto esencial de esta investigacion.

Antes de proceder a exponer los méviles y estrategias del
presente trabajo, serad necesario decir que la epinefrina es una
hormona gque pertenece al grupo de las catecolaminas, cuya
sintesis se origina en las células cromafinas de la meédula de
las glandulas suprarrenales y de los nervios simpaticos y cuyo

precursor es la tirosina, un aminodcido basico de naturaleza
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‘pb;ar}(liQ). La epinefrina tiene la facultad de activar de
'manera indistinta tanto al sistema de la adenilato como al de
fosfoinositidos, pues ambos disponen de receptores adrenérgicos
suceptibles de asociarse a la hormona. Los receptores 81 y B3
estdn acoplados en forma estimulatoria al sistema de 1la
adenilato, los receptores a1 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 pBadrenérgicos se hizo con el auxilio de
criterios farmacoldgicos y fue, en cierta medida, mas sencilla
que la de su contraparte, los receptores a adrenérgicos, que
requirid una serie de experimentos mucho mas detallados vy
laboriosos. En 1965 Earl Sutherland (120), uno de los pioneros
mis eminentes en el campo,sugirié la posibilidad de que el
receptor a no tuviera ninguna relacidén con 1la adenilato
ciclasa, pero sefaldé asi mismo la necesidad de explorar en
forma exhaustiva la existencia, en ese momento hipotética, de
un sistema paralelo de inhibicidén. Ese mismo arfio, utilizando
una serie de agonistas y antagonistas, Rossum (121) observd
ciertas diferencias en la respuesta o adrenérgica al utilizar
células de vas deferens y de intestino de conejo. El siguiente
paso importante en esta direccién lo dio Robinson en 1967,
(122) lo que hizo utilizando islotes pancreaticos y adipocitos
de rata previamente incubados en epinefrina y propranolol
(antagonista B-adrenérgico). El resultado de estas
indagaciones evidencié un descenso de los niveles de AMPc por

debajo de los controles. Todo lo anterior le permitid deducir
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qué 1osbreceptores alfa adrenérgicos inhibian a 1la adenilato
ciclasa mientras que los S-adrenérgicos la estimulaban.

La caracterizacion de los receptores a-adrenérgicos recibios
un nuevo y significativo impulso en 1973, cuando Del Barre y
Schmit (123) sugirieron algunos subtipos de propios receptores,
gque fungirian como contrapartes de los receptores B-
adrenérgicos. Finalmente, en 1980, con los trabajos de John
Fain y J. Adolfo Garcia Sainz (124-127), se sugirié 1la
hipétesis de que los receptores aj adrenérgicos participaban
en la mediacidén de ciertos efectos importantes, como el aumento
del calcio intracelular y un incremento en el recambio de
fosfoinositidos. Se propuso también,en el curso de la misma
investigacion, que los receptores ay-adrenérgicos se
éncontraban acoplados de manera inhibitoria al sistema de 1la
adenilato ciclasa, lo quev no s6lo permitié obtener una
identificacién farmacoldgica de los receptores mencionados en
ultimo termino sino que presenté evidencias bioquimicas de que
ambas respuestas eran diferentes.

En el curso de las investigaciones resefiadas en los ultimos
parrafos se utilizaron diversos tipos celulares cuya
naturaleza los convirtié en un campo adecuado de observacién
experimental. Sin embargo las membranas de plaguetas han
probado ser de una enorme utilidad para esclarecer el
funcionamiento de 1la respuesta aj; adrenérgica accoplada de
manera inhibitoria al sistema de la adenilato ciclasa. La razdn
de esta ventaja significativé radica en que los receptores a de

las plaquetas son,exclusivamente, aj;-adrenérgicos (128). Asi
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miémo el efecﬁo de inhibicidn de la adenilato ciclasa ha sido
ampliamente caracterizado no sdélo 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 adicidn de epinefrina, lo que promoveria a su vez la
disminucién de los niveles de AMPc (129,130). Posteriormente, y
al estarse examinando los fénémenos inhibitorios descritos se
determiné la necesidad de que el sistema dispusiera de un
reservorio de GTP para funcionar con maxima eficacia. Al
observar el mecanismo del efecto inhibitorio se encontrd gque
las concentraciones de GTP requeridas, tanto en condiciones
basales como en aquellas estimuladas por prostaglandinas
E1(PGEj) son de 0.3 y 10 micromolar para detectar la mitad de
la maxima (ICsg) Yy la maxima inhibicidn bor epinefrina. Sin
embargo el brazo estimulatorio del sistema de la adenilato
ciclasa activado por PGEl requiere menos concentraciéon de GTP
para la estimulacién de la enzima (131).

Otro hallazgo importante de los efectos del GTP en 1la
inhibicién inducida por epinefrina fue la estimulacién de 1la
GTPasa en membranas de plaquetas, lo que promueve a su vez la
hidrdlisis del propio nucledtido. Por otro lado es necesario
decir que la 1inhibicidén de 1la adenilato ciclasa y 1la
estimulacién de la GTPasa ocurren a las mismas concentraciones
de epinefrina,lo que apoya la idea de 1la interaccién del
receptor c¢on wuna proteina G. En 1980 Brian Hoffman y
colaboradores (132) encontraron gque los receptores as-

adrenérgicos en membranas de plaquetas presentan un estado de

32



alta afinidad y otro de baja afinidad cuando se hallan
desprovistos de nucledtidos de guanina. Sin embargo se observd
también que 1la adicién de nucledétidos de guanina al medio
inducia a los receptores a; a adoptar sdélamente un estado de
baja afinidad.Estos hallazgos sugirieron la presencia de una
proteina fijadora de nucledtidos de guanina acoplada de manera

inhibitoria al sistema de la adenilato ciclasa (Gi).

Otra aportacién de gran valor para la caracterizacidén de
las proteinas Gi fueron los experimentos realizados con 1la
toxina Pertussis.En 1979,en el laboratorio de Katada y Ui
(133), se encontré gque al adicionar la toxina al medio de
cultivo de <células de islotes pancreiaticos de rata se
blogueaban 1los efectos inhibitorios del . sistema de 1la
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 Garcia-Sainz (134)
encontréd que al adicionar toxina pertussis a hamsters se
registrd una notable disminucién en la respuesta ajp-
adrenérgica en adipocitos, 1lo que no fue exclusivo de los
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 Garcia-
Sainz sugirié la posibilidad de que el blanco de accidén de la
toxina fuera la proteina Gi. Posteriormente al activar el
brazo estimulatorio de la adenilato ciclasa con glucagon las

mismas células presentaban incrementos en la acumulacidén de
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aMPc, lo que demostré que 1la toxina ADP-ribosilaba a 1la
proteina Gi blogueando de esta manera sus efectos
inhibitorios sobre la enzima (135).

Poco después, Klaus Aktories (136) encontrd que la toxina
pertussis tenia el poder de inhibir los efectos de 1la
epinefrina en la activacién de 1la GTPasa. La revelacidn
anterior se complementd 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 estimulacidén con epinefrina, producian una
notable disminucidén en la liseracién de GDP, lo que sugirid la
idea de que la ADPribosilacién con toxina pertussis desacoplaba
a los receptores inhibitorios. En ese mismo afio J. Adolfo
Garcia Sainz y colaboradores (138), utilizando membranas de
adipocitos, encontraron gue el tratamiento con 1la toxina
reducia notablemente el nGmero de receptores en alta afinidad
sin, al mismo tiempo, disminuir el numero de receptores totales
y siempre y cuando la observacién se efectuara en ausencia de
nuecleétidos de guanina. Los experimentos anteriores sugirieron
de manera conclusiva que la modificacién covalente de 1la
toxina pertussis alteraba 1la interaccién de Gi con los
receptores,lo que tenia el éfecto concomitante de prevenir 1la
activacidn 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 sefales a través de sus diferentes

receptores.Como se dijo entonces se sabe también que los
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sistemas de transducecién pueden reaccionar entre si y de esta
manera integrar los mecanismos de activacidn celular mediante
una dgran variedad de sefales extracelulares. Jacobs y sus
colaboradores encontraron en fecha reciente que la activacion
de la proteina cinasa C con ésteres de forbol interfiere en la
inhibicidn de la adenilato-ciclasa, ya sea que la reaccidn
proceda por medio de GTP o bien con epinefrina y GTP. Los
mismos investigadores descubrieron ademds que en las membranas
de plaquetas tratadas con TPA la activacién hormonal del brazo
inhibitorio de la adenilato ciclasa con PGEl1 no se ve afectada
en el curso de la reaccidén (139,140). Los datos anteriores
sugerian que el tratamiento con TPA en plaquetas intactas no
presentaba efectos en ninguno de 1los componentes del brazo
estimulatorio de la adenilato ciclasa, que segun se dijo antes
se compone de receptor estimulatorio, proteina Gs y subunidad
catalitica. Sin embargo no dejé de verse gue la activacidén de
la proteina cinasa c con TPA alteraba la respuesta inhibitoria
del sistema de la adenilato ciclasa, lo que podria obedecer,
tal vez, al hecho de que el blanco real de la enzima fuera la
proteina Gi, cuya accién seria la responsable de bloguear el
efecto inhibitorio sefialado.lLos mismos autores advirtieron que
a concentraciones 1 micromolar de TPA durante un minuto a 37
grados centigrados se obtenia un maximo de bloquec de 1la
respuesta inhibitoria. Resul§§dos similares se obtuvieron al
adicionar la proteina cinasa ¢ 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
debian a la accién de la misma enzima.

Katada, que en 1985 (141) se dedicé a estudiar el blanco de
accidon de la proteina cinasa C sobre el sistema inhibitorio de
la adenilato ciclasa, encontrd que en membranas de plaqueta una
proteina de 41 Kda, entre otras, se fosforilaba por la accidn
de la cinasa c¢,lo que a su juicio sugeria la posibilidad de
que la subunidad a de Gi fuera el sustrato de la enzima en
cuestidn. En todo caso no se ha demostrado aun gue la reaccidn
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 fésforo 32 e logrd
inmunoprecipitar con anticuerpos dirigidos contra «Gi a una
fosfoproteina de 41 Kda. Ademéé si estas mismas células se
incuban en presencia de TPA se observara un incremento del 70
por ciento de fosforilacién en dicha proteina (142), todo 1lo
cudl sugerd la fosforilacion de Gi citada un poco mas arrxiba.
Con el mismo objetivo en mente otros grupos de investigadores
inmunoprecipitaron una proteina fosforilada con las
caracteristicas inmunoldgicas de aGi y detectaron, por su
parte, un incremento en la fosforilacién al utilizar TPA (143).
De cualquier manera no ha sido posible establecer con absoluta
claridad la fosforilacidn de aGi, ya que otros grupos indicaron
que la proteina fosforilada es la subunidad a de Gz. (144)

Como se ha visto a lo largo de estas notas introductorias
la proteina cinasa ¢ es capaz de ejercer una regulacidn

negativa en su propio sistema de transduccidn de sefiales. Tiene
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asi mismo la facultad de modular al sistema de la adenilato
ciclasa bloqueando la inhibicidn de la respuesta ajz-adrenérgica
en plaquetas. Todo lo anterior parece indicar que un sustrato
de la cinasa C es la proteina fijadora de nucledtidos de
guanina acoplada de maneré inhibitoria al sistema de la
adenilato ciclasa. Los fendmenos que se han venido resefiando
han sido objeto de un estudio intenso durante los ultimos afios
y aungque todavia no se han esclarecido en su totalidad
representan ya un campo altamente articulado de la bioguimica
moderna, razdén por la cual el presente estudio se dirigira a
estudiar los efectos de los ésteres de forbol en la respuesta
az—adrenérgica, angulo de la investigacidon 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 procedid a estudiar la modulacidn de 1la
respuesta ap-adrenérgica por el 12-tetradecanoil-l13-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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METODOLOGIA

La metodologia utilizada en la ejecucidn de los presentes
experimentos se halla consignada en los articulos gque se
prepararon como parte integral de esta tesis y aparecen
incluidos a continuacidn.Se mencionaran también dos
metodologias que no fueron usadas en aquella oportunidad y que

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

Cantidades iguales de membranas de plaguetas control vy
membranas de plaquetas tratadas con TPA fueron sometidas al
método de Lowry (145) paré cuantificacion de proteinas y
posteriormente a una corrida electroforética en condiciones
desnaturalizantes,segin Laemmli (146) ,hecho lo cual se procedio
a realizar un Inmunoblott sobre las mismas muestras de acuerdo
a los meétodos convencionales (146). El1 primer anticuerpo
empleado en la metodologia citada en ultimo lugar se dirigié
contra el decapéptido del carboxilo terminal de a-Gij.El
segundo anticuerpo empleado, que se utilizd para conducir 1la
reaccién 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 fosforilacidn e inmunoprecipitacidn,
para lo que se obtuvieron lis plaquetas de 50 ml de sangre
humana y se procedié a realizar la fosforilacién conforme al

método de Lapetina (143).
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La inmunoprecipitacion de las proteinas fosforiladas de
plaquetas se realizé también seguin el método del autor

mencionado en la referencia anterior.Una vez inmunoprecipitadas

las proteinas se sometieron a una electroforesis
desnaturalizante, se secd el gel Yy se practicé una
autorradiografia.
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RESULTADOS

Los resultados expuestos en 1la presente seccidn fueron

dados a conocer en 1989 y 1991 en :

J. Adolfo Garcia-Sainz and Gleria Gutiérrez-Venegas (1989).
Activation of protein kinase € 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 € 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 a,-adrenoceptors
and the inhibitory GTP-binding protein (G;) in human platelets

J. Adolfo Garcia-Sainz and Gloria Gutiérrez-Venegas
Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auidnoma de México, Apdo. Postal 70-248, México DF 04510, México
Received 18 September 1989

The effect of 12-tetradecanoyl phorbol {3-acetate (TPA) on the hormonal modulation of adenylate cyclase was studied. The effect of epincphnine

(x.-adrenergic action) was markedly diminished in membranes from TPA-treated platelets as compared to the controls. Interestingly, the inhibitory

effect of guanylyl imido diphosphate (Gpp(NH)p) was not altered. Neither the number of xz,-adrenoceptors nor their affinity for PH}yohimbine

were affected by the treatment with TPA. In contro! platelets, 77% of the receplors were in a high-affinity state for epinephrine and 22% in a low-

affinity state; Gpp(NH p shifted the receptor affinity towards the low-affinity conformation. In membranes from TPA-treated platelets, the receptors

were in the low-affinity stale and no further decrease in affinity was induced by Gpp{NH)p. Our data suggest that activation of protein kinase
C in platelets blocks the hormonal inhibition of adenylate cyclase by interfering with the receptor-G, interaction.

Protein kinase C: Enzyme activation; Receplor-protein interaction; Adrenoceptor

i. INTRODUCTION

Protein kinase C participates in the intracellular pro-
pagation of signals that act through the calcium-
phosphoinositide transduction systern {1]. However, its
importance goes much beyond this, protein kinase C
provides positive forward as well as negative feedback
controls over various steps of its own and other signali-
ing pathways [2]. .

The adenylate cvclase 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 between these two signalling
pathways takes place [2]. It has been observed that ac-
tivation of protein kinase C 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 C has been reported [6-9].

Treatment of human platelets with 12-tetradecanoy!
phorbol 13-acetate (TPA) largely impairs the GTP-
dependent hormone-sensitive inhibitory pathway to
adenylate cyclase which involves the inhibitory GTP-
binding protein, G; [6-9]. Protein kinase C
phosphorylates G; [7] and suppresses its function in
hormoenal inhibition of adenylate cyclase [6-9].

Guanine nucleotide-binding proteins seem to exert
two basic functions: first, to regulate the activity of
membrane effecters (i.e. ta activate or inhibit enzymes,
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such as adenylate cyclase phospholipase A; or
phospholipase C and ionic channels) {10,11] and se-
cond, to modulate the affinity state of hormone recep-
tors [12].

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

2. MATERIALS AND METHODS

Blood was obtained from healthy men and women who had taken
no medication during the previous 2 weeks, Platelet-rich plasma was
obtained by centrifugation. In some experiments the platelet-rich
plasma was incubated with 1 mM aspirin for 30 min at 37°C o in-
hibir cyclooxygenase [13}; this treaunent did not alter the results ab-
tained. After a preequilibration period of § min at 37°C, the platelets
were challenged with 1 M TPA, or vehicle for | min; the platelets
were centrifuged and homogenized. A crude membrane preparation
was obtained as described by Hofiman et al. [14},

Adenviate cyclase activity was assaved n a mixture containing
25 mM Tris (pH 7.5). 5mM MgCh, 0.1 mM ATP (containing
[a-"*PJATP 500000 cpm per tube), 5 mM theophylline, 2.5 mg/m!
phosphocreatine and | mg/ml creatine kinase: the reaction was
started by the addition of membrane protein (50 #g) and it was car-
ried out for 20 min ar 30°C in a total volume of 0.1 ml. Cyclic AMP
was isolated by the method of Salomon et al. {15].

{*H]Ychimbine binding studics were performed as described by
Hoffman et al. [14). The binding compelition experiments were
analyzed by computer modelling techniques [15-17].

3. RESULTS

Basal adenylate cvolase activity was similar in mam-
branes from conirol and TPA-treated platelets (26 = &
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Fig.1. Effect of TPA on the stimulation of adenylate cyclase activity
by forskolin. Membranes from control {(open circles) or TPA-treated
(closed circles) platelets were incubated with different concentrations
of forsholin. Results are expressed as % of basal activities. Plotied
are the means and vertical lines represent the SE of 6 eaperiments in
tripticate using different membrane preparations.

and 25 *+ S 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.1).
However, the activation induced by the diterpene was
slightly greater in membranes from TPA-treated
platelets than in the controls (fig.1). Epinephrine induc-
ed a dose-dependent inhibition of forskolin-stimulated
adenylate cyclase activity (fig.2); the effect of
epinephrine was blocked by 10xM yohimbine in-
dicating the involvement of aa-adrenoceptors (not
shown). In agreement with the data of Jakobs et al. (6},
we observed that the effect of epinephrine was marked-
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e Table. 1
ffeét of TPA on [*H}yohimbine binding

Boa Ay
o (fmol/mg per protein) (nM)
“ Conird 18 = 10 32203
FTPA 140 = 19 35203

Membranes from control or TPA-treated platelets were incubated
with '{’H]ychimbine as described in section 2. Results are the
means = SE from 3 scparate experiments in triplicate

ly reduced in membranes from TPA-treated platelets as
compared to the controls, i.e. 100 «M epinephrine in-
duced a 35~40% inhibition of adenylate cyclase activity
in control membranes whereas in membranes from
TPA-treated platelets the same concentration of
epinephrine 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 resistant
analogue of GTP, Gpp(NH)p, was identical in mem-
branes from control and TPA-treated platelets (fig.2).

We next examined the effect of TPA treatment on
the a:-adrenoceptor number and affinity using
{*H]yohimbine! Scatchard plots of the binding data
were linear, consistent with a single type of receptor; no
significant difference in Bma. or Kg was observed bet-
ween control membranes and those from TPA-treated
platelets (table 1). The data indicate that neither the
number of sites nor their affinity for the antagonist is
altered by the treatment with TPA,

In membranes from control platelets, the displace-
ment of [*H]yohimbine binding by epinephrine was
dose-dependent (fig.3) and gave a shallow curve with a
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Fig.2, Effects of epincphnne or Gpp(NH)p on forskolin-stimulated.
adenviate cyclase activies . Membranegs from control (open arclesy or
TPA-trested {closed arcles) platelets were incubared with 100 4M
forshohin and either 10 &M GTP and different concentrationy of
epinephnne {lef* panclt or difl concentzations of GpptNHip
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Fig.3. Displacement by epinsphrine of specific [*Hlyohimbine
binding. Membranes from control (open symbols: or TPA-treated
platel=is (solid symhols) were incubared with 7 aM [Hivohimbi
and” diffzrent concentrations of - jepinephrine in the absen
{circles) or prasence wriangies) of 100 .M GppiNHip Platted 1 2
18DrEsCRLa: roesiment of 6 rephc witf d
preparauons. The insets show. tne Hili apalyvsis of
studizs,
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S Table 2
mputer ’mod:lling of competition curves of epinephrine with
g {*H]yochimbine
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; Tic;l}mc‘ni"" Agents I’H]Yohimbine
' KnM) % A2 (aM) w  Hill coefficient
Controi epinephrine* 020 7S5 3000700 2=6 0.45 = 0.03
epinephrine + Gpp(N'{)p - - 2000 = 100 100 0.72 = 0.02°
TPA epinephrine - - 1700 = 100 100 0.74 = 0.04
epinephrine - Gppt'sH)p - - 1800 = 200 100 0.72 = 0.04

* Two-state fit significantly better than one-state fit (7 < 0.05)
® p < 0.001 as compared to evinephrine alone, control

Results are the means = SE of 6 experiments in triplicate using different membrane preparations

Hill coefficient of 0.45, which suggests the presence of
heterogeneous binding sites. Addition of 0.1 mM
Gpp(NH)p induced an approximately 30-fold shift to
the right in the displacement curve and an increase in
the Hill slope to 0.72 (fig.3). This Hill slope suggests
that some heterogencity may still persist in the binding
sites; similar results have been observed by other
authors [18] but the reason is unknown. Computer
modelling of the data indicated in the absence of
Gpp(NH)p the presence of two classes of binding sites
with high (K;) and low (K’:) affinities for epinephrine
(table 2); most of the receptors were in the high-affinity
state for agonists. The competition curve in the
presence of Gpp(NH)p gave a binding isotherm consis-
tent with a single class of binding sites whose affinity
for epinephrine was similar to the A; observed in the
absence of Gpp(NH)p (table 2).

The displacement of [*Hlyohimbine binding by
epinephrine in membranes from TPA-treated platelets
showed two important differences with the controls
(fig.3): first, the displacement curve in the absence of
Gpp(NH)p was steeper (Hill, 0.74) and shifted to the
right; second, no further effect of GppiNH)}p was
observed (fig.3). Computer modelling indicated that in
these membranes a single type of sues was detected
regardless of the presence or absence of Gpp(NH)p
(1able 2).

4. DISCUSSION

Our present data confirm and extend those of Jakobs
and co-workers, [6-9] and indicate that activation of
protein kinase C leads to an impairment of the
hormone-sensitive inhibitory branch of adenylate
cyclase. The alieration of the inhibitory branch of
adenylate cyclase wuas observed for three agents
(epinephrine, PAF, thrombin) acting through indepen-
dent receptors. These data are consistent with the idea
that the coupling betwezen these recemors and the
cataivric subunit of adenviate svelase E
temrn kinase Ci aucn coupling i

hibitory guanine nucleotide-binding regulatory protein,
Gi.

Interestingly, the inhibitory effect of Gpp(NH)p on
forskolin-stimulated adenylate cyclase activity was not
altered in membranes from TPA-treated platelets,
which suggest thar the mechanism(s) through which G;
inhibits adenylate cyclase are not altered by protein
kinase C. In other words, the data suggest that the
alteration induced by protein kinase C on G; does not
affect its interaction with the catalytic subunit of
adenylate cyclase but rather that it is the receptor-G; in-
teraction that is affected. Direct evidence for an altered
receptor-G; interaction was obtained in the binding
studies. However, the possibility of an additional
defect in the G;-adenylate cyclase interaction cannot be
completely ruled out. Two reasons exist for such
reserve: (1) firstly, our understanding of the
mechanism(s) through which adenvlate cvclase is in-
hibited by G; is incomplete [19~-21] and (ii) secondly, it
is not known if the mechanisms of activation of G; by
hydrolysis resistant analogues of GTP are identical to
those of the natural nucleotide. Regarding this latter
point, GTP has a biphasic effect on human platelet
adenylate cyclase, increasing enzyme activity at sub-
micromolar concentrations and inducing inhibition at
higher concentrations [8]; TPA blocks the inhibitory
phase of GTP action {8]. However, hvdrolysis-resistant
analogues of GTP, such as GTP[S] or Gpp(NH)p (this
manuscript), inhibit adenylate cyclase similarly in
membranes from control and TPA-treated platelets.

There is evidence that many receptors including
a>-adrenoceptors exist in two interconvertible affinity
states for agonists (high- and low-affinity states). The
conversion of the low-affinity state 1o the high-affinity
state seems to involve the interaction with G-proteins;
reconstitution of the high-affinity state for agomsts of
platelet es-adrenocsptors with exogenous G; hat
already been reported [22). Our binding data indicate
that in membranes from TPA-treated platelers,
ar-adrenovemors remain in the jow-artinity state for
agonists whicn suggests thar the receptor-G, inieraction
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is perturbed by pretrecatmemt with TPA and that
therefore the az-adrenocepiors are unable to form the
high-affinity state for agonists. Remarkable similarities
exist between the effects of TPA on platelets reported
here and those of pertussis 1oxin on other cells.
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Summary

The effect of 12-tetradecanoyl phorbol 13-acetate on. the
GTPase activity of Gi was investigated. It was observed that
treatment with TPA did not alter the basal GTPase activity of the
membranes or the stimulatory effect of prostaglandin Ey
(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 (alphaj-
adrenergic action), platelet activating factor or thrombin.
Pertussis toxin catalyzed ADP-ribosylation was also decreased in
membranes from TPA-treated platelets as compared 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.



.

1.~ INTRODUCTION

_ There 1is evidence that ptéteinlkinase C”(éxé) can kmodulate
the function of signalling elements %uch as some receptor, G-
proteins and membrane effectors (adenyiate cyclase, phospholipase
C and some ion channels) [1]. 1In platelets it has been observed
that activation of PKC by l2-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 fumction in hormonal
inhjibition 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 platel;ts, 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]. 1In
membranes from TEA-treated platelets, the receptors were in the
low-affinity state and no further decrease in affinity was
induced by Gpp{(NH)p [6]. We examined the effect of TPA on
hormone-stimulated GCTPase activity; our results indicate that
stimulation of PKC markedly diminishes the hormone-stimulaced

GTPase activity of Gi.



2.- MATERIALS AND METHODS

Blood was obtained;fréﬁihééi hy ﬁgn_and:wpﬁ;njwho had taken
no medication during che pr;;igés"23§;eks; Vfiatelet—rich plasma
was obtained by centfifdé;giﬁn:iiAfte; a -preequilibration period
of 5 min at 37°C, ﬁhe plateleﬁsvwere challenged with 1 u» TPA, or
vehicle for 1 ‘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-1-
meﬁhylxanthine. C.1 mM cyclic AMP, 5 mM creatine phosphate, 1.2
mg/ml creatine kinase, 0.2% bovine serum albumin, 1 mM
dithiothreitol. 0.1 mM EDTA, ! yM GTP, 50 mM trietanolamine-HC1
pPH 7.4 and [Y32P]-GTP (0.2 pCi per tube). The reaction was
initiated by the addition of the membranes (10 pg 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-ribesylation was assayed
in a mixture containing 250 mM potassium phosphate buffer pH 7.5,
10 mM arginine, S'QM MgClp, 1 mM ATP, 10 mM thymidine, 0.75 M
NADP, 0.1 mM GTP, 10 uM NAD and [32PINAD (10 yCi per tube). The
reaction was carried for 60 min at 30°C for 1 hr. Pertussis toxin
was activated with 20 mM DIT for 10 min. at 37°C. The reaction
was started by the addition of the membranes (100 yg); following
the reaction 1 ml of phosphate buffer was added and the
membranes were pellated by centrifugation. The peller was

diselved and subjeted to SDSP-PACE. The gels wsrve fixad, ‘dried



and éxposeﬂq:é,'x;f’a&ffii at Z12c 1]

j.immﬁﬁbﬁfgéip;atién: of Gig was acﬁiéved using ‘an specific
7polycl§§aliiljanfibody generated : againéc ““the decapeptide
corresbbnding to as Gi (KNNLKﬁCCLF) ilj] essentially as described

for Gsa [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 froé control and TPA-treated platelets
~(Fig. 1). Epinephrine (100 yd) and prostaglandin E) (PGE}) (1 pM)
increased the rate of GTPase activity (Fig. 1). The effect of
epinephrine was blocked by yohimbine but mnot by prazosin
indicating the 1involvement of alphaj—adrenoceptors (data not
shoyn). The effect of PGE] 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. !). Dose-response
curves (Fig. 2) confirmed this finding; i.e. PGE] stimulated
similarly and in qose—dependent fashions ,the GTPase activity of
membranes from 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 M) in membranes from TPA-treated cells (Fig. 2).

The decreased activation of GTPase activity’ was not
exclusive for epinephrine but common te other apents  whose

raceptors interact with Gi, such as plazelet acrivating factor



and thrombin (Table 1).
Pertussis toxin-catalyzedrADP—ribosylépiéq

control and TPA-treated platelets showed. theilabeling of.

“protein(s). 'Interestingly,; Vin~r ﬁgmbfanés%if;om : TEA—:fégted
platelets the labeling was éonsisienﬁly aééféa;éa  30-50iﬁ (Fig.
3). The labeled protein was immunoprecipitated using an specific
anti-Gi antiserum (Fig. 3); 1in 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 dinduced 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 GTPase activity of Gi is markedly
decreased. In contrast, the stimulation of GTPase activity

induced by PGE; (pdtatively via activation of Gs) is not altered
which is also consistent with the absence of effect of TPA on the
activatory branch of adenylate cyclase [2-6].

We did not abserve any effect of the treatment with TPA on
the basal GTPase activity. However, '"basal" GTPase acti&ity
probably is the result of GTP h;drolysis by SEVeTal. G—éfctéins;

- Therefore, we can not rule cut a direct eifect of the treatment

on the hvdrolvtic acriviry of Gi. Nevertheliess, a blockade of the



GTPase;La;;;vigy‘éqﬁydkprqbaiSy fesult in a tonic activation of
thiéf Géifbtéiﬁ“(aé;;iﬁ is-observed in ‘Gs ADP-ribosylated by
ehoié:aAfo%lﬁf[ibl); ;his is not what it is observed.

‘Cgtfent ‘ideas indicate that the hormonal activation of the
GTPase> activicy of G-proteins is probably secondary to the
stimulation of the GDP-GTP exchange promoted by their interaction
with activated receptors [15]. The perturbation of the receptor-
Gi interaction [6] by the treatment with TPA could be responsible
for the blockade of the hormonal inhibition of adenylate cyclase
[2-6] and éctivation of the GTPase activity of Gi.

It has been suggésted that the C termini of G g subunits
: goﬁérns in  part the interaction of G-proteins’ with -réceptors
[16]. Using a panel of specific antibodies against this domain.
7 Simonds et al [13] were able to block the hormonal inhibition of
adenylate cyclase and identified the G-protein involved in this
effect as Gi2. Interestingly, the consensus site for pertussis
toxin-catalyzed ADP-ribosylation is located in the same domain
[17]. It is possible that the decreased labeling observed by us
with TPA and previously by others using other agents [18] could
be due, at least partially, to a perturbation of the C 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 vitro experiments suggested
that PKC phosphorvlates Gi {3] recent evidence indicates that
phorbol esters phosphorvlates & G-protein other than Gi [19). 1t

is dinceresting to note tnat it has been shown that TE& blacks Gi

~



function in 1i§et‘ce115‘[20]7and'that this-effect is.associated
“to ﬁhoéphorylation of " Gia [20] hoﬁevef;»'thg blockade of Gi
function observed in liver cells is different to that observed in

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

analogues of GTP is blocked [20].
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GTPase Activity
(pmol GTP hydrolized/mg protein)

Figure 1

GTPase ACTIVITY OF iﬁMﬁéAﬁéS VFROM CONTROL AND TPA-TREATED
PLATELETS. Membranes were incubated in the absence of any agent
{circles) or in the presence of 100 UM epinephrine (triangles) or
1 pM 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 ACTLVITY INDUCED ' BY

EPINEPHRINE OR PROSTAGLANDIN E;.

Membranes from control (open circles)
platelets (closed symbols) were incubated for
different concentrations of epinephrine or PGEj.

presented as

LOG [Epinephrine] M

or

TPA~treated

10 min with

Results

are

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

LOG [PGE1] M

pmol. min‘l.mg protein“l for membranes from control and TPA-
treated cells respectively. Plotted are the means and wvertical
lines represent the S.E.M. of 10 experiments performed in
triplicate.
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FIG. 3 EFFECT OF TPA-ON THEVPERTUSSIS TdXIN CATALYZED - ADP-
RIBCSYLATION IN MEMBRANES FROM CONTROL AND TPA-TREATED PLATELETS.
Membranes from control (lines 1,3,5) or TPA-treated platelets
(lines 2,4) were 1incubated in the conditions for [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 1. Effects of Epinephrine, Prostaglandin ﬁl, Thrombinband
Platelet Activating Factor (PAF) on the GTPase a_ctivity of
membranes from control and TPA-treated platelets. Results are the
means + S.E.M. of 4 experiments performed in triplicate. Basal

values are the same as in Fig. 2

Agent ; Control - . TPA

* PERCENTAGE OF BASAL ACTIVITY

Epinephrine 100y M 144 + 78
PGE! 1uM 198 + 8
PAF 100 nM 124 4 4b
Thrombin 1 u/ml 120 + Bb:_'

a p <.0.025

bp <005 8
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Fig.1l Efectos de trombina en la actividad de la adenilato
ciclasa estimulada por forskolina.

Membranas control (circulos abjertos), de plaguetas tratadas
con TPA (circulos cerrados), se incubaron con 100 uM de
forskolina , 100 uM de GTP y diferentes concentraciones de
trembina . Los resultades estan expresados come § de la
actividad de la adenilato ciclzsa observada en presancia de
forskolina. Las lineas verticales represantan la media del
error estandar de 10 exprerimentecs por triplicado.
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Fig. 2 Efectos de PAF en la actividad de la adenilato ciclasa
estimulada por forskolina.

Membranas control (circulos abiertos), de plaguetas tratadas
con TPA (circulos cerrados), se incubaron con 100 uM de
forskolina , 100 uM 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.



Mr x 1073

97 _
66__

43__

3_

2

O
——
I3
.om

DATOS NO PUBLICADOS

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 dirigié contra
el decapéptido de}l carboxilo terminal, la cantidad de
proteina se cuantifico con Lowry en las lineas 1,2 100 ug de
proteina y lineas 3,4 50 ug de proteina



DATOS NO PUBLICADOS

Fig.4 Fosfor%lacién e inmunoprecipitacion de plaguetas
incubadas con ’p linea 1 control; 1linea 2 plaquetas
estimuladas con TPA Y ADP-ribosilacién catalizada por 1la
toxina pertussis de las membranas de plagueta control (linea
3), en membranas de plagqueta tratada con TPA (4) Yy en
ausencia de toxina (5). Para la inmunoprecipitacidén (1,2) las
plaquetas se incubaron con 32p gurante una hora y media y se
estimularon con TPA (2) 1 micromolar durante 1 minuto a 37
grados centigrados. La inmunoprecipitacion se efectuo
utilizando los anticuerpes dirigidos contra el decapéptido
del carboxilo tarminal de a Gij.



RESUMEN DE RESULTADOS

Las conclusiones mas significativas obtenidas a partir de
los experimentos detallades en la seccién anterior podrian

sintetizarse de la siguiente manera:

1)Se cbservd que el tratamiento con TPA afecta el

brazo inhibitorio de la adenilato ciclasa, lo que se confirmé

con un bloqueo de la inhibicién inducida por epinefrina

(respuesta ap-adrenérgica) (Publicacidén 1)asi como por otros

agentes que a través de sus receptores inhiben a la enzima ’
como PAF y trombina (Datos no publicados).

Se encontré ademas un bloqueo en la actividad de

GTPasa en la proteina Gi por estimulacién con epinefrina

(Publicacidn 2).

2)Se demostré asi mismo gque 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 (Publicacién 1). Se encontré
también que la actividad de la GTPasa de la proteina Gs no se
veia alterada al ser estimulada con PGE;, hormona que se
encuentra acoplada de manera estimulatoria a la adenilato

ciclasa ( Publicacidén 2).
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3)Se hizo claro también gue el TPA no altera la interacciodn
de la proteina Gi con la adenilato ciclasa, evidencia que
emergié al estudiarse 1la inhibicién con el analogo no
hidrolizable del GTP, que es el Gpp(NH)p. Por otro lado es
necesario hacer notar gue ho se presentaron diferencias con

respecto a los controles (Publicacidn 1).

4) Se vio en otro momento que el tratamiento con TPA afecta
la afinidad de los receptores aj— adrenérgicos con la proteina
Gi. Lo anterior se demostré realizando estudios de asociacién y
se encontrd gque por el tratamiento con TPA los receptores
presentaron uUnicamente el estado de baja afinidad (Publicacidén

1).

5)Se vio asi mismo que el tratamiento con TPA actuia sobre
a-Giz. La evidencia anterior fue deducida al observarse un
decremento en la ADP-ribosilacién de Gi con toxina pertussis

(Publicacidén 2).

6) Por ultimo fue posible esclarecer que el tratamiento con
TPA disminuye el contenido aparente de aGi, 1o que se puso de
manifiesto a través de los estudios con Inmunoblott. De 1la
misma forma, y a través de estudios de fosforilacién e
inmunoprecipitacion, se obsevé gque el tratamiento con TPA
induce 1la fosforilacién dé una proteina de 41 Kda (No

publicado).
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DISCUSION

Como se ha dicho en las pdginas anteriores el presente
trabajo se fijé como objetivo primordial estudiar la modulaciodn
de la respuesta aj-adrenérgica en plaquetas con ésteres de
forbol (TPA), agente que, segun se dijo también, tiene la virtud
de estimular la proteina cinasa C. Los datos obtenidos en el
curso de la investigaciodn seran analizados ahora a la 1luz de
nuestros propios resultados y 1los obtenidos en otros
laboratorios.

Nuestra informacioén, antes que nada, corrobord los datos
obtenidos por el grupo de Jakobs (113,129,139), que encontré
que el tratamiento con TPA bloquea la inhibicién de 1la
adenilato ciclasa por \epinefrina (respuesta aj-adrenérgica)
(Publicacion 1-fig.2). Las observaciones anteriores sugirieron
también que los sustratos posibles de la proteina cinasa ¢
podian ser los receptores inhibitorios, la proteina Gi o bien
la propia adenilato ciclasa. La posibilidad de que el sustrato
de la cinasa C fueran los receptores se estudid utilizando
otros agentes que se encontraron acoplados de manera
inhibitoria a 1la adenilato ciclasa, como el PAF y 1la
trombina. (Datos no publicados-fig.1,2). Se observd también que
los mismos agentes bloguean a la adenilato ciclasa de manera
similar a como lo hace la epinefrina.

La idea de gque los receptores fueran el sustrato de 1la
cinasa introducia 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 1la adenilato
ciclasa, lo que hubiera hecho muy dificil la tarea de 1la
enzima. Otra posibilidad era que la cinasa utilizara como
sustrato a las proteinas encargadas de acoplar a los receptores
con la adenilato ciclasa, es decir las proteinas Gi, por lo que
se decidid activarla directamente utilizando el Gpp(NH)p, lo
que sorprendentemente permitidé encontrar gque 1la inhibicion
promovida por dicho agente era similar en las membranas
control y en las membranas de las plaquetas tratadas con TPA
(Publicacién 1-fig.2).Los datos anteriores parecian sugerir gque
la interaccién de la proteina Gi con la adenilato ciclasa no se
alteraba por la activacién de la proteina cinasa C, aunque esta
posibilidad no se descartaba completamente debido a gue aun se
ignora la forma en que la ﬁroteina Gi ejerce su accidén sobre la
adenilato ciclasa.Es necesario aclarar que en el curso de tales
experimentos no se utilizd el compuesto natural, sine un
analogo, que se asocia irreversiblemente a Gi promoviendo 1la
inhibicién de 1la enzima,como ya ha sido reportado por otros
autores, lo que podria oscurecer los efectos del TPA sobre esta
interaccidn. Sin embargo es imperativo recordar gque otros
investigadores, trabajando con el mismo compuesto (TPA) y en
otro sistema (hepatocitos,por ej.) han encontrado diferencias
en la inhibicién inducida por el Gpp(NH)p.(142)

Con el objeto de evaluar si la activacién de la proteina
cinasa € alteraba 1la funcionalidad de 1los receptores se
realizaron estudios de asociacién con (3H]-Yoimbina y se

encontré que no se presentaban diferencias ni en la constante
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de afinidad para el antagonista ni en el numero de sitios
disponibles entre 1las membranas de plagquetas y las mismas
membranas tratadas con TPA (Publicacién 1-tabla TI). Como
también existia la posibilidad de que el tratamiento con TPA
alterara la interaccion del receptor con la proteina Gi se
realizaron estudios de competencia para confirmar o descartar
esta ultima posibilidad.Se encontrd, segtin lo han reportado
otros autores (132), una poblacidn de receptores a~adrenérgicos
en alta afinidad y receptores aj-adrenérgicos en baja afinidad.
Se vio asl mismo que 1la adicidén del Gpp(NH)p induce la
aparicién homogénea de receptores aj-adrenérgicos en baja
afinidad en membranas de plaguetas. Al realizar una serie de
estudios semejantes en membranas de plaquetas tratadas con TPA
Yy en ausencia de Gpp(NH)p se observé que los receptores aj
adrenérgicos presentaron una poblacién homogénea de baja
afinidad.Por otra parte se observd que en presencia de Gpp(NH)p
ya no se presentaban cambios adicionales,lo que indicaba que la
activacidén de la proteina cinasa C con el TPA blogueaba la
interaccién del receptor con la proteina Gi,impidiendo de esta
manera que los receptores pudieran inhibir a la adenilato
ciclasa (Publicacién 1-fig.3). Es importante mencionar que
tanto los efectos del TPA en plaguetas como los de la toxina
pertussis en otros tipos celulares (139) incrementan los
efectos de forskolina al estimular a la adenilato ciclasa
(Publicacidén 1-fig. 1) y evitar la formacidn de un estado de

alta afinidad por agonistas de 1los receptores que estan
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acoplados de manera inhibitoria a 1la adenilato ciclasa
(respuesta ajz-adrenérgica).

Se ha determinado con toda certeza que la subunidad a de Gi
es la responsable de fijar nucleétidos de guanina e
hidrolizarlos. Se vio también gque esta actividad de GTPasa
activada con epinefrina disminuye en forma notable en
membranas de plaquetas tratadas con TPA (Publicacién 2~
fig.1,2). No serla imposible que esta disminucién en 1la
actividad GTPasica se produzca como un efecto del TPA al actuar
en la interaccidén del receptor con la proteina Gi y que de esta
manera bloqueara la accién inhibitoria sobre 1la adenilato
ciclasa y la activacién de Gi a través de su actividad de
GTPasa. Aunque todavia no se ha confirmado el mecanismo
mediante el cual la proteina Gi inhibe a la adenilato ciclasa
es factible que al disociarse a del complejo fr promueva la
inhibicién sobre la adenilato ciclasa y efectie 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 ultima posibilidad debera explorarse con mayor
profundidad.

Se ha sabido que la toxina pertussis ejerce un efecto de
ADP-ribosilacién sobre la proteina aGi,lo que sucede de manera
invariable en un residuc de cisteina 1localizado cerca del
extremo carboxilo. Se sabe también que la activacién de 1la
proteina cinasa C con TPA induce 1la fosforilacidn de 1la

proteina a de Gi libre y que la adicién de TPA bloquea la
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accidén de la adenilato ciclasa (140). La similitud en la accion
de ambos agentes mencionados nos orilld a pensar que entre sus
efectos se encontraba el de alterar dominios funcicnales de Gi,
por lo que se decididé evaluar la ADP-ribosilacién con toxina
Pertussis, 1lo que permitid,a su vez, determinar gque en
membranas de plaquetas tratadas con TPA que la ADP-ribosilacidn
se reducia en forma notable (Publicacidén 2~fig.3).

Todo 1lo anterior nos sugirio que 1la activacidén de 1la
proteina cinasa C le restaba a aCGi la posibilidad de actuar
como sustrato, lo gque se producia mediante un bloqueo en 1la
ADP-ribosilacidén o bien por la liberacidn de la subunidad ¢ a
la membrana.Algunos autores han localizado a la subunidad alfa
en la fraccidn citosdlica (142). Nosotros, sin embargo, no
logramos hacef lo mismo en el curso de la presente indagacidn,
aunque seguimos pensando en la necesidad de efectuar estudios
mas detenidos para esclarecer el fendnemo, Por otra parte
Lapetina y su grupo (147),utilizande membranas de plaquetas Yy
otro éster de forbol, comoc es el forbol-dibutirato, bloguearon
la ADP-ribosilacién de la misma forma en que lo hicimos
nosotros. Es necesario, decir que otros autores han encontrado
que el TPA produce incrementos en la ADP-ribosilacién en
membranas de plaquetas (148) y neutréfilos (149).La disparidad
de estos hallazgos no ha sido explicada a la 1luz 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 1la interaccién de 1la

proteina G con los receptores. En fecha reciente, ademas,
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William Simmonds y colaboradores, en Bethesda (35), caracterizd
a la proteina G involucrada en inhibir a la adenilato ciclasa y
encontré que la proteina encargada de promover tales efectos es
la subunidad @ de Gi;, por lo que se decidié generar
anticuerpos contra el dominio mencionado e inmunoprecipitar a
las proteinas ADP-ribosiladas, lo gque nos permitid® encontrar
una consecuente disminucién de aGi en los indices de ADP-
ribosilaciodn. Posteriormente, utilizando los mismos
anticuerpos, se hicieron estudios de inmunoblott que
permitieron encontrar gque en membranas de plaquetas tratadas
con TPA se presentaba una disminucidén aparente en 1los
contenidos de aGi, (Datos no publicados-fig.3), lo que, a su
vez, sugeria la posibilidad de que alfa Gi; se hubiera liberado
de la membrana o‘bien que la fosforilacién promovida por el TPA
convirtiera a tal dominio en un sustrato inadecuado para ser
detectado por el anticuerpo. En forma paralela, realizando
‘estudios de fosforilacidén in vivo, e inmunoprecipitacién con el
mismo anticuerpo, se encontrd que el TPA promueve Jla
fosforilacién de una proteina de 41 Kda., lo cual nos hizo
pensar en la posibilidad de que tal proteina fuera aGij,aungue
no logramos determinarlo con un grado razonable de certeza, ya
que es posible gque nuestro aﬁticuerpo se entrecruze con algduna
proteina G diferente (Datos no publicados~fig.4). Otro grupo de
autores(142), utilizando hepatocitos, lograron inmunoprecipitar
a aGi, fosforilada mediante el tratamiento con TPA, pero el
anticuerpo que utilizaron era el correspondiente al

decapéptido terminal de alfa G¢ para transducina,que difiere de
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alfa Gi; en un aminoacido.Los mismos autores han pensado que
la fosforilacién se produce en el residuo de serina 306, mismo
que esta asusente en aGj,aGi; o aGs. Datos similares fueron
obtenidos por el grupo de Lapetina utilizando plagquetas vy
activando a la cinasa con trombina (143). Sin embargo el grupo
de Manning (142) no logrd détectar la fosforilacidn de aGi en
plaquetas, lo que les hizo supcner que la fosforilacidn se
produce sobre aGz, proteina que comparte muchas caracteristicas
con Gi y gque no puede ser ADP-ribosilada por 1la toxina
Pertussis por carecer del residuo de cisteina. Los datos
anteriores sugieren la necesidad de realizar estudios mas
profundos gque permitan dilucidar si los efectos del TPA sobre
alfa Gi se deben a fosforilacion o bien a una protedlisis de
esta subunidad. '

Es importante mencionar que 1la activacién de la cinasa C
con TPA en plagquetas altera o actia de manera especifica sobre
el brazo inhibitorio de la adenilato ciclasa, pues la actividad
de GTPasa estimulada por Prostaglandina El1 no se altera por el
tratamiento con TPA. $in embargo nuestro laboratorio encontrd
(150), al utilizar como modelo experimental los
hepatocitos,que el TPA es capaz de alterar el brazo
estimulatorio de 1la adenilato ciclasa asi como el brazo
inhibitorio del mismo sistema. Lo anterior se puso en evidencia
al realizar estudios de ADP-ribosilacién con toxina Pertussis
en donde se determind un decremento de la ADP-ribosilacién por

tratamiento con TPA.
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Los experimentos y observaciones detallados en’el curso de
este trabajo sugieren gue la activacion de la proteina cinasa c
con TPA blogquea 1los efectos inhibitorios de 1la adenilato
ciclasa, blocquea la actividad de GTPasa por epinefrina
(respuesta aj-adrenérgica) y altera la interaccidén 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 C en la regulacidn de los sistemas de
transduccion,pues como 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 deberan realizarse
estudios mas detenidos para sacar de la penumbra los efectos
especificos del TPA sobre aGi, pues el dominio del carboxilo
terminal desempefia un papel de suma importancia, como sustrato:
para ser objeto de ADP-ribosilacién y funcionar también como
posible sustrato de la proteina cinasa C y ser ademas el sitio

de interaccion con el receptor.
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