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Fig.1. MECANISMOS DE ACCION DE LOS RECEP’I'ORES CITOPLASMICOS. Se proponen dos

DNA e induce la lmnscrlpcuén dc genes espcclfcos (RNAm). B) Otro delo p que se req
ido por la hormona (E) para que este migre, atraviesc

bio confor delr
la membrana nuclear y se una al DNA. Esqucma tomado de la referencia 2.




INTRODUCCION

El temna general de csta lcsls. forma parte del area de la i i6én i Jul: yen
particular de la de tipo endocrina.

Existen ademds, la i ion paracrina, autocrina y Ap que se
entre si por la forma en que se li ¥y por los el »s celulares que participan. Los
tipos de ion tienen en in que permiten que la célula sea capaz en
primer lugar, de percibir cambios en el exterior y en do, como ia de ello,
de generar una respuesta cspecifica que la leva final a su adaptacién, lo que

permite, a su vez, que la(s) célula(s) y por ende los organismos, sobrevivan.
den en la célula dcsdc que ésta capta el mensaje

Los i leculares que
extracelular hasta que se producc una determi se conocen con el
término general de lular. Asi, por medm de cstos mccamsmos
moleculares, las células. ya sca de fonna individual o for jidos u 6r r
de fina fi les tales como el boli: el imi >, la
proliferaciéon y la diferenciacion.

Cada célula ticne en su genoma la informacion necesaria para dar lugar a la expresion
de una infinidad de té de 1 i que en y de
coordinada, partici enla i i6 !amo. lar como i Juk
L. RECEPTORES

Las p i clave que participan en el fené de 1a i i6 fular son los
r P molécul que original ap el pnmcr mcnsa_yero Ilamese a este
h neur factor de i o factor ivo,

A los receptores sc lcs divide en dos grandes grupos por su localizacién en la célula: a)

P yb)
a) RECEPTORES CITOPLASMICOS
Los es cil ldsmi so pr lubi. sus li dos y hor 1
fécil la brana pl itica para unirse a su

de natumleza hpoﬂhca, atraviesan
receptor especifico (Fig.1).

Los ejemplos mas claros de este tipo de receptores son los receptores para esteroides,
que se clasifican de acuerdo a las respuestas fisiolégicas que generan en: a)
Glucocorticoides como la corncos!emnn y el corusol que afecta el metabolismo de

1d que regula

carbohidratos, proteinas y lipidos; b) M 1 cor ides como la

la salida de sal y agua por el rifién, y c) André Yy - como la ona, ¢l
diol y la pr que afe el ! Hlo y la funcién sexual. El otro

rjemp son losr ptores de las h id L-lmoxma y L-triiodotironina, o T4

yT3 i que esti el boli en jidos (1).



El i 1 lar de la i6n de este tipo de receptores aun no se conoce en su
totalidad (1, 2 y 3). Lo que se¢ sabe, es que estos reccptores ticnen un papel muy
importante como activadores o represores transcripcionales de genes relevantes en el
metabolismo, desarrollo y reproduccion, algunos de ellos se asocian con proteinas heat
shock, otros no (2) (Fug.l) En el caso de los receptores para esteroides, estos en ausencm
de hormona se asocian a las proteinas heat shock p70 y p90, complejos que se | 1i
en el citoplasma o en el nucl Los P de glucocomcmdes (RG) y de

(RA) se pred i en P y los dc estrogeno
(RE) y prog: (RP) en nicleo. La unién del i do p ite la di ién de las
proteinas heat shock del receptor, la dnrnmzac:én det receptor y la unién a elementos en
el DNA que responden a esteroides (Fig. 1), cuya s la mi
por tres nucleétidos. Los RG, RP y RA se unen a la secuencia AGAACAnnnTGT'l'CT
mientras que los RE se unen a la secuencia AGGTCAnNnTGACCT. El dimecro de
receptores interactia posteriormente con factores de la transcripcion basal, con otras
proteinas que se unen al DNA y con coactivadores, resultando en la transcripcién de

genes (2).

En los r P de las hc tiroid retinoid vi i Dy
di: en ia de ligando, estos se principal en el nucl en
sitios especificos del DNA. Estos ptores forman di con es

ides, mas que h sitios que tienen la mitad de la secuencia
para los RE, con variaciones en la dlstnbucnén de los nucledtidos. La unién del ligando y
DNA puede causar la di: iacion de léculas represoras, seguido a su asociacién con
otros factores de transcripcion, con otras proteinas que se unen al DNA y/o con
coactivadores, resultando en la transcripcion de genes (2).
Los receptores para ides, al menos en algunos si icipan en la
r i del RNA, posxblememe por medio dc Ia producclén de
proteinas que procesan el RNA y que requieren la maduracién del transcrito primario y de
esta forma el estimulo hormonal se transforma en una sciial nuclear (4).

b) RECEPTORES MEMBRANALES

Los receptores membranales se
las células. Existe una gran diversidad de este tipo de receptores con base en su estructura
M)

1) Receptores que ticnen un d ini I, como son los receptores para los
factores de crecimiento, como por cjemplo, los receptores para el factor de crecimiento
epidérmico (EGF); receptores para el factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF); para ¢l factor de crecimicnto transformante beta (TGFf); o para factores con
efectos antiproliferativos como cl factor de necrosis tumoral alfa (TNFa).

2) R es con dos domini b H como son los receptores para la

lnsuhna. los cuala ticnen dos subunidad: | de 135 kDa y dos
Tul. de 90 kDa con ncuvxd.ad catalitica de cinasa de residuos de

bebidos en la brana pl atica de




tirosina. Las subunidades @ y B forrnan

a2p2.
3) Receptores de siete domini t les o receptores pentina que forman
parte de una familia muy numerosa. Estos r P les tan distintas como
por ejemplo, las hormonas epinefrina (adrenalma), vasopresma. angiotensina II,
bradikinina y b neur isores como la ina (nor ina), la
dopamina o acetilcolina y ser fales vi: I (luz) ptadas por el P de
rodopsina, v
4) Receptores que estan formados por dos o mas subunidad, b les y que se
exprcsnn, ba en 1 del si Al 1 son los
de las citoci o interl 1L-2, lL-3 IL-5 e IL-6; receptores del GM-
CSF (GM-CSF del inglé locyt P colony stimulating factor); o
T de inter como el IFy.

S) R es de las éculas de adhesion, entre los que se encuentran las integrinas.

Las integrinas son ghcopro(elnas transmembranales Que tiecnen un papel funcional
i6n de las il ¢hul iz extracelular y
bunidad @ y una subunidad 3, de las que se
iadas entre si en varias combinaciones. Estos

importante en lar 5n y for
célula-célula. Cada integrina consta de una

conocen 8 y 16 formas respecti
reccplores tienen un dominio extr Tul: un d ]l ¥ un d
todos for o por las dos subunidad: El d inio extr lular de la

subunldad B tiene una regiéon de 56 cisteinas que se conserva en todas ellas, y por su
parte, la subunidad a tiene sitios de unién al calcio. En el dominio de unién at ligando

participan las dos subunidades. La integrina por si sola no se une a su ligando en células

no estimuladas, se requiere de la activacién de las plaquclas, por ejernplo, en cuyo caso se
observa la parti ion de ci de resid de de de id de
serina y treonina y de proteinas G, lo que i un bio confor i 1 del
dommlo extracelular de la Amegnna. que permite ahora si, su umon al fibrinégeno o

1 do). Poster ila integrina con pr i1 del

citoesqueleto tales como la a-actina, talina, fimbrina, vinculina, tensina y otras.

Por edicién alternativa de los genes correspondi se 1 formas
lubles o no 1. les de al de losr D i dos. Existen las
fi tubles de los P para la angiotensina II, lL-l IL-2,1L4 ¢ IL-6, TNFa,

IFy y GH (GH del inglés: growth hormoneX4).

EPara qué le sirve a una misma célula expresar tan diversas formas de

receptores?

Una célula responde a una gran cantidad de estimmulos del medio gracias a la diversidad
de receptores presentes en ésta. Cada recepwr .cuvndo por su llgnndo transduce la sefial
extracclular de una forma i en especificos.
La activacion de diferentes tipos de receptores puede dar lugar al mismo efecto




ﬁslolégnco ﬁnal pcm w.rnblen cada uno puede gcnmr efectos particulares, ya sea
. al

una o mas vias
ifica(s) de duccid

Il. TRANSDUCCION DE LA SENAL EXTRACELULAR

La transduccién de la s&ﬁal ica varios p 1 1 (4): la activacién del
receptor que provoca i les del la activacién de proteinas de
que i Ban fisi conelr P Yy con las pmtemas efectoras; la
activacién de las p e o i qQue g las 1é lulares
conocidas como segundos mensajeros, que ticnen como blancos de accién proteinas
citoplasmicas quc al ser activadas fosforilan (cinasas) o desfosforilan (fosfatasas) a sus
sustratos ¢n ¢l citoplasma o en el nicleo de la célula para dar lugar finalmente, a la
activacién o inhibiciéon de la(s) funcion(es) celular(es) amplificando asi, la sefial
extracelular.

La activacion de todos estos el en j fc as Il das de
amplificacién de lIa sefisl, cuyo fin en la célula es fa contr i¢
vasodilatacion, division celul muerte celul dife iaci ap de olores, de

1 de sab presi de genes, é d diendo del imulo y del tejido
celular,

IILI. SISTEMAS DE TRANSDUCCION

Se han descrito para los ptores b 1 varios # o de
transduccién de 1s sefial extr ful: igui de d i6n son sélo
algunos, de tos cuales =xphcn.ré con dctalle tres de ellos por ser importantes en la

P del p
® clsi de 1a adenil icl
e elsi de fosfoinositid Icio.
® eclsistemade la pmteina cinasa activada por mitégenos (MAPK),
e elsi de 0 dc Ios de ipcion 11 dos STAT,
e el si de la esfi id. y
e elsi de que funci como les idni entre otros.
4



III. a) SISTEMA DE LA ADENILATO CICLASA.

En el sxstema de tmnsduccnon de la adenilato cicl (AC) partici cinco pr

losr ptores ladores (Re), las pr i G i 1 o Gs, los
receptores mhlbldores (R:). las proteinas G inhibidoras o Gi y l1a adenilato ciclasa. La AC
esla i a del esta genera AMPc, un segundo mensajero, a partir de la

molécula de ATP. Uno de los blancos principales del AM.Pc es la proteina cinasa A

(PKA), una cinasa citoplasmica que amplifica la sefhal ex recibida porr ptores
acoplados al sistema de la AC (Fig.2).
RECEPTORES

branales tanto, esti tadores como

Numerosos receptores de siete dominios tr
inhibidores, se acoplan a la AC por medio de las proteinas G.

Entre los receptores que estimulan la actividad de la AC por medio de proteinas Gs se
encuentran los receptores B-adrendrgicos y los r es del gl on, de la hormona
paratiroidea, de la prostaglandina E y de la hommona luteinizante (1). Por otra parte, los
receptores que inhiben a la AC y se acoplan a cst.—: por medio de proteinas Gi, son los
receptores a2-adrenérgicos y los r ptores de i entre hos otros (1).

PROTEINAS Gs y Gi
Las protecinas G unen nucleétidos de guanina, de alli su nombre, son proteinas
heterotriméricas formadas por las subunidades a (40-43 kDa), B (35 kDa) y ¥ (14 kDa)

(5)-
La idad a de las p
Iejo By. La i ion de la p ina G con un receptor activado
de GDP por GTP y a se disocia dc By. La subunidad a-GTP se encuentra en su forma
activa y regula la actividad de la AC, esta actividad intrinseca de GTPasa de 1a proteina
G le permite hidrolizar el GTP a GDP, y de esta forma apagar su actividad. El ciclo de
hidrélisis de GTP-GDP de las proteinas G inicia una vez mas cuando las subunidades o y
esto es do a tiene unido GDP (5 y 6).

G tiene GDP en su estado inactivo y csté unida al
el

bi.

Pyser nu:

A las subunidades a se les asocia con la activacion o inhibicién de efectores tales como
la AC, la fosfohpasa C (FLC) (5) y los canales dc calcio sensibles a voltaje (7 y 8). En el
Gat del si: visual, se les asocia con la activacién

caso de las o pr
de la fosfodiesterasa del GMPc (7).

Al complejo By que no tiene acuvndad intrinseca, se le asocia sin embargo, también con

un papel fi len latr fial Se le asocia con la activacion de la
FLC B3 (9): con la regulacion de la via de la MAPK, ya que promueve la fosforilacién de
la p c-Src y la fe del lejo She-c-Src (10); la activaciéon directa de
algunos tipos de la AC, y la inhibicién de otros (11); la actxv-clén de los canales de K*
(12); y la activacién de una FLC ci ica (13); ademnis, las idades Py p

I1a interaccién fisica entre la p Gyel G (14). Inck en el dio realizado
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Fig.2. SISTEMA DE TRANSDUCCION DE LA ADENILATO CICLASA (AC). Los receptores
estimuladores (Re) al ser activados por su agonista activan a la AC que genera adenosin monofostato

ciclico — féstoro inorganico (AMPe — Pi) a parmir del adenosin tritostato  (ATP). Por otra parte. los
i i ion de AMPc. E! AMPc.

receptores inhibidores (Ri) al ser dos por su il la p!
un scgundo mensajero. activa a lap ina cinasa A d de AMPc (PKA) que se disocia en sus
bunidad lad (Ry y iti (C). La PKA fosforila numerosos blancos que participan en
I tales como la prolift i6 ta dife iacion y el boli: de?

glucdgeno y de lipidos (1).



en células de pituitaria de rata de la ll.nea celular GH3, a la subunidad y se le design
como la resp ble de las d Jes del jo By en la inhibicién de los
les de calcio dependi de voltaje (7).
La idea de que By fi ani como laje de la p ina G a la b
plasmitica ha quedado atris.
Al menos dieciséis formas de subunidades a son codificadas por genes distintos y esta
idad de fc por edicién alternativa (7). De las subunidades B se

gran div
conocen cuatro y de las y se conocen cinco, tres de ellas han sido clonadas (11). La
enorme variedad y combinacién de formas de las tres subunidades permite a la célula
con un nu de de p i Gdi 3
La cristali: ion de las pr G heterotriméricas es ya un hecho. E! grupo de
Gilman logré obtener el cristal por difraccion de rayos X de la proteina G formada por las

subunidades ail B1 y2 (15).
En el sistema de la AC participan dos clases de pr i G, las pr G
estimuladoras o Gs, las cuales son modificadas covalcmzmentc por. ADP-ribosilaciéon en
G inhibi as o Gi, de

residuos de arginina por la toxina del célera (6) y, las pr
las que se¢ conocen Gil, Gi2 y Gi3 y son ADP-ribosiladas en residuos de cisteina por la
dio de la

toxina pertu:.ws (16), ambas toxmas son utiles her en el
de /] Otras coval de estas protcinas son la
ilacié La proteina Gi es fosforilada en

fosforilacién, la Imitoilacion y la miri
residuos de serina y treonina por la protcina cinasa C (PKC) (16) y Gsa en residuos de
tirosina en respuesta a EGF (17); tanto Gi como Gs son palmitoiladas y Gat es miristilada
16).

Las proteinas Gs y Gi activas permiten, por un cambio conformacional de las mlsmas.
la interaccion fisica con la AC, de que se ind o se blog Ia prod de

AMPc.

ADENILATO CICLASA
Se han descubicrto al menos ocho formas de la AC, seis de las cuales fueron clonadas

de fuentes de mamifero: AC I, AC II, AC III, AC IV, AC V y AC VI, una forma de

Drosophila y otra de Dicryostelium (18).

La mayoria de formas de la AC son membranales, otras como las de las bacterias son
citosélicas. La AC de eucariotes, de 200 a 250 kDa, tichne doce dominios
transmembranales divididos en los grupos M1 y M2, cada uno con seis dominios unidos
entre si por una asa i lular, tanto el amino como ¢l extremno carboxilo de la

H Los dominios hid: i ticnen el sitio de activacion por la
fonskolma. un diterpeno soluble en lipidos (18).
de la AC se sabe quc algunas formas de

En a las dades de regulacio
fi son duladas positi ¥y otras negativamente, por la proteina calcio-




calmodulina, por las subunidades a y By, por inhibidores del sitio P y por la forskolina
C18).

PROTEINA CINASA DEPENDIENTE DE AMPc (PKA).

La enzima clave en la propagacién de la sciial exuacelular del sistema de la AC es la
PKA, esta protecina estd formada por dos b ladoras (R) y por dos
subunidades cataliticas (C) (Fig.2). La PKKA al ser activada por el AMPc libera las
subunidades R de las C que transfieren el fésforo de la posicion y del ATP a sustratos
celulares especificos.

Enel ci 1 de los b de fosforilacién de 1a PKA son la fosfonlasa a,
1a smlclasa del glucégeno, 1a fosfonlasa b cinasa, la acetil A b 1a
lipasa de triacilgli 1y la fosfof 2/fn 2,6-bifk Estos b de
fosfonlaclén por la PKA sugieren que el sistema de la AC participa en la sintesis y

de 6 en la si is de acidos grasos, en la oxidacién de piruvato a
acetil-CoA, en la movilizacién de triacilglicéridos, en la oxidacion de icidos grasos, en la
lucolisis y en la gl énesis (1). En el micleo, la PKA fosforila faclorcs de
mnscnpcxon tales como el factor CREB (CREB del inglés: cAMP
binding protein) por lo cual este sistema puede participar cn la expresion dc genes (4).

De manera particular, a la PKA | se le ha asociado con el contro! de la proliferacién
celular, mientras que a la PKA II con et control de la diferenciacion (19)

Los fend 1ul i dos con la activacién del sistema de la AC como
vemos son muchos, este sistema participa en la regulacion del metabolismo, de la
transcripcion de genes e incluso de la memoria (18).

111 b) SISTEMA DE FOSFOINOSITIDOS CALCIO

En el si de tr d ion de fosfoinositid Icio (FI-calcio) participan las
i P i 1 receptores i 1ad P i G ypr
idas como fosfoli C que dos d el 1.2-
diacilglicerol (DAG) y el fatidili itol 3.4.5-trisfosfi (lP,) En este sistema, la
proteina cinasa C o PKC, tiene un papel fund. 1 en la p i6én de la seflal

extracelular (20) (Fig 3).

RECEFPTORES
Al si de Fl-<calci h de los P de siete dominios
trnnsmctnbmnnles 20), enu-e los que sc los P al-adrenérgicos,
P P 4 1, bradicini i i
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Fig3. SIS’I‘EMA DE RECAMBIO DE FOSFOINOSITIDOS—CALCIO (Pl-calcio).
dos a

y de imi al unirsc a sus

este sistema activan a la prmemn Gq hcl:mmmcnca v €sta a su vez a la tosmlxpasa c (FLC,.). La
fosfoinositidasa genera a partir dcl 4.8 ¥ {IP,) dos el 1.2-
diacilglicerol (DAG) y ¢l fosts i 14, -t (lP ) El DAG activa a la proteina cinasa C
(PKC) y el 1P, al unirse a sus s en el i (RE) abre canales de calcio lo que
P! de la io del cnuan La PKC mstonln AUMErosos blancos que

ici en disti taies como P v de células
del si: i E. de las refe 20. 21 y29.




d iné de la hormona liberadora de opina, de tr

endotelma y del acldorhsofosfandlco, entre otros.

PROTEINAS Gq
Las proteinas G heterotriméricas de este si de i6n per a la familia
d. i iemb Gq, G11, G14, GI1S

de las proteinas Gq, esta familia est4 i por varios
¥ G16, todas estimulan la actividad de la FLC con la que interactiian fisicamente (21).

FOSFOLIPASA C
La FLC o fosfomosmdasa hidroliza folipidos de b en ial al
itol 4,5-b fato (IP;) para los segund jeros (Fxg 3): el

DAG acnv-dor namral de la PKC y el IP,;, mensajero que al unirse a su receptor en el
p la apenum de canales de calcio liberando el catién al

citoplasma y elevando su lular (21), que en condiciones normales es
del orden de 107 M, mvel  que se manhcne debido a la entrada de cak:lo a Ia célula por
de voltaje; al 1 ion de

dos por 1
calcmporo- los i lul (mi drias y r > ) ¥ a la salida de
calcio de la célula por una b ba dependi de ATP pred i en células no

i iador Na'/Ca**, el cual es muy activo en células excitables

<o y por un
(1). La mayoria de los efectores hormonales liberan calcio de almacenes intracclulares y

promucven la entrada de calcio extracelular.

De la FLC se conocen tres formas principales; la FLC B (B1, B2 y norpA), FLC 5 (51
82 y 83) y la FLC vy (vl y y2). En cuanto a la existencia de una FLC a hay cierta
contruversm ya que més bien pareciera por identidad de la ia, se !.ramsc de una

s { (21). Al id ias ap ala ia de una

nueva familia de FLCs, de la forma € (21).
La FLC tiene dos sitios de i ién con la p G, el sitio P y el sitio G, sin
embargo. sélo las isoformas 8 y norpA se acoplan a dicha proteina. La FLC dc tipo y se

es que tienen actividad intrinseca de cinasa de tirosinas,
dominios SH2 y SH3

pla dir te a los P
babl que ambas p il FLC y y receptor, tienen
(SH2 ¥y 3del mgles. src homology 2 and 3) (21) ‘Todas las formas de la FLC tienen un
b en la

dominio PH cerca del extremo amino, 1) asi este es
plekstrina, una p de las plaq El d PH dc ta FLC esta implicado en la

unién al IP, (22), € incluso para la forma 81 con la unién al IP; (23).

La FLC B es activada, como todas las fosfolipasas C por Gaq, pero ademds por las
subunidades By (9).

La actividad de la FLC es de suma impor i demas de g DAG e IP;, reduce
la cantidad de IP, en la membrana y por lo tanto reduce en ¢lla el niimero de sitios de

unién para proteinas con dominios PH (23).




PROTEINA CINASA C (PKC)

La PKC es la enzima citoplismica clave que pli 1a sefial lar en cste
i de tr d ion, es una cinasa que fosforila mlduos de senna v m:omna dc
que pm icip cn un gran ng de fe es:
ion, difer i del si proceso infl io,
activacion de plaquetas, neutréﬁlos. macréfagos, linfocitos y fibroblastos (22). El porqué
de tantos efectos celulares, quizds se deba a que se tata de una proteina con varias
isoformas, y por tanto, a la compleja regulacion de su actividad (24).

La PKC es activada via FLC, pero ademas via FLD, cnzima que produce acido
fosfatidico a partir de la fosfatidilcolina, y del que se producc posteriormente DAG por la
accion de la monofosfoesterasa de acido fosfatidico. La actividad de la PKC es
potenc:ada via FLA,;, enzima soluble, a diferencia de la FLC o de la FLD, que hidroliza

idos y libera acidos grasos (4cido araquidénico que se producc a partir del DAG
por la DAG lipasa) y lisofosfolipidos (25 y 26). Si bien, la relacidn intracelular y
molecular entre las distintas fosfolipasas que modulan la actividad de la PKC no se
conoce aun, si se tiencn evidencias suficientes para decir que, la degradacién de distintos
fosfolipidos es muy importante en la propagacion intracelular de 1a sefial por esta cinasa
ya que ademas del DAG, otros fosfolipidos pueden activarla (22, 25 y 26).
Existen al menos doce isoformas de la PKC divididas en tres categorias por sus
requerimientos de cofactores: las formas convencionales a. $1, BIl y ¥ que requieren de
fosfatidilserina, calcio y DAG; las formas no convencionales 8, £, n Y © que no dependen

de calcio para su activaciéon y las formas atipicas § y A que no rcquleren mnguno de los
cofactores mencionados (25 y 27). Reci iz6 en quelético

se
otra forma a, PKC a2, con diferencias en la especificidad al sustrato (28).

Estr las isof de PKC tienen cuatro i con alta h logi
(Fig.4), de los dominios C1 a C4, aunque ¢n las isoformas 5, a, § y m falta el dominio C2
que corresponde al sitio de unién del calcio. El dominio C1 contiene dos secuencias

i

ricas en ci 1 d dedos de zmc. muy lmponnntcs porque son los sitios

de unién de los ésteres de forbol, y a los que sc les

plea con 1 ia como activad artificiales de la PKC ya que mimetizan

la accion del DAG sobre la proteina, 1a PKC  sdlo tiene uno de los dos sitios por lo que

no es activada por ésteres de forbol (27). El dominio C1 ademas, es el p ble sitio de

unién a la membrana (27); los dominios C3 y C4 se conscrvan ¢n todas las protcinas de

todas las especics (25 ¥ 27), C3 tiene la de sa O sitio litico y C4 la

ion de del sustrato (27). La PKC tiene bién cinco

vmables. deViaVvs,i ladas entre las i Co 22,25y 27) (Fxg 4).

La descripcion dec los i 1 fares de la lacion y ion de las

distintas isoformas de la PKC pueden contribuir en mucho al estudio dc las vias de
transduccion de sefiales por las cuales una hormona o factor de crecimiento ¢jercen sus
efeclos a nlvel del niicleo. La PKC al ser activada migra o se transloca, ya sca a la

atica o al nucl de la célula ("9) bié¢n hay PKC endo
enel nucleo. tanto isoformas dep como independi de calcio (30).
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Dominio regulador Dominio catalitico de cinasa
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ca vs PKC
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Fig.4. COMPARACION DE LA ESTRUCTURA DE LAS ISOFORMAS DE LA PROTEINA
CINASA C (PKC). Las PKCs tienen cuatro regiones conservadas (Cl a C4) y cinco regiones variables (V1
a V5). La region C1 que corresponde al dominio de union del diacilglicerol contiene dos secuencias
repetidas ricas en cistei (la PKC ¢ tiene solo una copia): C2 es la region de union del calcio y esta falta
en algunas isoformas. Las regiones C3 y C4 contienecn la secuencia conservada de todas las cinasas. El
extremo amino de las PKCs 8. €. { y n es muy variable. Las isoformas 3, y B. son producto de la edicién
altemativa de un solo gene. Esquema tomado de la referencia 27.
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La relocalizacion de la PKC a la membrana plasmidtica parece se da por los dominios
PH quer lan la i io inay el laje a la brana (23), el calcio
parece regular la unién de la PKC ala membrann. unién que puede ser reversible. Se han
caracterizado dos receptores para la PKC llamados RACKS (RACKS del inglés:
receptoors for activated C-kinase) con diferencias en la afinidad de unién de la PKC,
dependiendo de la isoforma (30). Algunas evid di que la tr i6n de la
PKC al niicleo se relaciona con la fosforilacion de un gran numero de proteinas nucleares

Yy con un en la ion de los fosfoil es, en particular del

DAG. Por otra parte, la activacién de la PKC nuclear se acompaﬂa de divisién celular y

de una disminucién cn los nlvelcs de y di-fc i !} en resp a
-1 similar a la i lina (IGF-1) (29).

bombesina y al factor de i
Las formas convencionales de PKC como la a o B mij, ala i
micntras que las formas no convcncnona]cs y a!lpxcas como &, 5 yn mlgran al niicleo,
las a B8 bi se al como
consecuencia de su activacién (4 y 29) La translocacion de la PKC parece ser un
fendmeno especifico de la isoforma, pero en combinacion con el papel que desempefia

cada una de ellas en la célula.
En un estudio realizado en células de musculo liso de aorta se observé que las
1] al ser activadas (31). La PKC & se

isoformas £ y § se dife
redistribuye en citosol, mlcntms quc la PKC ; se localiza en la regiéon perinuciear, a

diferencia de lo que se ha > en es, en donde la PKC & se
transloca a la region pennuclear y la PKC ¢ al lntenor del nucleo. Estos hallazgos

que los de contr i de calcio son, por
un lado te;ldo—cspemﬁco ¥ por otro que cada una de las lsoforrn& de PKC tiene un papel
particular en un mismo proceso celular porque hay una redistribucion diferencial de las
isoformas € y ¢, ambas isofc P de calcio.

I ¢) SISTEMA DE LA PROTEINA CINASA ACTIVADA POR

MITOGENOS.
La via de transduccién en la que participa la proteina cinasa activada por mitégenos

conocida como MAPK (MAPK del mglcs. m-logen acnvmed protein kinase) o ERK
(ERK del i extr 1 P sc con la proliferacién celular
1 o d lada de las células. La

normal, asl como con la
de los receptorm de fnctorcs de crecumento se da por una

cascada de fosforilaciones de di ¥ parti
pm(e(nas adaptadoras entre el receptor que tienc actividad intrinseca de cinasa de

tirosinas y una proteina G pequeila llamada Ras (32) (Fig .5).




Factores de crecimiento

MEMBRANA PLASMATICA

CITOPLASMA
. PLA,
— c~-Fun
\ pgousk

NUCLEO

transcripcién

Fig.S. SISTEMA DE TRANSDUCCION DE LA PROTEINA CINASA ACTIVADA POR
MITOGENOS (MAPK). Los factores de crecimiento al unirse a sus receptores especificos con actividad
irosis ilacion y dimerizacién del receptor. La propagacién

i i como She,

n la

intrinseca de cinasa de p

de la sefial ocurre por medio de p con SH2 y SH3

Grb2 y mSos que activa a Ras, proteina G pequciia con actividad de GTPasa. El ciclo Ras-GTP-Ras-GDP

es regulado por las protcinas GAP y GEF. Ras-GTP desencadena Ja activacion de una scric de cinasas de

serina y treonina llamadas Raf-1, MEK y MAPK. La MAPK fosforila blancos especificos tanto en el

citoplasma o una vez translocada al nicleo. La fosforilacién de estos regula la expresion de genes
en la proli ién celular. difi de Ia refe ia 32.

que particip:




RECEPTORES

Los ptores p ipo del si de 1a MAPK son los receptores para factores de
crecimiento (33), estos recep(ores acuvadores se caractcnzan por tener un domm:o
extracelular de unién al 1 do, un d tr t ! y un d io intr

con actividad de cinasa de tirosinas, al cual pueden unirse en diversos sitios proteinas
adaptadoras y proteinas con actividad de cinasa (19 21 y 23). El ligando al unirse a su
receptor provoca la dimerizacién y fosforil o ilacion del r ptor. El
bio confor i 1 del ia de la fosforilacién permite la
exposicion de las hrosmns fosfonladas sitios que son reconocidos por los dominios SH2
de las pr i dap de ci tales como Src, de la subunidad p85 de la
fatidi itol-3 (PI13K) o de la FLC vy, importante esta ultima interaccién
porque de esta mancm los receptores para factores de crecimiento amplifican la seifial por
dio de ya que la FLC Y genern DAG e IP; (33). La espcclﬁcndad
de unién de cada proteina al P esta por la ia vecina de la
tirosina fosfonlada, ya sca hacia el extremo carboxilo o hacia el extremo amino (23).

Al los de ptores que se plan a la via de la MAPK son los receptores
del EGF, PDGF del factor de crecimiento ncun!l (NGF), del factor de crecimiento
derivado de fibroblastos (FGF), del factor de tr alfa (TGFa) y del
factor-1 estimulador de colonias (CSF-1), entre otros (19).

PROTEINAS ADAPTADORAS
Las proteinas adaptadoras no tiencn actividad enzimatica, se unen al receptor acnvo por

reconocimiento de sitios fosforilados en resid de tirosi los domi SH2,
y éstas a Su vez, se unen entre s§f por dominios SH2 y SH3 (34) Estas proteinas se
conocen como Grb2 (Grb2 del inglés: g factor- P i 2). SOs
(SOS del inglés: Son of sevenless) y Shc (Shc del i o" : SH2-d i a2-
collagen-related) (23).

Grb2 puede i dir con el P fosforilado de EGF, pero en ¢l caso

del receptor de NGF (TrkA), Shc es la proteina que primero se une al receptor y
posteriormente se une Grb2-SOS, un complejo constnullvo Grb2 al unirse al receptor
acuvo dc)a a SOS localizada en la itica donde queda anclada por

il © miristilacion, SOS en este lugar esllmula ta actividad de Ras, proteina
intercambiadora de nucle6tidos de guanina (23) (Fig.5).

P21 Ras

La proteina Ras (Ras del inglés: Rat virus) se k liza en la cara interna de la
membrana plasmatica, forma parte de la gran familia de proteinas G ya que tienc
ncuvndad mtriseca de GTPasa, pero difiere de las que se acoplan a receptores de siete
en que ¢s monomérica y tienen un peso molecular menor, este
es de 21 kDa, por lo que se le conoce como una proteina G pequeifia, Ras tiene 188 o 189
aminoécidos (23).




{

Ras es una proteina clave en la amplificaciéon de la seiial i ida por los de
crecimiento, se expresa en todas las células pero, en niveles elevados en células que
protiferan,

En células de mamifcro cxisten tres genes ras muy similares entre si: H-ras, N-ras y K-
ras con dos variantes generadas por edicién ailternativa, distintas en ¢l carboxilo terminal,
estas son A-Ras y B-Ras. A nivel del RNA mensajcro H-ras se expresa con niveles altos
en piel y misculo, K-ras en intestino y timo y N-ras en timo y testiculo (23).

La forma activa de Ras es Ras-GTP, la unién de GTP permanece por un tiempo
aproximado de 30 minutos después de la activacion del receptor. La activacién y
desactivaciéon de Ras, cs decir, 1a hidrolisis de GTP a GDP, es un proceso ciclico regulado
por dos protcinns' GAP (GAP del mgh:s. GTPase-activating protein) y GEF (GEF del

leotide h ). Las GAP, de 120 kDa, amplifican la
acuvxdad de GTPasa de Ras por lo que son reguladores negativos de Ras y por otro lado,
las GEF catalizan la liberacion de GTP de Ras (23) (Fig.5).

Se han descrito otras proteinas de la familia de Ras (Tabla de la ref. 23), entre ellas se

encuentran las proteinas Rho (Rho del inglés: Ras h log ) ¥ Rac (Rac del inglés:
Ras- related C3-botuli toxin b Rho tiene un papel unponame en la
regulacioén de la actina del ci 1 en los I en la for ién de

deméa la la actividad de la NADPH reductasa en

filopodia y | lipodia; y Rac

los fagocitos. La proteina Ran participa en el transporte del RNA y de protcinas a través

de la membmnn nuclear; Rab/YPT regula ¢l trafico intracelular de vesiculas entre los
P yla itosis y endocitosis de diferentes tipos de vesiculas (23).

Ras desencadena la activacion de una serie de cinasas: Raf-1, MEK1/ MEK?2 (cinasa
de 1a MAPK) y MAPK que juntas forman la via de transduccién de los recptores de
factores de creci y de los mitd Sin embargo, Ras también desencadena la
activacion de la via de los P de itoci en la que particip las ci SAPK y
INK (SAPK dcl inglés: stress y JNK decl inglés: Jun N-terminal
kinase); de la via de las proteinas PAK-I y p38/RK (PAK del inglés: p2l-activated kinase
¥ RK del inglés: reactivating kinase), una via dependiente de Ras que se enciende en
respuesta al estrés (agcnlcs que dafian ¢l DNA como inhibidores de la is de

il luz UV, radi alquilantes, etc.) (23) (Fig.6).

La proteina KSR (KSR del inglés: kinase supressor of ras) que participa en varias de las
vias de cinasas de tirosinas, ¢s importante en la via de sefializacién de Ras, al parecer se
localiza en el orden de eventos entre Ras y Raf-1 (34).

Raf-1, MEK y MAPK
En la via de amplificacién de la MAPK, la cinasa Raf-1 es activada por Ras (Fig.5), son

tres las isoformas de Raf-1: c-Raf-1, A-Raf y B-Raf (23).

i de Raf-1 que asi se relocahza en la

por fosfori 32

Ras i Ga di con el
membrana; sin embargo, la activacién de Raf-1 es
¥ 35). Raf-1 es fosforilada, también por PKA, pero esta fosforilacién repercute de forma

12
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Fig.6. VIAS DE TRANSDUCCION QUE SE ENCIENDEN POR LA ACTIVACION DE LA
idad intrinseca de GTPasa. es esnmulada por una gran

PROTEINA RAS. La Ras. con acti
d | de imulos tulares, y son disti vias de on las que parti en sus efe
i de disti i celulz\res de rnz\mm:ro. que se iend
CSPCCIﬁCBS de Fostonlac:on Que en difer iacion, r tacion del b
de! creci or ion del ci 1 te T al estrés. apop
itopl y al factores de

y transformacion (23). Diversas proteinas, tanto del como
ranscripcion como Elk-1. c-Myc. CREB. SAP, c-Jun y ATF-2 son fosforilados en respuesta a Ras. Ras es

capaz de activar a orras prmemas G de bajo peso molecular llamadas Rho., Rac, Ran entre otras, que
en la de los idad de la NADPH reductasa, etc. Esquema

dela ia 23,




negativa sobre sus actividad, aunque so6lo en al élul 23), i \} cs

fosfonladn en la treonina 269 por una cinasa dep de ida, el do
del si i6n de la esfi ieli amida (36).

En el orden de sefializacién sigue la cinasa de la MAPK llamada MEK, esta ¢s activada

por Raf-1 y por la MAPK, tanto en residuos de serina como de treonina. MEK. fosforila

tanto resi de tr ina como de tirosina de la ia Thr-Xaa-Tyr, donde Xaa es
acido gl ico, prolina o glicina. (23).

Posteriormente, MEK activa por fosfonlaclén a la MAPK, cinasa que forma parte de
una familia de cinasas de serina y/o tr rodeadas por 1 entre las que se

incluyen a INK, SAPK, p38RK y otras ERKs. La MAPK acuvada migra al nicleo en
donde fosforila factores de transcripcién especificos tales como c-Jun, SAP-1, Elk-1, c-
Myc, ATF2 y CREB (23), los cuales regulan la sintesis de genes especificos. algunos

como los prot JOs y jun, rel dos con la proliferacién y la diferenciacién

celular. A la MAPK sc le ha asociado con la fosforilacion de la cinasa ribosomal S6, de la

fosfohpm A,, del tr P ‘ador de gl y de laci de p: ina (23 y 3") (Flg 5)
de rio arriba en {a propia via de

que
como la MEKZ el receptor de EGF, SOS y Raf-1, lo que da como resultado la down-~
regulation de la via. Asi por ej la fosforilacion sobre SOS ocasiona que el
complejo Gtb2-SOS s¢ separe del reccptor activado y la seiflal ya no se transmite a las
proteinas subsecuentes (23).
La clonacién de la MAPK indica la presencia de las formas p42 (ERK2), p44 (ERK1) ¥
p54, esta ultima sé6lo con un 50% de homologia en relacion con las dos primeras
isoformas (32).

En este momento, después de ia descripciéon general de algunos sistemas de
ién, es col que si bien, cada receptor tienc una manera
especificade p la sefial extr lular cn ¢l interior de la célula, ésta no es la Unica.

Se ha demostrado, tanto en células como en sistemas transfectados, que la activacion de
inado tipo de recep puede regulﬂr la uctwndad de dos o mas efectores y por lo

mmo regular Gltiples vias de tr Un plo claro son los receptores de sicte
b 1 para los cuales Gmcme Milligan (37) anahza los dnsnmos
i 1 por los cuales estos ptores a G
transducen la seiiat en P aun imul lular, y los agrupa en u'cs modelos
que seran pliados con el tiemp (Fig.7).
1. Un del lica que las isofc deunr P (subtipos) son de
mtcmctuar cada uno de elios con distintas proteinas G, y estas a su vez, de acoplarse a
>s efe es. Al plos son los receptores dc la hormona liberadora de
i pi de lah paratiroidea, de la hormona y los receptores B-
adrenérgicos, que por un lado activan a la AC al acoplarse a una proteina Gs y por otro
1ado, receptores di para estas hor activan el sistema de Fl-calcio en el cual
13
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Fig.7. MODELOS PROPUESTOS DE LA TRANSDUCCION DE LOS RECEPTORES
ACOPLADOS A PROTEINAS G. Al menos tres modelos se proponen para la activacion de los
d (ref. 11). A) El receptor 1 (R1) acoplado a su proteina G

receptores de sicte i

especifica (Gl) activa a su efector especifico (El); otro receptor distinto (R2) acoplado a su proteina G

especifica (G2) activa a su efector especifico (E2). B) R1 puede acoplarse a distintas pro!exnas G (Gl o
dema las subunidades de las

es correspondi (El y E2):
entre si. lo que permite que R 1 active a un tercer efector (E3). C)

G2) dc esta manera, activa a los

pr G pued: ser inter biad.

El R1 acoplndo a Gl tiene dos posibles caminos. uno en el que participa la subunidad con actividad de

GTPasa, es decir, Ga y otro cn ¢l que participa Gy : el primero es ¢l camino tradicional que llevaa la

activacion de El, el ou'o por medio de Py, activa a E2; ademas de la posibilidad de activacién de
modificado de Ia referencia 37.

otros es (E?). E



participan las proteinas Gq, es decir cada subtipo de receptor regula la actividad de un
efector especifico.

2. Otro modelo explica que un solo receptor activa mas de una via de transduccién
al acoplarse este a distintas proteinas G, que activan a su vez distintos efectores. Asi por
ejemplo, los es de los opiodes-3 y los _receptores a,-adrenérgicos inhiben la
actividad de 1a AC y los les de calcio-dep de voltaje. En el efecto producido
por los receptores de opioides participa una proteina Go, mientras que en el efecto

producido por los receptores as-adrenérgicos participa una proteina Gil, sensible a la
toxina pertussis.

3. Un tercer modelo

plica que un P i ia sélo con una proteina G,
pero la sefial se bifurca posteriormente en este punto porque las subunidades o o By

activan o inhiben uno u otro efector. Un e¢jemplo son los receptores ax-adrenérgicos que
inhiben a la AC y activan a la FLC, se presume qQue ¢n los dos casos es por medio de la

subunidadd a de Gi, y ademas activan a la FLA; por medio de las subunidades By de la
misma proteina Gi.

IV. REGULACION DE LAS VIiAS DE TRANSDUCCION,
“CROSSTALK”

Si dnicamente tuviéramos en mente que una sefial extmcclu\ar enciende una via de

transduccion, podemos sup quesur lacién es compleja de Iquier manera, dadas
las muchas posibilidades de i ion del P P ina G-efe esto si p

como ejemplo alos r es de siete dominios tr les (Fig.7). Sin embargo.
la complejidad cn la regulacién de las vias de d io mas si

que una célula tiene que responder a varios i

a la vez. Las preguntas que surgen
entonces son muchas: ;Cémo una sefial puede generar tantos y tan distintos efectos en la

célu\a’.’. .Se enciende sdlo una via, o més de una?, (;Coémo la célula tiene la capacidad de
ir entre un fmulo u otro y adap a todos los cambios del medio?.

En la década de los 70’s surge el pto de ir i ién entre las diferentes
vias de tr i6n o cr 1k (38), i i quec se da ias a protef Y
molecu\as celularcs que son clave, tales como las cinasas (PKC, PKA, MAPK etc), las

vy los d jeros (AMPc, DAG, IP;, Icio).

ev ias del 1k entre los de la AC y el sistema de Fl<calcio, y del
1k de estos si con otros. Por i 1} j i

-jemp

a) La translocacién de la PKC dcl citoplasma al nicleo de la célula inducida por AMPc
29).

b) La fosforilacion por la PKC de los receptores Br-adrenérgicos, acoplados al sistema de
1a AC (38).

©) La fosfonlacnén por la PKC dc la protcina Gs, de la AC y de los receptores aa-
adrenérgicos, P ala AC (38).
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d) La disminucién en la m:nvndad de la fosfodi de AMPc (: i que degrada al

AMPc) por el tr i de hepati con ésteres de forbol, activadores de la

PKC. (38).

e) La ibilizacién de las células inducida por gl (cuyo r D se 1
imul i ala AC) ahg que tienen receptores acoplados al sistema de Fl-

calcio, como la angiotensina II y vasopresina (38).
f) La fosforilacién por la PKC,_in vitro, de receptores con actividad intrinseca de cinasa

de tirosina, como el de insulina y EGF. La fosforilacion del p de EGF di inuye
su actividad de cinasa (38).
&) El incremento de los niveles de AMPc, DAG, fosfatidilcolina y acido idé > por

1a activacion del receptor de IL-1, receptor de un dominio transmembranal que no se
acopla a proteinas G. Por otra parte, la activaciéon de ln PKC por ésteres de forbol

disminuye 69% cl pegado de la IL-1 a sus porque se
intemalizan. Esto sugiere que ¢l control de los efcclores AC FLC y FL.A; sc da por el

tk™ de los si de ion (38).
h) La fosforilacién por PKC y PKA de canales ionicos. La PKA fosforila las
subunidades vy y & y la PKC fosforila princi ia subunidad § del r

nicotinico de acetilcolina (subunidades a.Py8) que ademas, es fosforilado in_vitro e in

vivo por una cinasa de tirosinas. PKA y PKC fosforilan la subunidad B del D de

GABA , (dcido y-aminobutirico) formado por las subunidades a,B,, lo que sugiere que

estos canales iénicos son lados por los si de la AC y de recambio de Fl-calcio

(38).

i) La regulaciéon de la via de la MAPK, positiva por la fosforilacion por la PKC de ia

cinasa Raf-1, y negativa por la fosforilacién de la misma por la PKA (22,32 y 33).

j) La acnvacnén de la via de la MAPK. posmvn por citocinas, l|gandos cuyos recep(orcs
al de la esfi amida por un no P

de Ras (39)

k) La cer id d j del si: de la esfi

ala PKCa a través de la accién de una fosfatasa (40).

1) La PKC fosforila directamente a la BARK. (cmasn del receptor B-adrenérgico) (41), lo

que causa su activacion y tr )] idnala (12).

ieli amida inactiva

Sin embargo, no obstante que se ticnen una infinidad de ¢jemplos de “crosstalk™, la
mayoria de las evidencias que se tienen son indirectas. Es tarca atan, el demostrar cudles
son los blancos especificos de cada uno de los el cruciales en este fend dela

: aciGn i 1ut




V.ADRENERGICOS

El conocimiento acerca de los diferentes tipos de receptores es muy amplio, y lo que se

de los P adrenérgicos no es la excepcion.

Por de los p »nistas principales del presente trabajo, mcnclonaré a
conti ion, y de especifica las caracteristi vias de ducci i6:
y efectos celulares de los receptores adrenérgicos, con énfasis en el subtipo a,-
adrenérgico.

La historia de los adrenérgicos es por demas ir la bracién i de los
100 afios del descubrimiento de la epinefrina (adrenalina) y norepinefrina (noradrenalina),
hormona y neurortransmisor, respcct:vamenlc 43). pcrmltcn pensar que un esfuerzo
importante esta detras del esclar de las i que tienen estos
agentes en diversos tejidos; de la caracterizaciéon fnrmacolégxca‘ molecular y bioquimica
de sus receptores; asi como de la dilucidacion de las vias de transducciéon que estos
mensajeros quimicos 1 para final una resp celular.

La cpinefrina y la norepinefrina son catecolaminas, es decir aminas fendlicas
dihidroxiladas, son los agomsms o activadores naturales de los receptores adrenérgicos.
La cpinefrina normal t la en la sangre con una concentracién de 10°'° M, la cual
en un estimulo dec alarma, se eleva hasta 1000 veces e¢n segundos o minutos. Las
catecolaminas son secrctadas en la porcidn interna de la médula de la glandula adrenal en

resp a les del si nervioso 1(1).
Los agentes adrendérgicos uenen maltiples efectos en las células, son mediadores
importantes de la contr i 1 ién, prolife i ¥y de la memoria, por mencionar

algunos ejemplos. En panlcular. la epinefrina incrementa la fucrza y frccucncm del
corazén; la presion i y la dil ién de lss vias r i ias, que en

incrementan el O, liberado a los tejid P al ¥ Al de los
bSli de la epi ina son el i en la d dacién de glucog
la dismi i6 de la is de glucég lo que conlleva a un incremento en la
d ién de por la gl é is cn el higado; el incr de la glucélisi
y la movnhzacn.’m de écndos grasos en ¢l ma 1 o as, del en la secrecién de
1 ylad i en la secrecién de insulina (1).

(Por qué tienen tantas y tan diversas acciones los agentes adrenérgicos, inclusive,
acciones opuestas?.
El descubrimiento de varios subtipos de receptores adrenérgicos, ha permitido
acercarnos a la respuesta.

a) RECEPTORES ADRENERGICOS

Todos los receptores adrenérgicos tienen una estr I simil el del
topogrifico de estos receptores predice que se trata de protemas de siete dominios
transmembranales formados por aminodcidos hidrofébicos dos en a-héli
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unidos entre si por tres asas extracelulares y tres asas i lul El amino es
extracelular y varia de de un a otro, mi que el carboxilo de
la proteina es citoplasmico (Fig.8). Todos los receptores adrenérgicos unen los mismos
ligandos endégenos (epincfrina y norepmefnna) por lo que se ha postulado que el

dominio de unién del r P all corresponde a los sitios mas conservados en la
superficie de los d ini b 44).
Los receptores ndrenérglcos tienen difi i P d i ! En el
ammo tienen enl. idi con carbohid: en resid de argini y tienen
sitios po iales de Imitoilaci en el > carboxilo (44), modlfcmlén
importante funcionalmentc porque regula el plami del recep con lap G
(25) (Fig.B); asi mi las asas \! de los v Qyp- Y Aya- adrenérgicos

tienen sitios potenciales de fosforilacion por la PKC y PKA (44).

VL SISTEMAS DE TRANSDUCCION

Los dnsumos subtipos de receptores adrenérgicos dul. en § 1, dos si: de
Los P o, -adrenérgicos se 1 al de io de
fosfoi: itid Icio, los ptores [J-adrenérgicos se acoplan de manera estimulatoria

al sistema de la AC y los receptores a,-adrenérgicos también a la AC, pero inhiben su
actividad (43).
CLASIFICACION

La primera clasifi i6n de los receptores adrenérgicos fue hecha por Ahlqulst en l948
(45) con basc a las dlfcrenmas observndas en los efe que on seis
en de

p ¥ ] Algun;s de cstas sustancias
lajab y otras cl !ejldo. dependiendo de la i6 lcada. Los
primeros receptores adrenérgicos se conocieron como a— y los segundos como -
adrenérgicos.
Mas tarde, Lands ct al. en 1967 (46) descubrio la exlstencna de dos clases de receptores

B-adrenérgicos, el B, vy el B,. El subtipo 3; s¢ iz6 hos aifios mas tarde (47).
En lo quc toca a los P dh 5-w=. Langcr et al en 1977 (48) los dividié en
Aeats por clasifi i6n que
ya se habla sugcndo desde 1958 (43). En ese mlsmo afio, en 1977, Berthelsen y Pettinger
tos dividi en los sut a)-y as gicos (49).




L Rk L5 il P oty

Extremo amino

N-glicosilacién asas extracelulares
NE .2
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transmembranales

paimitoilacién

,
¢ 7
asas intracelulares “-.__

| Sty
COOH

Extremo carboxilo

Fig.8. ESTRUCTURA GENERAL DE LOS RECEPTORES ADRENERGICOS. Estos receptores
idas por tres asas extracelulares y tres asas intracelulares. El

tienen slete
de la p cs lular y ucnc smos potenciales de ghcosnlac:én. mientras que el
exucmo caxboxllo tiene un s:uo P ial de i6 i 1 y el carboxxlo
i n la ina G. En la unidn del i las

en el co!
trnnsmcmbranales oL IV, V y VI, el Asp 113 de la regién Il forma un conler-xén pm la amina de la

adrenalina, el anillo de catecol interacttia con las Ser 204 y 207 de la regién V y forma una interacion
hidrofébica con la Phe 290 de la regién VI (43).




La clasificacién de estos receptores ha id ias a los dios fe 16gi
bi imi Y 1 lares. Se han descrito, oficialmente, u'es grupos de receplom
adrcnerglcos con un total de nueve subtipos por la IV Inter ! Union Ph
N 1 of Adr P (50).
_— Rys
@y ——— Gy
e
2y
RECEPTORES ay —_— L™
ADRENERGICOS —_— e
—_— B
—_— P — B:
_— B
CLASIFICACION DE LOS RECEPTORES a,-ADRENERGICOS
La clasifi idnde los r P «,-adrenérgicos ha ltado muy tida, a la

fecha se han clonado tres subtipos: ay,, @) Y Q-
El subupo ay, en un principio descnlo. es lhorn cl subupo a@y,. El subtipo a|, 0 &g €8
5

de los dios de
EI receptor a,, fue el primer receptor a;-: ad.renérglco caracterizado. En 1988 ¢l grupo de
Lefkowitz clont a este P de células de lo liso de ha de la linea celular

DDTI1-MF2 (52). Posteriormente, ya en 1993, fue aislado y caracterizado ¢l gene que
codifica este receptor (53).

Los dios de despl iento de unién del 1i d di ivo al ptor, ayudaron a
definir que se trataban de dos clasces de P u.., asi los ptores a,-adrenérgicos
(con alta afinidad, pKD = 9-10, por la p i o que bl la
activacién del receptor) se subdnvndleron en dos subnpos el Qram Y el a.",-adrenérgu:o por
las dlfcrcncms observadas en la afinidad, alta y baja P a tres

itivos: el b i} WB4101 y fe Otros log
pcrmmcmn conf'rmnr las dlferencms entre los dos subti el S-metit idil y la
-+ 1di lecti del bti . ¥ la cspiperona y

risperidona selectivos del oy, (51).

Tiempo después, entre 1990 y 91, el grupo de Schwinn (54) caracterizé un tercer
subtipo, el a,.. Schwinn describié al receplor a, ~adrenérgico como un receptor con baja
afinidad por ¢l WB4101 y con bilidad ial a la ck idi (CEC), un
agente aiquilante.




i

Estaban descritos los sub Q. Ryp ¥ @y, Sin embargo, al parecer la
desi; i6n para los r P . hecha por Lomasney et al. (55) fuc prematura. Sc ha
que la f P para este P no corresponde al subtipo o), ¥
a senslbnhdad del receplor o, adrenérgu:o antes mencionado, al S-metilurapidil,

oxi y + 1di asi como la sensibilidad a la CEC, fueron
similares a las que pr el recep alc cl do, por lo que a este subtipo se le
designa como a . (51 ¥y 56).

El grupo de Graham en 1991 (56) descubrié un cuarto subtipo de receptor a;-
adrenérgico, al que Schwinn y Lomasney en 1992 (57) denominaron como a4- © ' Ciaa-

adrenérglco. Esta clasifi ion se p porque el P p 6 baja afinidad para
a, en p i con las afinidad que pr ba el a;,. Sc han
izado far 16gi los subtipos o ,-, - ¥ a,.~adrenérgicos (58).
La Tabla I ilustra las afinidades y 6rd de p ia de los receptores o -adrenérgicos
para varios agonistas y antagonistas.
@t Den L)
AGONISTAS
(-)Epincfrina 546 4690 6250
(-)Norepinefrina 100 10500 9730
(+)Epinefrina 18100 32000 43000
Metoxamina 110000 1610000 203000
Fenilefrina 1440 23900 47800
Oximetazolina 2140 842 114

*Orden de potencia NE > EPI>FENIL>OX!  OXI>EPI>NE>FENIL OXI>>EPI>NE>FENIL
ANTAGONISTAS

Prasozina 0.33 0.56 0.37
Fentolamina 111 340 is

S-mctil-urapidil 0.66 57.2 9.8
‘wWB4101 2.1 28.6 0.68

*Orden de potencia PRAZ>WB4101>>FEN PRAZ>>WB4101>FEN PRAZ>WB4|101>FEN

Tabila 1. Propiedades de union de y los tres subtij de @y

icos. Valores de ios de ia con l'—’ HEAT en células COS-7 transfectadas

con los Las Ki de inhibici6n) se como i6n RM (Tabla

modlfc-d- de la_ref. 44). Los vnlnm de Ki para ¢l S i idil fueron obteni de dios de
con’H P Rat-1 (Ref.58).

Los genes de los receptores o, ¥ & se 1 1i en ¢l crc Syeldel o genel
cromosoma B (44) y el RNAm de cada uno sc expresa en diferentes tejidos (59). La
expresion de estos P es tejid p 44); vy todos se acoplan al
sistema de Fl-calcio por medio de protei G de la familia Gq (60, 61 y 62), sc les




lar (Tabla

relaciona a cada uno, con funci parti que d den del
m.
i
i
RECEPTO! AMINOACIDOS TENDO EFECTO SISTEMA DK f
ADRENERGICOS crLoian SO on REFERENCIA i
. {
a comzén Produccion de [Py, H
1a 560 sorta Produccion :; i
ancria renal de AMPC, i
Hipenrofia Flcalcio !
Contraccion o4 :
i
ay, higado Produccion de 1P, y Flcalcio P
s15 cerchro calcio,
rifion Libevacion de acido  Foufoli
pumén araquiddnico, oufolipasa Ay 65 ‘
sorta Transformacion Sobreenpresion del
neopldsics, receptor 66 1
Produccitn Adenilato  ciclasa I
de AMPc “(uctivacién
indirecta) {
H
a, corazén Produccion de IP, y Flcalcio 44 H
14 466 aorta calcio, {
anteris renat de kcido  Fosfolipasa Ay 4
araquiddnico, 65 l
Contreccidn H
o4 i
|
i
I
Tabla I1. C; les de los a,-adrenérgicos y efectos particulares asociados a su i
activacion. }
i

VII. ESTRUCTURA DE LOS RECEPTORES a,~ADRENERGICOS

Al igual que otros receptores adrenérgicos, los o, tienen sicte dominios
transmcmbra.nales LI, Ill IV, V, VIy VH. Tienen scis asas, tres extracclulares y tres
La y asas 1 asi como parte del carboxnlo

inal bién i lular, participan en el p i del con la p N
v imilar de inoécidos con H

G (67). Los tres subtipos de receptores a, ticnen un di
pequefias diferencias en su estructura general (Tabla Il y Fig.9), pero el extremo amino, cl
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Receptores a,~ NH,
adrenérgicos: \&
a 1a
- po—
cooH
gy

NH,
o
14 S}_c—:—?&
e >

COOH
Fig.9. ESQUEMA DE LA ESTRUCTURA DE LOS SUBTIPOS DE RECEI”I'ORES oy~
ADRENERGICOS. Los ptores ap inas G tienen siete regi tr id
cnuesiponresasuex!mcelulmymms 1ul El ino es lular y el

carboxilo es citoplasmico (44).



extremo cnrboxnlo Yy In tercera asa intracelular son regiones que difieren mucho en tamaiio
y p ion de acidos (44) (Fig.9).

Al menos los receptores a,p son fosforilados por la BARK ¢n respuesta al agonista y

di s : d

esta 1 q causa la ibili: ion del r ptor (68), es fosforilado por
laPKCe ngualmente repercute en la fi i lidad del P (69). Es i que la
ibilidad detl r p a ser fosforilado por la PKC depende del subtipo de receptor

(70). Una cisteina conservada cn el extremo carboxilo de los tres subtipos es palmitoilada
(44).

VIII. SISTEMA DE TRANSDUCCION DE LOS RECEPTORES a,-
ADRENERGICOS

Los tres subtipos de receptores a;-adrenérgicos per al si de Fl-calci
activan a la FLC B por medio de las proteinas Gq (60, 61 y 62), y generan dos segundos
mensajeros, ¢l DAG y el IP; Sin cmbargo‘ podemos observar en la Tabla I que la
activacion especifica de uno u otro btig fe en la célula porque
tienen la capacidad de unirse a disti e , de tal que ad; activan a la
FLA; por medio de una proteina G sensible a la toxina pertussis (65), activan canales de
calcio tipo L sensibles a la dihidropiridina por. medio dc proteinas G sensibles a la toxma

penussns (65) o inducen proliferacion el P por o
p estap activo (66).
Acmalmcnte, sc tratan de 1 vias de duccidén son lad r los
btipos de ptorcs a,-ad gi y cudl es la relevancia fsnoléglca dc su

activacién, es decir, definir cual es el P que parti en
proliferacién, expresién de genes, c(c. Una gran idad de trab ijos s han r ok
sobre el dio de los cfi a pos cortos producidos por los
adrenérgicos, focad principal al boli: Owos trabajos, menos
numecrosos, se han focados al dio de fend 1 que se observan a plazo

largo en respucsta a los adrenérgicos, tales como la sintesis de DNA y la expresién de
genes.

A este tespecto, se sabe que las i i 1a sf is de DNA dcl higado
en és de una hep parcial del érgano, efecto que se relaciona
con {a expresion de genes de induccién temprana (71). Las catecolaminas estimulan la

sintesis de DNA, por lo que se sugnere que la activacion de receptores adrenérgicos tiene

relacion di con la 1i lular (72 y 73).
Estos trabaj ploncros d que no sdlo los factores de imi o t
i Eni proli Tul. sino que de forma similar, hormonas y
es ind ci i afecto, se llega al mismo fin, aunque sca por

caminos distintos, ya que se activan receptores diferentes en cada caso.
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IX. ANTECEDENTES DIRECTOS DEL TRABAJO DE
TESIS

Los agentes adrenérgicos por medio de sus receptores controlan numerosas funciones
celulares, entre las que se encuentra la expresion de genes. Los agonistas adrenérgicos

inducen la transcripcién de genes que particip enlah is de la célula. Chin J.H.
et al (74) i ibié que la ion de los r P o, de aorta de rata
lleva a un i de la is del RNAm del gene HAsp 70 cuyo producto cs una

pmtema heat shock, la Hsp70. Las prmcinns heal shock parti en un
en resp a daio bS i 1. La expresion del gene Hsp 70

inducida por pinefrina disminuye con la edad del animal.

El grupo de Zlmmer H. G ct al (75)‘ describe que la norepinefrina por medio de los
P a-adr un en los niveles del RNAm de ta glucosa
6~fosfe deshid; y bién en su actividad como enzima reguladora de la via
oxidativa del ciclo de las p fosfi Los luyen 1 que &sm respuesta que
se observa a tiempos Iargos pucde formar pme de un que

de en un rango normal.

mantienc ¢l nivel de

La estimulacion o-adrenérgica induce la expresién del gene de la lipasa de
lipoproteinas en adipocitos de tipo café. como una via auxiliar, ya que la estimulacion B,-
adrenérgica es la mas importante en la regulacion positiva de la expresion de este gene
{76).

Ademas, a través de la i i6n a,-adrenérgica se incr la transcripcién del
gene de la tina de mu 1 1éti di d la hipertrofia del corazén
(77) y de lacad P da de la B-miosina en los mioci card (78).

La activacién de los receptores adrenérgicos i | imula la expresién de genes
de induccién temprana, entre los que se los 1 dos proto-c (genes
normales que ejercen una rcgulaclén positiva sobre el clclo celular) en diversos tejidos

Los pri al P fueron reali en células de la glandut;
p otida de lns Dre hila y en célul del si nervioso (79 y 80). El
1 i p-adrenérgico induce la expresion de los proto-oncogenes c-fos

y_;unb (79) por dos o mas vias de d i6én. En la gland P ida, los B-
adrenérgicos ademas, de inducir la expresion de los prot. fos y jun, ind la

expresion del proto-oncogene c-abl que codifica dos proteinas de 150 kDa, diferentes
s6lo en ¢l extremo amino (80).
En células epiteliales de la linea cclular AS, c-fos y jun 8 se expresan en respucs(n al

isoproterenol, pero sélo la expresnén de c-fos es dep di del calcio intr 1 lo que
sugiere que su expresion es 1 por j isti (81).
En células de musculo de la linca cclular BC3H1, derivada de un tumor, ¢l proto-
c-fos se exp! por Ia de agoni a,- y Pa-adrenérgicos, tanto en la
proliferacién como en la di ion de las células (82).
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En el corazén, los ngentes adrenérglcos tienen un papel pri dial en su iol: La

icion de célul a n., adrenérglcos en

la contractllldnd en las propiedad 1] i y en las respuestas metabélicas
del i los i adrenérgicos i la d i6 de
fosfmnosnldos, activan la glucogendélisis, inducen un efecto motrépu:o positivo
con un incr en el calcio intr lular, asi i tanto,

cambios en la expresion de genes relacionados con la hipertrofia cardiaca, especialmente
de genes de induccion temprana, como cambios en la expresion de genes marcadores del
desarrollo embrionario (83).

En células de) mi dio en cultivo, tanto la estimulacion a— como B-adrenérgica,
induce la expresion diferencial de los proto-oncogenes c¢-fos y cjun, expresion que se
relaciona con la hipertrofia de los mioci y mas especifi con el blaje de
los sarcédmeros durante la contractilidad. In v!vo, lai 2fusié de isop lpor24 a72
horas induce !a hipertrofia a los ani b da como un en el peso
del Se que la esti i6n de la \m de transduccién de la AC activada
por receptores B-adrenérgicos i la tr itoria, hasta por 1 hora, de los

proto-oncogenes c-fos, fosb y junb. La exprcslén de c-jun y jund no cambia en respuesta
al agonista (84).
En el tejido adiposo café, la activacion de receptores p— y u..-adrenérgncos mducen de

manera sinérgica la presién del prot r1 c-fos, presion que se rel
directamente con la prollferaclén y la di iacion de estas células (85).
Enel higadoenr on la ion de p! se i d el

proceso de proliferacion y dlfmncwcnén (7t y 86). y lo mismo se observa durante la
carcmogéncms hepatica (87). o en condiciones normales (88) por la accién de algunas
hormonas, sin que se conozca en este ulluno caso ¢l significado que 1leva consigo ¢l

>en la ipcién de P
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X. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS
PROTO-ONCOGENES fos y jun

a) FAMILIA Fos

se aislé ori

I de un

coma

El oncogene v-/os recibe este
inducido por el virus del sascoma munno FBJ (Finkel, Biskins y Jinkins) y por el virus
wansformante de las aves FBR (Finkel, BuRellly) (89 y 90); c-fos es el homologo celuliar.
r ilia de genes (90).

con esta fi

dFRA y dJRA son genes de D),

b) PROTO-ONCOGENE fos

I

Las genes de la familia Fos codifican proteinas que conforman el factor de

transcripcion AP-1 (AP-1 del inglés: activator protein 1).
Los miembros de esta familia de genes son: fos, fosb, fosb2 (fosb2: fos & menos 101

aminoacidos del carboxilo terminal), fral y fra2 (amlgcnos relacionados con fos) estos
1 de AP-1 (90).

ultimos detectados por andlisis con
El nivel basal de la expresion del RNAm de fos sc i

POs en pr

d

del con

(Tabla HI), lo que sucede a tiempos tan cortos
por lo Que se les conoce a estos genes como genel de
, por

un gran ni de
como 5 mi en al étul
imduccién lelnpr-nn, y la vida media del es de 30 mil en pi
lo que se Ies conoce como genes de expresion transitoria (Tabla ﬂl). expres:dn
di dela isde p (90).
Sos/Fos RNAm PROTEINA Estimulos Tipo celular
extracelulares
15 a30 min 30 min Luz UV, Suero. Fibroblastos
(vida media) (vida media) EGF, PDGF, FGF
i y células
3500 4 380 ¥ NGF PCl12
TNF Células
143243 adipogénicas
(cromosome humanat
1F; Macré:
12(E-D) v eo
(Cromosomna de ron ) A -- i M e
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J

4 exones Estrégeno Utero de rata

Endotelina Células
mesangiales
Jun/JUN
30 min TGFB Miocitos
(vida medin)
Angi ina 11 A4 liso de
aora
1p-32-p31
(cromosoma humano) 331 ami it Acido Células Hela
. Factor activador de Células B
. ma de raton) tas plaquetas
1 exon
Tabia 1. C; isticas pri de los p Jos y jun y de las proteinas correspondientes
Fos y Jun, tut: que i su i

La tmnscnpcnén del genejbs ncnc un alto grado de lacion, la regién pr
tiene mul y negativas, que responden a dnverso%

estimulos extracelulares (Tabla 111 y Flg.IO).

¢) PROMOTOR DE Jfos

Las i d del p de fos son: la cajs TATA que va de -26 a -31
pares de bases (pb) CRE (CRE del inglés: cAMP response element) en la region de -56 a
-63 pb: DR (DR del inglés Direct repeat) de -76 a -90 pb, secuencia que junto con CRE se¢
requieren para la transcripcion basal del gene. Dcntro deesta ttglén. de -73 a -102 pb, fos
tiene una i ue de al plOS d del gene de
retinoblastoma, plOS al unlne al DNA mhlbe la expresién del gene. Las secuencias
HSP 70 que van de -235 a -244 pb y de -252 a -260 pb: la secuencia AP-1, lo que permite
a fos tar su ioén (el h i Fos-Jun reprime la transcnpcnén de
JSos); la secucncm SRE dc -297 a -318 pb (SRE del inglés: serum responsc element) que
se requicre para la activacion de la sintesis de fos por sucro, TPA y factores de
creclmlemo o por luz ullrawolcla (UV); la secucncia SEE (SIE del inglés: v-sis-

1 ); FIRE (FIRE dei inglés: Fos intragenic
regulatory element) una region palindromica que va de 208 a 218 pb en el exén 1 y que
participa en la terminacion prematura de la transcripcion (90 y 91) (Fig.10).
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factores de

crecimiento
citocinas suero UV AMPc¢, Ca™
* TPA Ang 11 ‘
Estrégeno 105ns
JAK, P PKA, CaM
e
SIELJSRE[| AP-1 HSP70 DR CRE TATA
-347 -335 -318 -297 -291 -260 -282 -102 -73 ~&0 -30 +1

c-fos
Factores de crecimiento,
citocinas, UV

'

NF-JUN (ELLY]

Y Y
_' l.__l I—' '——l AP-1 I—' I'ITATA"'I:

-141 -131 -117 -107 -92 -3 -5%

c-jun

Fig. 10. SECUENCIAS REGULADORAS DE LOS PROMOTORES DE Jos Y DE jun. Sefiales
extracelulares que activan o reprimen la transcripcién de Jos proto-oncogenes fos y jun por medio de las

en sus pi (ver en el texto). Se indican algunas de las
pmte{nas que pm:clpan en las vias de transduccién que llevan a la expresién de dichos genes: proteina
cinasa A (PKA), p H de calcio-cal dulina (CaM), factor nuclear de Jun (NF-Jun)

y cinasa espectfcn de Jun (JNK) (90).



Ala secuencxs% SRE se une el factor p627¢F que interactia directamente con la regién 5°
v el factor p67°*f para formar un compl '!o temario (Fig.11), importante en la activacién
de la transcripcion de fos. El factor p67°F" es fosforilado por la caseina I cinasa y p62' <%

por la MAPK (90).
d) ESTABILIDAD DEL RNAm de fos

La estabilidad del RNAm de fos, y ui mismo su degradacién, parecen ser
fi les en la 5n de las cél

Enlad dacién del j dos regiones ricas en las purinas adenina y uracilo son
criticas, una dec ellas es una regién de 67 pb cercana a tres motivos AUUUA: la otra es
una regién en el extremo 5° de 0.32 Kb a la que se unen al menos dos proteinas que
participan en dicha daci: Esto lo sugi realizados jn vitro en dondc se
observé que la delecidn de la zona de 67 pb i el p ial de
mientras que la otra region p la degr ion del jero de_fos, lo que también
deti la ién de las células (90).

Los miembros de la familia Fos tienen un grado de potencialidad para transformar a las
células: fos b > fos > fral y fra2.

El que_fosb sea mas p para induci £ ion, conr a fos, se rel
con que_fosb no tiene en el extremo 3° la region potencial de formacion de la horquilla de
terminacion de la transcripcién, por lo que el mensajero tiene mayor estabilidad y por
tanto, su expresién sc observa por mas tiempo: ademas, en fosb falta el sitio de
fosforilaciéon por la PKA, y esta fosforilacién cs importante para la estabilidad de la

proteina (90).

€) PROTEINA Fos

Fos es una fosfoproteina nuciear de 55 kDa producto del proto-oncogene jbs. forma

parte de las vias de li i6 1 que par icipan en el d 1lo de al, P por
1o que se le una p ica (92).

Fos forma h di con la p i Jun por dio de los domini con

as de 1 i [¢ i con 4 o 5 leucinas en serie, scparadas por otros 6

aminoacidos), juntos constituyen el factor de transcripcién AP-1 que se une al DNA en la
secuencia cspecifica TGACTCA llamada AP-1 o TRE (TRE del inglés: TPA response
elemet) (90 y 93). Las protcinas FosB, Fral, Fra2, JunB y JunD también pucden
heterodimerizar con Fos, ¥y es el homodimero Fos-Fos el menos estable (90).

La region carboxilo de Fos es imp en la lacién de la actividad como factor
de transcripcion, se trata de una reglén en donde ocurren varias mod:i‘cacmnes
postraduccionales, en particular, la 1 es una reg en




c-fos Ccjun

Fig.11. REGULACION DE LAS PROTEINAS Fos Y Jus FOR FOSFORILACION. El producto de los
proto-oncogenes Jfos y jun son fosforilados en el ci por der de serina y
treonina que pertecenen a la familia de las cinasas MAPKs. Fos es fosforilada por la cinasa de Fos (FRK) y
Jun por su parte, es fosforilada por la cinasa especifica de Jun (JNK). La transcripcion de fos es inducida

por ¢l complejo temario de los factores TCF y SRF unidos a la secuencia SRE en ¢l promotor. La
lejo Jun-ATF2, el cual sc une al sitio regulador AP-1 o TRE.

transcripcion de_lun es lada por el
ificado de 1a ia 89.




las p virales géni FBJ-MuSV y FBR-MuSV (F:g.lZ). ¥ por otra parte, €n
: la cap

las formas truncadas como FosB, éstas si de fe dimeros
con Jun, no la de activar la transcripcion de los promotores con sitios AP-1, ni tampoco la

de reprimir al promotor de_fos (90).

Otros sitios lmportanlcs para la funcion de Fos son: la g} ina 168, Jos dominios con
de | y varios resi de serina, los dominios HOB] y HOB2 y el

dominio KCR (90).

ble para que los homodimeros se unan a la secuencia

La g! ina 168 es indisp
AP-1. En los di inios con Ileras de ) i existen varios smos de fosforilacion y
las proteinas Fos que no tienen estos d ini inhib Ia fc ida por v-

rboxil inal en las ici 362 a 364,

Fos y por Ras. Las serinas
368, 369, 371 y 373 son fosfonlndas por la PKA y por la cinasa p34°%?, ésta dltima

participa en el control del ciclo celular. La serina 362 cs fosforilada también, por una
cinasa que se activa por el NGF y EGF en células PC12. En ¢! extremo amino. los
residuos 59 al 139 son fosforilados por la PKC, por la p34° 2 Yy por una cinasa nuclear.
Jos es fosforilado por la FRK (FRK del inglés: Fos related kinase) (Fig.11).

En el dominio de transactivacion Fos tiene los dominios homélogos HOB1 y HOB2
(HOB del inglés: Homologous box) de los cuales HOBI es fosforilado por la MAPK.

El dominio basico KCR, que comp de los 4cidos 53 al 155, tienc una
cls(eina en la posicion 154 que modula la unién al DNA, si la cisteina se encuentra en

J ducido se incr la capacidad de unién al DNA y si se remplazada por
serina Fos tiene mayor capacidad de actuar como ag Eld inio KCR
se conserva en Fos, Jun y ATF/CREB (90).

Fos, comparte con los otros mlembros de su familia cinco i
de leucinas (90) (Fig.13).

H Sl

det d. i basico y del domi con
0 FAMILIA Jun
El nombre de la familia Jun surgié p el 51 vojun se aislo
1ab , en &

originalmente del virus del sarcoma de las aves AVS l7 ia
significa numero 17; c-jun es ¢l homélogo cclular de vjun (90).

2 PROTO-ONCOGENE jun

Los genes de la familia Jun codifican proteinas que conforrn.n el factor de transcripcion
AP-1 (90 y 91). Estos factores se unen a las mi que los
de transcripcion PEA L de ratén y GCN4 de las levaduras.
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32 38 FBJ-MuSV

'
N, | -coon @SS *~r°: )

227 134 282 e Fos de ratén
(2Ll

FBR-MIuSV
(P75 s= =/ )

Fig.12. ESTRUCTURA DE LA PRO'I'EINAS Fos, FBJ-MIISV Y FBR-MuSV. La cija ncgra de

FBJ-MuSYV representa una regiéon de 49 de a Fos. Las cajascon rayas de
Fos unidas con lincas puntcadas indican las regiones deletadas cn FHR-MuSV. La proteina FBR-MuSV
pero con una delecién del cuarto exén y, ndemxis. una regién gag de 310

tiene los 4 exones de Fos,
amonocdcidos en ¢l amino terminal en el lugar a4 i de Fos; en el carboxilo
! tiene dos i de 13y 9 inoaci i dentro del marco de lectura, de tal
sc 98 inoscid de Foscon 8 n::lduns que codifican la caja fox de la proteina

que
FBR-MuSV. E dela




Fos

— ——
w"m\
1 59 139 193 an Iso
Fos  fw, E#[l____’—__ coon
- v

bésico C de trans.
represton
1 237 284 338
ForB — T —
) A
1 237
Fo' Bz A*: T&
Jun
Thr 239
1 Ser 63, 73 Sev 243, 249 kX7
s o s ey ——
Fosfortiactbn: Fastariiecién:
incremments la trans-sctivaciéa inkitse la untén al DNA

Fig.13. COMPARACION DE LAS PROTEINAS Fos, FosB, FosB2 Y Jun. SITIOS DE
POSFORILACION DE Fos ¥ DE Jun CRITICOS EN SU FUNCION. FosB ticne truncado el
il con a Fos, pero reticne los dominios de cremallera de leucina y  de unién al
DNA. La edicién alternativa de FosB genera a FosB2 al 140 pb ( ite! 1913 a 2052 de
FosB) lo que ocasiona un cambio en ¢l marco de lectura a -1 y se origina un codén de término TGA
de la 11 de 1 i La i de FosB2 es xdénnca a FosB en los primeros 237
aminoicidos. En Fos, las barras arriba de la del carboxil, di los tres grupos de
serinas (Ser 362-364. Ser368, 369, 371 y Ser373 ¥y 374). E1 amino terminal de Fos es fosforilado por la
PKC, p34“¢2 y una cinasa ] yel i s fosforilado por lIa PKA y por p34°%2, Jun es
fosforilado en S sitios por la cinasa de |a slnleﬂsa del glucSgeno antes del sitio de union al DNA (residuos
227 a 252). do de la 32.




Jun, al |gual que los genes de la ﬁumha Fos son, genes de inducciéon temprana, su
expresién se bajo ma 1 i (Tabla 11l y Fig.
10), aunque la cxprcsxén de jund es constitutiva en muchas células (90).

Los miembros que conforman esta familia de genes son: c-jun, junb y jund. Entre c—jun
y jund de humano existe una identidad del 44 % y entre_junbd y jund del 45 % (90).

h) PROMOTOR DE jun
El promotor de _jur s més ]| do con el pi de fos (90) (Fig 9). jun
tiene la secuencia AP-1 o TRE en la pos:c:én que va de -63 a -72 pb, pero difiere de las
secuencias AP-1 de otros genes porque ticne 1 pb mis, lo que hace a esta secuencia mas
afin para unir al heterodimero Jun-ATF2, con respecto a otros sitios AP-l. Esta secuencia
hace posible que el prot 2 autorregule su ipcion positi por lo que
ia expncsnén pemnmenle de cjun puede ser una consecuencia de ello. Otras secuencias
del promotor de_jun son el sitio NF-JUN (NF-JUN del inglés: Nuclear factor-JUN) que va
de -131 a -141 pb. sitio activado por ¢l TPA o por TNFa (el factor NF-JUN tienen
subunidades similares al factor NFxB): la secuencia Sp-1 de -107 a -117 pb; CTF de -86
a- 92 pb y RSRF (RSRF del inglés: relate serum response factor) que va de -50 a - 59 pb.
La actividad ipci 1 del de jun es reprimida por el factor CREB
di parte de la secuencia

(CREB del inglés: CRE p i q
AP-1 es parccida a la secucncna CRE a la que se une CREB Sin embargo. dependiendo

del estado de fosforilacion CREB también puede ser un activador de_jun (94).

El papel transformante de jun se¢ debe a que el ptoducto de este proto-oncogene, la

proteina Jun tiene la cnpncld.nd por sl misma de unirse a los sitios AP-1, formar el
74 posil su propia transcripcién (90). La sola

complejo AP-1-Jun y
expresién de jun cs suficiente para que se desarrolle un tumor. S¢ ha observado que los
virus que contienen vjum o un recombinante formado por vjum y c-jum, induce la
aparicion de tumores en las alas de los pollos cuando se inyectan los virus al tejido (90).

) PROTEINA Jun

Lap Jun es oncogénica (92). ye al factor de transcripcién AP-1,
ya sca como homodimeros de Jun con c-Jun, JunD o JunB, o como heterodimeros con
Fos, Fral y Fra2. Fos amplifica la unién de Jun al DNA en cl siguiente orden: Fos B >
Fral > Fos (93).

Los complcjos Jun-AP-1 son fosforilados en cinco sitios de scnna Y treonina, dos de

una d

los cuales son fosforilados por la PKC, 1o que en la cap
de unién al sitio AP-1; los otros tres sitios son fosforilados por la glucégeno sintetasa-3-

28



cinasa (90). La serina 243 es muy importante cn la regulacion de la actividad de Jun,
ha demostrado que sn esta sc muta se bloquea la fosforilacion de otros tres sitios y se
ivacién de Jun hasta 10 veces; ademas este residuo no esti en v-Jun

la
¥y esto ocasiona que el factor al unirse al sitio AP-]1 active permanentemente la
i de Fos y Jun.

transcripcion de_jun (90). Ver en la Fig.14, Ia delasr
Cada uno de los miembros que forman el factor de transcripciéon AP-1, es decir, Fos y
Jun tienen caracteristicas particulares tanto, a nivel de gene como a nivel de proteina. AP-

1 como tal, tiene caracteristicas propias que describiré a continuacion

J) FACTOR DE TRANSCRIPCION AP-1
que rcgula las acciones genemdas por las vias

AP-] se i un j 1
de tr d ién que se ienden en P de hor
i y i (93).
Las pr i dec las familias Fos y Jun forman el factor de transcripcion AP-1, un
comple;o pro(clco de 39a 47 kDa. que se forma en ¢l citoplasma de la célula a difcrentes
de la p de variados estimulos, dependiendo de la cinédtica de
acuvacnén de los genes correspondlentes fos Yy jun (90 y 95).
se al leo, de  que sc forman homo- o
] de | requeridos también

Fos junto con Jun p
heterodimeros por medio de los d con
para la unién al DNA con distintas actividades de unién al DNA, Los dimeros son mis
i Jun solas (93 y 95).
la (90

lejos con otros

que las p
Los miemb de AP-1 ti idad de
¥ 93). c-Jun se unc a los factores ATF2 y ATF3, dimeros que se unen preferencialmente
al sitio CRE. Fos y Fral forman dimecros con ATF4 (ATF del inglés: activating
transcription factor), de tal forma que cn algunos casos Fos y Jun contribuyen a la
actividad de AP-1 y en oros casos, a la actividad de los factores CREB.
La formacion de dimeros de Fos y Jun con otros factores, tales como ATF o CREB
permne conw con un nimecro mayor de factores de transcripcion que rcgulan
de los genes blanco quc responden al factor AP-1 (93).

k) REGULACION DEL FACTOR DE TRANSCRIFPCION AP-

La regulacién del factor dc transcripcion AP-1, sc¢ da principalmente, a nivel
transcripcional y a nivel post-traduccional (93).
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Fig.14. comrmc:(m DE LAS rnorsiNAs Fos Y Jum. Las cajas homdlogas HOB1 y HOB2 se

en el de de Fos y estas s¢ conscrvan en ¢l dominio de activacion Al

dc Jun La lecuencu de Fo- dc rata cs idéntica a la secuencia de Fos de humano, excepto en que la

y de las 230 y 231 son sustituidas por valina y alanina. El dominio HOB1

contiene lo sitios de fosfoﬁls‘:lbn por 1a MAPK. E] dominio basico (KCR) (aminoacidos 153 a 155) se
conserva ¢n Fos y en Jun. Esquema tomado de la referencia 90.




- Nivel tr-nlcrlpclonll La expresnén de fos, la cual es muy baja en la mayoria de las

él no-es es ida por un gran de (Tabla
1II). La ind ion de la expresion de_fra y jun por ejemplo es mas lenta comparada con la
deﬁ::. pero la dcjun es commua.ﬁ:s Yy jun tienen varias secuencias reguladoras (Fig.9),

de las lan la uanscnpcnén dc_/bs por medio de la secuencia SRE
que es ida por los f: p67 5* y p627CF "No es claro si la expresion de estas
proteinas es constitutiva o si estar por cfiales ex lul (93). En cuanto a la
expmslén de _;un esta es inducida por varios estimulos extracelulares (Tabla [II), la
p P de jun prob se deba a la capacidad que tienc Jun de
lar su P i ll unirse al sitio AP-1 del promotor del propio gene (93), la

Jun preexi a en niveles el dos y al p es la resp

de la actividad basal de AP-l (93).

'vacl pon-!rlduedo-nl La acnvnd.-d dc AP-I €s lada por forilacién, tanto de la
preexi como de de_novo. Las cinasas JNK, FKR y
MAPK son las més importantes en dicha regulacion (90, 93 y 96) (Fig.10). Fos cs
ilado en la ina 232 por una cinasa especifica, la FRK (FRK del inglés: Fos
response kinase), fosforilacion que potencia la transcripcion del gene (90). El complejo
TCF/Elk-1 (Elk-1 es miembro de 1a familia de los factores TCF) gque induce la sintesis de
c-Fos al unirse al promotor del gene es fosforilado por la MAPK, ¢ste permite que se
forme ¢l complejo temario SRE-TCF-Elk-1 que también promueve la transcripcion del
gene (90). In vitro, se ha obscrvndo 1a fosforilacion de Fos por la PKC y por la p34“"
(90). La MAPK fosforila un sitio inhibidor del carb inal de Fos (96).

Por su parte, Jun es fosforilado en cmco snms de serina y/o treonina rodeados por
prolinas, tres de cllos por Ia glucéd Jjusto antes del sitio de unién al
DNA,; La fosforilacion de las scrmas 63y 73en el dominio de ion por la JNK
(INK del inglés: Jun N ia la transcripcion de jun. Dichas cinasas
reconocen sitios de los factores TCF/EIk y ATF2 (96) La fosforilacion de c-Jun y ATF2

su cap de 1a ipcion de c-jun, de manera que AP-1
incrementa su actividad en respuesta a estimulos de 1a JNK (UV, radiacion, TNFa) (96).

Onras fi de lacion de AP-1, implici enlafi ion de Jun y Fos son (90):

1) La ilidaddec los h di Fos-Fos < Jun-jun < Fos-jun.

2) La presencia de Jun, ya que al i P con Fos inhibe la
transcripcién de fos.

3) La expresion diferencial de Fos y Jun, ya que estan presentes silo en determinados
estadios del desarrolio y 3610 en determinados tejidos.

4)La expmién de los genes correspondientes fos ¥y _jun, 1a cual es temporalmente distinta.
S) Lap inhibid: de la ividad de AP-] llamada IP-1 (IP-1 del inglés: inhibitor
protein 1) de 30 a 40 kDa. Esta protcina en su forma fosforilada por la PKA, bloquea la
unién del dimero Fos-Jun al DNA (97) (Fig.15).
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Fig.15. REGULACION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION AP-1. La fosforilacién de Fos y de
Jun por la protcina cinasa C (PKC) permite la formacién del factor de wanscripciéon AP-1 que se une al
DNA de genes que ticnen la secuencia AP-1 0 TRE. La proteina inhibidora del factor AP-1, llamada IP-1,
en su forma activa o desfosforilada previene 1a unién al DNA. La forma inactiva o fosforilada de IP-1, por
la PKA, al no unirse al dimero Fos-Jun permite que AP-1 se una especificamente al DNA. Esquema
tomado de la referencia ‘97.



de los

en la

icibn y en la actividad de AP-1

EIl papel

no se conocen con presicién, Jun B puede reprimirr 1a activacion de c-jun actuando
duiad negativo. De manera general, AP-1 participa en muchos

como

fenérnenos celulms ya quc una gran dlversldad de genes que codifican proteinas del

reguladora AP-I (Tabla lV).

ticnen la secuencia

GENE SITIO AP-1 PROTEINA FUNCION Referencias
Proliferacion 89.90,92, 96.98, 99, 100
Jun promotor Jun (39 kDe) Diferenciacion 101 y (02
Muerie celuler 103
Froliferacion $9.90,92, 96,98, 99,100
fos promator Fos (35 kDa} Ferenciacion 101
Meene celutar 103
Caalizala
tiraxina Aidroxilasa promotor Tiroxina hidroxilasa comvenion de L-tirosina 104
a L-Dops. peso limitante
de ls biosintesis de las
catecolaminas
Paricipa cinesa que
mapk promotor MAPK (44 kDu) promueve proliferscidn 108
celular
Omitina Descartosilase ua.nnl.nm de
oxde no deserminado polism 106
Siﬂe‘ll de DNA
Recepiores de
oDtic prowmotor Inegrina p2 adhesion 102
lewurocilos
Metalotransferring Proteina  transporadom
Mewlotransierring promotos Qe hierro 10?7
Drestruccion de
colagenasa tV promotor y exon | Colagenaes IV ez extrmceiular 108
(92 kD) Remodelacion de
hueso
coldgena promotor Colagena i, o
mmtalotioning I14 proenotor na %6y 99
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XI. VIiAS DE TRANSDUCCION QUE INDUCEN LA
EXPRESION DE LOS PROTO-ONCOGENES fos y jun

Por dios realizados en disti i 1ul se sabe que en la expresion de los
proto-oncogenes fos y jun es regulada por la acnvacuén de disti tipos de P
membranales, receptores de factores de de i y de i dos que se
unen ar T es lados a G (89, 90, 91, 95, 94 y 96) que encienden la
magquinaria de diversas - vias de transducc-on dc la sefial.

Para inducir la expresién de _fos y jun disti 1 lul convergen en la
activacion de la pro!cmn Ras (96). A panlr de Ras la sefial se bifurca rio abajo en dos

das de amplif una de las i en la expresion de fos y otra en la

expresion de jun (Fig.16).
Los receptores de citocinas, al ser activados por su ligando, interactiian con una serie de

de resid de tirosina idas como Lck, Fyn Lyn, ch. etc y posteriormente
activan a Ras para amplificar la sefial. Los posteriores a la
activacion de Ras cn resp a las cil i ¥ que i en la expresion de fos y jun
no se conocen (96) (Fig.16).
Por otro lado, los receptores de de imi i la via cléasi de

proliferacion en donde participan de manera importante la MAPK. enzima que por

fosforilacién regula la acuvnd.-d de y
que partici en la prolife lular, y Ru una porteina oncogémca (96). En lo que
se refiere a la v(ndc t d ién que ind ion de fos, particip dos MAPK,

una de ellas contribuyc a la actividad de AP-1 al fosfonlaf al complejo TCF/Elk-1 que s¢
une al promotor del gene e induce su transcnpcnén. y otra, la FRK fosforila a Fos vy a Jun
de

en sitios que p D un enla bos genes (96).
Recientemente, se ha descrito que una via al a Ras ind la ion de _fos ,

aquella en la que panlcnpan v-Src y los fnctom de transcripcién STATS v-Sn: cs una

proteina que induce mi y ién de las células por

sobre las diversas vias de sefializacié o diendo del lular en el que sc

exprese Src. Src estimula la activacién de Ia MAPK ¢ mduce la exptwlén dejbs en
células qulcscentes por depnvacnén del suero (110). El

que Src, o 1a del io que por medio de SRE induce ln
pcion del prot: B (D ‘© activa a los factores STAT que se¢ unen a la
secuencia SIE en el promotor de ﬁm (l IO). es interesante que en este mecanismo al
parecer no intervengan de las cii JAKS (JAKS del mglcs Just
que i por fosforilaciona l los STATS, por lo que se sugiere que ¢l

dominio de cinasa del receptor de EGF es ial en la seiiali; i6n (111).
La ién de jun bién se ind por fi de imi que p 1a
acnvn:lén de Ras, sélo que en este caso los el ici] rio abajo en la via
i6n son las ci MEKK (ci de la MEK). la JNKK (cinasa de la cinasa
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Factores de
Citocinas crecimiento Hormonas

CITOPLASMA

c-fos, c-jun

Fig.16. VIAS DE TRANSDUCCION QUE INDUCEN LA EXPRESION DE LOS PROTO-
ONCOGENES fos Y jun OBTENIDAS DE DISTINTOS SISTEMAS CELULARES. La transcripcion
de fos cs i da por la via clasica de los P para de imi cn la que participa la
MAPK. La transcripcion de jun es estimulada por medio de una via de di ion en ta que partici ias

cinasas: MEKK (cinasa de MEK), INKK (cinasa de la cinasa de Jun) y JNK (cinasa especifica de Jun).
Las susbunidades By de las proteinas Gi2 inducen la expresiéon de c-fos (115); asi mismo, los factores de
transcripcién STAT partici en la expresién de c-fos (110 y 111). Las cinasas PKC y PKA regulan la
expresion de estos proto-oncogenes al fosforilar blancos especificos de la via de la MAPK (89 y 90).




de Jun) v la JNK, esta ultima fosforila al factor ATF2 y a c-Jun por lo que promueve la
sintesis del mensajero de_jun (96) (Figs. 11 y 16).
Por otro lado, la activacién de receptores lad: i G ind la expresién
de/bs y_lun (Flg.l6). pmbablcmcm: por medio de dls!mtas vias dado que cstos receptores
a uno de los caminos propuestos
en la cxprcsnon de _/b: por este tipo de receptores lmphca la activacién de Ras por el
complejo By (112 y 113) (Fig.16) en donde el probabl sea aquel en
donde By. pro i de p G activad ibles a la toxina pertussis, reclutan a
Src a la membrana plasrnatlca que junto con She reclutan a su vez, a la forrna activa de
Ras (23). Otro de de las subunidades a de las p i Gi ladas a
los receptores del &cido hsofosfmndnco y ala FLC (ll4), y/0 en particular a la
ion de los dos i IP; y DAG (115).
El i que ind la ipcién de fos y/o jun por medio de receptores
tados a protei G, de la familia Gq o Gs, no se conoce. Sin cmbargo. cinasas como
la PKC o la PKA quc forman parte de las vias de ampli i6n de d
regulan por fosforilacién a la p i Raf-1, p de la via de la MAPK que
activada por diversos cstimulos || la is de estos proto-
oncogencs (89 y 90).
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Dada la importancia que lleva consigo 1a activacién de los receptores adrenérgicos y su
posible papel en ¢l control dc 1a expresion de genes de induccién temprana, como los

proto-oncogenes fos y _jun, durante el desarrolio de esta tesis se plantearon los siguicntes
objetivos: .

OBJETIVO GENERAL

e Estudiar la p 1 dulacid

adrenérgica de la expresién de proto-oncogenes.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Explorar en hepalocnos de cuyo si hormonas como la angi ina I1, 1a hi i ta

la frina y otros agentes que activan al sistema de ta AC y al
s:slcma de recambm de Fl-Calcio como los ésteres de forbol en ¢l ultimo caso,

la p! 6n del prot c-fos. C izar la presion de c-fos
inducida por la activacion de P! B-ya.-ndxencrglcos
® Determinar si la expresiéon de los pmlo—oncogenes Jos Y. Jjun es especifica de la
activacion de los disti pos de a, érgicos en células Rat-1, que
sobreexpresan de manera independi a Ios tres ip

Determinar el posible papel de laPKCenla transcnpcnén de ¢-fos y c-jun en respuesta
a la activacion de los tres btipos de r

P a, gicos.



MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Cuyos machos de 220 a 250 gramos de peso ad libil Fibrob de 1Imo
embrionario de rata de la linea celular Rat-1 tr dos con los cDNAs para 1os tres
subtipos de rccep(ores ay adrenérgncos (el receptor a, fuc clonado de cerebro de bovino,
et a,,, fue cl > de células de lisode h de la linea celular DDT1-MSF2
y el receptor o, fue clonado de cercbro de bovino). Las tres lineas celulares nos fueron
donadas por los Drs, L. Allen, Marc Caron y Robert Lefkowitz de la Universidad de
Duke en Durham Carolina del Norte, U. S. A.

L.a Colagenasa tipo 1V ﬁ.le de Worthi La pi ina, lsop. 1
propranolol PMA (phorbol-myr , la porina, {H 1,
de idi 1« i amberhm. dextran sulfato de sodio, ortofosfato de

sodlo. DNA de csperma de salmén, ficoll, albumi de suero de bovino (fraccion V),

fucron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). La
me(oxamma nos fue donada por Burroughs Wellcome. El S mcnl-urapnhl y el Calfoslm
C fueron de Research Biochemicals INC. El Tri-R M fue de N h
Center, INC. El isop 1, etanol, clorofc tcohol i i P 1 deatascd

citrato de sodio, cloruro de sodio fueron de Baker. El material de cultivo de células y
medios de cultivo DMEM (Dulbecco™ s Modlﬁed Eagle Mednum) y Hanks, tripsina,

ibioti G418 ( logo de la y los i les anti-PKC a,

38, £ y § fueron de GIBCO BRL (Gaithersburg, MD). El plésmndo que contiene la sonda

de c-fos humano, el kit de Nick T lation para € de d. de DNA el "Pa
dCTP (6000 Ci/mmol), el kit para la d ién de p 4 por q

ECL » la membrana de nylon. el i P dario biotinilad ti jo y el

o de plad a p id fi de Amersham

(Buckinghamshire, U. K.) La b de ni 1ul yla fueron de Bio Rad,

La sonda de c-jun de ratén (plasmido 63026, clona JAC. l) se obluvo de Amecrican Type
Culture Collection (Rockville, MD). Las enzimas de restriccion fueron de New Englans
Biolab (Beverly, MA). Las placas de autorradiografia X-Omat, el fijador y revelador
GBX fucron de Kodak.

METODOS
1. AISLAMIENTO DE CELULAS DE HiGADO DE CUYO.

Las células de higado de cuyo se obtuvicron frescas para cada experimento de animales
con un peso de 220 a 250 grs de peso por el método de Berry y Friend (116). El higado se
perfunde con la solucién Krebs-Ringer (NaCl 120 mM, K,PO, 1.2 mM, MgSO. 1.2 mM,
NaHCO; 10 mM, pH 7.4) y gaseo continuo de O; 95 % y CO; 5 % a 37 °C. La perfusion
del higado con CaCl, 1.3 mM y colagenasa Img/ml en Krebs-Ringer a 37 °C permite la
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&lulas hepati La viabilidad de las células

digestién del érgano y el aislami de las
se determiné por exclusién con azul de tripan al 0.1 %%.

2. CULTIVO DE FIBROBLASTOS DE PULMON DE RATA DE LA LINEA

CELULAR Rat-1.
Las tres lineas celul Rat-1 das de ble con los genes de los
«,;-ad gicos sc en cultivo bajo una 65 f deco,a37°c
en caJas de 6 pozos cn ¢l medio DMEM con gl Y g i 1 do con sucro
icil 100 idades/ml de penicilina, 0.25

de bovino al 10 %, 100 pug/mi de
;Ag/ml de anfotericina y 300 ug/ml del anubléhco G418 que sirvi6 para la seleccién de las
TS a, (70). Los experimentos se iniciaron con los

con los P
cultivos conf como did. idad entre las tres lineas celulares. La
reslembra de las células se realizé penéd:camcnte durante dos meses, tiempo después del
cual se di ¥ se rei los cultivos.

3. AISLAMIENTO DEL RNA TOTAL DE HEPATOCITOS Y DE CELULAS Rar-1
porel ¢todo de Ch ynski y S hi (117)

emplecando ¢l reactivo comcn:lal 'l‘n-Rcagenl T™ ¢n el caso de los hepatocitos de cuyo, o
con la solucién que de idina 4 M, sarcosyl 0.1 %, citrato de sodio

0.75 M, NaAc 2M pH 4, p-mercaptoetanol 50 mM y fenol saturado con agua (1:1) en el
caso de las células Rat-1 (118 y 119).

50 mg dc hepaxocllos de cuyo o 10 mg dec células Rat-1
30 min en la mayoria de los casos, o de O a 4 horas en cl caso

La purificacién del RNA total se

incubad. i con las

de los cursos temporales.

Las c¢lulas se lisan con la solucién Tri-R © la solucidén de tioci de g idi
4 M, cada muestra sc agita de forma vngorosa por 30 seg y se les agrega 100 ul de
cloroformo-isoamilico (1:50), se mezclan y se dejan en reposo 5 minutos, se centrifugan a

10000 rpm durante 10 minutos. La fase acuosa (RNA) se separa en tubos limpios, se
1 a -70 ° C durante 1 hora, se centrifugan a

agrega isopropanol y las se
12,000 rpm d 20 mi La pastilla perada de RNA se lava con etanot al 75
% y después de centrifugar a 12,0000 rpm por 5 minutos la pastilla se seca en el
SAVANT durante 20 a 30 minutos. El RNA se resuspende ¢n agua cstéril tratada con
dietilpirocarbonato (DPC) y se prepara para goteario sobre membranas de nylon (dot blot)
o para correrlo en geles de agarosa al 1.5 % con formaldchido al 20 % y MENP (MOPS,

EDTA, NaHPOQ,) y transferirlo postcriormente a membranas de nylon por capilaridad
(northem blot).

4. PURIFICACION DE LAS SONDAS DE DNA: GAPDH, fos y jun.
(120). Las bacterias £. coli de la cepa HB101 con los
de los genes para la gliceraldehido-3-fosfato-

a) O ién de
lhami que i los
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deshidrogenasa (GAPDH) ¥ para los proto-oncogenes c-fos y c-jun se crecieron cn medio
Luria con ampicilina al 2.5 % a 37 °c y agitaciéon consmntc hasta que los cultivos
llegaron a una D.O.4e0 nm de 0.6, el p ido se plificé con clor icol 100 ng/m! por
2 horas,

Para recuperar las bacterias, los cultivos se centrifugan a 8,000 rpm durante 10 minutos
a 4°C, estas se lisan en la solucién que contienc glucosa 50 mM, EDTA 100 mM, Tris-
HCl 25 mM, pH 8, hsoznma 2 mg/ml y RNA’sa 10 mg/mil. Después de 30 min en hiclo se
11os p gan 100 ulde NaOH 0.2 Ny SDS al 1 % y se mezclan.
luego se aﬁaden 7S ulde NaCH;COO pPH 5y sc ] El DNA 1 se retira
0% el reslo (DNA) se manticne en hielo 5 min, se centrifuga a 10,000 rpm por 5 min. Al
sobr se le ga ctanol al 100 % (3 volumencs), los tubos se guardan a -70 °c
por | hora y luego se centrifugan a 12,000 rpm durante 20 mm La pastilla de DNA se
seca en ¢l SAVANT por 30 minutos. E]l DNA (p ido) se por el en
geles de agarosa al 1 % en donde €l DNA se¢ tifie con bromuro de ctidio 0.5 mg/ml y se
observa en un transiluminador de UV de longitud de onda corta.

b) Obtencién de sondas (120). El inserto de la GAPDH de 605 pb se obtiene por doble
dlgesuén con las enzimas de restriccion EcoRI y Hind 111; la sonda de c-fos de 615 pb se

pord ion del p ido de 2.2 Kb con las enzimas de restriccion EcoRl1 y Psrl
y la sonda de c;un d:l pl-smldo 63026 clona JAC 1 de 2.6 Kb se obtiene por digestion
con EcoRl. Las d de los p se en geles de agarosa al 1.5 %. Los

insertos se obnenen de geles de pohacnl-.mldn al 7.5%-TBE (Tris-HCI, EDTA y &cido
bérico) por clectrocluciéon a 200 mA durante 2 horas, €l DNA que s¢ recupera cn TBE
1X, se lava con butanol saturado con NaCl 3 M y sc centrifuga. Se recupera la fase
acuosa (DNA) y se le agrega eumol al 100 %, sc almacena a -20 °C por 1 hora. Los

por is en geles de agarosa al 1.5 % y ¢l DNA se tifie con
bromuro de etidio.

S. EXPRESION DE PROTO-ONCOGENES (DOT BLOT Y NORTHERN BLOT)

a) Dot-blots (118, ll9y120) SOOIOOPgdeRNAtota! i do a A ) se
P en la sot que 1dchido, SSC 2ox i de sodio, acetato de
sodio, pH 7.4)y ida d da, sc cali a 65 °C 15 minutos, posteriormente
sc pasa a hiclo 5 min y se gotea sobre membranas de nylon. El RNA queda fijo en la
membrana de nylon al io con UV ciclos de 125 Joules/cm®).
efos o ® ® o o
cjun > ® G -

o @ SBOOD

S -LOG (NE|M
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b) Northern blot (120). 50 ug de RNA total por carril se prepara en la misma solucién
qQue se utiliza para el dot-blot, se calienta a 65 °C por 15 mmutos Yy se corre en geles de
agarosa al 1.5% y formaldehido a 100 mA por 3-4 horas a 4 °C. El RNA se transfiere a
membrana de nylon por capilaridad en la solucién SSC 20X por 48 horas. El RNA quedn
fijo en la membrana de nylon al entrecruzarlo con UV (cuatro ciclos de 125 Joules/cm?).

6. HIBRIDACION

=) Marcaje de las sondas. 1 g de DNA correspondiente a los insertos de la GAPDH, c-
Jos y c-jun, s¢ marcé con 10 uCi de > Pa dCTP con una actividad especifica de 6000

Ci/mmol, por la reaccién de Nick Ti lati que i en la si is de las hebras
complementarias del DNA problema por la DNA 1§ asa I de los fra; os hech
por la DNAsa L. Las se i con *?P en los sitios
corrcspondlen(es al CTP, los otros nucledtidos ATP, GTP y TTP se usan frios. La
de je dura 90 mi y se realiza a 16 °C, esta termina al precipitar el
DNA con 100 pl de ‘acetato de sodio 3M pH 4 y etano) absolulo (3 volumenes). El DNA
corresp a los insertos se almacena a -70 °C por | hora, sc centrifuga 20

min a 12,000 rpm, se seca y se resuspende en 50 pul de agua estéril.

b) Prehibridacién. Las membranas de nylon con el RNA fijo se hidratan en SSC 10X,
se colocan en bolsas de pléstlco a las que se les agrega la solucién de prehibridacion
(Denhardt 50X, for izada, SSPE 10X (NaCl, NaH,PO, y EDTA, pH 7.4).
DNA de esperma de salmon, SDS o Duodeccil sulfato de sodio y dextran sulfato de sodio)
por 4 horas a 55 °C.

¢) Hibridacién. Los insertos de DNA, previamente marcados con 3pa ACTP, se
calientan a 65 °C 15 min, posteriormente se pasan a hielo 5 minutos y finalmente se
afladen a los filtros prehibridados. La hibridacion se realizé por 12 horas o mas a 55 °C.

d) Lavado de las membranas hibridadas. Las membranas de nylon se lavan dos veces
por 15 minutos cada vez con la solucién SSC 0.2X y SDS al 0.1 % a 55 °C; dos veces 15
minutos cada vez con SSC 0.1X y SDS al 0.1 % a 55 °C y tres o cuatro veces 5 min cada
vez con la solucion SSC 0.1X a temperatura ambiente. Las membranas se dejan secar
hasta exponerlas a placas de autorradiografia X-Omat por 8 dias o mis.
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bi Las branas se dejan secar

vez con la solucién SSC 0.1X a a
hasta exponerlas a placas de uulorradlograﬂa X-Omat por 8 dias o mas.

7. INMUNOBLOTS.
=) Ob ién de pr Los i blots para observar la translocacién de la PKC se

con las fracci citosélica y membranal dc las células Rat-1 (121). Los
inmunobilots para observar la down-regulanan de la PKC por pretratamiento durante 18
horas con PMA se lizaron con de p ina (121).
Las células se h con una jeringa de insulina en la solucién de lisis que
contiene Tris-HCI 20mM, glucosa 10 mM, EDTA 2mM, EGTA 2mM, B-mercaptoctanol
50 mM, aprotinina 100 pg/ml, inhibidor de tripsina 100 pg/ml, leupeptina 100 ug/ml,

PMSF (Fenil.metil-sulfonil fluoruro) lOO ug/ml y glucosa 10 mM pH 7.4. El lisado se
en tubos limpios y la

centrifuga a 13,000 rpm 20 min, la & p
fraccnon membrmal se lava en Ia misma solucién, postenormcme se homogeniza en la

i6n que adema tritén X-100 al l %, se deja en hxelo 30 mm. se
centrifuga a 13,000 por 20 min para p ia en
detergente.

Para ob los de total, las células se h i en la solucid
que contiene tritén X-100 1 %, se deja en hielo 30 min y se centrifuga a 13,000 rpm por
20 min.
b)Determni ién de pi La idad de p se determiné por ¢l método

colorimétrico de Lowry (122)
1 b total)

<) Electroforesis (121) 50 Hg de pnoteim por carril (ci
ida (30:0.8) al lO%-SOmAporgel enla

se corren en geles dep
i de is dc Hoefer.

d) ‘l'rmfemch de pml-u (120) Las proteinas en los geles de poliacrilamida se
en la ién que i Tris-HC1 20 mM,

mennolalZO%y SDSOI % pH 8.3 a 50 mA por ge! durante 2 horas ¢n la camara de
transferencia semi-seca de Hoefer.

e)Bloqueodehl-cnbm.s Las b de ni 1ul bl para evitar
el p de los en PBS (NaCl, N-HPO,oy KHPOo pH 7.4),
Twecn-200 1 %yledtecnpolvoducremndanl 5 % por | horaa 37

ni bacién coa los pos. Las b de ni Hul con las p s se
ponen en con fos i pos pri ios anti-PKC a, 5, £ y &, respectivamente,
por 2 horas a 37 °C y agi (los i P 1:1000 se preparan en PBS,
Tween-20 al 0. 1%y leche al 1 %). las mcmbrnnas se lavan con PBS-Tween-20 al 0.1 %
por 60 min' ban con el P io plado a peroxidasa 1:1000 por 1

horaa 37 °C.
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2) Revelado por quimi i ia. La d i6n de PKC a de 80 kDa, PKC 3 de 76
kDa, PKC ¢ dc 95 kDa y PKC G de 70 kDa. lsofon-nns prescmcs en las células Rat-1
(123) se lizé por inol emite luz este con
fa p id lada al i dario. Al exp las a pl de
auton'ndwgmﬁa por un tiempo dmctmmado 1a luz emitida queda impresa.

8. DENSITOMETRIA.

La densitometria de los dot-blots e mmunoblots se obtuvo a una D.O.s4, om con ct
programa Gel Scan Protein en el esp Bel 650 DU. El anilisis de los
resultados obtenidos se hizo con los valores de la integral del area bajo la curva de cada
punto (dot blot) o banda (i blot). Los val de cada grafica o tabla de resultados

se presenta como el porcxcn(o del efecto producndo por el estimulo, con respecto al valor
del basal de cada exper Los 1

sonel p dio +/- €} error estandarde 5 a
10 experi pendi .

Los val btenidos de los experi de translocacién corresponden al pomlcnlo
de incr de la idad de PKC en de las cél con
respecto al valor de la cantidad de PKC basal, obtenido de las célul imuladas. En
los experi de do i los 1 al porci o de
disminucién de la sedal de la PKC de células que fucn:m pretra!adas con PMA, con
respecto al valor de la seital de la PKC de élul Los ol son el
P dio +/- el error adar dec 4 a 6 exper lizados de i di




RESULTADOS

Los resultados del trabajo experimenta! de esta tesis se en dos itos.

RESUMEN DE RESULTADOS:

1) J. Adolfo Garcia Siinz y Rocio Alcémara Hernadcz (1996) ;- and B-adrenoceptor
i pig ytes. Pharmacology

activation i c-fos exp! in
Communications; 7:107-113.

En hepatocitos aislados de cuyo, la norepinefrina (en presencia de 10 pM de
propranolol) (Fig.1) y la metoxamina (agonista expecifico del subtipo alc-adrenérgico)

(F-g.z) incrementan los niveles de expresién del proto-oncogene cofps, de manera
10 Es(e efecto fue bloqueado por | uM de

de la del ag
ey selectivos de los receptores o~

prasozma ypor 10 uMde S il
adrenérgicos (Tabla I). Asi mismo. el lsoproterenol (agonista especifico de los receptores
Ia

B-adrenérgicos) incr la exp de c-/os de forma dependiente de
concen!racnbn (Flg 3), este efecto fue bloqueado por 10 uM de propranolol, un
ifico de los B-adrenérgicos (Tabla I).

antag P
Estos r Itad indi Que las adrenérgicas, tanto aquellas que activan
receptores a,- como receptores f-adrenérgicos son capaces de inducir la expresién del

proto-oncogene c-fos.

2) J. Adolfo Gacia-Sainz, Rocio Ailcéntara Hemnindez y José Vizquez Prado (1997).
Activation of o -adrenoceptors subtypes ind P p Role of
protein kinase C (Trabajo sometido a revisién).
En fibroblastos de pulmén embrionario de rata de la linea celular Rat-1,
de manera estable con Jos cDNAs de los tres subtipos de receptores a,-adrenérgicos sc
observa que 10 uM de norepincfrina (mds 10 uM de propranolol) induce la expresion de
los proto-oncogenes c-fos y c-jun, al activar a los tres subtipos de rcceptores oy~
adrenérgicos: a -, ap- ¥ ®14. La expresién de los dos proto-oncogenes es répnda y
transitoria, se observa un desde los 5 y hasta los 30 mi de
(Flg 1), sin embargo, la expresnén de c-jun si bién es répida, bién es més p
sila con la expresion de c-/os, ya que después dc 1 hora de csnmulacuén con
‘J'

norepmefnna el nivel del RNAm de c-un todavia se
ion de c-/os cae poco después de los 30 min (Fig.1).

£ 9,

que la exp
El efecto de la incfrina para i irila ion de c-/os (Fig.2) y la expresién de
ida a los 30 i (Fig.3) cs dosu-dependnemc para los tres subtipos, y el

c-jun,
efecto se bloquea por 1 uM de prazosina, sin embargo, aunque los tres subtipos a

inducen l- expreanén de c-fos ¥y c-jun presentan cada uno, un orden de eficacia particular
para la P los prot Asi, el orden de eficacia que
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observamos para inducir la expresién de c-/os es: ayy > @), = a,,, y para la expresién
de cjun es: o), > a, > ag.
Los valores de las ECj (dosis a la que se obtiene la mitad del efecto maximo) es de 5

nM para inducir la expresién de c-/os y de 300 nM para inducir la expresion de c-jun en
ay,: de 30 nM para c-fos y 300 nM para c-jun cn

das con los P
células das con los r a, ¥ de 300 nM, tanto para c-/os COmMo para c-fun
en célul fe das con el P ] ipo a4
élulas se incr en

Por otra parte, la expresiéon de c-fos y c-jun en estas
al PMA. 1 uM de PMA es suficiente para estimular 2 veces sobre el basal, mnlo la
sintcsis del mensajecro de c-fos como de c-jun, este cfecto del PMA sc observa en las
lincas celulares (Flg 4). El efecto del PMA sobre la expresion de ¢-fos y c-jun es abatido
por el de las células d 18 horas con 1 uM de PMA (Fig.4) y por el

de las células durante 30 minutos con inhibidores especificos de la PKC,
como la estaurosporina (Fig.4) y el Calfostin C (datos no mostrados). Igualmente el
efecto de la norcpmcfhrm sobre la induccién dec fa cxpresién de c-fos ¥y c-jun es bloqueado
de las células con PMA (Figs.2 y 3), lo que sugiere que
d; i6én de los ptores a;-adrenérgicos que lleva a la

por el pr
participa la PKC en la via dc tr
expresién de estos genes de induccion temprana.

fil i bl en donde se observa que el

Es(os Itad, se por
I do de las células con el PMA provoca la down regulation de la

PKC Existe una disminucidn clara de las tres isoformas de la PKC sensiblcs a los ésteres
de forbol prescntcs en las cé¢lulas Rat-1. La exposicion de las células a PMA por 18 homs
una del 80 % en la deteceién inmunolégica de la PKC «a, del 75 2
de la PKC 8 y del 66 % de la PKC &, mientras que de Ia isoforma PKC ¢ mscns:blc a
ésteres de forbol no se detectd ningan cambio (Fig.6). La activacién de las isoformas a,
5 y e. observada como la translocacién dc la cinasa a la membrana plasmatica, ocurre

&P a los 5 mi de ién, tanto, al i como al PMA, éstas ya se
d en la t plasmmu:a_ La norepinefrina y ¢l PMA no tienen ningun efecto
del ito).

sobre la translocacion de la PKC § (Fig.7, anexa a los
La participacién de la PKC sobre la expresién de c-fos y ¢-jun en respucsta a la

acti io6 de los a,-adrenérgicos es espccifca En células Rat-1, la
endolclma-l (E!-I) una hormona peptidica de 22 idos que se unc a receptores
al de bio de Fl-calcio, at igual que los receptores ;-

adn.nérgxcos. incrementa los niveles de expresién de c-fos y c-jun, pero de forma
indcpendicnte de la PKC (Fig.5), al parecer ésta es importantc pero en eventos a largo
plazo. Sc ha visto quc la down regulation de la PKC afecta la si is de DNA inducid:

i > prol do de las células con

por Et-1 (65). Nosotros, observamos quc ¢l pre-tr
1 uM de PMA no abate totalmente la expresion de ¢-fos y c-jun en respucsta a Et-1
(Fig.5), asi mi , la porina no tiene un efecto claro sobre la respuesta que

produce la Et-1 en In expresion de los dos proto-oncogenes, a diferencia de las respuestas
observadas con norepinefrina (Fig.5).
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a,- AND B-ADRENOCEPTOR ACTIVATION
INCREASES c-fos EXPRESSION IN ISOLATED
GUINEA PIG HEPATOCYTES

J. ADOLFO GARCIA-SAINZ and ROCIO ALCANTARA-HERNANDEZ

Dep de Bi Instituto de Fisiologia Celular: Universidad Nacional
Autsnoma de México. Apartado Postal 70-248 Méxu:o. D. F. 04510

n the of lol) and i in dose - ions the ex-

mo‘c—fmmlcﬂmw- ked by in or S-methyl adi i the i of @

lwmlwuﬂnobhminﬁneu of this pr and is action was

that - can also this effect.
Ouwr results that -m-s the of the pn c-fos via

of a,- ssd P-adrenocepeors.
KEY WORDS: «, [ c-fos.
INTRODUCTION
C indi that b and i that exert actions m very
short periods of times are also able to induce longer-term such as pr
Wof;pecxﬁcgems(Cumnande 1987; RnnsuuenndVennn. 1990). Amon.
the genes that are rapidly exp d in resp w h and growth

factors are c-fos and c-jun whose products, Fos and Jun, together constitute the AP wran-
scription factor (Curran and Morgan, 1987; Ransone and Verma, 1990). Such transcription
factors have been d as lear third thae pie short-term stimulations
to long-term alterations in cellular ph pe by lating the exp ion of target genes
(Curran and Morg. 1987;: R and Venna. 1990).

It has been observed in isol at h ytes that activation of AT, angiotensin re-

induce c-fos expression (4); phorbol myristate acetate (PMA) also markedly induce

the expression of this proto-oncogene (Gonzflez-E and Garcia-Sdi l992)
Interestingly, activation of a,.-ad.renocepl.ors. which ue also led to the
inositide tumover-calcium mobilizati ducti palhwly does induce a much
smallereﬂ‘ecnhananglotensm 1I,on c-fosexp ion, in isolated rat hep vtes (Gonzilez-
E: and Garcia-S4i 1992).

Dunng the last years our group h-s characterized the a,-ad! P P d in the
liver of P gly. we have observed that di peci P dif-

Corres| to: I. Adolfo Garcfa-Sdinz, Inst. Fisiol. Celular. UNAM, Ap. postal 70-248. México D. F.
04510, Mdxico,
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ferent (Garcia-Sdinz and M Silva, 1995; Garcia-Sdinz ef al., 1992a: Garcia-
Séinz er al.. 1992b). Rat hep ytes exp the o, q-ad! gic subtype, but, in contrast,
lnvet celll from gui pigs exp an a-ad which has the pharmacological
ics of @, 4-ads (Garc{a-S4i and Macf Silva, 1995; Garcfa-Sdinz

et al., 19923. Gucl’l-stmz et al 1992b). In guinea pig liver cells, a,-adrenergic agonists
d! and i mobilization which lead to phosphorylase g activation

(Guch-Siinz et al., 1992a; Garcia-Sdinz e? al., |992b) We have continued our studies
using these cells and here we report that ad d the exp ion of ¢-

Jos and that both i, and B;-adrenoceptors are able to mediate this action.

MATERIALS AND METHODS

Experi d using liver cells isolated from guinea pigs (220250 g) by the
lnedux‘lolseny and Friend (1969) and were incubated in Krebs nger bicarbonate buﬂ'er
under an atmosphere of 95% Oy 5% CO,, pH 7.4 at 37°C. To 'y c-fos exp
cells were incubated with the ll!ll!l of i uueten. for 30 min (nme of maximal expression,
determined in preliminary Aher this i b yte RNA was im-
H isol. d using Tri (M 1. h Center) (Chomqnsh and Sacchi,
1987). lmegnty of total RNA was ified in ag: Idehyde gels stained with ethid-
ium tromide. RNA was quantified byA..nndequal amounts were spotted onto Nylon
membranes. RNA was crosslinked and hybridized with nick translated c-fos probe as de-
scribed (Gonzdlez-Espinosa and Garcia-Sfinz, 1992). Filters were autoradiographed and
the signals were analyzed using a DHU Beckman densitometer.

RESULTS
) ¢ bation of gui with i i i of i ine (in
lhe I-uenee of 10 uM ptopnnolol. to block its D—nﬂnnet'lc activity) le‘ulled in a dose-

in c-fos exp ion (Fig. l).lnmofdmeexpa-lmuthedose-te-
sponse curve was biphasic with a first platean (2-3-fold i inc-fosexp )
1 uM and a second plateau (S-fold increase in c-fos expression) at 100 uM. The cate-

cholamine induced a 4-5-fold maximal increase with an ECy, of = 1 uM (Fig. 1). This ef-
fect of ooradrenaline (plus “\wu“"bleuMplummocluM
S-methyl-urspidil CTable 1). mdu:nnn. arole of a, ,-adre with this, it

"

was observed that methoxamine was also able to ind! ad & in c-fos
expression in these cells (Fig. 2); however, the maximal effect was consistently smaller

(only 3-fold increase) than that of inephrine (plus prop lol). The adrenergic an-
u;onuu were without any effect by th 1 on ¢+ fos P ion (data not shown)

(in the ab of p lol) ind d an i of 4-5-fold on c-fos
explulion with an EC,, of = 100 nM (two expcnmems in triplicate, data not shown). We
tested the effect of the g 1, and observed that a maximal
3—4-fold i in cfos P ion was induced by this agonist, with an EC,,, of = 3 nM
(Fig. 3) ‘l'he el!'ect of isop was blocked by prop lol indicating that the effect

was gh f-ad: P (Table 1).
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TABLE @
Effect of adrenergic agents on c-for expression in isolased guines pig hepatocytes.

A.vn c-fos Expression (% of basal)
100
Nc-"im 10 uM pius propranciol lOuM 409 + S}

10 uM plus O uM plus 0 M 175+ 42
WMIOMMWDI IOMMpl\llSnzlhylﬂz‘MﬂluM 86+ 11
Isoprowsrencl 100 aM 295+ 14

ilnopvuaenol 100 nM plus gwroprasoiol 10 uM 109 £ 1S

M-nm-—-:sm of -6 using cell
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FIGURE2 Effectom om c-fos in guinan pig Cells were incubated
im e (basal) or of of for 30 min. Afer this incubation
c-fos was s i in o Piotied are the means and vertical lines
represent the S.E.M. of 5-7 using csll - Imase: i
DISCUSSION
The &, and B-ad: in gui pig liver have been ch ized in bindi
andﬁmcﬂonnlsnsdnes.lth;sheenob:uvedd:n b from gui pig liver have a
1y (40-80 fmol/mg protein) of a,-ad! P with the -
logical ch of & (Garcfa-S4inz and R Avila, 1993;

Guch—Sﬁnz eral., 1992a; Garcia-Sdinz ¢tal. 1995) and. in contrast, a very high number
of B,-adrenoceptors (= 5,000 fmollmg protein) have been detected (Arinze and Kawai,
' 1983; Sulakhe er al., 1988). Our are with these findings and fur-
ther indicate that both of them regul prot
In the present study a marked shift w the nghl in the dose-nsponse curve to ncrepl-
nephrine was observed when propranolol was present; these data d that f-ad
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FIGURE3 Effectofis on r.-/m ion in i suinea pig Cells were incubated
.-mmwumw of ions of i for 30 min. Afier this incubation
c-fos il in and M Ploted are the means and vemcu lines
represe the S EM of 5-7 upcnm:nu using di cell i insew:

p pate in the action of the holamine and even that possibly the B-adren-
erglc P i at low of the agonist. This was conﬁrmed by
the ability of isop! i to stimul c-fos exp ion and its blockade by prop
Similarly, the a,-ad i ion was evid d by the ability of norepinephrine (pius
prop {ol) and h ine to i P of c+fos and by the blockade of
their i b 1l ive a,-ad i i The effect of methoxamine was ob-

y
scrved at lower concentrations that those we anticipated, on the basis of our previous ex-
fa-Sdinz er al., l99"b Garcia-Sdinz er al.. 1993).

P on otver p s (G
luscleanhanhemu.mal i ion of this d dby selective a,- (
i B8 1) was less than that obtained by a full ago-

) or B-adi B! (isopr
nist. such as pi hrine, that acti both receptors. The effect of norepinephrine even
in the p of propr 1. could in fact have involved a minor 3-adrenergic compo-

nent which might have amplified the response.
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Itis i ing that a,-ad gic activation in gui pig hep ytes ind d a rel-
atively big eﬂ'ect on c-fos exp i ideri that these cells express a relatively
d of a,-ad. In inrat hep ytes, lhn have a much big-
ger density of a,-ad (500-1 000fmollm' b P ) (Garcia-S4i
et al., 1992b; Gnn:h-Sﬁnz ez al., 1995) ad gic ists ind a much smaller ef-

fect on this parameter (Gonwez-Elpmm and Garcfa-S&inz, 1992). The a,-adrenocep-
tor sub!ype cxpressed by tbeses cells is dlﬂeml. but ccnunly. many other differences

may exist b the P that 1 gene exp in these hepa-
tocytes. -

Role-ofa.--nd‘ d P in ing c-fos exp ion have been observed in
many other cells i di ey di myocywl(lwahcral. 1990), B104 neu-
roblastoma cells (Schilling eral., l”l)md poCy (Thonberg et al., 1994). Our
present results include in this group the guines pig hepatocytes. In some of these cells, ex-
pression of this proto-oncogene is iated effects on their structure and
functi For e, inb nd:pocy!e-cﬁnexmonuemtobewwwhn
isreferedtoas i ", i. €., an is which invol
both cell prolif jon and diffe iati ('l‘ jﬂal. l”‘).hmmyocywsc-

P ion is isted to a byp P incell

0 and of actile p i (lwukiad. l990).lnhvet there is evi-

& that prot is sti thae involve prolifer-

“Mmmm“hmm(lﬁubaﬂd 1986; Hsu et al, 1992)
or carcinogenesis (Porsh-Hilllstrom et al.. lm).Hm uﬁupomt.notbm.uhown

about the phenotypic changes that c-fos D

stimulation. Cestainly, an open area for further research.
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SYNOPSIS
e-fos and c-jun, was studied in

The ability of to ind the proto-
rat-1 fibrobl. stably o ing the cl ,-ad) p subtypes. It was observed that
activation of any of the cloned receptors induced a rapid and transient expeession of these genes. The
effects of d inc were dose-d ck and could be block by indicating that were

mediated through ,-adrenoceptors. The efficacy to induce the expression of c-fos was similar for
the three cell lines (a,, > a,, = &,,) but differ for c-jun (a,, > a,, >a,, ). The EC;, values were also
different: =5 nM (c-fos) and =300 nM (c—jun) for cells wransfecied with the a,, subtype, =30 nM (c-
fos) and =300 nM (c-jun) for cells transfected with the a,, subtype and =300 nM (c-fos and c-jun)

for those transfected with the a,, subtype.

APp i role of p in ki C in diati the a,-ad! gic on proto-
8 ion was evid d by the ability of either ine or i i C down
the cffi of endothclin 1 on the ion of c-fos and

regulation to block such cffects. In
or by the down regulation of the enzyme.

c-jun were d cither by
It is concluded thas activation of any of the three cloned subtypes can induce c-fos and c-jun
expression of and that protein kinase C plays a major role in mediating such effects. These actions

d by a, 8! ivation.

are probably involved in the long-term effects ind




a,-Ad di some of the physi ical i of the sy ic nervous
system and of the i h i and L line [1]). These
are of the G-p i pled ily of P and i an heterc

P

subfamily of which three members have been cloned [for reviews sec 2-4). They are referred as «,,-,

a,,-and a,4 P as by the i 1 Union of Ph. ry C

for Receptor Nomenclature and Drug Classification {S).

a«,-Adrenergic activation in i i P such as synapti
1ol th L icti rdi ion or ic glycogenolysis [1]. In addition
o these i i p *, P play imp roles in longer term actions, such

as modulation of cellular phenotype and cell growth and proliferation [6-11]. These longer term

of i are physi ically imp and could be implicated in the
of diseases such as benign p ic hyperplasia {1]. «,-Ad growth and
P ion in h cells {9-11] and diate hyp phy of my ial cells {(6-8]. In
i cells P . itutively active «, P d
i and i icity [12]. The my ion of these active a,-adrenoceptors

induces cardiac hypertophy in transgenic mice (13].
An initial action, usually observed in response to agents that modulate cell growth and
and growth factors, is the expression of the so-

such as h
called, immediate carly genes [(14-17]. Among these early genes are c-fo.s and c-jin. whose products,
iption factor that has been regarded as a nuclear third

Fas and Jun, i AP-1, a

that short-term stimulati to long-u i by ing the exp

3




i

of target genes {14-17].

There is evi that &, gic act c-fos jon in a y of cells

Tudi others, di myoCy {18}, 1 le cells [10]. neuroblastoma
cells [19], brown adipocytes [20] or hepatocytes [21, 22). Different «,-adrenoceptor subtypes seem
to be involved in dulating c-fos exp ion in these cells, and in some cases more than one
subtype partici Compari of these eff is i since different cells, that express

different subtypes and with different receptor densitics were employed. The purpose of this study
was to investigate the potential role of the different ,-adrenoceptor subtypes on the expression of

c-fos and c-jun and the ible participati of p in kinase C (PKC) in such effects. We took
advantage of the availability of rat-1 fibx with the d c,-ads
subrypes, that stably imilar densities of such [23].

MATERIALS AND METHODS

Maserials,
1-Noradrenaline, dl lol lin, phorbol 12-myristate 13-acctate (PMA),

p bovine serum al in (fy ion V), Triton X-100, 2-mercaptoethanol and soybean

trypsin inhibitor were obtained from Sigma Chemical Co. Sp polyclonal i g

PKC isozyme peptides (anti-PKCa. 8, € and {), DMEM, fetal bovine serum, trypsin, antibiotics and
b nick ion kits,

other reagents used for cell culture were from GIBCO BRL. Nylon
dCTP (6000 Ciymmol), biotinylated anti-rabbit Ig, streptavidin-horseradish peroxidase conjugate,
and the c-fos Amprobe were from Amersham. The c-jun

ECL™ Westem ing
probe (JAC.1 clone, 63026 plasmid) was from the American Type Culture Collection. Restriction

4




enzymes were obtained from New England Biolabs.

Cell culture.
Rat-1 fibroblasts clones stably exp the diffe 1 d o,-ad: p (e, i d
from bovine brain [24], «,, . cloned from DDT,; MF-2 cells [25] and «,, , cloned from rat brain [26])

were kindly provided by Drs. L. Allen, R. J. Lefkowitz and M.G. Caron (Duke University, Durham,

NC). Cells were grown as described ([23] in i ing high-gl DMEM
supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 «g/mi ycin, 100 uni { penicillin and
0.23 4/ml amphotericin B at 37 °C under a 5% CO, ph For cells were grown in
the presence of the neomycin analogue G-418 sulfate (300 ug/ml).
Proto P

Total RNA was ined ding to the hod of Ch ki and hi [27]; integrity
of total RNA was verified in ag hyde gels stained with cthidium bromide. RNA was
quantified by A,, arxt equal amounts were spotted onto Nylon RNA was
and hy d under iti of high 'y with nick d probes. as described (21, 28,

29]. Hybridization probes were as follows: human c-fos probe was the 615 bp EcoRI-Pstl fragment
of Amprobe c-fos; mouse cwun was the 2.6 kb EcoRI-EcoRI fragment of JAC.1 clone (63026
plasmid) and, as a conuol, a cDNA clone of GAPDH [30] was used. The fragments are highly
comserved among species and gave very clear signals in Northern and dot blot analysis. Filters were

autoradiographed 5-7 days at -70 °C. The films were scanned and analyzed using a DHU Beckman
lized to the basal, i. c., expression in the

densitometer. Levels of were



absence of stimulus.

Protein Kinase C Western Blots.

Confluent rat-1 fibroblasts cultured in 10-cm Petri dishes were d with a

ap

poli and h i in buffer [31) containing: 20 mM Tris (pH 7.5) 10 mM EGTA. 2 mM

EDTA, 0.1% Triton X-100, 50 mM 2-mercaptoethanol and 0.1 mg/mi trypsin inhibitor. The cells

were h i with an for 20s and the homogenate maintained at 0-5 °C for 30 min
£ being ged at 28,000 X g for 20 min. The p were di d and p i
d in the sup by the hod of Lowry et al. {32] using bovine serum albumin as
dard. les (40 ug/lane) were d by 10% SDS-PAGE foll d by el P i
o ni lulose were p d using specific poly 1
ibodies 1 gai P in ki C isozy peptid biotinylated anti-rabbit Ig, sueptavidin-
h dish peroxid jugate and ECL™ Western ing i as indi d by
the suppliers.
RESULTS

Noradrenaline (10 4uM in the presence of 10 uM propranolol to block f-adrenergic effects)

ind rapid and iendy the exp ion of proto- c-fos and c-jun in cells ransfected

with any of the three cloned subtypes (Fig. 1). The adre i ist ind da

of c-fos which reached its maximum at 30 min and then rapidl W ds basal

The and the magni of the were very similar in fib that exp the
o, pror subtypes (Fig. 1, upper panel). N ine (plus p lol) also

6
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a

d with any of the three cloned a,-adrenoceptor

d cjun ion in cells
also at 30 min, However, the retum towards basal levels of

ypes which hed its
expression was slower for this proto-oncogene than for c-fos and the effect observed with cells
i ller than those in cells ransfected with the other
ingd: i of these proto-oncogenes was

di through &, -

wansfected with the a,q was
subtypes (Fig. 1, lower pancl). The

abolished in the presence of 1 M p i ing that such were
adrenoceptors (data not shown).
The d curves to d line (in the presence of 10 xM propranolol) for the

expression of c-fos and c-jun are presented in Figs. 2 and 3, respectively. It can be observed that
of c-fos expression in the three cell lines. The

induced dose-dep
magniwude of the cffects were very similar with the order of efficacy : @, > «,, = &,,. Interestingly,
c-fos were significantly different for these cells lines. The

the p 'y of to indi
ECyy values were: S & 1 nM for cells transfected with the a,, subtype, 30 + 5 nM for cells transfected

with the &,, subtype and 300 1 65 nM for those transfected with the a,, subtype (data are the means
i cell )(Fig. 2).

*S.E. M.of 7-10 i using
. fashion the

N " 13 ind. d in d

of c-jin in the three lines

(Fig. 3). In contrast to what was observed for the expression of c-fos, no adrenergic effect was

observed on the expression of ¢-jun at concentrations below 100 nM in any of the cell lines (data nor
line i aslightly bigger

b ). In ition, the efficacies were cleasly ie.,

effect in cells transfected with the a,, subtype than in those transfected with the a,, subtype but in
y. the p ies were

cells oansfected with the a,, receptor the effect was much
very similar with ECy, values of = 300 nM (Fig. 3).

7



It is well imown that activation of PKC leads to expression of c-fos and c¢-jun in many cells
[14-17]). PMA (1 x<M) increased = 2-fold c-fos and c-jun expression in the three cell lines (Fig. 4).
Staurosporine (10 «M) an inhibitor of PKC, did not affect basal expression of these proto-oncogenes
(data not shown) but abolished the actions of PMA (Fig. 4). It is also kmown that sustained

activation of PKC with active phorbol esters
refractoriness to PMA [33]. Pretreatment (18 hs) of rat-1 fibroblasts with PMA depletes the cells of
dies cells preincub overnight (= 18 h) with 100 nM

measurable PKC activity [34). In our
PMA showed an increase (= 30-50%) in the basal expression of c-fos and c-jun when compared to
of PMA (data not shown). In cclis preincubated overnight with

paralie] i ions in the
PMA the acute addition of 1 «M of this phorbol ester did nc: further i pro 8!
expression (Fig. 4).

In all these experi filters identi were hybridized with the
GAPDH gene proBie h ing any signi in to the gic agoni

or active phorbol esters (data not shown), indicating that such actions were not general effects on

gene transcription but rather specific effects on the expression of carly genes.
o . imulated prot 2

In order to explore the role of PKC in the a,
igh with PMA were studied. It was

P the of porine and o

observed that overnight preageatment with PMA markedly inhibited the effect of noradrenaline on

the expression of c-fos (Fig. 2 and 5) and c¢-jun (Fig. 3 and 5) in the cell lines transfected with any
inhibited the effect of noradrenaline on

of the b Similarly, ine

P yP

proto-oncogene expression in the three cell lines (Fig- S).
in rat-1 fibroblasts [34-36]).

Endothelin 1 is a potent i of prot I

ind d d lation of the enzyme and cell



{

In the cell lines studied here, we observed that this peptid d 2-3-fold i in the

expression of c-fos and c-jun. The i of the sti i was similar for the three cell lines

and, interestingly, the effect of the peptide was not d by cither porine or by the

ovemight pretreatment with PMA (Fig. 5).
In order to gain further insight on the role of the different PKC isoforms in the induction of

prov 8 the effect of overnight wreatment with PMA on the relative amounts of

different PKC isoforms was evaluated by Westemn blot analysis. It is known that rat-1 fibroblasts

express the PKCa, 8. € and { isoforms [37]. It can be observed in Fig. 6 that sustained activation

of PKC with this p 1 ester ly the logically ble x (805 %
decrease; mean + S EM. n=3),8 (75t S % decrease. mean + S.EM. . n=3), and € (66t 5%

decrease; mean + S.E.M., n=3) isoforms with little ch in the d b of the { isoform

(342 % decrease; mean + S.E.M., n=3) (Fig. 6).

DISCUSSION

Our p riy indi that activation of any of the three cloned a,-adrenoceptor

Y in the ion of early genes such as c-fos or c-jir and that PKC plays a key role
in mediating such cffects. However, it is also clear that some differences exist. Such differences do

not seem o be to the ity of the

P since they are very similar in the three cell lines
{23). We have observed that the order of y of these p i (CHIIP, p ti

and [Ca™], is: &, > a,, >a,, [23]. Recently, an identical order of coupling efficiency ([ M]IP,
production and [Ca?*],) was rep d for the o, P pes [38]. The same

order of efficacy was observed in the present study for c-jun expression (Fig. 3) but the results

9
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obtained for c-fos expression (a,, = &, = &,,) markedly differ (Fig. 2). The EC,, values determined

in the ies on signal transduction (H]IP, production and {Ca*], , = 200-500 nM [23]) are very
similar to those for c-jun expression (= 300 nM) but again, they are markedly different from those

observed for c-fos expression (5, 30 and 300 nM for cells transfected with &,,-, &~ OF &,

"

P pectively). ingly, there is good cc i b the itivity to

di ine for c-fos exp ion («;, > &,, >&,;,) and the order of efficacy for signal transduction

(["H1IP, production and {Ca?*], [23]).

It is clear that very di levels of p ion were requi to ind the
expression of c-fos and c-jun gh «,, P (60-fold dif in EC,, values), and that
=8 for the other receptor subtypes cither the dif was ! (ay-ad 10-fold

difference in EC,, values) or there was no difference (a ;) These data are puzzling and the

inter hall It is possible that one of the p. ys for proto-c B (c-fos)
expression could be more itive to the i ion of the signali de than the other (c-
Jun), and/or that idonal si i i could icipate and ify the resp On the one
hand, a,-adrenoceptors are known to activate the phosphoi itide turnover. i mobilization
signal transduction system bur there is evi that other si P ys may also be activated

by these receptors and that they can participate in some of the actions {2-4]. On the other hand,

. although both c-fos and c-jun are rapidly and transiently expressed in many cells, this is not always

1 {17]. Exp ion is the resuit of the bal. gene iption and mRNA
degradation. It is clear that expression of ecarly genes is due to both increased transcription (14-17]

and regulation of mRNA stability [39). The signaling p: Yy dto dul iption

of these proto-oncogenes seem to differ; i. e., the signal duction p. ys for c-fos ind

10



appear to converge at the SRE of the c-fos pr h: induction of c¢-jun exp seems
to occur at a AP-1 site [17).

PKC seems to play a dinal role in diating the a,-ad: gic st ion of proto-

8 jon as evid d by the by both staurosporine and the overnight

weatment with PMA. The down regulation observed for the a, 8 and € isoforms of this kinase

suggest that they may be involved in such effects. It is i ing o ion that a si

bolished the blockade of the a,-ad gi i ind by PKC activation [23]; this suggests
that such isofoms of PKC may be also in the fu i 1} dulation of these ptors. It
is clear that the role of each one of the different i in these i needs to be directly
addressed.

The action of endothelin 1 was an important control in these experiments. It is clear that

down regulation of PKC or inhibition of this family of enzymes did not block the expression of

prot i d by the peptide. These data are consistent with previous demonstration that
the ability of endothelin 1 to i d P ion and & iption of c-fos and c-
Jjun are largely independent of PKC activity in rat-1 fibrobl [34]. Calci (35] and

transactivation of the EGF receptor [36] seem to play prominent roles in the action of this potent

peptide on pro

In summary, our data clearly indicate that activation of any of the three cloned subtypes can
induce the expression of c-fos and c-jur and that PKC plays a major role in mediating such effects.

D in the i of the and in the ivity o ine were evi d

P

These actions are likely involved in the long-term actions induced by a,-adrenergic activation.

11
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Fig. 1. Time-course of the a,-adrenergic

fibroblasts.
Ceils stably transfected with the @, P pes (a,,, ci a,, . tri and
a4 SqQuares) were incubated with 10 «M noradrenaline (plus 10 »«M propranclol) for the times
and the exp ion of c-fos (upper panels) and c-jun (Jower panels) was determined. Data
are as of basal (ab: of ist) exp for each cell line and condition.
In the left p the ge of 3 i using di cell is p ( dard
ervor bars were omited for clarity) and in the right panels are sh
= c-fos
= —
w . s 5 O ©® ® & o Tia
Lt 300 1
& e o B & = ° - sy
>< = 9 ] 2= e®® e oo
w3 1o
P — — O 13 30 &0 120 180 240
= o
frr c—jun
o o M M—
8 e 300 4 ~o® & @ » o = T1a
S |] o 6@ e e éa,
1
E 29 @ & » v o ayy
(=] b O 13 30 60 120 180 240
% 0 60 120 180 ae0
TIME (min) TIME (min)

16




Fig. 2. Effect of noradrsnaline on c¢-fos expression in rat-1 Sbrobiasts and role of PKC down

regulation.
Cells stably with the d o, -adre P pes (x,,, ci a,, . triangles and
g ) were prei o ight in the ab 1 d sy 1s) or p (open
b, in the of different concenwrations of

symbols)of 100 nM PMA and
noradrenaline (plus 10 M propranolol) for 30 min. Data are presented as percentage of basal

expression for each cell line and condition. Plotted are the means and vertical lines represent the S.
E. M. of 7-10 determinations using different cell cultures (where no eryor bar is presented the value

within the symbol).
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c-fos EXPRESSION (% of basal)
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Fig. 3. Effect of noradrenaline on c-/un expreasion in rat-1 fibrobiasts and role of PKC down

regulstion.

Cells stably d with the cl d ;. p pes (a,,. 1 &, » tri les and
a,,. sq ) were prei d overnight in the ab losed symbols) or pr (open
b, in the p of different concentrations of

symbols)of 100 nM PMA and further i
noradrenaline (plus 10 «M propranclol) for 30 min. Data arc presented as percentage of basal

expression for cach cell line and condition. Plotted are the means and vertical lines represent the S.
E. M. of 7-10 determinations using different cell culiures (where no error bar is presented the value

is within the symbol).
=
3 S —
e QA1a QA1 A1g
“ 300f _® 1L {t .
s /. 4
~— /
= $ g
S 200 § 4 F 4 F g
73] e i\
4] 20 py &
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Fig. 4. Role of PKC on proto-oncogene expression in rat-1 fibroblasts.

Cells stably tr d with the cloned «, or subtypes (a,,, hatched bars; «,, , solid

bars and a,,, criscrossed bars) were p!

in the ab (NONE and STAURO)
or presence (PMA)of 100 nM PMA and further i d in the of 1 uM PMA (NONE

and PMA) or 1 «M PMA plus 10 «M staurosporine (STAURO) for 30 min. Data are presenied

p ge of basal exp for each cell line and condition. Plotted are the means and vertical

lines represent the S. E. M. of 7-10 determinations using different cell cultures.

PROTO-ONCOGENE EXPRESSION
(% of basal)

NONE PMA STAUR
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Fig. 5. Effects of noradrenaline, endothelin 1 and PMA on proto- in rat-1

expr i
fAbrobiasts.

Ceclls stably with the cl d o, P pes (x,,, upper panels; «,,, middle
panels and a,,. lower panels). Open bars rep cells prei bated with any agent and
incubated 30 min with the agent indi solid bars rep cells prei ight with 100
nM PMA and incubated 30 min with the agent i hatched bars cells i bared

without any agent and incubated 30 min with the agent indicated plus 10 M staurosporine. NA,
noradrenaline 10 4M plus 10 xM propranolol, ENDO, 10 nM endothelin 1. Data are presented as
percentage of basal expression for each cell line and condition. Plotted are the means and vertical

lines represent the S. E. M. of 5-7 determinations using different cefl cultures.
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Fig. 6. Effect of overnight treatment with PMA on the

PKC isoforms.
A representative immunoblot is presented of 5-6 performed.
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Translocaclon do' PKC (X del basal)

Fig.7. TRANSLOCACION DE LAS ISOFORMAS DE PKC EN CELULAS Rat- 1.
La fraccién membranal de células control o tratadas po

S min con norepinefrina 10 M ~ propranolol 10 mM LEt- L

100 nMEES vy PMA 1 uM se analizd en geles de polxacr:.lamxda-
bis-acrilamida al 10%-SDS. Las isoformas , . v de PKC se
detectaron por inmunoblot con los anticuerpos correspondxentes
Los valores son el promedio +/- el error estindar de 4 experi-
mentos independientes.
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DISCUSION

La expresion de gencs de ind id impli una serie dinada dec

que las sefal Tul de la b ati con la generacion

d jeros, hasta ¢l nucleo de la célula. Los prolo—oncogcncs c-fos y c-jun
tienen productos que son prototipo de factores de transcripcién que al homo- o
heterodimerizar forman a AP-1 (89 y 90), factor que actiia como un switch molecular,
esencialmente como un tercer mensajero quc conuola los programas genéticos al producir
cambios en la i 1 (91) al unirse este a sitios especificos del DNA
de una gran canudad de gcnes que participan en fenémenos celulares de largo plazo, tales
como la diferenciacion, la hipertrofia o 1a proliferaciéon (89, 90, 92, 96, 98, 99, 100 y
101). La expresion de los proto-oncogenes ¢-fos y c-un es rapidamente inducida por toda
una colecc-on de sefiales extracelulares (90), por lo que son varias las vias de

6n las que participan en su r lacio

14 (96, 110,111, 112, 113 y 114), sin que
a la fecha estén completamente esclarecidas.

Parar es particul el dio de los receptores adrenérgicos,
su caracterizacié regulacion y funcion en pr celulares especificos. Existen
evid i d dequclosr

ptores adrenérgicos tiencn la capacidad de inducir
la expresion de algunos genes que ticnen como productos a proteinas que participan en el

metabolismo de la célula (76, 77 ¥y 78). Asi mismo, otros grupos y nosotros (como parne
del rabajo experimental de esta tesis) observamos que tanto los receptores ;- como los
B-adrenérgicos, los cuales activan efectores distintos, ticnen también la capacidad de
estirnular la expresidon de gencs de induccién temprana, en particular c-fos y c-jun, en
distintos sistemas a..elu\arcs (83, 84, 85 y 88). En algunos casos. la expresion de estos
proto- se dis con fend 1
cardiaca (83 y 84) ocon la dlferenclaclén (BS).

como la hipertrofia

En cuanto a los receptores o, - adrenérglcos. sabemos que su expresion cs tejido-
especifico (44), y que existe una gran

idad dc los di de
ptores exp. en el mi 6rgano de especi al asi lo mucs!ra
la caracteri 16gi bi imica de estos r ptores pr en el higad,

de varias especies. El higado del pez, pollo, rata, ratén y hamster expresa el sublip«:a“,
(124, 125, y 126); el higado del mono rhesus coexpresa los subtipos a,, ¥ a;, (127) y el

higado de humano cxpresa ¢l subtipo a, (128). El slguﬁcado ﬁmclonal'dc 1a expresnén
de uno u otro reccpmr no se conoce, por ello se han enfx

de la i d y de la lacién de los P a, por varios gruposdetxabajo en
esta drea. Algunas evidencias por nuestro Erupo sugieren que existen diferencias

|mponamcs al respecto entre los tres subupos. aun si bien, todos se acoplan al sistema de
de fosfe

i dn= y movil ion dc calcio por medio de las proteinas Gq y

todos g los jeros TPy y DAG por la activacion de la FL.C § (44). Al
los cl.. ticnen adema 1a idad de acoplarse a distintos efectores ya

quc se les asocia con fend i diendo del ipo de r (63,

64, 65 y 66) sin olvidar que, cstas dlfemlclas puedcn tener que ver con el sns!cl'nra celular

¥ con la maquinaria cclular de cada uno Se han reportado diferencias en 1a sensibilidad
que tiencn estos tres P a varias b

dida como i6n de d
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mensajeros (129). Los subupos Qb ¥ Qg son fosfonlndos con diferente sensibilidad por
la accidn de la PKC, fosforilacion que i6n de los P (70).

Los resutados obtenidos del trabajo experimental nos permiten decir que la expresién de
los proto-oncogenes c-fos y c-jun en las lineas celularces Rat-1 que expresan los tres
subtipos de receptores a,-adrenérgicos muestra difcrencias significativas y claras entre la
activaciéon de¢ uno u otro subtipo de receptor. El orden de eficacia para inducir la
expresion de c-fos por €s10s receplores €s: g > G, > @), ¥ PAra C=jurn es: ay, > Qi > o 4.
Los valores de las ECs, obtenidas de las dosis-respuestas a la norepinefrina por los tres
subtipos. indican que se requieren diferentes niveles de ion de los ptores por el
agonista para inducir la transcripcion de uno u otro proto-oncogene. Las EC;, para la
expresion de ¢-fos son: 5 nM para el a,,, 30 nM para el a5, ¥ 300 nM para cl a,,: y para
la expresion de cjun son: 300 nM cn todos los casos. Este orden es idéntico al reportado
para Ia produccion de IP; y liberacion de calcio intracelular cn respuesta a la activacion
de los tres subtipos de recep >s (130), y un orden igual para estos dos
parametros se reporté en las cé fe das con los tres subtipos (70).

Es importante sefialar que las diferencias observadas no se deben a diferencias en el
nimero de receptores entre una linea celular y otra. Por ensayos de unidén del ligando
radi ivo (*H Pr ina) al r ptor, se reporno que las tres lineas celulares tienen una
densidad de receptores muy similar (70). En la linca celular que expresa el receptor a, se
determiné una Bmax = 1.04 +/~ 0.12 pmol/mg de¢ proteina y una KD = 0.36 +/- 0.04; en la
linea celular que expresa ¢l a;, se determiné una Bmax = 2.04 +/- 0.47 pmol/mg de
proteina y una KD = 0.36 +/- 0.04 y en la linea celular que expresa ¢l o,y una Bmax =
0.79 +/- 0.11 pmol/mg de pro[elna y una KD = 0.29 +/- 29. 0.03 (70). Por otra parte, si
estas diferencias aunque p fueran -5nun.uu importantes en la
funcionalidad del P en h os aislados de cuyo que expresan el
subtipo a,,, en donde por estudios de dinding, se obticne una Bmax = 36 fmol/mg de
pmtema, comparada con la Bmax = 500-900 fmol/mg de proteina dc receptores a,,

en el t de rata, mlén ¥y hamster, esperariamos que se observara un

incr mads grande en la de d jeros (IP; y calcio) en las
células que expresan el subnpo @p. Va que la densidad de receptores es mayor, y no
de asi. En decuyoel-m.- ‘-cnla,, d: i6n de IP; es de 3.5

veces con respecto al valor basal, que en hep de rata es sélo de 2 veces;
¥ en cuanto a la liberacién de calcio, Unicamente hay una diferencia entre uno y otro de
0.5 veces, ya que los valores son 2 y 2.5 veces, por la accién del receptor a;, v @,

respectivamente.
Por otro lado, las diferencias en la expresion de c-fos y c-un tampoco se deben a

diferencias en los valores de expresion basal entre las tres linecas celulares. En unidades

arbitrarias obtenidas de la densitometria, se observa que los valores correspondlenlcs al
imil. entre si. Ad:

basal de cada linea celular en la expresion de c-fos ¥ c-jun son
la expresién del gene de la GAPDH no bia en resp al ista o al PMA (ver en
meétodos el dot blot) por lo que se utilizé como cl 1 de los experi

exp
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Estas diferencias en la expresién de uno u otro proto-oncogene en respuesta a los tres
subtipos o -adrenérgicos probablemente sean relcvantes para la fisiologia de la célula. La

expresion de c¢-fos y ¢-jun no es co-regulada, aunque los dos prot se exp
en una mi célula, al de las sefial €s son especi para inducir c-
Jos o para inducir c-un; ad iS, sus p tienen sitios reguladores distintos

(Fig.10) y la expresion de c¢-fos y c-jun en respuesta a un estimulo es temporalmente
distinta, la expresién de c-jun se mantiene hasta por 1 hora, mientras que el nivel del
RMAm de c-fos baja rapidamente a partir de los 30 min.

Sin embargo, no podemos descartar que las diferencias en los niveles de expresion de c-
JOs y c-jun se deban al menos en parte, a que 1a norepinefrina influye en la estabilidad del
mensajero, ya que la expresion de un gene es el balance entre la transcripcion y la
degradacion del mismo, lo que puede ser muy importante para la fisiologia de la célula. Si
recordamos, el papel transformante de c-fos, por dar un ejemplo, este ¢s consecuencia de
los dos parametros, es decir, del nivel de expresion del RNAm y de su estabilidad (90).
Para algunos genes se ha determinado que la estabilidad del mensajero es regulada por

y hor se¢ ha visto que la expresion del proto-oncogene c-/os es
estabilizada a nivel postranscripcional por la angiotensina I1 y por el PMA (131). Faltaria
demostrar si los agentes adrenérgicos prolongan la vida media del mensajero, en
particular la de c-fos. En principio, el tratamiento de las células con un inhibidor de la
transcripcién como lo es la actinomicina D, permitiria obser\ar por ensayos de ron—oﬂ' en
los que se determina directamente en nucleo la transcrip un
discreto en la sintesis del RNAmM en respuesta al eshmulo. lo que sugeriria que la
regulacién de la expresion del proto-oncogene por la hormona no ocurre sélo a nivel
transcripcional. Si la vida media del jero es afe da por los adrenérgicos
podriamos comprobarlo di dos experi eltr iento dc las cél con
1a actinomicina D, posterior al estimulo que se da a distintos tiempos, permitiria observar
sl ¢l nivel del RNAm de alguno dc los genes. en este caso ¢l de c.fos, decac mas

do las células son con P al basal, sugiriendo entonces
que existe una lacién del jero a nivel postranscripcional ocasionado por la
hormona, y 2) el pre-tratamicnto de las células con actinomicina D. antes de dar ¢l
estilmulo por distintos tiempos, permitiria observar si lgualmen(e el nivel del RNAmM

decae lentamente con respecto al basal do las células son ladas, sugiriendo que
ia hormona modula ln estabilidad del RNAmMmM a nivel p ipci demas que, el
efecto es ind de la :pclén de novo. Si se a las células con
cuclohexnm-da. un inhibid, de la si de pr en lugar de la hormona.
P como de en otros casos, el nivel de la transcripcion a diferentes
iemp se dria en el i nivel, ya que al parecer las modificaciones
postranscripcionales que estabilizan al j son debidas a pr i pr en el

repertorio de la célula.

Si esto fuera cierto, ¢-/0s tendria una vida media mas pr como resp ala
norepinefrina y por ¢llo las diferencias observadas entre la expresion de c-fos y c~jun.

1 d

Como ya ioné anteri los prolo-oncogenes c-fos ¥ c-jun participan en
fenémenos celulares tales como proli ion, di ién, muerte celular programada
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(89, 90, 100, 101, 103 y 104); sm embargo, los mol | que 1
cada una de las ext es para i ir su ién, no se ha estudiado
todavia.

En la expresion de c-fos y c-jun participan cinasas que son clave en las vias de
transduccién, la PKC, la PKA, las JAKS, las cinasas de tirosina como Fyn, Lyn, etc. En
este trabajo, nosotros obscrvamos que la PKC participa en la expresién de c-fos y c-jun
como respuesta a la activacion de receptores a,-adrenérgicos, pero no conocemos los
blancos de fosforilacién. Se sabe que la PKC por un lado, fosforila a Raf-1 y la activa,
pero también fosforila a factores como TCF y ATF2 (90) que inducen la lranscnpcnon de
estos proto-oncogenes. Probabl la via de tr ién que sc¢ de y termina
en la expresion de uno u otro, dependers de la seiial extracelular, considerando que
igualmente importante es el sistermna celular y la maquinaria celular con que este cuente.

Se ha sugerido que los caminos para la expresion de estos proto-oncogencs son

P do del r ptor activado. Como parte de este trabajo, nosotros (88) al
igual que otros grupos demaostramos en distintos sistcmas celulares que c-fos se expresa
por la accién dc los receptores B- y a,-adrenérgicos, receptores que emplean distintos
elementos celulares para amplificar la sefial extracelular; y c-/os ¥ c-jun por la accién de
1os tres subtipos de receptores a; en fibroblastos; en adipocitos de tejido café la expresion
de ¢-fos y c-jun se da como respuesta al estimulo B y a,, y este efecto es sinérgico, lo que
sugiere que en este sistema participan al menos, dos vias de transduccién, ya que por su
parte los receptores B activan a la PKA y los a,; a la PKC (85); en adipocitos de la linea
celular ob1771 se demostréd que la norepmcfrma reguln la expresion del gene de la lipasa
de fosfolipidos por medio de una via dir da con la expresién de c-/os y
de la protcina correspondiente al gene de la lipasa (65). Otros trabajos, igualmente apoyan
el hecho de quc son vias distintas las que regulan la transcripcién de los dos proto-
oncogenes, se ha observado que los que el el calcio i clular como son los
ionéforos de calcio estimulan la actividad de la MAPK, cinasa quc participa en la
sefializacién que lleva a la expresiéon de estos proto-oncogenes, mientras que agentes que
elevan el nivel de AMPc no producen dicho efecto, sugiriecndo que el control de la
expresion se debe a varios elementos celulares (127). Otras hormonas que activan
receptores acoplados al mlsmo sistema de transduccion que los rceptores a;, como son
los P de la tI, ET-1, carbacol y &cido fosfatidico (115, 116, 118,
119 y 125) también activan a la MAPK, pero son menos efectivos (127), algunos de ellos
inducen la expresién de c-fos y c-jun.

De r d d lufr que cn la expresion c-fos y c-jun inducida por
la activacién de receptores o, parucnpa la PKC ya que tanto, la down regulation de la
PKC por cl pr pr do de las células con TPA | uM como el tralam:emo
con inhibidores especificos de ta PKC, ab la P de la pincefrina. Sin
embargo, no queda definido cuil(es) de la(s) tres lsoforrnas a, 8 y £ formas sensibles al
PMA, presentes cn las células Rat-1(123) particip en la expresién de c-fos
¥ c-jun inducida por los tres subtipos de receptores a,, ya que las tres |soformas

en el de p s por la dow r q en
magmtud ¢ igualmente las tres isoformas sc ala b en P a




um K ito 2). Creemos que scria importante definir cual o cuales
pamcxpa(n) en la presion de c-fos y c-jun, ya que fisiolégicamente
podria ser relevante. Se ha observado que cada una de las isoformas, si bien son similares
en estruclura. estas son das difer : por los cofs es (25, 26,27, 28 y 29)
en lul . Y por di se les ia a cada una de ellas

con funciones celulares particulares. Asji por cjemplo, se analiza el papel de las isoformas
a, €y § de la PKC de linfocitos T y se les asocia con la activacion de las células. Los

ltados del trabaj, que las isofromas € y o, pero no la &, pueden regular el
factor de transcripeién AP-1, y el factor nuclear NF-ATI1 (NF-AT1 del inglés: nuclear
factor of activated T cells), pero sdlo PKC £ regula la actividad del factor NF-kB,
mientras que PKC a ¥y Ras activa, no lo hacen, resultados que demuestran que PKC a,
p2iRas y PKC £ no forman parte de la mi via de tr d ion que ind la
activacién de células T (132). Por otra parte en células cardiacas, las isoformas ., 8, ey §
muestran distintas especificidades para fosforilar las subunidades de la troponina
inhibidora de Ia ATPasa de calcio y la troponina de unidén al calcio, cada isoforma

a di en por ¢l recc imiento de los sitios de fosforilacion de
dichas subunidades, incluso la isoforma £ que no es activada por ésteres de forbol y
calcio. La fosforilacién de la subunidad inhibidora por PKC 5 es la unica capaz de

mimetizar la fostorilacion por PKA en las serinas 23 y 24, que resulta en la disminucion
de la sensibilidad al calcio de la Mg-ATPasa, y PKC G es la umca capaz de fosforilar
selectivamente los sitios spt 8 y 9 de dicha subunidad, lo que un incr en
1a afinidad por el calcio (133). En otro trabajo reportan que la PKC a ticne un papel
fundamental en la proliferacién celular de fibroblastos Swiss 3T3 (134). De las isoformas
o, 8, £ y B de células cebadas de rata, sdlo PKC B (isoforma dependiente de calcio) ¥
PKC ¢ (isoforma independiente de calcio) participan en la expresion de los proto-
oncogencs c-fos y c-jurn cn rspuesta a la activacién del receptor de IgE (135).

Asi mismo, la translocacién de las difcrentes isoformas de PKC parece ser importante
ya que csta es especifica de las seﬁnlcs extracelulares. La PKC € mlgra a la membrana
plasmatica y PKC ¢ a la region per en a la fenilefrina, un agonista a,-
adrenérgico. Se presume que la PKC & ticne rclaclon directa con la contraccién
mdepcnd:cmc de calclo y la PKC g (presente en células de la vena porta) con la

de calcm C los autores que la translocacidn intranuclear
de PKC g puedc ser un iniciado por et i para respuestas a largo plazo,
como la expresion de genes y la proliferacion celul esto o fi en que la

sintesis de DNA se afecta por la activacion de elementos que responden a suero, asociado
con la transcripcion de genes de induccidn temprana (31).

Finalmente, una de las preguntas que surgen de este esludlo es ;Cual es el significado
de que las prot se exp o no difer \ en resp al recep
activado?. E! que se expresen determinad proto: en resp a la activacion
de un receptor es especifica, no todos los receptores, atun acoplados al mismo sistema de
transduccién tienen la capacidad de estlmular la transcripcién de genes de induccién

temprana. Algunas hor como la g i II, la ET-1, el carbacol, el acido

47



fosfatidico activan a la MAPK, considerado un paso previo en la expresién de los proto-
oncogenes fos y jun, sin embargo, esta acnvacldn es diferente en magnitud y no se ha
demostrado que todos la idad de ind su ién. Por otra partc,. si se
traducen a proteinas los prot expr podriamos inferir Qque dicha
expresion es relevante para la célula. Se sabe en primer lugar que, hay un orden en la
estabilidad de los dimeros que constituyen al factor AP-1, Fos-Fos < Jun-Jun < Fos-Jun, y
en scgundo que, en la induccién o represion de Jos genes cs determinante el que AP-1 esté
conformado por unas proteinas ¥y no por otras, es decir, se ha demuestrado que la

laci invariabl con la proliferacion. sin

expresion ripida y transitora de Fos se
embargo, podemos pensar que ademas se requicre de la expresién de Jun ya que el dimero
Fos-Fos es el mas inestable, se sabe que especificamente el dimero Fos-Jun inhibe la
transcripcion de Fos, del gene del factor atrial natriurétrico o que actiia como un potente
activador de la transcripcién del gene de la Jotionina HA, col cola
al(lll), tensina, proencefalina y genes SV40; que Fos y FosB se requieren durante la
mientras quc Fral y Fra2 se requieren en el crecimiento
Fos, FosB y Fral y jun, JunB y JunDD> tengan
ya que se expresan

nansnc:én de la fase Go a G1.
onico de las célul Prk'L bl
il d el desarrollo,

cada una fi
i i1 d el desarrollo Y en tejidos de adultos; e! RNAm de dFra es
restringido durante e! desarrollo del embrién de la Drosophila y el dJFra se expresa

difer
uniformemente (90). Todo ello nos habla de la importancia Que tiene que se exprese uno,
en resp aun lo especifico.

Y no otro proto-
Algunas de las perspectivas del presente estudio son determinar si los proto-oncogenes
expresados en respuesta a norepinefrina se traducen a proteina, de manera que s¢ pueda

considerar que su expresion es relevante para la célula; definir si alguna de las isoformas
de la PKC convencionales y/0 no convencionales, tiene un papel sxgmfcan\o en la
i ién adrenérgica,

induccién de Ja expresion de uno u otro proto. por la

¥ por otro lado, profund:zar en la dcscnpclén de la via de transduccién de la expresiéon de
Jos y jun inducida por a,; d cudl es Ia regién reguladora del promotor
de c-jun que rcsponde a los adrcncrglcos. El sitio mas 1ogico que participa en la induccién
del promiotor de /fos por diversas agentes es SRE (136), sin embargo, la accion a,-

adrendrgica activa también el sitio Spl, y se activan ademés, las cajas M-CAT ¥y CArG
que se requieren en la induccién del promotor del gene de la a-actina durante la

hipertrofia de miocitos cardiacos (77).
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