"EFECTO DEL FORBOL MIRISTATO ACETATO SOBRE LA ACTIVIDAD

PROTEINA CINASA C EN HEPATOCITOS DE RATA"

MARTHA ROBLES FLORES

)

INFGRME DE TRABAJO

Presentado a la Divisidn de Estudios de Posgrado de la

FACULTAD DE QUIMICA
de l1a

UNIVERSIDAD NACLONAL AUTONOMA DE MEXICO
Como requisito para obtener el grado de

MAESTRIA EN CLENCIAS QUIMICAS

{BIOQUIMICA)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

cd. Universitaria, 1988,




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

I - INTRODUCCION c---l-aco-tl---.oo.oa.oo.o--o-oo--..--o-.ovo .;1.3. i:

Sistema de Fosfoinositidos-calcio ¥ de'.
generacidn de diacilglicerol.
A. Transduceidn de 1la Sefial .........,....;;.{;;'.

B. Propagacidén de la Sefial: Accidn de . .

la proteina cinasa C .............;;.g.;{'. _ _
Activacidn de la proteina cinasa c'f%';;;; H?;f i1 7 
Lodalizacién de 1a protelna cinasg-ﬁiljr *;;f@égf

Sustratos e inhibidores de la pxc-};;:ﬁgﬁ {u;}-fls

Funciones de 1la PKC ...cvcuanas ceenes .17

II.- OBJETIVOS .vvrvensrencnnunnanonisass . 20 - -

III.- MATERIALES Y METODOS llol.uO..ll;O;; fio;;;.; 21 _{

Sustancias utilizadas .......... .;;; .% ii}{l.;;.:.“ 21
Animales .......................T.;J .;}3:;.;;,.., 21
Aislsmiento de hepatocitos ...;.LJQJ::;Q:...J.:;3.i..;; 21
Incubacidn con FMA ....La.}..;...{;..;...-};:.;?;;;..;.:'22’

Purificacidn de la PKC a partir de

hepatocitos de rata ...............;;.:;.,.;;..,.;;;_.Zi

Determinacidn de la actividad de la PRC ........ssei,.o 723

IV.~ RESULTADOS +evvueenvvorsnarennessasonsssosnasisssseneins 25

Vie DISCUSION 4evvnvuunesvrsorersssnnarssecersansssasesnnsss 37
VI.— CONCLUSIONES +eseenvrsurasnancerssansescsnsnsessansansos 45

VII.- BIBLIOGRAFIA ....o... B P P



'1.- INTRODUCCION

Una de las caracterisficas esenclales de los seres vivos es
la de poder comunicarse con su medio ambiente. En la mayoria de
los organismos superiores, existen 2 sistemas principales de
comunicacidn entre las células: el sistema hormonal o enddcrine y
el sistema nervioso. La dnterrelacidn entre estos dos sistemas es
tan estrecha, que se puede considerar come une scle: el sistema
neurcendfcrino. En ambos sistemas, las c&lulas se comunlcan unas
con las otras por medio de mensajercs quimicos.

En la forma de comunicacién éﬁdﬁcrina. una gléndula 1libera
hormonas que pueden actuar sobre células u Srganos locallzados en
cualquier parte del organismo.Las glandulas endScrinas secretan
hormonas al torrente sanguineo; cada c&lula blanco estfi equipada
con receptores, los cuales son proteinas capaces de reconocer
especificamente a las molEculas de hormona destinadas a actuar en
esa célula. Las hormonas que interactdan comeo receptores
localizadas en 1la membrana plasmitica no necesitan entrar a 1la
c€lula pra producir su efectc en ella, sinc que pueden transmitir
su mensaje generando otras sefiales en el interior de la c¢é&lula,
las cuasles actiian como segundes mensajeros. AsI, el cOmponénte
injicial en la transmisifn de sefiales es la mol&cula de receptor
al unirse a su ligando en la superficie de 1la cé&lula; é&ste
transmite la informacidn a través de la membrana plasmétice hacia
el interior de la célula per medio de una familia de proteinas
"GY: proteinas de membrana que no pueden activarse a menos que
unan GTP; Las proteinas G activan a su vez a una enzima

“amplificadora" que convierte a moléculas precursoras en segundos



Sistema de Fosfoinosftidos-Calcio, v de peneracidn de diacilgli-

A) Transducecion de la sefial.

La primera descripciﬁn.que se hizo del calcic como mensajero
intracelular fue dada en 1883 cuandc el inglés Syney Ringer
observd que el tejid; muscular que estaba examinande no se
contra¥fa si utilizaba agua destilada para la preparacion del
medio de cultivo en vez de agua del grifo. Pronto descubrild que
el ingrediente faltante, presente en el agua de Londres, era el
calcio. |

Mas tarde, en 1953, Mabel y-iowell Hokin, cbservaron que la
administracion de acetilcolina a células secretoras pancreiticas,
aumentaba la incorporacifn de fosfato radiactive a fosfatidilino-
sitol, uno de los fosfoliIpidos constituyentes de 1la membrana
celular, Sin embargo, no fue sino hasta'1975 en que Robert
Michell percibid claramente la asociacidn de este fenSmena con
los cambios en el calcio citesdlico, proponiendo que el recambio
de fosfatidilinositol estaba involucrado en el mecanismo de
transduccidn utilizando calcio (3}. De 1975 a la fecha, el avance
en el conccimiento sobre este tema ha sido muy grande, y sigue
evolucionando con gran rapidez. La visidn actual que se tiene de
este fendmeno es la siguiente:

"La activacién de los receptores acoplados a este sistema
provoce la activacidn de una proteIna "G" (llamada Gp). Esta
proteIna no ha sido aislada, nl siquiera caracterizada a
profundidad, las evidencias de su existencla son las siguientes:
1) la afinidad para agonistas de los receptores acoplados a

este sistema es modulada por nucledtides de guanina. 2} el flior,
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el GTP y sus andlogos no hidrolizables son capaces de estimular
al efector, la fosfolipasa C, 3) algunos de‘ los receptores
acoplados a este sistema son capaces de desencadenar en membranas
plasmidticas una actividad de GTPasa; y 4) los efectos de hormonas
que estimulan a la fosfolipasa C en preparacicnes sub-celulares,
son dependientes de la presencia de nucledtidos de guanina (10).
Una vez activada esta proteina "Gp", se induce la activacidn
de una o mi3s proteinas efectoras. En cuanto a éstas, reciente-
mente se ha descubilerto que no solamente puede ser un miembro de
la familia de fosfolipasas de .tipo C, especificas para el
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato o para fosfatidil-colina, sino
también fosfolipasas de tipo Ap, especificas para fosfatidilcoli-
na {13,14,24)., Se ha sugerido también dltimamente qQue la activi-
dad de una fosfolipasa D es hormona dependiente y que produce
segundos mensajeros a partir de fosfatidileolina (39,49). Estos
tipos de fosfolipasas generan segundos mensajeros los cuales
producen a su vez varias sefiales y activan a la proteina cinasa
¢, enzima clave en la cascada amplificadora de la sefial en el
interior de la c&lula. Segln el tipo de fosfolipasas que se

active, los segundos mensajeros que se producen son:

a) fosfolipasas tipo C: se conocen hasta la fecha tres tipes
de fosfolipasas C (PLC-1, II y III)}. Cada una de ellas consiste
de una sola cadena polipeptidica e¢on un peso molecular calculado
de 150 Kd, 148 Kd y 85 Kd vrespectivamente; tienen muy poca
homologia en &su secuencia de aminodcides y por ende total

disimilitud dinmunoldgieca, peroc sin embargo poseen propiedades



cataliticas semejantes, y el fosfatidilinositel &4,5-bifosfato es
su Eu;crato preferido {15-18). La hidrdlisis de este fosfolipido
produce dos segundos mensajeros: el inositol 1,4,5 trifosfato ¥y
el diacilglicerol (figura 1}. Se conoce también la existencia de
otra fosfolipasa tipo C gue no utiliza al fosfacidil dInositol
como sustrato sino a la fosfatidilcolina. La hidrdlisis de fosfa-
tidilcolina produce fosfocolina y diacilglicerol comc productos
(25,27,67).

El inositol 1,4,5 trifosfato tilene la capacidad de
interactuar con receptores intracelulares localizados a nivel del
reticulo endoplismico liso (265. La activacidn de estos
receptores por este segundo mensajerc induce la apertura de un
canal que libera calcio de este organelo, aumentando de 3 a 10
veces la concentracidn de calcio citosdlico, desde un valor de
100 a 200 nM hasta 600 & 1,000 nM. Este incremento en la
concentracifn de calelo es un factor de acoplamiento muy
importante, pues es capaZ de activar a mOltiples enzimas en forma
directa y ademds a proteinas cinasas dependientes del catidn o
del complejo calcio-calmodulina; asif, la sefial se propaga ocasio-
nando la modificacidn covalente (fosforilacibn) de miiltiples
enzimas y proteinas en general, ocasionando en muchos casos
cambios en su actividad (fig. 1).

Por otro 1lado, el diacilglicercl es un activador de la
proteina cilnasa C descublerta por Nishizuka (30), de la que se
hablard mds adelante,

Datos recientes demuestran ademis que no es esto todo lo que
ocurre durante la transduceidn; se ha demostrado que el inesitol

1,4,5 trifosfato puede ser fosforilada por una cinasa para 1la
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formacidn del dinositol 1,3,4,5 tetrafosfatoc; este compuesto
parece tener wuna funcidn importance regulande la entrads de
calcico del exterior de la cé&lula (31,32). Es importante sefialar
que el retficulo endoplasmico tieme una cantidad muy limitada de
calcio acumulado y que gste calclo es posiblemente el gue Inicia
la respuesta, pero es captado rapidamente por diversos organelos
como el mismo reticulo o las mitocondrias y ademids es sacado de
las cé&lulas por una ATPasa de 1la membrana plasmdtica; ello
sipgnifica que para sostener una respuesta por un tiempo
prolongado (mas de 5 minutos) se requiere de un abastecimiento
mayor de calcio y es en este proceso en el que probablemtne
participe el inositol tetrafosfato (3).

Se sabe que existe una interconversion rapidisima de los
fosfelnositidos (figura 2), lo cual mantiene niveles miAs o menos
constantes de ellos en la membrana plasmiatica de las c¢células.
Asimismo, el dinositol 1,4,5 trifosfate es metabolizadec hasta 1la
obtencisn de inositol libre el cual es reciclado a
fosfatidilinesitol. También el dlacilglicerol generado es
r8pidamente metabolizado y en gran parte fosforilado a &cido
fosfatidico y reincorporado a los fosfoinositides (figura 2).

k) Fosfolipasa tipo Az.— la informacidn que se tiene sobre
el papel de estas fosfolipasas en la transduccidn de senfales gue
activan a la proteina cinasa C es muy reciente, ¥ por tanto
escasa, Sin embargo, la cantildad de reportes y de evidencias que
apoyan la existencia de esta otra ruta de modulacidn de 1la
proteina cinasa C ha 1do en aumento {iltimamente (14,25,27,33,49,

67).



Las fosfolipasas tipo A7 son esterasas dependientes de
calecio, que catalizan la hidroiisis de la posicidn 2~&ster de los
3~-sn-fosfoglicéridos. Constituldas por una sola cadena
pelipeptidica, poseen cerca de su extremo aminoterminal una
reglidn rica en residuos de cisteina, la cual posee plta homologia
con el dominio regulado; de la protefna cinasa C; esto ha llevado
a hipotetizar que los elementes estructurales involucrados en la
interaccidn con superficies fosfolipidicas, puedan ser
compartidas por la proteina cinasa C y las fosfoldipasas A3 (34).

La hidrdlisis de fosfatidilcolina por la fosfolipasa A3
genara por un lado, dcidos -érasos insaturados: oleico o
araquidénico, que segiin se ha demostrado recilentemente, estimulan
a la proteina cinasa € en la presencia o ausencia de calcio y de
fosfelipidos y por otro 1lado, 1la lisofosfatidilcolina (l14).
También recientemente se ha visto que varios lisofosfolipides y
la esfingosina, son potentes inhibidores de la proteina cinasa C,
sugiriéndose que pueden funcionar como moduladores negativos de
esta cinasa. Ademids, se ha visto que la lisofosfatidilcolina y
otros liscofosfolipidos regulan la actividad de la proteina cinasa
C de una manera bifasica: 1la estimulan a baje concentracidn t<QO
uM), inhibiéndola a altas concentracidnes ([30 pM) (14) (figura
3.

Se sabe tambi&n que aunque tanto la liscfosfatidilcolina
- como el diacilplicerol requieren de calcic para sus efectos, Ila
lisofosfatidilcolina disminuye la afinidad de la proteina cinasa
C por el calcio, mientras que el diacilglicerol la aumenta.

Se ha observado en algunos tipos celulares la activacidn de

la fosfolipasa Ay mediada por receptor (35), asi como su



activacidn por distintas proteinas G (36), lo que apoya aiin mis,
la existencia de esta otra via de transduccidn de sefiales
acopladas a la modulacidn de la proteina cinmasa C. Otros reportes
muestran adem&s una relacién entre la ruta de fosfolipasa Az y la
de generacidn de diacilplicerol por fosfolipasa C, pues se ha
visto que los 1,2-diacilgliceroles estimulan la degradacidn de
fosfatidilcolina por fosfolipasa Ap y la de esfingomelina por
esfingomielinasa (24), como se ve en la fipura 3.

c) chfoiipasa tipo D: Esta enzima hidroliza a fosfolipidos
en el enlace existente entre el grupo de cabeza polar y el acido
fosfatidico. Investig;ciﬁn muy reciente ha revelado evidencias
que desafian una vez mis el esquema clisico de la hidrdlisis del
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato por una fosfolipasa € para
producir diacilglicerol (33,37,38,47,49). Estas evidencias sugie-
ren que existe otra forma celular de generacidn de este segundo
mensajero a partir de fosfatidilcolina involucrando la actividad
de una fosfolipasa D. Los segundos mensajeros que se forman son
colina y Acido fosfatidico, y a partir de &ste, por accidn de la
fosfatidil fosfohidrolasa, se genera el diacilglicerol (33}).

Algunos de los datos gque apoyan la existencia de esta otra
via son: en células de embridn de rata en cultivo marcadas
previamente con [3H] colina y con [3H]miristato (incorporado en
mds de un 90% en fosfatidilcelina), se observa que la hormona
movilizadora de calecio, vasopresina, proveca: i) liberacidn
celular de [JH]ecolina, 1i) formacidn intracelular rdpida de
{3H18cido fosfatfdico seguida de formacidn de [3H] diacilglice-

rol, ¥ iii) blogueo de la formacidn de diacilglicerol por altas
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concentraciones de propanolol, que inhibe a la fosfatidil
fosfohidrolasa (33).

Por otro lado, John Exton y colaboradores han reportado
también actividad de fosfolipasa tipo D en hepatocitos de rata,
que es estimulada por hormonas movilizadoras de calcio
aparentemente a través ée una proteina ¢ (39,47).

Aunque ailn es poco claro el papel de la fosfolipasa D en la
transduccidén de sefiales que activan a la proteina cinasa ¢, se
esta progresandc en forma espectacular en todo este campo, por lo
gque en los prdximos afios se aclarardn muchas dudas acerca de

estas preguntas.

B) Propagacidn de la sefial: aceidn de la proteina cinasa C.

La proteina cinasa C fue identificada en 1977 por Y.
Nishizuka, y desde entonces se ha convertido en el foco de
atencidén de investigadores interesades en el estudio de 1los
mecanismos de transduccidn de sefiales y en tumorigénesis. Cuando
se wune un ligando a clertos receptores de la superficie celular,
se hidrolizan fosfatidilinositol 4,5 bifosfato o fosfatidilcoli-
na, produciéndose varios segundos mensajeros, entre los que
destaca el diacilglicerol. Se piensa que el efecto primario del
diacilglicerol es activar a la proteina cinasa C (PRC), la cual 2
su vez fosforila a varias protefnas celulares en residuos de
serina y treonina en una cascada de amplificacidon de la senal
inicial, para producir la respuesta final de la cé&lula.

Las t@cnicas de clonacidn molecular han permitido demostrar
que la proteina cinasa C es una familia de miiltiples subespecies

con estructuras muy relacilonadas entre sI. Hasta agosto de 1988,



se han identificade 7 subespecies de PKC, dencominadas a, 8I, B 11,
s 8, £ ¥ .EEL (figura 4). Todas ellas poseen dos dominilos
funcionales: wuno hidrofdbico o regulatorio y otro hidrofilico o
catalitico que lleva el sitic active; todas tambi&n estén
constituidas por una sola cadena polipeptidica com cuatro
regiones altamente conservadas (C)-C4) y con ecinco (V1-Vs)
reglones variables, como se observa con la figura 3 (57-59).

La porcidn hacia el extremo carboxile de cada enzima parece
ser el dominlo catalitico pues presenta varios grupos de
secuencias homdlogas a otras muchas protelnas cinasas; este
dominlo lleva dos reglones conservadas en toedas las cinasas C: la
C3, que tiene una secuencia de unidén de ATP Gly-x~Gly-x—x-
Gly.....Lys (donde x es cualquier aminodcide) y la C4 que posee
otra secuencia simlilar cuyo significado se desconoce.

La otra mitad de las PKC hacia &1 extremo NHz, 1l1leva el
dominio regulatoric, y posee las regiones conservadas C; y Cp. Se
piensa que los sitios involucrados en la unidn con calcio,
diacilglicerol y fosfolipido estdn contenidos en estas dos
ragiones C; y Cz, aunque afin no han sido identificados con
precisidn. La regidn conservada C] contiene ademis una secuencia
rica en residuos de cistelna repetida en tandem en todas las
subespecies descritas excepto en E; » que s0lo posee una serie
de ellas. Esta secuencila Cys-X3-Cys-X)3(14)-Cys-Xz-Cys~X7-Cys-X7-
cys donde X represents a cualquier aminodcido, es muy similar a
la secuencia consenso rica en cistefna de los llamados "dedos de
zine" ("zinc-DNA-binding finger')} presente en muchas metalo-

proteinas ¥ en proteinas que se unen gl DNA para regular 1la

10
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transcripcidn (45,58,61,62).

La diferencia principal entre. el grupo de subespecies
formado por a, BI, BII ¥y v con el grupo formado por &, ¢ ¥ _%_ es
que el sepgundo carece de la regidn conservada Cy. Las subespecies
BI y BII derivan de un sole gene, que se transcribe en dos RNAm
distintos por "splicingh alterno; difieren una de otra aproxima-
damente s5lo en 50 residuos amincdcidos localizados en la regidn
de sus eXxtremos carboxilo.

La proteina ecinasa C puede ser activada por protedlisis
limitada con proteasas neutras dependientes de calcio, calpaina 1
© calpaina 1I. La hidrdlisis -ocurre en upo o dos sitlos
especificos de la regidn Vi, liberindose el fragmento catalitico,
que es completamente activo en ausencia total de caleio,
diacilglicerol ¥y fosfolipide y se le denomina proteina cinasa M.
Se sabe que 1la proteina cinasa C asociada a membrana es wis
susceptible a este tipo de protedlisis (46), peroc el significado
fisiolégico de esto se desconoce actualmente.

En el cuadro siguiente anexo a la fipgura 4, se resumen las
caracteristicas principales de cada subespecie de la familia de
proteina cinasa c.

Existen evidencias (60,63) de que las formas a, PBI, BII y v
proteina ecinasa C, pueden autofosforilarse en la presencia de
caleio, fosfatidilserina y dioleina in vitro; esta reaccldn se
lleva a cabo en residuos de serina en las formas g ¥ Y., wlencras
que en las formas R8I y BII ocurre tanto en serina como en

treonina. E}l significade fisloldgico de esta autofosforilacion se

desconoce.
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Acrtivacidn de 1a PCK:

La protefna cinasa C requiere para su activacién de Catt y
de fosfolipido particularmente fosfatidilserina (48) . El
diacilglicercl aumenta dramiticamente la afinidad de la enzima
por calcio y por fosfolipido. Solamente aquellos diacilgliceroles
con 1a configuracidén 1,2~ sn con decldos grasos de diferente
longitud de cadena, son capaces de activarla {(68).

La PRKC sirve también como receptor para un tipo de
promotores de tumores:! los ésteres de forbol. Estos compuestos,
tal como el forbol 12 miristato 13 acetato (PMA), tienen una
estructura muy similar a la del diacilglicerol (ver figura 5); se
intercalan ripidamente en la membrana activando directamente a la
PKC tanto in vitro como in vive. Como el diacilglicercl, los
ésteres de forbol aumentan dramidticamente la afinidad de 1la
enzima por calcio. Sin embargo, los &steres de forbol no son
ripidamente metabolizados como ocurre con el diacilglicerol, ¥
por tanto, pueden extender una fase de la respuesta celular
usualmente limitada, distorsionande la secuencia normal de
eventos, por lo que es probable que las sefiales inapropiadas
dadas a través de la PKC resulten en las caracteristicas
tumorigénicas de estos compuestos.

Y. Hannun y R. M. Bell (79), estudiando la cinética de
inhibicién de la actividad de la PKC, por derivados de acridina
propusieron un modelo de regulacidn de la enzima por fosfaridil-
serina y por diacilglicerol, consistente también con estudios de
estequiometria y de cinEtica de la enzima. El modelo postula que

la PKC interacciona con un calcioc y con cuatro moléculas de
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fosfatidilserina para formar el complejo "cebadb" PKC-~4PS-CaZt;
en este estado, la PKC estd unida a superficie membranal pero
inactiva. La adicién de diacilglicerol o de PMA conduce a 1la
activacidn mediante la formacidn de tres enlaces de hidr&geno con
el complejo: dos se forpan entre la PKC y el diacilglicerel, y el
tercer enlace critico se forma entre el diacilglicerol y el
calcio (66,79).

Estudios realizados in vitro han permitido demostrar que
existen diferencias entre las diversas subespecles de proteina
cinasa € en cuanto a su modo de activacién (57,58,81). Las
subespecies o ¥y ¥ son activadas en menor grade por diacilglicerol
en la preencia de fosfatidilserina que las especies Rl y RBII,
mientras que estas Ultimas muestran ademis considerable actividad
alin en la ausencia de calcio (58). Las subespecies £ muestran
propiedades cinétiecas casi idénticas, y son pobremente activadas
por dcido araquiddnico libre, mientras que la subespecie y, en
contraste, es activada por concentracciones micromolares de éste.
Las subespecies o responden sSlo a altas concentraclones de calt
(51,52). Sin embargo, se ha observado que la dependencia mostrada
por la proteina cinasa C respecto a calcio, diacilglicerol vy
fosfelipido, varia marcadamente con el aceptor de fosfato
utilizado en las reacciones in vitro {53}, 1lo que sbdlc ha hecho
posible la comparacidn entre los miembros de la familia de PKC
bajo condiciones limitadas (usando generalmente como aceptor a
Histona H-1 rica en lisina). Por tanto, es posible que las
distintas subespecies de PKC respondan diferencialmente a

activadores in vivo, pero el problema recién mencionado, junte
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con el hecho de que las preferencias de sustrato y de activadores
puedan ser el resultado de la distribucidn diferencial en varios
tipos celulares asI como de la compartamentalizacidn dentro de la
misma <cé&lula, deja en la actualidad importantes preguntas por
contestar en cuanto a los mecanismos de activacidn in vivo de 1la

praoteina cinasa C.

Localizacién de la PKC:

El uso de técnicas tales como la hibridizaci®n in situ con
RNA mensajero y el andlisis "Northern" eon pruebas oligonucledti-
das especificas, ha sugerido qué algunas lsoenzimas de PKC se
expresan especificamente en ciertaos tejidos (58). El patrdn de
expresidén de wmiltiples especies de PKC se ha examinado mucho
usando tambi&n t&cnicas bloquimicas, citoguimicas e inmuneldgicas
con anticuerpos especificos para cada subespecie. Mucho se conoce
acerca de la distribucidn de o, ¥ v ¥y muy poce de la de §, £ y
_j%b. como puede verse en el cuadro anexo a la figura 4. En 1la
rata, la subespecie ; se expresa Onicamente en el cerebro ¥y en 1la
médula espinal; muchos tejidos, incluyendo higade, rinon, bazo,
pulmégn, corazdén y testIcule, contienen las subespecles g,
particularmente BII, pero la subespecie ¢ es la que se encuentra
mis ampliamente distribufda. Algunos tejidos como corazén,
pulmdn, corteza adrenal y plaquetas, parecen contener varias
subespecies aiin no definidas. Ademds, se ha observado que 1la
mayoria de las células contlenen mi3s de una subespecie de PKC en
diferente proporcién, cuya distribuecidn intracelular varia

dependiendo del estado de proliferacidén de las cé€lulas (54,58).
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En cuanto a localizacidn intracelular de 1la PKC, se ha
observadc en muchos modeles que la enzima se encuentra localizada
predominantemente en el citosol en su estado basal, ¥y que sge
transloca a la membrana cuando se activa comoc resultado de haber
estimulado a la célula va sea con hormonas movilizadoras de
calcio o con el &ster de forbol PMA (30,64,83,84,85). Tambidn se
ha reportado su localizacidn en niicleo, asi como la translocacidn
desde el citosol hasta el nilcleo, en varios sistemas humanos y en
higado de rata (65,69,70). Sin embargo, se desconoce en 1la
actualidad la topografia intracelular precisa de 1la proteina
cinasa G, ya que ademds la enzima se extrae usualmente en 1la
presencia de altas concentraciones de agentes quelantes de calecio
para prevenir la prote&lisis Caz+—dependiente que lleva a cabo la

proteasa calpaina sobre la PKC.

Sustratos e inhibidores de la PKC.

Uno de 1los principales problemas que se presentan en la
investigacidn de 1la fosforilacién de proteinas al utilizar
sistemas libres de c&lulas, es que la mayoria de las proteinas
cinasas estudiadas en estas condiciones, pueden fesforilar a
muchas proteinas, mientras que s8lo algunas de ellas son
sustratos fisioldglcos. Llas posibilidades de estudic in vivo sin
embargo, son reducidas hasta el momento, pues el hecho de que
varias cinasas compartan un mismo sustrate {71,72), asi como el
que existan wiiltiples especies de una enzima con respuesta
diferencial a activadores y con distinta distribucién en una
misma célula, ha complicade grandemente la biisqueda de sustratos

fisiolSgicos., Por esta razén, con excepcidn de los reportes que
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existen sobre la fosforilacidn in vivo de histonas Hl, H2B y H4 ¥y
de otras proteInas nucleares por protelna cinasa C (74,75), ia
mayorfa de sustratos que se conocen para esta ¢inasa, se han
encontrado en experimentos realizados in vitro. Estos sustratos
incluyen (30,50,72-77):

a) Proteinas receptoras: receptores o) y B —~adrenergicos,
receptor para factor de crecimiente epidérmicc, receptor de
Insulina, receptor de transferrina, receptor de somatomedina C
(IGF-I), receptor de interleucina Z, receptor para facter de
crecimiento derivado de plaquetas, receptor colinérgico
nicotinico.

b} Proteinas membranales transporctadoras: ATPasa de Calcio,
ATPasa Na+/K+, canal de Na+, intercambiador Na+/H+, transportador

"de glucosa.

c) Proteinas contrdctiles y del citoesqueleto: cadena ligera
de la miosina, troponinas 1 y T, vinculina, filamina, proteinas
asociadas a microtibulos,

d) Enzimas: glucdgeno fosforilasa cinasa, glucdgeno sintasa,
fosfofructocinasa, p-hidroxi-g-metilglutaril~CoA reductasa,
tirosinz hidroxilasa, NADPH oxidasa, citocromoc P450, guanilato
ciclasa, adenilato ciclasa, DNA metilasa, factor de iniciacidn 2.

e} Otras proteinas: proteinas G, topoiseomerasa II, protelna
no histonicas HMG 14 y 17, histonas Hl, H2B y H4, proteina
ribosomal 65, fibrinégeno, GABA modulina, fosfolamban.

También han sido reportados varies d1nhibidores de 1la
proteina cinasa C, los cuales inecluyen: dibucaina, clorpromazina,

adriamicina, verapamil, amillorida, tamoxifen, bilirrubina,
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palmitoiicarnicina, derivados 1isoquinolina-sulfonamida (47},
staurosporina (79), alquil-lisofosfalipides (l4), esfingosina y
bases esfingoides (14,15,78,79), li;o—fosfolipidos (14),
sangivamicina (80), y derivados de acridina (79).

A excepcidn de H7, staurosporina y sangivamicina, conocidas
por actuar como inhibidores competitivos con respecto al ATP, ¥y
de los derivados de acridina que se comportan como inhibidores no
competitivos también con respecte al ATP, existe muy poca
informacidn sobre los mecanismos de accidn por los cuales los
dem3s inhibidores mencionados afecton la actividad de la PKC, 1o
gue ha 1llevadoe a suponer que 15 mayoria de estas mol&culas

perturban la bicapa 1ipidica, dinhibiendo como consecuencia a la

FKC no especificamente (79).

Funciones de la PKC.

Una de las principales funciones de la proteina cinasa C es
la de regular tanto positiva como negativamente la interaccidn de
clertos receptores de la membrana con componentes del aparato
celular de transduccidn de gefiales. Cuando el control que ejerce
es positivo, ocurre una potenciacidn de la respuesta que se
produce al estimulo dado, pero puede ejercer tambi&n un control
negativo de '"feedback" sobre varios pasos en los procesos de
transmisidn de sefiales, produciendo entonces diferentes tipos de
desensibilizacion, es decir, respuestas disminuidas a estimulos
subsecuentes en el sistema bajo-control.

Todas estas formas de accidén ejercidas por la la PKC pueden
operar tanto a corto como a largo plazo. Entre los diversos

procesos celulares que modula la PKC produciendo respuestas
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5, estﬁﬁ las siguientes (30,40,86,91):

En sistemas enddcrinos, secrecidn de aldosterona, prolac-
tina, c¢atecolaminas, d1nsulina, hormona del crecimiento,
:calcitonina, hormona luteinizante, tirotropina, hormona
paratiroidea y hprmonas piltuitarias.

En sistemas exocrinos, secrecidn de amilasa, mucina,
pepsinégeno, dcido gastriece y surfactante.

En el sistema nerviose: liberacidn de acetileolina,
dopamina y otros neurotransmisores.

En sistemas musculares: . contraccidn y relajacidn de
misculo liso.

En sistema inmune: liberacidn de histamina, liberacidén de
serotonina, liberacidn de enzimas lisosomales, sintesis de
tromboxanes, agregacidn plaquetaria y activacidn de
linfeocitos T v B.

Otros sistemas vy procesos metab8licos: lipogénesis en
adipeocitos, glucogendlisis en higado (indirecto).
Transporte de ijones & través de la membrana: fosforila
proteinas de membrana tales como canales, bombas ¥y
proteinas intercambiadoras como son la ATPasa de calcio,
la ATPasa Nat/xt, el canal de Nat, la proteina
intercambiadora ¥at/HY y el transportador de glucosa.
entro de las respuestas a largo plazo moduladas por 1la
cidén de la proteina cinasa C estdn la sintesis de DNA y la

cidn de la expresion de clertos genes como el que codifica

para vy interferon (82), interleucina 2 (58) y los protoc-oncogenes

myc,

fos y jun (55,56,93,94,96). También, 1la fosforilacidén de
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proteinas catalizada por PKC ejerce profundes efectos en los
procesos de proliferacidn celular, desarrollo v diferenclacidn
(58,92,97,98) .

Existe correlacidén entre algunas de las respuestas rapidas y
las producidas a largo plazo por la PKC, ya que se ha observado
por ejemplo gue la fosforilacién de la protefna dintercambiadora
Nat/H* por la einasa €, produce una alcalinizacidn intracelular
al activarse expulsando protones fuera de la eflula; este aumento
en el pH dintracelular estd asociado a un incremento en 1la
sintesis de DNA, seguido de preoliferacidn celular (95).

La diversidad de funciones en las cuales se ha involucrado a
‘la PKC, puede implicar la activacidn de diferentes subespecies de
ella. Aunque en la actualidad, existe muy poca informacidn scbre
el papel fisiolégico de cada subespecie, los estudios que se

ralicen en este aspecto, serin de importancia en el futuro.
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1I. OBJETIVODS

"El presente trabajo, sobre el efecto del forbol 12-miristato
13-acetato en la actividad de la proteina cinasa ¢, tiene como

ﬁbjetivo general:

- Establecer las condiciones experimentales optimas para
estudiar la modulacidén hormonal de la actividad de la

proteina cinasa C en hepatocitos aisladoes.

Para lograr esto, los objetivos particulares que se

plantearon fueron:

- Establecer las condiciones de mixima recuperacidén de 1la
- actividad de proteina cinasa € en el proceso de purificacidn

a partir de hepatocitos de rata.
- Establecer las condiciones de linearidad vs. tiempo ¥y de
linearidad vs. concentracidén de proteina en la determinacidn

de la actividad de la PKC parcialmente purificada.

- Estudiar 1la distribucidn de la actividad de la proteina

cinasa C en presencia ¢ ausencia de PHA.
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I11. MATERIALES Y METODOS

1) Sustancias Utilizadas:

El adenosintrifosfato (ATP), EGTA, EDTA, histona Hl tipo
I11-S (rica en lisina), fosfatidilserina, 1,2-diolefna, Tritén X-
100, DEAE-celulosa y el & RBforbol-12fAmiristate ~13 g acetato
(PMA), fueron de Sigma Chemical Company. La colagenasa (tipo II),
fue de Worthington, y el [Y3ZP]ATP fue obtenide de ICN

Radiochemicals.

2) Animales:!

Se wutilizaron ratas hembra Wistar de 250 a 300 2T,
alimentadas "ad libitum". En algunos experimentos se utilizaron
ratas hipotirocideas, en las cuales se indujo el hipotiroidismo
administrando en el agua de beber, 6-n-propil-tiouracile (PTU) al

0.03% por un periodo de 40 a 50 dfas previos al experimento.

3) Alslamiente de Hepatocitos:

Las c&lulas se aislaron por el mé&todo de Berry y Friend (99)
modificado por Tolbert, et al (100). Los animales se anestesiaron
con cloroformo, se abrié la cavidad abdominal, se canuld la vena
porta hepatica y se perfundid comn una solucifin amortiguadora
Krebs-Ringer-bicarbonato sin calcio, saturada con 03/C0p (95%/5%)
a un pH de 7.4 y a 37°C, El higado fue aislado y perfundido con
la wmisma solucidn suplementada con calcio ¥y colagenasa para
digerir parcialmente el tejido hepitico. Las cé&lulas se
dispersaron en la solucidn amortiguadora y se lavaron tres veces,

Se obtuvo finalmente una concentracidén de 100-150 ug de
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c&lulas/ml. La viabilidad se estimd por exclusidn con azul de

tripanc al 0.1%Z y fue de 70-90X%.

4} Incubacidn con el PMA:

Una vez aisladas_las c€lulas, se incubaron 15§ minutos (o
durante diferentes tiempos segiin se especifique) a 37°C en un
bafio con agitacidn constante, en presencia o ausencia del forbol
miristato acetato (PMA), a diversas concentraciones segin se
indique. Luego se centrifugan las células a 3,000 rpm durante un

minuto, se decantan y se resuspenden en ! ml de buffer de

homogenizacidn.

5.~ Purificacidn de la proteina cinasa c.

Todos los pasos se llevan a cabo a 4°C:
1) Homogenizacidn

a) Se resuspenden los hepatociteos en buffer A (Tris HC1 20 mM
+ 50 mM 2-mercaptoetanol + 0,1 mg/ml de inhibidor de tripsina, pH
7.5); en los casos en que lleva agentes quelantes, se le agrega 2
mM de EDTA y 1 mM EGTA).

Ultraturrax, 15 segundos a maxima velocidad.

Centrifugar 20 minutos a 15000 rpm
Sobrenadante = fraccidn citosélica

b) E1 pellet se resuspende en 1 ml de buffer A + 0.5% Tritén
X~100.

Ultraturrax, 20 segundos a maxima velocidad.
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Homogenado, reposar 30 minutos a 4°C
Centrifugar a 15,000 rpm durante 20 minutos.

Sobrenadante = fraccidn membranal solubilizada

2) Cromatografia en DEAE~celulosa

Se empacan columnas de 0.5 x 10 em. con 1 ml de DEAE-
celulosa pre-equilibrada en "bateh" con buffer A'(Tris HC1 20 mM
pH 7.5), vy se equilibran con 2 lavados mis de 2 ml cada uno, con
el buffer A' + 2 mercaptoetancl.50 mM pH 7.5. Se aplican 1las
fracciones citosdlica y membranal a las columnas, después de 1lo
cual se lavan con 8 ml de buffer A' + 2 mercaptoetanol 50 mM pH
7.5, Se eluye entonces la proteipa cinasa C aplicando 3wl de
buffer B (Tris HC1 20 mM 4+ 2 mM EDTA + 0.08 M NaCl + 2~
mercaptoetancl 50 mM + 0.1 mg/ml inhibidor de tripsina, pH 7.5).

Se recogen estos 3 ml en un vial, del que se toman alfcuoctas para

determinar la actividad.

6.- Determinacidn de la actividad de la PKC:

La actividad se determina estimando la incorporacidn gde 3zp
a partir de [Y32P]ATP a histona Hl tipo I11-S (rica en Jlisina).
La composicidn de la mezcla de reaceildn es la siguiente: tris HC1
20 mM, Mg(NO3z}2 5 mM, 50 g de histona H1-IIIS, ATP 10 M, I pcCi
de [y32P]ATP (800,000 cpm/mmol), 0.2 pg de 1,2-diolefna, 5 pg de
fosfatidilserina y Cacly 0.5 mM .

La reaccidn se inicia agregando a una alicucta de enzima la

cantidad necesaria de mezecla de reacci®n para obtener un volumen
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final de 250 yl.

Se incuba el tiempo indicado a 30°C con agitacidn constante,
¥y la reaccidn termina agregande 1 ml de &cido tricloroacético
frfo al 25% + 100 yl de albimina al 1%. Los precipitades se
colectan y lavan 4 veces con TCA al 10% en filtros de fibra de
vidric, en las que szteriormente se estima 1la radiactividad
retenlda utilizando un contador de centello 1iguidc. La actividad
de PKC se expresa como la diferencia obtenida al restarle a la
actividad desarrcllada en presencia de CaCl;, 1,2-dioleina ¥

fosfatidilserina, la actividad presentada en su ausencia + 0.5 mM

de EGTA.
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IV. RESULTADOS

La habilidad del PMA pare activar a la PKC e dnducir su
translocacidn desde el c¢itosol hasta la membrana, ha sido
reportada en varios sistemas (64,84,85). En estudios realizados
en nuestro laboratorio con hepatocitos de rata hipotiroidea,
tambi&n se ha reportado este fendmeno (83); ya que al estimular
a hepatocitos con las hormonas vasopresina y sngiotensina I1 que
activan el recambio de fosfoinositidos, asf como con PMA, se
produjo un aumento en la actividad de PRC asociada & membrana
simultinec a una disminucidn en la actividad citosdlica. Sin
embargo, aunque estos datos sugirieron que la enzima sufre una
redistribueion como resultado de su activacidn, Ilas condiciones
de estudio empleadas impidieron estimar con claridad el fendmeno,
ya que usualmente se obtenia una recuperacidn muy baja en este
proceso. Con base en estas observaciones, decidimos caracterizar
los efectos del PMA sobre la actividad de la PKC estableciendo
para ello las condiciones aptimas de estudio de la actividad de
la proteina cinasa c en hepatocitos aislados.

Lo primero que se hizo fue buscar las condiciones de
linearidad de actividad contra tiempo, utilizando 1la técnica
conocida de baja recuperabilidad en la purificacidn de la PKC. En
las figuras 1 y 2 se observan los cursos temporales de la
actividad de la proteina cinasa c asociada a membrana y a citosol
obtenidos a los 2,4 ¥ 8 minutos de reaccidn, asf como a los 2.5,
5, 10 y 15 minutos, respectivamente.

Como puede observarse, aunque en la figura 1 se ve
linearidad hasta los 8 minutos de reaccibn tanto con la cinasa

asoclada a membrana comec econ la de citoscl, la ampliacidn del
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tiempo de reaccidn a 10 y 15 minutos que se aprecia en la figura
2, nos muestra claramente que después de 1los 5 wminutos de
reaccidn, la actividad deja de ser lineal contra el tiempeo. La
diferencia de linearidad obtenida a los 8 minutos de reaccién
entre los experimentos de la figura 1 con respecte a los de 1la
figura 2, se explica por las diferentes actividades especificas
empleadas: 1,500,000 cpm/nmol en el caso de la Figura 1 y tan
s8le 640,000 cpm/nmel en el de la figura 2. Decidimes entonces
utilizar en adelante 600,000 a 800,000 cpm/nmol como actividad
especifica del [Y32PIATP, ¥ 4 minutos de reaccifn en todas las
determinaciones de actividad de la PKC. Para peder detectar una
redistribucidn de la PKC en presencia de PMA, buscando al mismo
tiempo las condiciones Sptimas de purificacidn de la enzima, era
necesario primero tener un punto de referencia utilizande las
mismas condiciones empleadas anteriormente en ratas
hipotiroideas, pero ahora con hepatocitos de rata normal, a fin
de tratar de comprobar en &éstos la aparente translocacidn de 1la
PKC por accidn de una dosis de 10-7M de PMA. Los resultados se
presentan en la figura # 3, en la que podemos observar que en los
hepatocitos normales, el PMA indujo una disminucidén de un 61% en
la actividad de 1la PKC citosdlica con respecto al control,
concomltante a un aumento de 197% (~2 veces) sobre la actividad
contrcl (basal) asociada a membrana.

Sin embargo, aunque estos resultados expresados en té€rminos
de porcentaje de actividad obtenida sobre el control sugleren que
ocurre una translocacidn de la PKC desde el citosol hasta la

membrana, nco fueron convincentes, ya <que se detectaron los
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- Figura # 1.- Curso temporal de la actividad de la proteina cinasa C
asociada a membrana {®) y a citosol (0). Los resultados representan el
promedio + el error est@ndar de determinaciones por sextuplicado de 3
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promedioc + el error estdndard de determinaciones por sextuplicado de 3
experimentos.
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Figura # 3. Actividad de la proteina cinasa C asoclada a membrana y a
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se trataron caon-o sin PMA 10-7M durante 15 minutos. Los resultados
representan el promedio + el error estdndard de determinaciones por
cuadruplicade de 4 experimenros.



ﬁiguientes problemas:

1} En general, 1la cantidad de actividad de PKC obtenida en
presencia de sus cofactores (Catt, diolefna y fosfatidilserina)
con respecto a la obtenida en ausencia de ellos + EGTA (actividad
basal) fue siempre muy pobre: alrededor de solamente un 130-150%
sobre la actividad basal:

2) La actividad basal de PRC obtenida en augencia de
cofactores + EGTA fue siempre muy elevada, por lo que 1la
diferencia reportada entre la obtenida en presencia de 1los
cofactores menos la basal, siempre resultd pequefia.

Se pensd entonces en busca; la forma de obtener mayor
actividad de PKC mejorando las condiciones de purificacion de la
enzima a vpartir de hepatocitos aislados. El método de
purificacidn que hasta entonces se habia empleado era bdsicamente
el mismo que el descrito en el punto f 5 del capitule anterior,
pero ceon las siguilentes diferencias:

- No se wutilizaban i1inhibidores de proteasas en todo el

proceso de purificacidn.

- E1 agente quelante EDTA estaba presente en todos los pasos
de la purificacidn, es decir, en el buffer de homogeniza-
cidn ¥ en todos los empleados en la cromatografia en DEAE
celulosa.

Decldimos agrepar inhibidores de proteasas a los buffers de
homogenizacidon y de elucidn, y dejar al EDTA solamente presente
durante el proceso de homogenizacidn. De este modo, se evitaria
la posible protedlisis provocada por la proteasa Cat*—dependiente
calpaina durante la homogenizacidn, pero eluiriamos a la PKC en

ausencia de quelante, de tal modo que quedaria disponible
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guficiente concentracidn de Catt para activar a ls enzime en 1la
determinacidn de la actividad en presencia de cofactores en 1las
alfcuotas de eluato. Bajo estas condicliones, se purificd la PXC
después de incubar a los hepatocitos de rata normal en ausencia o
presencia de PHA 10'7ﬂ durante 15 minutos. Se obtuve como
resultade una magnifica recuperacidn de la actividad ya que se
consiguld como promedio un dincremento del 1000% sobre 1a
actividad basal.

Para descartar la posibilidad de que este gran incremento en
la actividad se deblera a que se estuvieran activando cinasas
dependientes de Ca™ junto con la PKC por haber copurificado con
ésta, se hicieron experimentos en los que se determindg
slmultdneamente la actividad de la PKC en estas tres condicilones:
a) en presencia de los cofactores Ca™t, dicleina vy
fosfatridilserina, b) en presencia sdlo de catt, y €} en 1la
ausencia de cofactores + EGTA 0.5 mi. Se obtuvo como resultado
que la actividad en presencia sélo de Catt, es cuantitativamente
similar a 1la obtenida en ausencia total de cofactores -+ EGTA
(actividad basal), por lo que quedd demostrade que toda 1la
actividad de cinasa gue determinibamos, era dependiente de Ca'™,
dioleina y fosfolipido, es decir, era de proteina cinasa c.

Tambi&n se investigd con mayor profundidad el papel del EDTA
en la recuperacidn de la actividad de la enzima y se encentrd que
su presencia en el buffer de elucién, y por ende, en las
alicuotas de enzima cuya actividad se determina, no afecta 1la
actividad de la PKC, 1lo que significa que el poco ca*t que queda

disponible en la mezcla de reaccifn, es suficlente para activar a
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la enziwma. Sin embargo, la presencia o ausencia del EDTA es
determinante en el buffer con que se equilibra y se lava a 1la
columna: si se equilibra y se lava con buffer <4+ EDTA, 1la
recuperacidn de la actividad cae a un 130-150% sobre el basal, ¥
ademids, esta actividad basal es elevada, mientras que si se
equilibra y 1lava con buffer sin EDTA, 1la recuperacidén de 1la
actividad se incrementa a un 1000% sobre el basal, y esta
actividad basal es tan baja como la obtenlida en el tiempo cero en
la determinacidn de la actividad de la PKC. Estos datos sugieren
que el EDTA y los inhibidores de proteasas posiblemente estén
disminuyendo 1la cantidad de grupos'amino libres en la columna de
DEAE—-celulosa alterando significativamente la capacidad de la
misma, Es importante senalar que esta condicidn es frecuentemente
usada en la literatura (57,58).

Todos estos resultados nos llevaron a escoger en .adelante

las siguientes condiciones de purificacidn:

Usar EDTA e inhibidores de proteasas en el buffer de

homogenizacidn,
- Equilibrar vy lavar a las columnas con buffer sin EDTA vy
sin inhibidores de proteasas.
— Eluir con buffer que contiene EDTA -+ i1nhibidores de
proteasas.
- Determinar la actividad de PKC incubando 4 minutos con la
mezela de reaccidn.
El siguiente paso a seguir fue el de usar esta técnica de
purilficacién de la PKC para buscar las condiciones mds adecuadas
de deteccién de la posible redistribucidn de la PKC por accién

del PMA. En la figura # 4, podemos observar 1los resultadecs
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Figura # 4. Acrividad de proteina cinasa C obtenida con condiciones de
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obtenidos en tres grupos de experimentos con estas condiciones,
al incubar en presenclia o ausencia de PMA 10"7M durante 15
minutos; c¢omo podemos apreciar, aunque hay una disminucidn en la
actividad citosdlica de PKC con un aumento en la actividad
asoclada a membrana, el efecto es variable. Emn wuchos casos,
inclusive, se obtuvieron resultados en los que hubo no solamente
una disminucidn citosdlica sino también una disminueidn en 1la
actividad asociada a membrana (resultados no mostrados). Esto nos
condujo a pensar que tal vez no veliamos el efecto del PMA en
todos los casos debido a que no estdbamos estimando la actividad
en condiciones de linearidad contra cantidad de proteina cinasa
c. Se decidid buscar estas condiciones primero para 1la PKC
aislada de citrosol.

Dado que el problema padia eztar a nivel de la capacidad de
columna (en cuanto a la cantidad de muestra con que se carga), a
nivel de la determinacidn de la actividad (reaccidn), o de ambos,
se disend un experimento en el cuzl se compararen simultineamente
estos pardmetros; se hiecieron & grupos de columnas a las que se
les aplicaron las siguientes cantidades de muestra: 1280 pl, que
consistia en el volumen normal de zuestra, la mitad de éste (640
pl), 1la cuarta parte (320 ypl) y la octava parte (160 ul). Las
columnas se lavaron y eluyeron rormalmente, y de Jlos eluatos
obtenidos de cada grupo de columnzs, se tomaron alicuotas de 150
ul  {(volumen que normalmente se tomaba) y de 75 yl para 1la
reaccidn. Los resultados obtenidos se presentan en la figura # 5,
en la que se puede observar que el problema nc era a nivel de la

columna puesto que se recuperd el doble de la actividad de PKC
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cada vez que se agregd el doble de muestra de protefna, a pesar
de que con 160 pl la linearidad de columna no es wmuy buena debido
a que la recuperacion se ve afectada con un volumen de muestra
tan pequeiio, Sin embargo, se observa claramente que 1la
linearidad de actividad a nivel de reaccidn se obtliene soclamente
si se carga a la columna con muestras de 320 y de 160 41 de
proteina. Se decidid usar entonces 320 yl como el volumen miximo
de muestra para aplicar a la columna, ¥y comprobar las condiciones
de 1linearidad incubando ahora com o sin PMA 10=6M wvariande el

.
volumen de alicuotas para la reaccidn. En los resultados de la
.figura # 6 podemos ver con cla}idad que se obtuve ya una
linearidad de actividad de PKC de citosol con respecto a la
concentraclidn de proteiIna utilizada para la reaccidn, y ademas,
que el PMA indujo una disminucidn en esta actividad citosdlica de
PKC de 85% con respecto al control (basal, en.la grafica).

Lo siguiente fue buscar las condiciones de linearidad de
actlvidad respecto a concentracidn de proteina, para la PKC
asoclada a membranas.

Se disefid el mismo tipo de experimento que para la PKC
citosdlica, variando la cantidad de muestra con que se carga a la
columna, asi como el volumen de muestra para la reaccldn. En los
resultados de la figura # 7 se ve que hay problema tantoc a nivel
de columna como a nivel de reaccidn pues no hay 1inearidad en
ningn caso a nivel de reaccidn, y sobre todo, llama la atencion
el que a nivel de columna no se vea linearidad de 1200 111 a 640
11, pero si la haya de 640 ul a 320 ul. Se pensé que el hecho de
que se obtuviera baja recuperacidn de la actividad de PRC de

membrana con la maxima cantidad de muestra aplicada a la columna,
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podria estar relacionado con problemas de intraceidn entre el
volumen de DEAE con la columna (1 ml) con la presencia de Tritén
X-10C al 1% en las muestras de fraccidn membranal con que se
carga a @ésta. Para probar esto, se siguieron dos estrategias:

- Por un lado, se usd otro detergente para solubilizar a la
membrana, el CHAPS (colamido-propil-dimetilamonio-hidroxiprepan-
sulfate) 10 mM, que posee propiedades combinadas de los
detergentes polares y de los detergentes hidrofébicos en una scla
molécula (l01); se compard 1l1la actividad obrenida con este
detergente con la obtenida con Tritdn X-100: el rasultado fue el
mismo con ambos detergentes.

- Por otro lado, se bajd la concentracién de Tritdn X-100 a
0.5%2 ¥ se diluyeron las muestras de PKC membranzl 4 veces con
buffer sin Tritdn antes de ser aplicadas & la columna, con el fin
de diluir le mis posible la conecentracidn de Tritdn X-100 y de
evitar asi posibles problemas de dinteraccidén con la DEAE
celulosa. Se hizo esto también con PKC total obtenida de
homogenizar a los hepatocitos de rata desde el principio con
buffer 4+ Tritdn X-100. Los resultados que se obtuvieron al hacer
experimentos bajo estas condiciones, mnes mestraron con claridad
que ailin cargando a la columna con 640 pl (la mitad de 1lo que
usualmente se aplicaba) ya sea de homogenado total de PKC o de
fracein membranal y tratadas de la maﬁera antes desecrita, se
soluciona el problema de la interaccidn DEAE-Tritdén X-100 y se
obtiene linearidad de actividad de PKC con respecto a 1la
concentracidn de proteIna. Esto se logra tanto a nivel de columna

como a nivel de reaccidn, pero usando un volumen miximo de 50 i
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de alicuota en la reaccidn en el ceso de homogenado total, ¥y un
volumen mAximo de 100 L en el caso de fraccidn. En 1la figura # 8
se muestran los resultados obtenidos con PKC total, cargando a la
columna con 640 pl de enzima cruda + 1920 pl de buffer sin Tritdn
y variando el volumen de alicuota tomado para la reaceidn. Como
se ve en esta figura, no hay linearidad si se toman 100 pl de
alicuota, peroc sI 1la hay entre 50 pl y 25 pl en el volumen de
alicuota tomado para la reaccildn.

Hasta aqui, nuestros resultados nos habian permitido lograr
los dos primeros objetivos particulares planteados al principioc
de este trabajo. Sin embargoe, al ablicar las condiciones &ptimas
para el estudic de la actividad de la PKC, linearidad contra
tiempo y contra concentracidn de proteina, a laz biisqueda de una
posible cransloca;iﬁn de la enzima como resultadc de su
activacidn con PMA, los 7resultados que consistentemente
cbteniamos eran que disminuia la actividad de PKC nc s0lo en
citosol sino también en la membrana.

Investigando en la literatura, encontramos varios reportes
de que la exposicidn prolongada al PMA conduce a una pérdida en
la actividad de 1a PKC (58,102,104,108-112,114,115). Al mismo
tiempo, otro reporte de P, Csermely et al (62} sobre el papel del
Zinctt en 1a activacisn y unidn de la PKC a2 membrana, sugeria
que Jlos cambios en la distribucidn de la PKC eran dependientes
del tratamiento con agentes quelantes, ya que la unidn de la PKC
a la membrana inducida por zntt es reversible v puede recuperarse
en el sobrenadante después del tratamiento con EGTA.

Esto mnos 1llevd a plantearnos la siguiente pregunta: la

asociacidn de la PKC a la membrana es dependiente de Catt y por
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tanto, isu distribucidn depende de las condiclones de
homogenizacidon?

Para contestar a esta pregunta se hicieron varios
experimentos con hepatocitos incubados sin PMA, con el fin de
comparar la distribucipn de la PKC obtenida al homogenizar a las
cé€lulas en dos condiciones: a) buffer sin agentes gquelantes y b)
buffer adicionado con 2 mM EDTA v 1 mM EGTA. Con cada una de
estas condiciones, ¥y usando el mismo lote de hepatocitos, se
cuantificd la actividad de la PKC de citosol y de membrana. Como
podemos ver en la figura # 9, mientras la cantidad total de
actividad de PKC (suma de la de citosol + la de membrana determi-
nada en homogenado total) permanece constante independientemente
de las condiciones de homogenizacidn empleadas, la distribucidn
de la PKC si cambia con estas condiciocnes, ya que sin agentes
quelantes, la PKC permanece predominantemente ascociada a 1la
membrana y hay menor actividad en el citosol, =situacidn que se
invierte 53 el buffer de homogenizacidn contiene EDTA-EGTA. Estos
resultados demuestran que la asociacidn de la PKC a la meﬁbrana
es dependiente de catt y que su distribucidn por tanto depende de
las condiciones de homopenizacidn.

Como se menclond anteriormente, habIamos encontrade varilas
evidencias de que el tratamiento con PMA por unm tiempo prolongado
(mids de 18 horas) producia una pérdida en la actividad detectable
de PKC (24,108-112). Aunque el tratamiento con PMA que nosotros
dibamos a los hepatocitos era tanm sblo de 15 minutos, nuestros
resultados apoyaban esto, ya que a pesar de contar con una buena

técnica de purificacidn de la enzima, y de estimar la actividad
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Figura # 9. Distribucidn de la actividad de la proteina cinasa C segiln
las condiciones de homogenizacién empleadas. Cit, citosol; Mem,
membrana; T, suma de la actividad de citosol + la de membrana. Los
resultados representan el promedio + el error estandard de
determinaciones por cuadruplicado de 5 experimentos.



en condicicnes de linearidad, obreniamos ern gereral que la
actividad diswimifa no sdlo en citesol sino también en membrana.
Sabiendo que la distribucidn es depeadiente de las condicicnes de
homogenizacion, decidimos investigar en homogenados totales
{c&lula completa), si1 habia una discinucidn en la actividad total
de la PKC. Para esto, 'se incubarca hepatocitos en la ausencia
(con vehiculo solamente) o presencia de PMA 10~®M durante 15
minutos, después de 1los cuales se lavaron y resuspendieron en
buffer de homogenizacidn adicionado con EDTA 2 mM-EGTA 1 mM y con
Tritén X-100 0.5%, y se procedié &2 la purificacidn de 1la PKC
total. Los resultados se presentaﬁ en la figura # 10 en la que
podemos ver claramente que el PMA iriujo una pérdida de un B2% en
la actividad total de la PKC con resjzecto al control.

Quisimos entonces investipgar si esta pérdida en la actividad
total de 1la enzima dependiente de catt y de fosfelipide, era
dependiente de la concentracidn de PMA empleada. Se incubaron
hepatocitos con dosis crecientes de PMA (0 + vehIculo, o sea,
control; IO‘BM; 3 x 10~9M; IO‘BM; I=x IO“SH; 10"7M; 3 x 10~ y
10-6M) y se procedid a purifiecar 1a PKC total (con homogenados
totales) paralelamente a la de citossl., En la figura # 1! se ve
claramente que hay una dosis~respuesta a PMA, pues a mayor
concentracidn de PMA utilizado se produce una pérdida mayor en la
actividad de PKC tanto total como citosdlica, siendo la [EC]50 de
2 x 1078M aproximadamente.

Por Gltimo, estudiamos el curso temporal de la desaparicidn
de la actividad de la PKC utilizandc una dosis maxima de PMA., Los
hepatocitos se incubaron en ausencia {con vehiculo) o presencia

de PMA 10-5M durante 1,5,10,30 y 60 minutos. En cada tiempeo
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indicado, se tomaron alfcuotas de los hepatocitos, se lavaron ¥
resuspendieron en el buffer de homogenizacidn adicionade de EDTA-
EGTA y Tritdn X-100 0.5%, y se procedid a purificar la PKC total.
En 1la figura # 12, se puede observar que mientras la actividad
total de la PKC de los controles permanece constante durante el
tiempo de incubacidn a 37°C, sorprendentemente, desde un minuto
de incubacidn con PMA 10-06p, ya desaparecid el 862% de 1la
actividad total de la PKC, y continila desapareciendo hasta un 98%

en el resto del tiempo de incubacién.
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V. DISCUSION

En cuanto & los dos primeros objetivos planteados en este
trabajo, que fueron los de establecer las condiciones de mixima
recuperacidn de la PKC, asi cono de linearidad de la actividad
contra tilempo ¥ contra conceatracién de proteina, se puede
mencionar como miis relevante lc sigulente:

Se mejoraron las condicioces de recuperacidon de la actividad
de la enzima como lo reflejz el hecho de que dnicialmente se
obtenia una actividad de un 130-150% sobre el basal hasta un
1000% sobre el basal. Se en:ontfs.que el punto clave para la
obtencifn de mixima recuperz:zidén de la actividad de 1la PKC
estriba en el proceso de purificacidn por cromatografiia con DEAE-
celulosa, al evitaer el uso de agentes quelantes en los buffers
con que se equilibra y se lava la columna, y al evitar también un
exceso en la concentracidn de Tritdn X-100 presente en el volumen
de muestra. La explicaci&n de esto, en el caso de los agentes
quelantes, es que muy probablezente ocurre una interaccidn entre
el EDTA y la DEAE-celulosa. Como sabemos, esta resina es un
intercambiader anidnico (por paseer carga positiva), y como el
EDTA es wun &cido, y por tanto posee carga negativa a un pH
neutro, es posible que a un pk de 7.5 que es al que se equilibra,
lava y eluye la columna, tenzz carga negativa y se pegue a 1la
DEAE bajando la capacidad cz: pegado de la columna para las
proteinas. En cuanto al Tritéz X-100, es posible que la porcién
hidrofilica de su molécula (es un polioxietilénglicol, por tanto
rico en grupos OH) interaccione también con la resina a un pB de

7.5, interfiriendo con 1la vuzién de la proteina a la DEAE-
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celulosaj ademds geguramente = perturba las interacciones
hidrofdbicas (1Gl).

Estas observaciones, fueron de gran utilidad para poder
obtener proteina cinasa C semi-pura cuyo metodo de estimaciin de
su  actividad en conicinnes de linearidad, fuera lo
suficientemente sensible para poder hacer visible cualquier
efecto producido en ella. Con esta metodologia entonces,
investigamos la distribucidn intracelular de la PKC en ausencia o
presencia del PMA, habiéndose encontrade un hecho notable: la
discribueién de la PKC cambia con las condiciones de
homogenizacidn.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Salman
Azhar (113) en higado de rata en el sentido de que la composicidn
del buffer de homogenizacién es un factor importante en la
distribucidn observada de la PKC, ya gque purificando a la PKC con
técnicas de centrifugacidn diferancial en gradientes de densidad
con sacaresa para geparar fracclones nuclear, mitocondrial vy
microsomal, de las que posteriormente aisla 1a PKC, el autor
obvia el paso de 1% homogenizacién inicial en buffer con agentes
quelantes, encontrando que el B85% de la PKC total se localiza en
la fraccifn ‘'particulada" mientras que solamente un 15% se
localiza en la fraceidn eitosdlica.

Nuestros resultades apoyan tambi@n lo observado por Peter
Csercely et al (62) en linfocitos T al estudiar el papel del zinc
en la unidn reversible de la PKC a 1la membrana. Este autor
muestra que el catt, zntt o catt + zZntt hacen que se retenga la

actividad de la PKC en las membramnas al tratarlas con EDTA-EGTA
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en presencia de un exceso de Catt o de 2n*, ya que si s8lo- les
tratan con agentes quelantes, se dlsocla la PKC de ellas y se
recupera en el sobrenadante. Ademi@s, reporta gue el cat s3810 es
capaz de inducir una translocacidn parcial de la actividad de PKC
a la membrana, y que el Znt" contribuye a esta unién.

Nuestros datos sugieren que la PRC se localiza normalmente
asoclada a la membrana, m#is bien que libre en el e¢itosel, no
solamente por los resultados obtenidos que apoyan todo lo
anteriormente expuesto, sino tambi&n porque no logrames detectar
una translocacidn de la PKC desde el citoscl hasta la membrana
por accidn del PMA bajo condicionés de elta recuperacidn de 1la
enzima. Encontramos que el efecto md3s claroc que ejerce este
compuesto sobre la actividad de la PKC no es el de su transloca-
cidn, sino el de promover 1la desaparicidén de 1la actividad
detectable de la enzima. Sin embargo, nc podemos descartar el que
ocurra tambi&n una translocacidn transitoria de alguna de las
iscenzimas de la PKC a la membrana, por las siguientes razones:

David Klein ha reportado (103) que 1a distribucion
subcelular de la PKC en pilnealocitos permeabilizadoes con
digitonina en presencia de EDTA + EGTA es de mis de 80% en el
citosol y menos del 10% en la membrana, y que es en esta pequeha
fraceidn estable de PKC resistente a tratamiento con quelantes,
en donde se cbserva un aumento de 2.5 veces en la actividad de la
PKC como resultade de la incubacidn eon PMA. Es posible que con
las condiciones de purificacidm utilizadas anteriormente por
nuestro grupo, que son las qQue usan actualmente la mayoria de los
investigadores, se favorezea 1la purificacidn de una de las

subespecies de PRC, resistente a quelantes, que como vimos en la
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figura # 3, de este trabajo, s sufra vna translocacién a 1la
membrana por accidn del PMA. Con las condiciones de purificacidn
de alta recuperacidn de la enzima sin embarge, tal vez no
logramos detectar la translocacién transitoria de alguna
subespecie de PKC poco gbundante en el higado de rata, debido a
que su actividad quedaria enmascarada por la de la especie de PKC
en mayor proporcifén sobre la que el PMA produce otro efecro: 1la
desaparicidn de la actividad dependiente de ecalecio ¥y de
fosfolipido.

En relacidn a este efecto principal que produce el PMA en
nuestro sistema, existen varias posibilidades de explicacidn, las
cuales son importantes de discutir, ¥y que pueden ser sujetos de
experimentacidn en la continuacidn de este trabajo.

Estas especulaciones son las sigulientes:

a) (E1l PMA induce una degradacidn de la PKC? Existen varios
reportes de que la proteina cinasa C asociada a membrana es més
susceptible a protedlisils por las proteasas Catt dependientes
calpaina 1 y II (102-106). MNuestros datos nos indican que existe
mas PKC en la membrana que en citosol en condiciones normales
{basales), ¥y que, mientras esta PKC no sea activada con PMA, no
ocurre una degradacidn aparente, esté o no presente leupeptina,
que es5 el inhib%dor de la calpaina., Por 1o tanto, si la
desaparicidn de la PKC es debida a una degradacién de ia misma,
debe degradarse una forma diferente de la enzima, pueste que la
PKC de los controles no desaparece con nuestras condiciones de
homogenizacidn, alin sin agregar agentes quelantes y sin la

presencia de leupeptina. Es posible que la calpaina reconozca
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solamente la forma completamente activada de la PKC que se 'logra
con su interaccign con diacilglicerol o con PMA, y no al
"complejo cebado” PKC-4PS-Catt presente supuestamente en 1la
membrana. Al reconocer la forma activada, corta a la PRKC en dos
frapmentos: por un lado, el fragmento catalitico, irreversible-
mente activo e independiente de Cat™*, diolefna y fosfatidilserina
(107), y por ende, no detectable bajo nuestras condiciones de
estimacidn de la actividad._ y por otro, el fragmento regulatorio
que lleva la secuencia consenso de "zinc-DNA~binding-finger".

Las evidencias que apoyan esta especulacidn son:

- en queratinocitos de rata; se ha visto que la pérdida de
PKC por tratamiento con PMA se previene exponilendo a las
células a un inhibidor de 1la calpaina, que es la
leupeptina (105).

- en miocitos de rata, también se ha reportado una
disminucidn en 1la actividad de la PKC tanto en citesol
como en membrana (a pesar de un dneremento inicial
transitoric en la actividad asociada a membrana), viéndose
gue despu@s de una exposicldn de 30 minutos a PMA, el
tiempo requerido de las cE&lulas para recuperar su
actividad normal es de 10 horas, tanto para la actividad
citosdlica como para la de membrana (109}.

~ Nishizuka (30,58} ha reportado que la calpaina I, que es
activada con concentraciones micromolares de catt, corta a
la PKC en la presencia de fosfatidilserina ¥y
diacilglicercl, o en la presencia de FMA. Ademis,
teclentemente ha encontrado que varias subespecies de PKC

coexpresadas en un solo tipo celular, desaparecen a
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diferente velocidad como consecuencla del tratamiento con

PMA.

- A Fournier y A. Murray (111}, utilizando anticuerpos que

reconocen a la PKC completa o al dominio regulatorio,
encontraron que_ la aplicacidn de una sola dosis de TPA
durante 30 minutos en la piel de ratdn, es suficiente para
producir una ripida y completa pérdida en la actividad de
PKC, que se mantiene hasta cuatro dias. Observan que este
fendmeno estd ascciado con la pérdida de la PKC iIntegra
inmuncldgicamente detectable y con la acumulacidén de un
fragmento mias pequefio, correspondiente al fragmento
regulatoric. Es interesante hacer notar que este fragmento
es el que contiene la secuencia consenso caracteristica de
proteinas que regulan la transcripcién del DNA, 1lo que
sugiere que este fragmento puede vegular la transcripeidn
de proteinas especificas para mediar procesos de
proliferacidn, desarrollo y diferenciacidn, gque se sabe
son respuestas a larpgo plazo que puede producir la activa-
cién de la PKC.

la calpaina ha sido involucrada en varios procesos que
tienen relacidn con las respuestas tardias de la PKC: asi,
se ha reportado su participacidn en mitosis (105) y en la
protedlisis limitada de el receptor del factor de
crecimiento epldérmico, ¥y del receptor para el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (l114), ademds de la
conocida en PKC que produce una forma iJrreversiblemente

activada de &sta. Por otro lado, se sahe que la
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ciclosporina A, que inhibe a 1a calpaina, inactiva al
antiporter Nat/H* cuya actividad se ha propuesto que es
importante en la alcalinizacidn del pH intracelular, que
antecede a la sintesis de DNA vy a 1la divisidn celular

(106) .

b) iEl1 PMA hace que se produzca un inhibidor enddgeno? En
las condicicnes de ensayo empleadas en esta dinvestigacién, es
posible que ocurra esto. Esto podria comprobarse estudiando las
constantes cin&ticas y graficando el reciproco de la actividad
obtenida con o sin PMA, contra ei recIproco de la concentracién
de ATP o de histona; s1 solamente la velocidad mixima se viera
afectada (Vmax) en respuesta al PMA, se deberia a una cantidad
disminuida de PKC activa (recuérdese que Vmax es5 igual a Kj
[enzima total]) y no a un cambio de afinidad hacia ATP o hacia la
histona. Nuestros experimentos se hacen en condiciones de
velocidad inieial y saturacidn de substratos por lo que en
principio deben reflejar Vmax, es decir [enzima total]l. Si se
produjera un inhibidor no unido covalentemente, éste se
separaria en la purificacidon (ya fuera por la dilucidn en 1la
homogenizacidn, 1la purificacidn parcial con DEAE-celulosa o bien
en pasos de purilficacidn posteriores). Aunque debe realizarse una
exploracién mids a fondo, nuestros datos sugleren que esta posibi-
lidad es poco probable.

¢) :tEl PMA puede inducirt un cambio en la PKC desde una forma
activa a otra inactiva, el cual puede involucrar un cambio en su
comportamiento cromatogridfico? El mecanismo de la disminuecidén en

la actividad detectable de la PKC puede involucrar por ejemplo un
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cambio en el estado de fosforilacidn de 1la enzima, ya 'due
actualmente se sabe que puede sufrir una autofosforilacidn, pero
no se conoce cdme y por qué le ocurre. Hay evidencia por ejemplo
de que 1la proteina cinasa II-calcio calmodulina dependiente al
autofosforilarse en un pesiduo de treonina, se convierte en una
forma independiente de calcio (116). E1 PMA podria hacer que se
activaran ademids fosfatasas. S1 esto ocurriera, podrlamos obtener
también wuna forma de PKC cén un estado de fosforilacidn diferen-
te, que igualmente se comportara cromatogrificamente de un modo
distinto. Esto se podrfa comprobar- usando inhibidores de fosfata-
sgas al incubar con PMA. La posibilidad de que exista un cambio en
la conducta cromatogriafica de la PKC no puede descartarse y sSerd
necesarjo hacer wuna evaluacidn utilizando DEAE-celulosa y
diferentes fuerzas ifnicas (perfil de elucidn con gradiente de
NaCl) ¥ usar otros medios de purificacién con la hidroxilapatita

(98).
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 VI. CONCLUSIONES
P
" En el presente trabezjo se lograron los objetivos
particulares planteados al inicio de esta investigacidn, lo que
abre el camino para poder estudiar la modulacidn hormenal de 1la
proteina cinasa ¢ en‘hepatocitos alslados. Las conclusiones

obtenidas gon las siguilentes:

la) Los agentes fquelantes y el Tritdn X-100 juegan un papel muy
importante en 1la recuperacidn de la actividad de 1la PKC
durante el proceso de su puéificaciﬁn por cromatograffa en
DEAE-celulosa.

'Za) La distribucidn de 1la PKC cambia con las condiciones de
homogenizacifn, por lo que la composicidn del buffer de
homogenizacifn es esencial pues la asociacidn persistente de
la PKC a la membrana depende de calelo.

3a) El1 forbol miristato acetato produce una desaparicidon de la

actividad _de proteina cinasa dependiente de calecio y de

fosfolfpido (PKC). Esta desaparicidn ocurre muy rdpidamente

y es dependiente de la concentracidn de PMA.
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