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Fl •. l. MECANISMOS DE ACCIÓN DE LOS RECEPTORES CITOPLÁSMICOS. Se proponen dos 
modelos de la fonna en que las hormonas csteroideas lransducen la señal al miclco de Ja célula. A) Un 
modelo explica que la hormona (E} atraviesa la membrana plasmática y se une al receptor oligomérico 
(R) con alta afinidad y especificidad por su ligando con la participación de una protcina hcat shock (hs). 
que se libera del receptor activado. el cual migra al núcleo en donde se une a una región especifica del 
DNA e induce la transcripción de genes espccfficos (RNAm). B) Otro modelo explica que se requiere un 
cambio conf"onnacional complejo del receptor inducido por la honnona (E) para que este migre. atraviese 
la membrana nuclear y se una al ONA. Esquema tomado de Ja referencia 2. 



... INTRODUCCION 
El tema general de esta tesis. f'onna parte del área de la comunicación intercelular, y en 

particular de la comunicación de tipo endocrina. 

Existen además. la comunicación paracrina, autocrina y sináptica, que se distinguen 
entre si por Ja forma en que se realizan y por Jos elementos celulares que participan. Los 
distintos tipos de comunicación tienen en común que pcnniten que Ja célula sea capaz en 
primer Jugar. de percibir cwnbios en el exterior y en segundo, como consecuencia de ello. 
de generar una respuesta especifica que Ja lleva finalmente a su adaptación. lo que 
pennite. a su vez, que Ja(s) cClula(s) y por ende Jos organismos, sobrevivan. 

Los mecanismos moleculares que suceden en la célula desde que ésta capta el mensaje 
extracelular hasta que se produce una determinada respuesta fisiológica se conocen con el 
ténnino general de comunicación intracelular. Asi. por medio de estos mecanismos 
moleculares. las células. ya sea de forma individual o f'omiando tejidos u órganos. regulan 
de manara lma funciones esenciales tales como el metabolismo. el crecimiento. la 
proliferación y la diferenciación. 

Cada célula tiene en su genoma la infonnación necesaria para dar Jugar a la expresión 
de una infinidad de moléculas de naturaleza protéica.. que en conjunto y de manera 
coordin~ participan en la comunicación tanto. intercelular como intraeclular. 

l. RECEPTORES 

Las proteínas clave que participan en el fenómeno de la comunicación celular son Jos 
receptores. moléculas que originalmente captan el primer mensajero Jlimesc a este 
honnona, neurotransmisor. factor de crecimiento o f"actor antiprolifcrativo. 

A Jos receptores se les divide en dos grandes grupos por su localización en Ja célula: a) 
citoplásmicos y b) membranales. 

a) RECEPTORES CITOPLÁSMICOS 

Los receptores citoplásmicos so proteínas solubles. sus lígandos y honnonas. algunos 
de naturaleza Jipotllica, atraviesan fácilmente la membrana plasmática para unirse a su 
receptor específico (Fig. J ). 

Los ejemplos más claros de este tipo de receptores son Jos receptores para estcroides. 
que se clasifican de acuerdo a las respuestas fisiológicas que generan en: a) 
Glucocorticoides como la corticosterona y el conisol que afecta el metabolismo de 
carbohidralos, proteinas y lipidos: b) Mineral corticoides como la aldostcrona que regula 
Ja salida de sal y agua por el riñón. y e) Andrógenos y cstrógenos, como la testosterona,, el 
p -estradiol y la progesterona que afectan el desarrollo y Ja función sexual. El otro 
ejemplo. son los receptores de las honnonas tiroideas: L-tiroxina y L-triiodotironina.. o T4 
y T3 respectivamente. que estimulan el metabolismo en muchos tejidos ( 1 ). 



El mecanismo molecular de la acción de este tipo de receptores aún no se conoce en su 
tolalidad ( 1. 2 y 3). Lo que se sabe. es que estos receptores tienen un papel muy 
imponante como activa.dores o represores transcripcionales de genes relevantes en el 
metabolismo. desarrollo y reproducción., algunos de ellos se asocian con proteínas heat 
shock. otros no (2) (Fig. l ). En el caso de los receptores para esteroides, estos en ausencia 
de honnona se asocian a las proteínas hcat shock p70 y p90, complejos que se localizan 
en el citoplasma o en el núcleo. Los receptores de glucocorticoides (RG) y de 
andrógenos (RA) se encuentran predominantemente en citoplasma, y Jos de estrógeno 
(RE) y progestcrona (RP) en núcleo. La unión del ligando permite la disociación de las 
proteínas heat shock del receptor. la dimcrización del receptor y la unión a elementos en 
el DNA que responden a cstcroidcs (Fig. I ). cuya secuencia consenso es la misma excepto 
por tres nucleótidos. Los RO. RP y RA se unen a la secuencia AGAACAnnnTGTTCT. 
mientras que los RE se unen a la secuencia AG<JTCAnnnTGACCT. El dímero de 
receptores interactúa posterionnente con factores de la transcripción basal. con otras 
proteínas que se unen al DNA y con coactivadores. resullando en la transcripción de 
genes (2). 

En contraste, los receptores de las honnonas tiroideas. retinoides. vitamina D y 
ccdisona, en ausencia de ligando, estos se encuentran principalmente en el núcleo en 
sitios específicos del DNA. Estos n::ceptores forman hctcrodimeros con receptores 
rctinoides. más que homodlmeros. y ra:onocen sitios que tienen Ja mitad de la secuencia 
para los RE. con variaciones en la distribución de los nucleótidos. La unión del ligando y 
DNA puede causar la disociación de moléculas represoras. seguido a su asociación con 
otros factores de transcripción, con otras proteínas que se unen al DNA y/o con 
coactivadores. resultando en la transcripción de genes (2). 

Los receptores para esteroides. al menos en algunos sistemas celulares. participan en la 
regulación del procesamiento del RNA. posiblemente por medio de la producción de 
proteínas que procesan el RNA y que requieren la maduración del transcrito primario y de 
esta forma el estimulo honnonal se transfonna en una señ.aJ nuclear (4). 

b) RECEPTORES MEMBRANALES 

Los r&x:\..-¡>tores membranales se encuentran embebidos en la membrana plasmática de 
las células. Existe una gran diversidad de este tipo de receptores con base en su estructura 
(4): 

1) Receptores que tienen un dominio transmembranal, como son los receptores para los 
f"actores de crecimiento. como por cjeanpJo, los receptores para el factor de crecimiento 
epidérmico (EGF); receptores para el f"actor de crecimiento derivado de las plaquetas 
(PDGF); para et factor de crecimiento transformante beta (TGFP); o para factores con 
efectos antiproliferativos como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa.). 

2) Receptores con dos dominios transmcmbranalcs como son los receptores para la 
insulina. Jos cuales tienen dos subunidadcs a extracelulares de 135 kDa y dos 
subunidades p intracelulares de 90 kDa con actividad catalítica de cinasa de residuos de 
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tirosina. Las subunidades a y P fonnan enlaces disulfuro. el receptor es un oligómero 
a2jl2. • 

3) Receptores de siete dominios transmcmbranales o receplores serpentina que fonnan 
parte de una famiJia muy numerosa. Estos receptores captan seftales tan distin1as como 
por ejemplo, las hormonas epinefrina (adrenalina). vasopresina. angiotensina n. 
bradikinina y bombesina; neurtoransmisores como la norepinefrina (noradrenalina). la 
dopa.mina o acetilcolina y serotonina; seiiales visuales (luz) captadas por el receptor de 
rodopsina.. y 

4) Receptores que están fonnados por dos o más subunidades transmembranales y que se 
expresan, básicwnente en células del sistema irunune. Algunos ejemplos son los 
receptores de las citocinas o interleucinas IL-2, IL-3. IL-5 e IL-6; receptores del GM­
CSF (GM-CSF del inglés: granulocytc-macrophage colony stimulating factor); o 
receptores de interferones. como el IFy. 

5) Receptores de las moléculas de adhesión, entre los que se encuentran las integrinas. 
Las integrinas son glicoproteínas transmembranaJes que tienen un papel funcional 
importante en la regulación y fonnación de las interacciones célula-matriz extracelular y 
célula-célula. Cada integrina consta de una subunidad a. y una subunidad p. de las que se 
conocen 8 y 16 fonnas respectivamente, asociadas entre si en varias combinaciones. Estos 
receptores tienen un dominio extracelular, un dominio transmenbranal y un dominio 
citoplásmico. todos formados por las dos subunidades. El dominio extracelular de la 
subunidad p tiene una región de 56 cisteinas que se conserva en 1odas eIJas. y por su 
parte, Ja subunidad a tiene sitios de unión al calcio. En el dominio de unión aJ ligando 
participan las dos subunidades. La integrina por si sola no se une a su ligando en células 
no estimuladas. se requiere de la activación de las plaquetas. por ejemplo. en cuyo caso se 
observa Ja participación de cinasas de residuos de tirosina. de cinasas de residuos de 
scrina y trconina y de proteínas G. Jo que ocasiona un cambio confonnacional del 
dominio extracelular de la in1egrina. que pennite ahora si. su unión al fibrinógeno o 
fibronectina (ligando). Posteriormente la integrina in1eractúa con proteinas del 
citocsqueleto tales como la a-actina.. taJina.. fimbrina.. vinculina, tensina y otras. 

Por edición alternativa de los genes COITCSpOndientes se generan algunas formas 
solubles o no membranales de algunos de los receptores antes mencionados. Existen las 
f'onnas solubles de Jos receptores para la angiotcnsina II. IL-1, IL-2, IL-4 e IL-6. TNF~ 
IFy y GH (GH del inglés: growth honnonc)(4). 

¿P"ra 911é k si~" """ ,,,1s,,,., célulo Drprest1r ,.,. divers..s fo,.,..llS ú 
receptar~s? 

Una célula responde a una gran cantidad de estimulas del medio gracias a la diversidad 
de receptores presentes en ésta_ Cada receptor activado par su ligando transducc la señal 
extracelular de una fonna particular en donde pmticipan elementos celulares especfficos. 
La activación de diferentes tipos de receptores puede dar lugar al mismo efecto 



... 

fisiológico final. pero también cada uno puede generar efectos particulares. ya sea 
· contracción. proliferación; secresión. diferenciación; etcétera, al enceder una o más vias 

especifica(s) de transducción. 

11. TRANSDUCCIÓN DE LA SE1"AL EXTRACELULAll 
La transducción de la señal implica varios procesos moleculares (4): la activación del 

receptor que provoca cambios conformacionales del mismo; la activación de proteínas de 
membrana que inten1Ctúan fisicamente con el receptor y con las proteínas efectoras; la 
activación de las proteínas efectoras o enzimas que generan las moléculas intracelulares 
conocidas como sesuHoa nwn••Jeroa. que tienen como blancos de acción proteínas 
citoplásmicas que al ser activadas fosforilan (cinasas) o desfosforilan (fosfatasas) a sus 
sustratos en el citoplasma o en el núcleo de la célula para dar lugar finalmente, a la 
activación o inhibición de la(s) funcion(es) celular(es) amplificando asi. la señal 
extraeelular. 

La activación de todos estos elementos en conjunto, fonnan las llamadas caacadaa de 
ampUfkaclón de la Htlal, cuyo fin en la célula es entonces. la contracción. 
vasodilatación. división celular. mucne celular. diferenciación, captación de olores. de 
colores. de sabores. expresión de genes. etcétera,. dependiendo del estimulo y del tejido 
celular. 

DI. SISTEMAS DE TRANSDUCCIÓN 

Se han descrito para los receptores mcmbranales varios mecanlamos o •l•telllJU de 
transducción de la aeftal es.tracelular. Los siguientes sistemas de transducción son sólo 
algunos, de los cuales explicaré con detalle tres de etlos por ser importantes en la 
comprensión del presente estudio: 

• et sistema de ta adenilato ciclasa. 
• el sistema de fosf"oinositidos-calcio. 
• el sistema de la proteína cinasa activada por mitógenos (MAPK), 
• et sistema de activación de los factores de ttanscripción llamados STAT, 
• el sistema de la csfingomielinasa-ceramida. y 
• el sistema de receptores que fUncionan como canales iónicos, entre otros. 

4 



111. a) SISTEMA DE LA ADENILATO CICLASA. 

En el sistema de transducción de la adenilato ciclasa (AC) participan cinco proteínas 
membranales: Jos receptores estimuladores (Re), las proteínas G estimuladoras o Os. los 
receptores inhibidort..~ (Ri). las proteinas G inhibidoras o Gi y Ja adeniJato ciclasa.. La AC 
es la enzima efectora del sistema. esta genera AMPc. un segundo mensajero. a partir de la 
molécula de ATP. Uno de los blancos principales del AMPc es la proteína cinasa A 
(PKAJ. una cinasa citoplásmica que amplifica Ja señal extracelular recibida por recepto.-es 
acoplados al sistema de la AC (Fig.2). 

RECEPTORES 

Numerosos receptores de siete dominios transmembranaJes tanto, estimuladores como 
inhibidores, se acoplan a la AC por medio de las proteínas G. 

Entre los receptores que estimulan la actividad de la AC por medio de proteínas Gs se 
encuentran los receptores P-adrenérgicos y los receptores del glucago~ de la honnona 
paratiroidea. de la prostaglandina E y de la honnona luteinizante ( 1 ). Por otra parte, Jos 
receptores que inhiben a la AC y se acoplan a esta por medio de proteínas Gi, son los 
receptores a.2-adrenérgicos y los receptores de adenosina. entre muchos otros ( 1 ). 

PROTEiNAS Gs y GI 

Las proteínas G unen nuclcótidos de guanina.. de alli su nombre. son proleínas 
hcterotriméricas fonnadas por las subunidades a (40-43 kDa). p (35 kDa) y y (14 lcDa) 
(5). 

La subunidad a de las proteínas G liene GDP en su estado inactivo y está unida aJ 
complejo py. La interacción de Ja proteína G con un receptor activado cataliza el cambio 
de GDP por GTP y a se disocia de l}y. La subunidad a-GTP se encuentra en su fonn.a 
activa y regula la actividad de Ja AC, esta actividad intrínseca de GTPasa de la proteína 
G le pennite hidrolizar el OTP a GDP, y de esta fonna apagar su actividad. El ciclo de 
hidrólisis de GTP-GDP de tas protefnas G inicia una vez más cuando las subunidades a. y 
py se reasocian nuevamente, esto es cuando a. tiene unido GDP (5 y 6). 

A las subunidadcs a. se les asocia con Ja activación o inhibición de efectores taJes como 
la AC, la f"osfolipasa C (FLC) (5) y los canales de calcio sensibles a voltaje (7 y 8). En el 
caso de las transducinas o proteínas Gat del sistema visual. se les asocia con la activación 
de la fosfodicsterasa del GMPc (7). 

Al complejo py que no tiene actividad intrinseca. se le asocia sin embargo, también con 
un papel fundamental en Ja transducción de seiiales. Se le asocia con Ja activación de la 
FLC 1)3 (9): con la regulación de la via de la MAPK. ya que promueve la f'osforilación de 
la proteína c-Src y la formación del complejo Shc-c-Src (10); la activación directa de 
algunos tipos de Ja AC. y la inhibición de otros ( 11 ); Ja activación de los canales de K+ 
(12); y la activación de una FLC citosólica (13); además. las subunidades py promueven 
la interacción flsica entre la protefna G y el receptor ( 14). Incluso. en el estudio realizado 
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Fla.2. SISTE:\<IA DE TRANSDUCCIÓN DE LA ADESILATO CICLASA (AC). Los receptores 
cstimuladon:s <Re) al ser nctivados por su agonista activan a J¡¡ AC que genera ndcnosin monotbsti.no 
ciclico - füstbro inorganico (AMPc - Pi1 a panir dr:l uJenosin trifostato <ATPl. Por otra pune. lets 
rL'Cqltores inhibidores (Ril al ser activados por su agonista inhiben Ja producción de AMPc. El AMPc. 
un segundo mr:nsajero. activa a Ja proteinu cinasa A dependiente de AMPc <PKAJ que se disocia en sus 
subunid.ades reguladoras (R> y catalíticas IC). La PKA fosforila numerosos blancos que panicipnn en 
distintos tt=nómcnos celulares tales como la prolit'Cración. la diferenciación y el metabolismo del 
glucógeno y de lípidos ( l ). 



en céJuJas de pituitaria de rata de la linea celular GH3. a Ja subunidad y se le designa 
como la responsable de las dif"en:ncias fimcionales del complejo py en la inhibición de los 
canaJes de calcio dependientes de voltaje (7). 

La idea de que fJy funciona únicamente como anclaje de la proteina G a Ja membrana 
plasmática ha quedado atrás. 

Al menos dieciséis fonnas de subunidades a son codificadas por genes distintos y esta 
gran diversidad de fbrmas aumenta por edición alternativa (7). De las subunidades p se 
conocen cuatro y de Jas y se conocen cinco, tres de ellas han sido clonadas ( J 1 ). La 
enorme variedad y combinación de formas de las tres subunidadcs permite a la célula 
contar con un número grande de proteinas G diferentes. 

La cristalización de las proteínas G heterotriméricas es ya un hecho. El grupo de 
Gilman logró obtener el cristal por difracción de rayos X de Ja proteína O fonnada por las 
subunidades ai l p 1 y.2 ( J 5). 

En el sistema de Ja AC participan dos clases de proteínas G, las proteínas G 
nttmulador•• o c.. las cuales son modificadas covaJentcmente por ADP-ribosilación en 
residuos de arginina por Ja toxina del cólera (6) y, las protefn•• G inllfbldoraa o Gf, de 
las que se conocen Gi J. Gi2 y Gi3 y son ADP-ribosiJadas en residuos de cistcina por la 
toxina pertussis (16), ambas toxinas son útiles herramientas en el estudio de la 
transducción de seilaJes. Otras modificaciones covalentes de estas proteínas son Ja 
f"osf"oriJación, Ja palmitoiJación y Ja miristilación. La proteína Oi es f'osfürilada en 
residuos de serina y trconina por Ja proteína cinasa C (PKC) ( J 6) y Gsa en residuos de 
tirosina en respuesta a EGF (J 7); tanto Gi como Gs son paJmitoiJadas y Gat es miristilada 
(16). 

Las protcfnas Gs y Gi activas permiten, por un cambio conf'onnacionaJ de las mismas. 
Ja intet"ac:ción flsica con Ja AC, de manera que se induce o se bloquea Ja producción de 
AMPc. 

ADENILATO CICLASA 

Se han descubierto aJ menos ocho f'onnas de Ja AC. seis de Jas cuales fueron clonadas 
de fuentes de mamífero: AC J, AC U, AC lll, AC IV. AC V y AC VI, una f'onna de 
Drosoplrila y otra de Dicryoste/ium (18). 

La mayoría de f"onnas de Ja AC son membranaJes, otras como las de Jas bacterias son 
cítosólicas. La AC de euca.riotes. de 200 a 250 kOa.. tiene doce dominios 
transmembranaJes divididos en los grupos M 1 y M2, cada uno con seis dominios unidos 
entre si por una asa intracelular., tanto el extremo amino como el extremo cacboxilo de Ja 
protefna son intracelulares. Los dominios hidrof'óbicos tienen el sitio de activación por Ja 
f"orslcolifla.. un diterpeno soluble en Jfpidos ( 18). 

En cuanto a las propiedades de regulación de Ja AC se sabe que algunas formas de 
m.amif'ero son moduladas positivamente y olraS negativamente. por Ja proteína calcio-
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calmodulina. por las subunidades a y py, por inhibidores del sitio P y por la forskolina 
(18). 

PROTEINA CINASA DEPENDIENTE DE AMPc (PKA). 

La enzima clave en la propagación de la scftal extracelular del sistema de la AC es la 
PKA, esta proteína está formada por dos subunidades reguladoras (R) y por dos 
subunidades catalíticas (C) (Fig.2). La PKA al ser activada por el AMPc libera las 
subunidades R de las C que transfieren el fósforo de la posición y del A TP a sustratos 
celulares espccificos. 

En el citoplasm~ algunos de los blancos de fosforilación de la PK.A son la fosforilasa a, 
la sintetasa del glucógeno, la fosforilasa b cin~ la acetil coenzima A-carboxilas~ la 
liposa de triacilglicerol y la fosfofructuocinasa·2/fructuosa 2.6·bifosfato. Estos blancos de 
f"osforilación por la PKA sugieren que el sistema de la AC participa en la sintcsis y 
degradación de glucógeno. en la síntesis de ácidos grasos, en la oxidación de piruvato a 
acetil·CoA, en la movilización de triacilglicéridos, en la oxidación de ácidos grasos, en la 
glucólisis y en la gluconeogénesis ( 1 ). En el núcleo, la PKA fosforita factores de 
transcripción tales como el factor CREB (CREB del inglés: cAM.P response clement 
binding protcin) por Jo cual este sistema puede participar en la expresión de genes (4). 

De manera particular, a Ja PKA 1 se le ha asociado con el control de la proliferación 
celular. mientras que a la PKA 11 con et conuol de la diferenciación (19) 

Los Cenómenos celulares relacionados con la activación del sistema de la AC como 
vernos son muchos, este sistema participa en la regulación del metabolismo. de la 
transcripción de genes e incluso de la memoria (18). 

Ill. b) SISTEMA DE FOSFOINOSITIDOS CALCIO 
En el sistema de transducción de f"osCoinositidos.calcio (PI-calcio) participan las 

siguientes proleinas mcmbranales: receptores estimuladores, proteínas O y proteinas 
efectoras conocidas como fosfolipasas C que generan dos segundos mensajeros: el 1.2-
diacilgliccrol (DAG) y el fosfatidilinositol J.'4.5-trisfosfato (IP3). En este sistema,, la 
proteina cinasa e o PKC, tiene un papel fi.mdamental en la amplificación de la sei'lal 
exbacelular (20) (F;g 3). 

RECEPTORES 

Al sistema de Fl-calcio pertenecen muchos de los receptores de siete dominios 
transmentbranalcs (:?0), entre los que se encuentran los receptores a.1-alrenérgicos. 
receptores de vasoprcsina, angiotensina n. bradicinina, serotonina, aauscarinicos,, 
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Fis..J. SISTEMA DE RECAMBIO DE FOSFOINOSÍTIDOS-CA.LCIO (PI-calcio). 
Neurotransmisores. honnonas y factores de crecimiento 3J unirse a sus receptores especiticos acoplados a 
este sistema activan a la protcina Oq hcterotrimérica y esta a su ve-.z a Ja fosfolip~ C <FLC,,). La 
fosfoinositidasa genera a pnnir dd tbstbtidilinositol "· ~-bifosfato 1IP!> dos segundos mensajeros: el L.::­
diacilglicCTOI (DAG) y d fosfatidilinositol J..¡ • .s-trisfostilto (IP,>. El DAG OK:tivn a In prmeina dnasa C 
(PKC) y el IPJ al unirse a sus receptores en el rcticulo endoplásmico (RE) abre canales de calcio lo que 
provoca un aumento de la concentraeión intracelular del catión. La PKC fosforila numerosos blancos que 
participan en distintas respuestas celulares tales como contracción. proliferación y acfr"·ación Je células 
del sistema inmune. Esquema tomado de las rcten:ncias :?O. :? 1 y :?9. 



doparninérgicos. receptores de la hormona liberadora de gonadotropina.. de trombina,, 
endotelina y del ácido lisofosf"atidico. entre otros. 

PROTEfNAS Gq 

Las proteínas G heterotriméricas de este sistema de transducción pertenecen a Ja familia 
de las proleínas Gq. esta familia está inlegrada. por varios miembros: Gq. G 11, G J 4, G J 5 
y Gl6. todas estimulan la actividad de Ja FLC con Ja que interactúan fisicamente (21). 

FOSFOLIPASA C 

La FLC o f"osfoinositidasa hidroliza fosfolípidos de membrana. en especial ar· 
fosfatidilinositol 4.S-bisfosf'ato (IP2) paca generar Jos segundos mensajeros (Fig.3): el 
DAG. activador natucal de Ja PKC y el IP3 • mensajero que al unirse a su receptor en el 
retículo endoplásmico pcnnite la apenura de canales de calcio liberando el catión al 
citoplasma y elevando su concentración intracelular (2 J ). que en condiciones normales es 
del orden de 10·7 M. nivel que se mantiene debido a la entrada de calcio a la célula por 
canales operados por ligando dependientes de voltaje; al almacenamiento y Jiberación de 
calcio por organelos intracelulares (mitocondrias y retículo endopJásmico) y a la salida de 
calcio de la célula por una bomba dependiente de A TP predominantemente en células no 
excitables y por un intercambiador Na•1ca2

+. el cual es muy activo en células excitables 
(1). La mayoria de Jos efectores hormonales liberan calcio de almacenes intracelulares y 
promueven la entrada de calcio extracelular. 

De la FLC se conocen tres formas principales; la FLC jJ (IH. 132 y norpA). FLC S (SJ. 
62 y 63) y Ja FLC y (yJ y y2). En cuanto a Ja existencia de una FLC a. hay cierta 
controversia ya que más bien pareciera por identidad de Ja secuencia,, se tratase de una 
proteina bisulfuro-oxidorcductasa (2 J ). Algunas evidencias apuntan a la existencia de una 
nueva familia de FLCs. de la fonna e (21 ). 

La FLC tiene dos sitios de interacción con Ja proteína G. el sitio P y el sitio G. sin 
embargo. sólo las isof'onnas p y norpA se acoplan a dicha proteína. La FLC de tipo y se 
acopla directamente a Jos receptores que tienen actividad intrínseca de cinasa de tirosinas, 
probablemente porque ambas proteinas. FLC y y receptor. tienen dominios SH2 y SH3 
(SH2 y 3 del inglés: src homology 2 and 3) (21). Todas las formas de la FLC tienen un 
dominio PH cerca del extremo amino. llamado asf porque este es abundante en Ja 
pJekstrina., una prolefna de las plaquetas. El dominio Pff de Ja FLC está implicado en Ja 
unión al IP2 (22). e incluso para la fonna 61 con Ja unión aJ IP3 (23). 

La FLC p es activada. como todas las fosf"olipasas: C por Gaq. pero además por las 
subwiidadcs f3y (9). 

La actividad de Ja FLC es de suma importancia.. además de generar DAG e IP3 • reduce 
la cantidad de JP2 en la membrana y por lo tanto reduce en ella el número de sitios de 
unión para protelnM con dominios PH (23). 
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PROTEiNA CINASA C (PKC) 

La PKC es la enzima citoplásmica clave que 81llplifica la scfial ex.tracelular en este 
sistema de transducción. es una cinasa que fosforita residuos de serina y treonina de 
sustratos que participan en un gran número de f"cnómenos celulares: contracción. 
protif"eración. diferenciación. respuestas del sistC111a inmune. proceso inflamatorio. 
activación de plaquetas. neutrófilos. macrófagos. lint'hcitos y fibroblastos (22). El porqué 
de tantos efectos celulares, quizá..-¡ se deba a que se trata de una proteína con varias 
isofonnas. y por tanto, a la compleja regulación de su actividad (24). 

La PKC es activa.da vía FLC, pero además vía FLD, enzima que produce ácido 
fosfatidico a partir de la fosfatiditcolin~ y del que se produce posterionnente DAO por la 
acción de la monofosfoesterasa de ácido fosfatidico. La actividad de la PKC es 
potenciada vía FLA2, enzima soluble. a diferencia de la FLC o de la FLD. que hidroliza 
f"osfolipidos y libera ácidos grasos (ácido araquidónico que se produce a partir del DAG 
por la DAO lipasa) y lisofosfolípidos (25 y 26). Si bien. la relación intracelular y 
molecular entre las distintas fosfolipasas que modulan la actividad de la PKC no se 
conoce aún. si se tienen evidencias suficientes para decir que. la degradación de distintos 
fosfolipidos es muy importante en la propagación intracelular de la señal por esta cinasa 
ya que ademas del DAO. otros fosfolipidos pueden acth:arla (22. 25 y 26). 

Existen al menos doce isofonnas de la PKC divididas en tres categorías por sus 
requerimientos de cofactores: las fonnas convencionales a. CU. P,ll y y que requieren de 
fosfatidilscrina. calcio y DAO; las fonnas no convencionales o. &. 11 y a que no dependen 
de calcio para su activación y las formas atípicas l.; y A. que no requieren ninguno de los 
cofactores mencionados (25 y 27). Recientemente. se caracterizó en músculo esquelético 
otra forma a. PKC a.2. con diferencias en la especificidad al sustrato (28). 

Estructuralmente. las isofonnas de PKC tienen cuatro regiones con alta homología 
(Fig.4). de los dominios Cl a C4. aunque en las isof"onnas S. c. l; y Tl falta el dominio C2 
que corresponde al sitio de unión del calcio. El dominio Cl contiene dos secuencias 
repetidas ricas en cisteinas llamadas dedos de zinc. muy importantes porque son los sitios 
de unión de los ésteres de forbol. considCl'ados agentes mitogénicos. y a los que se les 
emplea con mucha frecuencia como activadores artificiales de la PKC ya que mimetizan 
la acción del DAG sobre la proteína. la PKC l; sólo tiene uno de los dos sitios por lo que 
no es activ.ta por ésteres de forbol (27). El dominio Cl además. es el probable sitio de 
unión a la membrana (27); los dominios C3 y C4 se conservan en todas las proteínas de 
todas las especies (25 y 27). C3 tiene la secuencia de cinasa o sitio cata.lítico y C4 la 
región de n:conocimicnto del sustrato (27). La PKC tiene también cinco regiones 
variables. de VI a V5. intercaladas entre las regiones C o constantes (22. 2S y 27) (Fig.4). 

La descripción de los mecanismos moleculares de la regulación y función de las 
distintas isof"onnas de la PKC pueden contribuir en mucho al estudio de las vías de 
transducción de señales por las cuales una hormona o factor de crecimiento ejercen sus 
efectos a nivel del núcleo. La PKC al ser activada migra o se transloca. ya sea a la 
membrana plasmática o al núcleo de la célula (29). aunque también hay PKC endógena 
en el nUclco. tanto isofonnas dependientes como independientes de calcio (30). 
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Fla.4. COMPARACIÓN DE LA ESTRUCTURA DE LAS ISOFORMAS DE LA PROTEiNA 
CINASA C (PKC). Las PKCs tienen cuatro regiones conservadas (CI a C4) y cinco regiones variables (VJ 
a VS). La región CI que corresponde al dominio de unión del diacilglicerol contiene dos secuencias 
repetidas rica.o;; en cistc:ínas (Ja PKC (';: tiene solo una copia)~ C2 es Ja región de unión del calcio y esta falta 
en algunas isoformas. Las regiones C3 y C4 contienen la secuencia conservada de todas las cinasas. El 
extremo amino de las PKCs ó. c. ~y 'l es muy variable. Las isof'onnas 13 1 y f3~ son producto de la edición 
alternativa de un solo gene. Esquema tomado de la referencia .:?7. 



La relocalización de la PKC a la membrana plasmática parece se da por los dominios 
PH que regulan Ja interacción proteína-proteína y eJ anclaje a la membrana (23), el calcio 
parece regular la unión de la PKC a la membran~ unión que puede ser reversible. Se hWl 
caracterizado dos receptores para la PKC llamados RACKS (RACKS del inglés: 
receptoors f"or activated C-kinasc) con diferencias en Ja afinidad de unión de la PKC. 
dependiendo de Ja isofonna (30). Algunas evidencias indican que la translocación de la 
PKC al núcleo se relaciona con la :fosforilación de un gran nú.mero de proteínas nucleares 
y con un aumento en la generación de los fosfoinoshidos nucleares, en particular del 
DAG. Por otra parte. Ja activación de Ja PKC nuclear se acompaft:a de división celular y 
de una disminución en los niveles de mono- y di-fosfatidiJinositolcs en respuesta a 
bombesina y al factor de crecimiento-J similar a la insulina (IGF-1) (29). 

Las formas convencionales de PKC como la a o f3 migran a Ja membrana plasmáti~ 
mientras que las formas no convencionales y atípicas como <'.;;. c5 y TJ migran al núcleo, 
aunque igualmente las isofonnas a y p también se translocan al núcleo como 
consecuencia de su activación (4 y 29). La translocación de la PKC parece ser un 
fenómeno especifico de la isofonna,. peco en combinación con el papel que desempeña 
cada una de ellas en Ja célula. 

En un estudio real izado en células de músculo liso de aorta se observó que Jas 
isofomtas e y e; se translocan diferencialmente al ser activadas (31). La PKC e se 
redisb"ibuye en citosol. mientras que Ja PKC i; se localiza en Ja región perinuclear. a 
diferencia de lo que se ha encontrado en células vasculares. en donde Ja PKC e se 
transloca a la región perinuclear y la PKC .::; al interior del núcleo. Estos hallazgos 
pennitcn suponer que los mecanismos de contracción-independientes de calcio son. por 
un lado tejido-especifico y por otro que cada una de las isofonnas de PKC tiene un papel 
particular en un mismo proceso celular porque hay una redistribución diíerencial de las 
isofonnas e y ~ ambas isoformas independientes de calcio. 

111. e) SISTEMA DE LA PROTEfNA CINASA ACTIVADA POR 
MITOGENOS. 

La vfa de transducción en la que participa Ja proteína cinasa activada por mitógenos 
conocida como MAPK (MAPK del inglés: mitogen actival:cd pcotein kinase) o ERK 
(ERK. del inglés: extraceJlular response ldnase) se relaciona con la proliferación celular 
normal, así como con Ja transformación o proliferación descontrolada de las células. La 
propagación intracelular de los receptores de f'actores de crecimiento se da por una 
cascada de fosforilaciones de distintas cinasas citoplásmicas. y participan además, 
proteínas adaptadoras cnb'c el receptor que tiene actividad intrínseca de cinasa de 
tirosinas y una proteína G pequeña llamada Ras (32) (Fig .S). 
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F~. SISTEMA DE TRANSDUCCIÓN DE LA PROTEfNA CINASA ACTIVADA POR 
MJTÓGENOS (MAPK). Lo.s factores de crcc:imien10 al unirse a sus receptores específicos con actividad 
intrínseca de cinasa de tiro.sino. provocan Ja autofosforiJación y dimcrización del receptor. La propagación 
de la señal OCLll'1"C: por medio de pro1einas .S.,,tadoras con dominios SH2 y SHJ conociWls como Shc. 
Grb2 y mSos que activa a Ras. prolefna O pcqucila con aclividad de GTPasa. El ciclo Ras·GTP-Ras~OP 
es regulado por las protcinas GAP y GEF. R.as-GTP desencadena Ja aclivación de una serie de cinasas de 
scrina y 1"onina Uamadas Raf'-J. MEK y MAPK. La MAPK fosforila blancos específicos tanto en el 
citoplasma o una vez translocada al nU:cleo. La fosforilación de estos sustratos regula la cxp~ión de genes 
que participan en la proliferación celular. Esquema modificado de la rcf'crencia 32. 



RECEPTORES 

Los receptores prototipo de1 sistema de la MAPK son los receptores para factores de 
crecimiento (33). estos receptores activadores se caracterizan por tener un dominio 
cxtracelular de unión al ligando, un dominio transmembranal y un dominio intracelular 
con actividad de cinasa de tirosinas. al cual pueden unirse en diver.;os sitios proteinas 
adaptadoras y proteínas con actividad de cinasa (19, 21 y 23). El ligando al unirse a su 
receptor provoca la dimerización y autof'osforilación o transfosforilación del receptor. El 
cambio confomlacional del receptor, consecuencia de la fosforilación pennite la 
exposición de las tirosinas fosforiladas, sitios que son reconocidos por los dominios SH2 
de las proteínas adaptadoras, de cinasas tales como Src, de Ja subunidad p85 de la 
fosfatidilinositol-3-cinasa (Pl3K) o de la FLC y, importante esta última interacción 
porque de esta manera los receptores para factores de crecimiento mnplifican la señal por 
medio de segundos mensajeros ya que la FLC y genera DAG e IP3 (33). La especificidad 
de unión de cada proteina al receptor está determinada por la secuencia vecina de la 
tirosina fosforilada.. ya sea hacia el extremo carboxilo o hacia el extremo amino (23). 

Algunos ejemplos de receptores que se acoplan a la vía de la MAPK son los receptores 
del EGF, PIX3F, del factor de crecimiento neural (NGF), del factor de crecimiento 
derivado de fibroblastos (FGF). del factor de crecimiento transfonnante alfa (TGFa.) y del 
f'actor-1 estimulador de colonias (CSF-1 ) .. entre otros ( 19). 

PROTEfNAS ADAPTADORAS 

Las proteínas adaptadoras no tienen actividad enzimática, se unen al receptor activo por 
reconocimiento de sitios fosforilados en residuos de tirosina mediante los dominios SH2, 
y éstas a su vez. se unen entre si por dominios SH2 y SH3 (34). Estas proteínas se 
conocen como Grb2 (Grb2 del inglés: growth-factor-receptor binding protein 2). SOS 
(SOS del inglés: Son of sevenless) y Shc (Shc del inglés: SH2-domain-contaning a.2-
coUagen-rclated) (23). 

Grb2 puede interactuar directamente con el receptor fosforilado de EGF, pero en el caso 
del receptor de NGF (Trk.A). Shc es la proteina que primero se une al receptor y 
posterionnente se une Grb2-SOS. un complejo constitutivo. Grb2 al unirse al receptor 
activo deja a SOS localizada en la membrana plasmática donde queda anclada por 
f"arncsilación o miristilación, SOS en este Jugar estimula Ja actividad de Ras, proteína 
intercambiadora de nucleótidos de guanina (23) (Fig.5). 

p21 Ras 

La protefna Ras (Ras del inglés: Rat sarcoma virus) se localiza en la cara interna de la 
membrana plasmlitic~ forma parte de la gran familia de proteínas G ya que tiene 
actividad intriseca de GTPasa, pero difiere de las que se acoplan a receptores de siete 
dominios transmebranales, en que es monomérica y tienen un peso molecular menor. este 
es de 2 t k.Da.. por lo que se le conoce como Wta protefna G pcquefta. Ras tiene 1 88 o 189 
aminoácidos (23). 
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Ras es una proteína clave en Ja amplificación de la seftal inducida por Jos factores de 
crecimiento. se expresa en todas las células pero, en niveles elevados en células que 
proliferan. 

En células de mamífero existen tres genes ras muy similares entre sf: H-ras. N-ras y K­
ras con dos variantes generadas por edición aJtcmativa. distintas en el carboxilo tenninal. 
estas son A-Ras y B-Ras. A nivel del RNA mensajero H-ras se expresa con niveles altos 
en piel y músculo. K-ras en intestino y timo y N-ras en timo y testículo (23). 

La fonna activa de Ras es Ras-GTP. la unión de GTP pennanece por un tiempo 
aproximado de 30 minutos después de la activación del receptor. La activación y 
desactivación de Ras. es decir. la hidrólisis de GTP a GDP. es un proceso ciclico regulado 
por dos proteínas: GAP (GAP del inglés: GTPase-activating protein) y GEF (GEF del 
inglés: guanine nucleotide exchange factors). Las GAP. de 120 le.O~ amplifican la 
actividad de GTPasa de Ras por lo que son reguladores negativos de Ras y por otro lado, 
las GEF catalizan la liberación de GTP de Ras (23) (Fig.S). 

Se han descrito otras proteinas de la familia de Ras (Tabla de la ref. 23). entre ellas se 
encuentran las proteínas Rho (Rho del inglés: Ras homologous) y Rae (Rae del inglés: 
Ras- related CJ-botulinum toxin substrate). Rho tiene un papel importante en la 
regulación de Ja actina del citoesqueleto. en los contactos rocales. en la f"onnación de 
filopodia y lamelipodia; y Rae además. controla Ja actividad de la NADPH reductasa en 
Jos fagocitos. La proteína Ran participa en el transporte del RNA y de proteínas a través 
de la membrana nuclear; Rab/YPT regula el tráfico intracelular de vcsiculas entre los 
compartimentos y Ja exocitosis y endocitosis de diferentes tipos de vesículas (23 ). 

Ras desencadena la activación de una serie de cinasas: Raf-1. MEKI/ MEK.2 (cinasa 
de la MAPK) y MAPK que juntas fonnan la via de transducción de los rccptores de 
factores de crecimiento y de los mitógcnos. Sin embargo, Ras también desencadena la 
activación de la vía de tos receptores de citocinas en ta que participan las cinasas SAPK y 
JNK (SAPK del inglés: stress activatcd protein kinasc y JNK del inglés: Jun N-tenninal 
kinase): de la vfa de las proteínas PAK-1 y p38/RK (PAK. del inglés: p21-activated kinase 
y RK del inglés: reactivating kinase). una vía dependiente de Ras que se enciende en 
respuesta al estrés (agentes que dañan el DNA como inhibidores de la síntesis de 
proteínas. luz uv. radiación ionizante. agentes aJquilantes. etc.) (23) (Fig.6). 

La protefna KSR (KSR del inglés: kinase suprcssor ofras) que participa en varias de las 
vías de cinasas de tirosinas. es importante en la vfa de señalización de Ras. al parecer se 
localiza en el orden de eventos entre Ras y Raf-1 (34). 

Raf-1. MEK y MAPK 

En la vía de amplificación de la MAPK.. la cinasa Raf-1 es activada por Ras (Fig.S). son 
tres las isofonnas de Raf-1: c-Raf-1. A-Raf"y B-Raf'(23). 

Ras interactúa directamente con et extremo amino de Raf-1 que asi se rclocaJiza en la 
membrana; sin embargo. la activación de Raf'-1 también es regulada por fosforilación (32 
y 35). Raf-1 es f"osforilada.. también por PKA. pero esta fosforilación repercute de fonna 
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Fls.6. Vi.As DE TRANSDL'CCIÓN QUE SE ENCIENDEN POR LA ACTIVACIÓN DE LA 
PROTEjNA. RAS. La proteína Ras. con actividad inuinscca de GTPasa.. es estimulada por una gran 
variedad de estímulos exttaceluJares. y son distintas vías de transducción las que panicipan en sus efectos. 
Evidencias obtenidas de distintos sistemas celulares de mamiforo. muestran que se encienden cascadas 
especificas de fosforilación que: terminan en mitogCnesis, dit'Cn:nciación, regulación del metabolismo, 
inhibición del crecimiento, organización del citoesqucleto. uansponc vesicular, respuesta al estrés. apoprosis 
y transformación (~3). Diversas proteinas, tanto del ciloplasma como nucleares y algunos factores de 
ttanscripción como Elk-1. c-Myc. CREB. SAP. c-Jun y ATF-2 son fosforilados en respuesta a Ras. Ras es 
capaz de activar a ottaS proteínas G de bajo peso molecular llamadas Rho. Rae. Ran entre otras, que 
participan en la rcauJación de los contactos focales. actividad de la NADPH reductasa. cte. Esquema 
simplificado de la referencia 23. 
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negativa sobre sus actividad. aunque sólo en algunas células (23). igualmente. es 
f"osforilada en la trconina 269 por una cinasa dependiente de ceramida. el segundo 
mensajero del sistema transducción de la esfingomielinasa-ccramida (36). 

En et orden de sei\alización sigue la cinasa de la MAPK llamada ME"1 esta es activada 
por Raf-1 y por ta MAP~ tanto en residuos de serina como de trconina. MEK f'osforila 
tanto residuos de treonina como de tirosina de Ja secuencia Thr-Xaa-Tyr. donde Xaa es 
ácido glutámico. prolina o glicina. (23). 

Posterionnente, MEK activa por fosforilación a la MAPK.. cinasa que fonna pane de 
una fiunilia de cinasas de serina y/o treonina rodeadas por prolin~ entre las que se 
incluyen a ~ SAPK. p38RK y otras ERK.s. La MAPK activada migra al núcleo en 
donde f'osforila factores de transcripción específicos tales como c-Jun. SAP-1. Elk-1. c­
Myc. ATF2 y CREB (23). los cuales regulan la síntesis de genes específicos~ algunos 
como los proto-oncogencsfos y jun., relacionados con la proliferación y la diferenciación 
celular. A la MAPK se le ha asociado con la fosforilación de la cinasa ribosomal S6~ de la 
fosfolipasa A 2 • del transportador de glucosa y de la cinasa de protamina (23 y 32) (Fig.5) 
e inclusive de proteínas que se encuentran rio arriba en la propia via de transducción.. 
como la MEK.2. el receptor de EGF. SOS y Raf·l. lo que da como resultado la down­
regulation de la vía. Así por ejemplo .. la fosforilación sobre SOS ocasiona que el 
complejo Gtb2-SOS se separe del receptor activado y la scilal ya no se transmite a las 
proteínas subsecuentes (23 ). 

La clonación de la MAPK indica la presencia de las formas p42 (ERK.2). p44 (ERK 1) y 
pS4., esta última sólo con un SOO/o de homología en relación con las dos primeras 
isoformas (32). 

En este momento. después de la descripción general de algunos sistemas de 
transducción. es conveniente mencionar que si bien .. cada receptor tiene una manera 
especifica de propagar la seftal extracelular en el interior de Ja célula. ésta no es la única. 

Se ha dC111ostrado. tanto en células como en sistC111as transfectados, que la activación de 
un determinado tipo de receptor puede regular la actividad de dos o más efectores y por lo 
tanto. regular múltiples vías de transducción. Un ejemplo claro son los receptores de siete 
dominios transmembranales. para los cuales Graeme Milligan (37) analiza los distintos 
mecanismos moleculares por los cuales estos receptores acoplados a proteínas G 
transduccn la scilal en respuesta a un estimulo extracclular. y los agrupa en tres modelos 
que seguramente serán ampliados con el tiempo (Fig. 7). 

l. Un modelo explica que las isoformas de un receptor (subtipos) son capaces de 
interactuar cada uno de ellos con distintas protcfnas G. y estas a su vez. de acoplarse a 
distintos efectores. Algunos ejemplos son los receptores de la hormona liberadora de 
tirottopina. de la honnona paratiroidca. de la hormona luteinizante y los receptores P­
adrcnérgicos. que por un lado activan a la AC al acoplarse a una protefna Cis y por otro 
lado. receptores diferentes para estas hormonas. activan el sistema de Fl-calcio en el cual 
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Fls.7. MODELOS PROPUESTOS DE LA TRANSDL"CCIÓN DE LOS RECEPTORES 
ACOPLADOS A PROTEÍNAS G. AJ menos ues modelos se proponen para la activación de los 
receptores de siete dominios trans111ernbranales (ref. 11 ). A) EJ receptor 1 {RJ) acoplado a su proteína G 
específica {G 1) activa a su efector específico (E 1 ); otro receptor distinto (R2) acoplado a su proteína G 
especifica (G2) activa a su ef'"ector especifico (E2). B) R 1 puede acoplarse a distintas proteínas G (G 1 o 
G2) de esta manera. activa a los efectores correspondientes (El y E2): además. Jas subunidades de las 
proteínas G pueden ser intercambiadas entre si. lo que permite que R 1 ::1ctive a un tercer etector (E3 ). C) 
El RI acoplado a GI tiene dos posibles ca.minos4 uno en el que panicipa la subunidad con actividad de 
GTPasa. es decir. Ga y otto en el que panicipa Gpy : el primero es el camino tradicional que lleva a la 
activación de El. el otro. por medio de '3Y. activa a E2: además de la posibilidad de activación de 
otros efectores (E?)# Esquema modificado de la reforencia 37. 



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

2 .. Otro modelo explica que un solo receptor activa más de una via de transducción 
al acoplarse este a distintas proteínas o. que activan a su vez distintos efectores. Asi por 
ejemplo. los receptores de los opiodes_¿; y los receptores u1~adrenérgicos inhiben la 
actividad de la AC y los canales de calcio-dependientes de voltaje. En el efecto producido 
por los receptores de opioides participa una proteína Go. mientras que en el efecto 
producido por los receptores a.;radrenérgicos participa una proteína Gi 1,. sensible a la 
toxina pertussis. 

3 .. Un tercer modelo explica que un ~eptor interactúa sólo con una proteína G. 
pero ta seiíal se bifurca posteriormente en este punto porque las subunidades a. o py 
activan o inhiben uno u otro efector. Un ejemplo son los receptores cx.radrenérgicos que 
inhiben a la AC y activan a la FLC. se presume que en los dos casos es por medio de la 
subunidadd a de Gi. y además activan a la FLA2 por medio de las subunidades py de la 
misma proteína Oi. 

IV. REGULACIÓN DE LAS ViAS DE TRANSDUCCIÓN, 
"CROSSTALK" 

Si únicam.t...,,le tuviéramos en mente que una señal extracelu\ar enciende una via de 
transducción. podemos suponer que su regulación es compleja de cualquier mallera. dadas 
las muchas posibilidades de interacción del receptor-proteína O-efector. esto si ponemos 
como ejemplo a los receptores de siete dominios transmembranales (Fig.7). Sin embargo. 
la complejidad en la regulación de las vias de transducción aumenta más si consideramos 
que una célula tiene que responder a varios estímulos a la vez. Las preguntas que surgen 
entonces son muchas: ¿Cómo una señal puede generar tantos y tan distintos efectos en lo 
célula?. ¿Se enciende sólo una vi, o más de una?. ¿Cómo la célula tiene ta capacidad de 
discernir entre un estimulo u otro y adaptarse a todos los cambios del medio?. 

En la década de los 70's surge el concepto de intercomunicación entre las diferentes 
vias de transducción o croHlalk (38). intercomunicación que se da gracias a protelnas y 
moléculas celulares que son clave. tales como las cinasas (PKC. PKA. MAPK. etc). las 
f"osfatasas y los segundos mcnsjct'OS (AMPc. DAG. IP3 • calcio). Existen nwncrosas 
evidencias del crosstalk entre los sistctnas de la AC y el sistema de Fl-calcio. y del 
crosstalk de estos sistemas con otros. Por mencionar algunos ejemplos: 

a) La translocación de la PKC de\ citoplasma al núcleo de la célula inducida por AMPc 
(29). 

b) La fosforilación por la PKC de los rc:ccptores P2-adrcnérgicos. acoplados al sistema de 
la AC (38). 

e) La fosforilación por la PKC de la proteina Os, de la AC y de los receptores a:i.­
adrenérgicos. acoplados inhibitoriamente a la AC (38). 
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d) La disminución en la actividad de la fosf'odiesterasa de AMPc (enzima que degrada al 
AMPc) por el tratamiento de células hepáticas con ésteres de forbol, activadores de la 
PKC. (38). 

e) La dcscnsibilización de las células inducida por glucagon (cuyo receptor se acopla 
cstimu1atoriamente a la AC) a hormonas que tienen receptores acoplados al sistema de Fl­
calcio, como la angiotensina 11 y vasopresina (38). 

f) La f'osforilación por Ja PKC~ de receptores con actividad intrínseca de cinasa 
de tirosina. como el de insulina y EGF. La fosforilación del receptor de EGF disminuye 
su actividad de cinasa (38). 

a> El incremento de Jos niveles de AMPc. DAG. fosfatidilcolina y ácido araquidónico por 
la activación del receptor de IL-1, receptor de un dominio transmembranal que no se 
acopla a proteínas G. Por otta parte, la activación de Ja PKC por ésteres de fbrbol 
disminuye 69'1/o el pegado de la IL-1 a sus receptores, probablemente porque se 
intcmaJizan. Esto sugiere que el control de Jos efectores AC. FLC y FLA2 se da por el 
..,crosstaJk"' de los sistemas de transducción (38). 

11) La fosf'orilación por PKC y PKA de canales iónicos. La PKA fosforila las 
subunidades y y O y la PKC fosforita principalmente la subunidad O del receptor 
nicotinico de acetilcolina (subunidades a 2 P,y0) que además, es fosforilado ~ e in 
rlY.!? por una cinasa de tirosinas. PKA y PKC fosforilan la subunidad p del receptor de 
GABA" (ácido y-aminobutiricu) formado por las subunidades a.2p2 , Jo que sugiere que 
estos canales iónicos son regulados por Jos sistemas de la AC y de rccaJTibio de Fl-calcio 
(38). 

1) La regulación de la vfa de Ja MAPK. positiva por Ja fosforilación por la PKC de la 
cinasa Raf-1, y negativa por la fosforilación de Ja misma por la PKA (22, 32 y 33). 

j) La activación de la vfa de la MAPK. positiva por citocinas, ligandos cuyos receptores 
se acoplan a1 sistema de la esfingomiclinasa-ceramida por un mecanismo independiente 
de Ras (39). 

k) La ceramida. segundo mensajero del sistema de la esfingomielinasa-ceramida inactiva 
a Ja PKCa a través de la acción de una fosfatasa (40). 

1) La PKC fosforila directamente a la PARK (cinasa del receptor '3-adrenérgico) (41), lo 
que causa su activación y translocación a la membrana (42). 

Sin embargo, no obstante que se tienen una infinidad de ejemplos de ••crosstalk .. , Ja 
mayoría de las evidencias que se tienen son indirectas. Es tarea aún. el demostrar cuáles 
son los blancos cspecfficos de cada uno de los elementos cruciales en este fenómeno de la 
comunicación intracelular. 
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V.ADRENÉRGICOS 

El conocimiento acerca de Jos dif'erentes tipos de receptores es muy amplio. y Jo que se 
conoce acerca de los receptores adrenérgicos no es la excepción. 

Por tratarse de Jos protagonistas principales del presente trabajo, mencionaré a 
continuación, y de manera especifica las características .. vias de transducción, regulación 
y efectos celulares de los receptores adrenérgicos, con énfasis en el subtipo a 1-

adrcnérgico. 

La historia de Jos adrenérgicos es por demás inten...~nte, Ja celebración reciente de los 
100 años del descubrimiento de la epinefrina (adrenalina) y norepinefrina (noradrenalina}, 
honnona y neurortransmisor. respectivamente (43). permiten pensar que un esfuerzo 
importante está detrás del esclarecimiento de las acciones fisiológicas que tienen estos 
agentes en diversos tejidos; de Ja caracterización farmacológica.. molecular y bioquimica 
de sus receptores; así como de la dilucidación de las vías de transducción que estos 
mensajeros químicos emplean para generar finalmente una respuesta celular. 

La epincfrina y la norepinefrina son catecolwninas, es decir aminas fenólicas 
dihidroxiladas. son los agonistas o activadores naturales de los receptores adrenérgicos. 
La cpinefrina normalmente circula en la sangre con una concentración de 10· 10 M, Ja cual 
en un estimulo de al&m"la, se eleva hasta 1000 veces ~n segundos o minutos. Las 
catecolwninas son secretadas en la porción interna de Ja médula de Ja glándula adrenal en 
respuesta a señales del sistettJa nervioso central ( l ). 

Los agentes adrenérgicos tienen múltiples efectos en las células. son mediadores 
imponantes de la contracción. relajación. prolif"cración y de la memoria. por mencionar 
algunos ejemplos. En particular. Ja epinefrina incrementa la fuerza y frecuencia del 
corazón; Ja presión sanguínea y la dilatación de las vías respiratorias, que en conjunto. 
incrementan el O~ liberado a los tejidos. especialmente al músculo. Algunos de los 
efectos metabólicos de la epinefrina son el incremento en Ja degradación de glucógeno y 
la disminución de Ja síntesis de glucógeno lo que conlleva a un incremento en la 
producción de glucosa por la gluconeogénesis en el hígado; el incremento de la glucólisis 
y la movilización de ácidos grasos en el músculo; además. del aumento en la secreción de 
glucagon y Ja disminución en Ja secreción de insulina ( 1 ). 

¿Por qué tienen tantas y tan diversas acciones los agentes adrenérgicos9 inclusive9 

acciones opuestas?. 

El descubrimiento de varios subtipos de receptores adrenérgicos, ha permitido 
acercarnos a la respuesta. 

•)RECEPTORES ADRENÉRGICOS 

Todos los receptores adrenérgicos tienen una estructura general simiJar9 el modelo 
topográfico de estos receptores predice que se trata de proteínas de siete dominios 
transmembranales f"onnados por aminoácidos hidrofóbicos acomodados en a-hélices. 
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unidos entre si por tres asas extracelulares y tres asas inbacelulares. El extremo antino es 
extracelular y varia de tamaño de un receptor a otro. mientras que el extremo carboxilo de 
la proteina es citoplásmico (Fig.8). Todos tos receptores adrenérgicos unen los mismos 
ligandos endógenos (epincfrina y norcpinefrina) por lo que se ha postulado que el 
dominio de unión del receptor al ligando corresponde a los sitios más conservados en la 
superficie de los dominios transmembranales (44). 

Los receptores adrenérgicos tienen modificaciones postraduccionales. En el cxb"elno 
wnino tienen enlaces N-glicosídicos con carbohidratos en residuos de arginina; y tienen 
también. sitios potenciales de palmitoilación en el ex.tremo carboxilo (44). modificación 
importante funcionalmente porque regula el acoplamiento del receptor con la proteína O 
(25) (Fig.8); así mismo. las asas intracelulares de los receptores a 1b- y a. 1d- adrcnérgicos 
tienen sitios potenciales de fosf'orilación por la PKC y PKA (44). 

VI. SISTEMAS DE TRANSDUCCIÓN 

Los distintos subtipos de receptores adrcnérgicos modulan. en general. dos sistemas de 
transducción. Los receptores a. 1-adrenérgicos se acoplan al sistema de recambio de 
f'osfoinositidos-.calcio. los receptores P-adrenérgicos se acoplan de manera estimulatoria 
al sistema de la AC y los receptores a 2-adrcnérgicos también a la AC. pero inhiben su 
actividad (43). 

CLASIFICACION 

La primera clasificación de los receptores adrcnérgicos fue hecha por Ahlquist en 1948 
(45) con base a las diferencias observadas en los ef'ectos que generaron seis aminas 
sirnpatomiméticas en distintas preparaciones de músculo. Algunas de estas sustancias 
relajaban y otras contraían el tejido, dependiendo de la concentración empicada.. Los 
primeros receptores adrcnérgicos se conocieron como a.- y los segundos como P­
adrenéraicos. 

Más tarde. Lands et al. en 1967 (46) descubrió la existencia de dos clases de receptores 
P-adrcnérgicos, el P 1 y el (32 • El subtipo P~ se caracterizó muchos aiios más tarde (47). 

En lo que toca a los receptores a.-adrcnérgicos. Langcr et al en 1977 (48) los dividió en 
receptores presinápticos y postsin6pticos por su localización anatómica. clasificación que 
ya se habla sugerido desde 1958 (43). En ese mismo afta. en 1977. Bcrthelscn y Pcttingcr 
los dividieron en los subtipos a.1- y aradrcnérgicos (49). 
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La clasificación de estos receptores ha crecido gracias a Jos estudios f"annacológicos, 
bioquimicos y moleculares. Se han descrito. oficialmente9 tres grupos de receptores 
adrcnérgicos con un total de nueve subtipos por la IV lntemational Union Phannacology 
Nomenclature of Adrenoce¡)tors (50). 

RIECEPTOAIES 
ADRENÉRGICOS 

... 

... 

CLASIFICACIÓN DE LOS RECEPTORES cz,-ADRENÉRGICOS 

.. .. .... .. .. 

11 • ... 
p, 

La clasificación de los receptores a 1-adrenérgicos ha resultado muy controvertida. a la 
fecha se han clonado tres subtipos: a. 1.9 a 1h y a. 1d-

El subtipo ª•e• en un principio descrito. es ahora el subtipo a 1 •• El subtipoª•• o a 1&1'd es 
actualmente blanco de los estudios de clonación molecular (5 J ). 

El receptor a 1b fue el primer receptor a.1-adrcnérgico caracterizado. En 1988 el gn.1po de 
Lefkowitz clonó a este receptor de células de músculo liso de hámster de la linea celular 
DDTl-MF2 (52). Posterionnente, ya en 1993. fue aislado y caracterizado el gene que 
codifica este receptor (53). 

Los estudios de desplazamiento de unión del ligando radioactivo al receptor. ayudaron a 
definir que se trataban de dos clases de receptores a 1• asi los receptores a. 1-adrcnérgicos 
(con alta afinidad. pK.D = 9-1 o. por la prazosina un antagonista o agente que bloquea la 
activación del receptor) se subdividieron en dos subtipos: el a. 1.- y el a. 1h-adrenérgico por 
las diferencias observadas en la afinidad. alta y baja respectivamente, a tres antagonistas 
cornpetitivos: el bcnoxatian. WB4IO1 y f"entolamina. Otros agentes f"annacológicos 
permitieron confinnar las diferencias entre los dos subtipos: el 5-metil-urapidil y la 
(+)niguldipina,. ambos antagonistas selectivos del subtipo a. 1.; y la espiperona y 
rispcridona selectivos del a.1h (51 ). 

Tiempo después. entre 1990 y 91, el grupo de Schwinn (S4) caracterizó un tercer 
subtipo~ el ª•e· Schwinn describió al receptor a. 1.:-adrcnérgico como un receptor con baja 
afinidad por el WB4101 y con sensibilidad parcial a la cloroetiJcJonidina (CEC). un 
agente alquilante. 

18 



Estaban descritos entonces. los subtipos a. 1 •• a 1b y a.1". sin embargo. a) parecer la 
designación para los receptores a. 1• hecha por Lomasney et al. (55) fue prematura. Se ha 
comprobado que la secuencia propuesta para este receptor no corresponde al subtipo a. 1• y 
a sensibilidad del receptor a. 1.-adrcnérgico antes mencionado. al S-metilurapidil, 
fentolarnina. oximctazolina y (+)niguldipina,, así como la sensibilidad a la CEC. fueron 
similares a las que presentaba el receptor al c clonado. por lo que a este subtipo se le 
designa como a. 1c (SI y 56). 

El grupo de Graharn en 1991 (56) descubrió un cuarto subtipo de receptor a. 1-

adrenérgico. al que Schwinn y Lomasney en 1992 (57) denominaron como a 1d- o a 1a:d­

adrenérgico. Esta clasificación se propuso porque el receptor presentó baja afinidad para 
antagonistas a. 1 • en comparación con las afinidades que presentaba el a. 111• Se han 
caracterizado fannacológicamente los subtipos a. 1.-. a 1b- y a 1c·adrcnérgicos (58). 

La Tabla 1 ilustra las afinidades y órdenes de potencia de los receptores a 1-adrenérgicos 
para varios agonistas y antagonistas. 

m,. m,. m1• 
AGONISTAS 
(-}Epinefiina 546 4690 6250 
(-)Norepinefrina 100 I0500 9730 
( + )Epinefiina 18100 32000 43000 
Metoxarnina 110000 1610000 203000 
Fenilefiina 1440 23900 47800 
Oximetazolina 2140 842 114 
•Orden de potencia NE> EPI >FENJL>OXJ OXI>EPl>NE>FENIL OXl>>EPl>NE>FENIL 

ANTAGONISTAS 
Prasozina 0.33 0.56 0.37 
Fcntolamina 111 340 IS 
S-metil-urapidil 0.66 57.2 9.8 
WB4101 2.1 28.6 0.68 
•Orden de potencia PR.AZ>WB4IO1 >>FEN PRAZ>>WB410l>FEN PR.AZ>WB4JOl>FEN 

Tabl• l. Propiedades de unión de •aonist.s y antaaonistas de los treS subtipos de receptor-es u 1-
adrc~raicos. Valores obtenidos de estudios de competenci• con 11 :s HEA T en úlulas COS-7 tnmsfcctadms 
con los receplor-es clonado!I. Las Ki (constanles de inhibición) se expresan como concentración nM (Tabla 
modificada de la rcf. +t). Los valores de Ki para el S-metil-unpidil fueron obtenidos de estudios de 
competencia con 'H Prazosina en fibroblastos Rat·I (Reí.SR}. 

Los genes de los receptores a. 1b y a. 1c se localizan en el cromosoma S y el del a.1d en el 
cromosoma 8 (44) y el RNAm de cada uno se ex.presa en diferentes tejidos (59). La 
expresión de estos receptores es tejido-especifico (44); y aunque todos se acoplan al 
sistema de PI-calcio por medio de proteínas G de la f'amilia Gq (60. 61 y 62). se les 
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relaciona a cada uno. con funciones particulares que dependen del sistema celular (Tabla 
D). 

IU:Clirt"Olla:s 
AD•E'.'l.ltac•cos 

.... 

.... 

AIWllNOÁCIDOS 

560 

SIS 

466 

.,_ 

.,....~ -riftón 
pulmón .... 

~ ...... .... 
aneria rDMol 

EFEC.-.-0 SISTEM4 DI: 
CE LV LA.a Ta4NMJL:CCIÓN 

Prod&.lc:c:ión de IP,, Fl-c•lc:io 
Pn.iduc:c:IÓll Adrnilaro c:ic:'-9 
de AMPc:, •(•diVKión 

indiR"c:ta) 
tliprrtrofla Fl-calc:io 
canfl..:a, 
Contr.cc:ión 

Pfud&acción de IPJ y Fl-calcio 
c:alcto • 

Llbeqc;ión de Kido Foafblip.au A: 
.-.qu>dónico, 
Tiwisforn--.íón Sobrce•prcsión ... , 
ncoplU1ca., ...,.,.. .. 
~jón Adaollaco cic:l-
deAMPc -C:9CliV-ión 

indl--ta) 

Producción de IPJ )' Fl-ealc:io 
calcio, 
Libcr.ción da Kido Fosfofi,,_. AJ 
__,.,idótiico, 
Conll9Cción 

llf:Ft:at:NCIA 

.... 
63 

.... 
65 

66 

.... 
65 

64 

TaM8 11. Caracteriatic:as aencralca de los rcceplorcs a1-8d~raieos y efectos partieulares asociados • su 
.c:tiv..:ión, 

VII. ESTRUCTURA DE LOS RECEPTORES a 1-ADRENÉRGICOS 

Al igual que oaros receptores adrenérgicos. los a. 1 tienen siete dominios 
transmembranales: l. 11. 111. IV. V. VI y VII. Tienen seis asas. tres extracelulares y tres 
intracelulares. La segunda y tercera asas intracelulares. asf como pane del carboxilo 
terminal. también Intracelular. participan en el .:oplamiento del .receptor con la proteína 
O (67). Los tres subtipos de receptores a.1 tienen un número similar de aminoácidos con 
pcqueftas dif"erencias en su ~tura general (Tabla 11 y Fig.9). pero el extremo amino. el 
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Receptores a.1-

adrenérgicos: 

ª•· 

( NH, 

~ 
COOH 

COOH 

Fla-9. ESQUEMA DE LA ESTRUCTVRA DE LOS SUBTIPOS DE RECEPTORES a 1-

ADRENÉRGICOS. Los receptores acoplados a proteinas G tienen siete regiones transmembranales unidas 
entre si por tres asas cxtracclulucs y tn:s asas intrai:clularcs. El ex.tremo amino es extracelular y el ex.tremo 
carbox.ilo es citoplásmico ( 44). 
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extremo carboxilo y la tercera asa intracelular son regiones que difieren mucho en tmnaiio 
y composición de aminoácidos (44) (Fig.9). 

Al menos los receptores a 1 b son fosf'orilados por la PARK en respuesta al agonista y 
esta modificación qulmica causa la dcsensibilización del receptor (68). es f'osforilado por 
la PKC e igualmente repercute en la funcionalidad del receptor (69). Es interesante que la 
sensibilidad del receptor a ser f'osforilado por Ja PKC depende del subtipo de receptor 
(70). Una cisteina conservada en el extrenH> carboxilo de los tres subtipos es palmitoilada 
(44). 

VIII. SISTEMA DE TRANSDUCCION DE LOS RECEPTORES u 1-

ADRENÉRGICOS 

Los tres subtipos de receptores a 1-adrenérgicos pertenecen al sistema de Fl-calcio, 
activan a la FLC P por medio de las proteínas Gq ( 60, 61 y 62), y generan dos segundos 
mensajeros, el DAG y el IP3 . Sin embargo. podemos observar en la Tabla 11 que la 
activación especifica de uno u otro subtipo genera distintos efectos en la célula porque 
tienen la capacidad de unirse a distintos ef"cctores, de tal manera que además, activan a la 
FLA2 por medio de una proteína O sensible a la toxina pertussis (65), activan canales de 
calcio tipo L sensibles a la dihidropiridina por medio de proteínas O sensibles a la toxina 
pertussis (65) o inducen prolif"eración celular cuando el receptor por mutación o 
sobreexpresión está permanentemente activo (66). 

Actualmente, se tratan de esclarecer cuáles vías de transducción son reguladas por los 
diferentes subtipos de receptores a. 1-adretlérgicos, y cuál es la relevancia fisiológica de su 
activación, es decir, definir cwll es el rccc:ptor que participa en contncció~ relajación,. 
proliferación, expresión de genes. etc. Una gran cantidad de trabajos se han realizado 
sobre el estudio de Jos ef"ectos celulares a tiempos cortos producidos por los agentes 
adrcnérgicos, enfocados principalmente al metabolismo. Otros trabajos, menos 
numerosos, se han enfocados al estudio de fenómenos celulares que se observan a plazo 
largo en respuesta a los adrenCrgicos, tales como la sintesis de DNA y Ja expresión de 
genes. 

A este respecto, se sabe que las catecolmninas estimulan la s•ntcsis de DNA del higmk» 
en regeneración después de una hepatectomia parcial del órgano. efecto que se relaciona 
con la expresión de genes de inducción temprana (71 ). Las catecolarninas estimulan Ja 
sfntesis de DNA. por lo que se sugiere que la activación de receptores adrc:nérgicos tiene 
relación direc:ta con la proliferación cclut_. (72 y 73). 

Estos trabajos pioneros demuestran. que no sólo los factores de crecimiento o sustancias 
mitogénicas inducen proliferación celular, sino que de fonna similar, hormonas y 
neurotransmisores inducen el mismo af"ccto, se llega al mismo fin, aunque sea por 
caminos distintos. ya que se activan receptores dif"erentes 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 expresión de genes. Los agonistas adrenérgicos 
inducen Ja transcripción de genes que participan en la homcostasis de la célula. Chin .J.H. 
et al (74) recientemente describió que la activación de los receptores a. 1 de aorta de rata 
lleva a un increntento de la síntesis del RNAm del gene Hsp 70 cuyo producto es una 
proteína heat shock, la Hsp70. Las protefnas hcat shock participan en un mecanismo 
homeostático en respuesta a daño metabólico o ambiental. La expresión del gene Hsp 70 
inducida por norcpinefrina disminuye con la edad del animal. 

El grupo de Zimmcr H. G. et al (75). describe que la norepinefiina por medio de Jos 
receptores a. 1-adrcnérgicos, induce un incremento en los niveles del RNAm de la glucosa 
6-fosfato-deshidrogcnasa y también en su actividad como enzima reguladora de la vía 
oxidativa del ciclo de las pentosas-fosf"ato. Los autores concluyen que esta respuesta que 
se observa a tiempos largos puede f"onnar parte de un mecanismo homeostático que 
mantiene el nivel de nucleótidos de adcnina cardiacos en un rango normal. 

La estimulación a. 1-adrcnérgica induce la expresión del gene de la lipasa de 
lipoprotefnas en adipocitos de tipo caf"é. como una vfa awtiliar. ya que la estimulación Pr 
adrenérgica es la más importante en la regulación positiva de la expresión de este gene 
(76). 

Además, a través de Ja estimulación a.1-adrenérgica se incrementa la transcripción del 
gene de la a-actina de músculo esquelético cardiaco durante la hipertrofia del corazón 
(77) y de la cadena pesada de la P-miosina en los miocitos cardiacos (78). 

La activación de los receptores adrenérgicos igualmente. estimula la expresión de genes 
de inducción temprana,, entre los que se encuentran los llamados proto-oncogenes (genes 
nonnales que ejercen una regulación positiva sobre el ciclo celular) en diversos tejidos 
celulares. Los primeros estudios al respecto fueron realizados en células de la ghindula 
parótida de las moscas Drosophila y en células del sistema nervioso (79 y 80). El 
isoprotercnol. un agonista p-lldrcnérgico induce la expresión de los proto-oncogenes c-:fos 
y junb (79) por dos o más vias de transducción. En la glándula parótida. los agonistas P­
adrcnérgicos además, de inducir la expresión de los proto-oncogenesfos y jun. inducen la 
expresión del proto-oncogene c-abl que codifica dos proteinas de 150 lcDa. dif"erentes 
sólo en el extremo amino (80). 

En células epiteliales de la linea celular AS. c-:fos y jun B se expresan en respuesta al 
isoproten:nol. pero sólo la expresión de c-:fos es dependiente del calcio intracelular. Jo que 
sugiere que su ex.presión es regulada por segundos mensajeros distintos (81 ). 

En células de músculo de la línea celular BCJH 1. derivada de un tumor. el proto­
oncogene c-fos se expresa por Ja presencia de agonistas a.1- y p2-adrcnérgicos. tanto en la 
prolif"eración como en la dif"erenciación de las células (82). 
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En el corazón, Jos agentes adrenérgicos tienen un papel primordial en su fisiología. La 
exposición de células cardiacas a agonistas a. 1-adrcnérgicos ocasiona cambios rápidos en 
la contractilidad. en las propiedades elcctrofisiológicas y en las respuestas metabólicas 
del miocardio, además. los agonistas .trenérgicos estimulan la producción de 
fosfoinositidos, activan la glucogenólisis, inducen un efecto inotrópico positivo 
relacionado con un incremento en el calcio intracelular, asf mismo. inducen tanto, 
cambios en la ex.presión de genes relacionados con la hipertrofia cardiaca.. especialmente 
de genes de inducción temprana. como cambios en la expresión de genes marcadores del 
desarrollo embrionario (83). 

En células del miocardio en cultivo, tanto la estimulación a- como P-adrcnérgica.. 
induce la ex.presión diferencial de los prot~ncogenes c-fos y c-ju11, expresión que se 
relaciona con la hipertrofia de los miocitos y más específicamente con el ensamblaje de 
los sarcómeros durante la contractilidad. In vivo la infusión de isoproterenol por 24 a 72 
horas induce la hipertrofia cardiaca a los animales, obsevada como un aumento en el peso 
del corazón. Se demuestra que la estimulación de la vía de transducción de la AC activada 
por receptores P-adrenérgicos incrementa la expresión transitoria. hasta por 1 hora.. de los 
proto-oncogenes c-fos, fosb y junb. La expresión de c-jun y jund no cambia en respuesta 
al agonista (84). 

En el tejido adiposo caf"é. la activación de receptores P- y a 1-adrcnérgicos inducen de 
manera sinérgica la expresión del proto-oncogene c-:fos. expresión que se relaciona 
directamente con la proliferación y la diferenciación de estas células (85). 

En el higado en regeneración la expresión de proto-oncoaenes se incrementa durante el 
proceso de proliferación y diferenciación (71 y 86). y to mismo se observa durante la 
carcinogénesis hepática (87). o en condiciones nonnates (88) por la acción de algunas 
honnonas. sin que se conozca en este último caso el significado que lleva consigo el 
aumento en la transcripción de algunos proto-oncogenes. 
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X. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS 

PROTO-ONCOGENES fos y jun 

•)FAMILIA F06 

El oncogcne v-fos recibe este nombre porque se aisló originalmente de un osteosarcoma 
inducido por el virus del san:oma murino FBJ (Finkel. Bislcins y Jinkins) y por el virus 
cranst"onnante de las aves FBR (Finkel. BiiReilly) (89 y 90); c-fos es el homólogo celular. 
dFRA y c/JRA son genes de Drosophilq relacionados con esta f"amHia de genes (90). 

b) PROTO-ONCOGENE fo .. 

Las genes de la f"amilia Fos codifican proteinas que conf"orman el factor de 
transcripción AP-1 (AP-J del inglés: activator protein J ). 

Los miembros de esta f"amilia de genes son:fos.fosb.fosb2 ifosb2:.f0s b menos 101 
aminoácidos del carbox.iJo tenninaJ). /ral y fra2 (antfgenos relacionados con fos) estos 
últimos detectados por análisis con anticuerpos cm preparaciones nucleares de AP-J (90). 

El nivel basal de Ja expresión del RNAm defos se incrementa después del con1acto con 
un gran número de estímulos extracelularcs (Tabla lll). lo que sucede a tiempos tan cortos 
como 5 minutos en aJgunas células. por lo que se les conoce a estos genes como •ene• de 
Inducción tempraa•; y Ja vida media del mensajero es de 30 minutos en promedio. por 
Jo que se les conoce como aene:e ele esprnl6n lraaattori• (Tabla 111). expresión 
independiente de la síntesis de prorefnas (90). 

faslF- RNAm PROTEfNA E•tfmuloe: Tipoceluf•r 
estr.-:efldares -------

l.Sa30min 30min Luz uv. Suero. FibrobJas1os 
(vida media) (vi.U media) EGF. PDGF, FOF 

Neurotransmisorn Neuronas y células 
3500 nucleótidos 380 aminoácidos yNGF PCl2 

TNF Célulu 
14q24.3 .tipoal!nicas 

fCl1HDP90"'9hulllmW11 

12CE-0) 
IFy Macrófllao 

(C~der.llOft) Anaiotensina 11 Musculo vascular 
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-._ 

jM11l.JVN 

4 exoncs 

JOmin 
(vida media) 

lp-32-pll 
(en>mosomm hummio) 

1 CkÓft 

Estróaeno 

Endotelina 

TGFP 

Ana:iotensina JI 

331 aminoKidos Ácido rccinoico 

Úaerodc nua 

Células 
mesanai•lcs 

1'.fiocicos 

Músculo liso de 

Células Hela 

F•ctor aclil.'ador de Células B 
las plaquetas 

Tabla 111. Caractttisticas principales de los proto-oncogcncsfos y jun y de las proteina.s correspondientes 
Fos y Jun. Estimulas cxtnacelulares que inducen su ex~ión. 

La transcripción del gene fos tiene un alto grado de rcgulación9 la región promotora 
tiene múltiples secuencias reguladoras positivas y negativas. que responden a diversos 
estimulas extracelulares (Tabla 111 y Fig.10). 

e) PROMOTOR DE fas 

Las secuencias reguladoras del promotor de fos son: la caja TATA que va de -26 a -31 
pares de bases (pb); CRE (CRE del inglés: cAMP response elemcnt) en la región de -56 a 
-63 pb: DR (DR del inglés Din::ct rcpcat) de - 76 a -90 pb. secuencia que junto con CRE se 

~~ic.:: =:c~~':!::~1d:~rc::~ ~:':n!C:Ss';1~~~~;,'!;~:,: ~~28::~~0: 
retinoblastoma. p 10~9 al unirse al DNA inhibe la expresión 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 
afos autorregular su transcripción (el heterodimero Fos-Jun reprime la transcripción de 
fas); la secuencia SRE de -297 a -318 pb (SRE del mglés: senun response element) que 
se requiere para la activación de Ja s(ntesis de fos por suero. TPA y f"actores de 
crecimiento o por luz ultravioleta (UV); la secuencia SIE (SIE del inglés: v-s/s­
conditioned mediwn inducible elemenl); FIRE (FIRE del inglés: Fos intragenic 
rcgulatory element) una región palindrómica que va de 208 a 218 pb en el cxón 1 y que 
participa en la terminación prematura de la transcripción (90 y 91) (Fig.10). 
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F ... 10. SECUENCIAS REGULADORAS DE LOS PROMOTORES DE fos Y DE ¡.,,,. Seiiales 
extracelularcs que activan o reprimen la transcripción de Jos proto-oncogencs fos y jun por medio de las 
secuencias reguladoras presentes en sus promotores (ver detalles en el texto). Se indican aJgunas de las 
proteínas que participan en las vias de transducción que Ilcvan a Ja expresión de dichos genes: proteína 
cinasa A (PKA),. proteína cinasa dependiente de calcio-calmodulina (CaM). factor nuclear de Jun <NF-Jun) 
y cinasa específica de Jun (JNK) (90). 
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A Ja secuencia SRE se une el f"actor p62 TCF que interactúa directamente con la región S • 
y el factor p67SRF para f"onnar un complejo temario (Fig. l l ). importante en la activación 
de la transcripción de/os. El factor p67sR es f'osforilado por la caseína 11 cinasa y p62TCF 
por la MAPK (90). 

d) ESTABILIDAD DEL RNAm defos 

La estabilidad del RNAm de fos, y as' mismo su degradación. parecen ser 
fundamentales en Ja transfonnación de las células. 

En Ja degradación del mensajero .. dos regiones ricas en las purinas adcnina y uracilo son 
criticas. una de ellas es una región de 67 pb cercana a tres motivos AUUUA: la otra es 
una región en el extremo S • de 0.32 Kb a la que se unen al menos dos proteínas que 
panicipan en dicha degradación. Esto lo sugieren estudios realizados .in..xi!r.2 en donde se 
observó que la deleción de la zona de 67 pb incrementa el potencial de transf'onnación., 
mientras que Ja otra región promueve Ja degradación del mensajero defos, lo que también 
detiene la transfonnación de las células (90) . 

Los miembros de la familia Fos tienen un grado de potencialidad para transfonnar a las 
células:fosb>fos >fra/ yfra2. 

El quefosb sea más potente para inducir transformación, con respecto afos. se relaciona 
con quefosb no tiene en el extremo 3' la región potencial de fonnación de la horquilla de 
tenninación de la transcripción. por lo que el mensajero tiene mayor estabilidad y por 
tanto. su expresión se observa por más tiempo: además, en fosb falta el sitio de 
fosforilación por la PKA. y esta f"osforilación es importante para la estabilidad de la 
protefna (90). 

e) PROTEINA Fa. 

Fos es una fosfoproteína nuclear de SS kDa producto del proto-oncogene fos, fonna 
parte de las vfas de scftalización que participan en el desarrollo de algunas neoplasias. por 
lo que se le considera una proteína oncogénica (92) . 

Fos fonna hcterodfmeros con la proteina Jun por medio de los dominios con 
cremalleras de leucinas (regiones con 4 o S leucinas en serie. separadas por otros 6 
aminoácidos). juntos constituyen el f'".:tor de transcripción AP-1 que se une al DNA en la 
secuencia especifica TOACTCA llamada AP-1 o TRE (TRE del inglés: TPA response 
elemet) (90 y 93). Las proteinas FosB. Fral. Fra2 .. JunD y JunD también pueden 
heterodimerizar con Fos. y es el homodimcro Fos-Fos el menos estable (90). 

La región carboxilo de Fos es importante en la regulación de la actividad como factor 
de transcripción. se trata de una región en donde OCUITCl'l varias modificaciones 
postraduccionales. en particular. la f'"osfoesterificación; es también una región mutada en 
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TATA TATA 

c-fos c-.Jun 

Fis-11. REGULACIÓN DE LAS PROTEINAS Foa Y ,1,.. POR FOSFORILACJÓN. El producto de los 
proto-oncogcnes fos y jun son fosforilados en el citoplasma por cinasas especifica.o; de residuos de serina y 
trconina que pertcccnen a Ja familia de las cinasas MAPKs. Fos es fosforilada por la cinasa de Fos (FRK) y 
.Jun por su patte. es f'osforilada por la cinasa específica de .Jun (JNK). La transcripción de fos es inducida 
por el complejo temario de los f"actores TCF y SRF unidos a la secuencia SRE en el promotor. La 
transcripción dejun es regulada por el complejo Jun-ATF2 .. el cual se une al sitio regulador AP-1 o TRE. 
Esquema modificado de la referencia 89. 



las protefnas virales oncogénicas FBJ-MuSV y FBR-MuSV (Fig.12); y por otra parte. en 
las f"onnas truncadas como FosB. aunque éstas sf retienen la capacidad de fonnar dímeros 
con Jun. no Ja de activar la transcripción de los promotores con sitios AP-1. ni tampoco ta 
de reprimir aJ promotor defos (90). 

Otros sitios importantes para la función de Fos son: la glutamina J 68, los dominios con 
cremalleras de leucinas y varios residuos de serina. Jos dominios HOB 1 y HOB2 y el 
dominio KCR (90). 

La glutamina 168 es indispensable para que los homodimeros se unan a Ja secuencia 
AP- J. En los dominios con cremalleras de Jeucinas existen varios sitios de fosforilación y 
las protefnas Fos que no tienen estos dominios inhiben Ja transformación inducida por v­
Fos y por Ras. Las serinas cercanas al carboxilo tenninal en las posiciones 362 a 364. 
368, 369. 371 y 373 son fosforiladas por la PKA y por la cinasa p34cdic:~. ésta última 
participa en el control del ciclo celular. La serina 362 es fosforHada también, por una 
cinasa que se activa por el NGF y EGF en células PCl2. En el extremo amino. los 
residuos S9 al 139 son fosforiJados por Ja PKC. por la p34"«2 y por una cinasa nuclear. 
fos es f"osf"orilado por la FRK (FRK del inglés: Fos rclated kinasc) (Fig. I 1 ). 

En el dominio de transactivación Fos tiene los dominios homólogos HOBI y HOB2 
(HOB del inglés: HomoJogous box) de Jos cuales HOB 1 es fosforilado por la MAPK. 

El dominio básico KCR, que comprende de los aminoácidos 53 al 155. tiene una 
cisteina en la posición 154 que modula la unión al DNA. si Ja cisteína se encuenrra en 
estado reducido se incrementa la capacidad de unión al DNA y si se remplazada por 
serina Fos tiene mayor capacidad de actuar corno agente tnmsfonnante. El dominio KCR 
se conserva en Fos. Jun y ATF/CREB (90). 

Fo~ comparte con los otros miembros de su fiunilia cinco regiones homólogas además, 
del dominio básico y del dominio con cremallccaa de Jeucinas (90) (Fig.13). 

1) FAMILIA J•,. 
El nombre de Ja familia Jun surgió pol'qUC el proto-oncogcne v-jun se aisló 

originalmente del virus del sarcoma de I• aves A VS 17. la palabra junana en japonés 
significa número 17; c-jun es el homóloao celuls de v-jun (90). 

11) PROTO-ONCOGENEJ,,,. 

Los genes de Ja familiaJun codifican proteínas que conf"onnan el factor de transcripción 
AP-1 (90 y 9 J ). Estos f"actores se unen a las mistnas secuencias consenso que Jos factores 
de transcripción PEA 1 de ratón y OCN4 de i.s levaduras. 
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..... IL ESTRUCJ"VRA DE LA PROTE.INA.S Fos. FIU-MuSV V FBR-M•SV. La caja negra de 
FBJ·MuSV representa una región de 49 residuos de aminoácidos distintos a Fos. Las cajas con rayas de 
Fo• unidas con lineas punteada indican las regiones dcletadas en FBR·MuSV. La proteína FBR.-MuSV 
tiene los 4 cxoncs de Fos. pero con una dclec:ión del cuano cxón y, además, una región gag de 310 
m11:ono4icidos en el amino tcnnlnal en el Jugar colT'CSpondienlc a 24 aminoécidos de Fos; en el carboxilo 
terminal tiienc dos delcciones. de 13 y 9 aminoácidos n:spcctivamcntc, dentro del marco de lectura_ de tal 
manera que se reemplazan 98 aininoBcidos de Fos con 8 residuos que codiflcan la caja fox de la protcfna 
FBR·MuSV. Esquema tomado de Ja referencia 90. 
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F...... COMPARACIÓN DE LAS PROTEiNAS F--. Foe~ FoeBZ Y .J11n. SITIOS DE 
FOSFORJLACIÓN DE Fos Y DE .11111 CR.ITICOS EN SV FUNCIÓN. FosB tiene truncado el 
carboxilo tenninal con respecto a Fos. pero retiene los dominios de cremallera de lcucina y de unión al 
DNA. La edición alternativa de FosB genera a FosB2 al remover 140 pb (nuclcótidos 1913 a 2052 de 
FosB) Jo que ocasiona un cambio en el marco de lectura a -1 y se origina un codón de ténnino TGA 
después de la cremallera de lcucinas. La secuencia de FosB2 es idéntica a FosB en los primeros 237 
aminoicidos. En Fos. las barras arriba de la secuencia del carixntilo tcnninal indican los tres grupos de 
scrinas (Ser 362-364. Scr368, 3690 371 y Scr373 y 374). El amino terminal de Foses fosforilado por la 
PKC. pJ4cdc:? y una cinasa nuclear. y el carboxilo tcnninal es fosforilado por Ja PKA y por pJ4N<-:?. Jun es 
fosforilado en S silios por la cinasa de la sintctasa del glucógeno antes del sitio de unión al DNA (residuos 
227 a 252). Esquema tomado de la referencia 32. 



jun. al igual que los genes de la f"amilia Fos son. genes de inducción temprana. su 
expresión se induce rápidamente bajo múltiples estímulos extracelulares (Tabla Jll y Fig. 
JO). aunque la expresión dejundes constitutiva en muchas células (90). 

Los miembros que confonnan esta familia de genes son: c-:iun.junb y .fund. Entre c-jun 
y jund de humano existe una identidad del 44 % y entrejunb y jund del 45 % (90). 

11) PROMOTOR DEJ•" 

El promotor dejun es más simple. comparado con el promotor defos (90) (Fig 9).jun 
tiene Ja secuencia AP-1 o TRE en Ja posición que va de -63 a -72 pb. pero difiere de las 
secuencias AP-1 de otros genes porque tiene 1 pb más. lo que hace a esta secuencia más 
afln para unir al heterodfmero Jun-A TF2. con respecto a otros sitios AP-1. Esta secuencia 
hace posible que el proto-oncogene autorregule su transcripción positivamente por lo que 
la expresión pennanente de c-jun puede ser una consecuencia de ello. Otras secuencias 
del promotor dejun son el sitio NF-JUN (NF-JUN del inglés: Nuclear factor-JUN) que va 
de -131 a -141 pb~ sitio activado por el TPA o por TNFa (el factor NF-JUN tienen 
subunidades similares al factor NFKll); la secuencia Sp-1 de -107 a -117 pb; CTF de -86 
a - 92 pb y RSRF (RSRF del ingles: relate senun response factor) que va de -SO a - 59 pb. 

La actividad transcripcional del promotor de jun es n..-primida por el f'actor CREB 
(CREB del inglés: CRE proteins binding) probablemente porque parte de la secuencia 
AP-1 es parecida a la secuencia CRE a Ja que se une CREB. Sin embargo. dependiendo 
del estado de fosforilación CREO también puede ser un activador dejun (94). 

El papel transf'ormante de }un se debe a que el producto de este proto-oncogene. la 
protcfna Jun tiene la capacidad por sí misma de unirse a los sitios AP-1. fonnar el 
complejo AP-1-Jun y autorregular positivamente su propia transcripción (90). La sola 
cxpn:sión dcjun ca suficiente para que se desarrolle un tumor. Se ha observado que los 
virus que contienen v--jun o un rccombinante f"onnado por v--jun y c.¡un. induce Ja 
aparición de tumores en Ju alas de los pollos cuando se inyectan los virus aJ tejido (90). 

1) PROTEfNA .1-

La proteína nuclear Jun es oncogénica (92). constituye al factor de transcripción AP-1,. 
ya eea como homodfmeros de Jun con c-Jun. JunD o JunB. o como heterodfmeros con 
Fos. Fral y Fra2. Fos amplifica la unión de Jun al DNA en el sigui.ente orden: Fos B > 
Fral > Fos (93). 

Los complejos Jun-AP-1 son fosf'orilados en cinco sitios de serina y trconina. dos de 
Jos cuales son f'osf"oril.:los por la PKC. Jo que ocasiona una disminución en la capacidad 
de unión al sitio AP-1; Jos otros tres sitios son fosforilados por la glucógeno sintetasa.-3-
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cinasa (90). La serina 243 es muy importante en la regulación de Ja actividad de Jun. se 
ha demostrado que si esta se muta se bJoquca Ja fosf"orilación de otros tres sitios y se 
incrementa Ja transactivación de Jun hasta 1 O veces; adcmás este residuo no está en v-Jun 
y esto ocasiona que el factor al unirse aJ sitio AP-J active pcnnanentcmente la 
transcripción dejun (90). Ver en la Fig.14, la comparación de las regiones de Fos y Jun. 

Cada uno de los miembros que f"onnan el f"actor de transcripción AP-J. es decir. Fos y 
Jun tienen características particulares tanto. a nivel de gene como a nivel de proteína. AP-
1 como tal. tiene características propias que describiré a continuación. 

J) FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN AP-1 

AP-1 se considera un mensajero nuclear que regula las acciones generadas por las vfas 
de transducción que se encienden en respuesta a f"actorcs de crecimiento. honnonas. 
citocinas y neurotransmisores (93). 

La.'"I proteínas de las f'arnilias Fos y Ju1r f"onnan el f"actor de transcripción AP-1. un 
complejo proteico de 39 a 47 kDa. que se fonna en el citoplasma de la célula a diferentes 
tiempos después de Ja presencia de variados cstimulos. dependiendo de la cinética de 
activación de Jos senes correspondientes.fas y J111r (90 y 95). 

Fos junto con .lun preexistente se transloca aJ nlklco. de manera que se f'onnan horno- o 
hcterodímcros por medio de Jos dominios con crctnalJcras de lcucinas requeridos también 
para la unión al DNA con distintas actividades de unión al DNA. Los dímeros son más 
estables que las proteínas Jun solas (93 y 95). 

Los miembros de AP-1 tienen Ja capacid.-d. de f"onruv eomplejos con otros f"actores (90 
y 93), c-Jun se une a los f"actores ATF2 y ATF3. dim~ que se unen prcfcnmciaJmente 
al sitio CRE. Fos y Fral f"onnan dimeros con ATF4 (ATF del inslés: activating 
transcription factor). de tal f"onna que en algunos casos Fos y Jun contribuyen a la 
actividad de AP-1 y en otros casos. a Ja aic:tividad de los factores CREB. 

La formación de dímeros de Fos y .lun con otros factores. tales como A TF o CREO 
pc:rmite contar con un número mayor de f".:torcs de transcripción que regulan 
diferencialmente Ja expresión de los genes blanco que responden al ñctor AP-1 (93). 

k) REGVLACIÓN DEL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN AP-1 

La regulación del factor de transcripción AP-t. se da principalmente. a nivel 
transcripcional y a nivel post-trad!uccional (93). 
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ns.t•. COMPARACIÓN DE LAS PROTEfNAS Fo. Y .1-. Las cajas homólogas HOBJ y HOB2 se 
encuentran en el dominio de trans~activaci6n de Fos y estas .e conservan en el dominio de activ.:ión Al 
de Jun. La accucncia de Fos de rata es idéntica a la mecuencia de Fos de humano. excepto en que la 
alanina y treonina de las posiciones 230 y 231 son sustituidas por valina y alanina. El dominio HOB 1 
contiene lo sitios de fosforilaci6n por la MAPK.. El dominio básico (KCR) (aminoAcidos 153 a 1 SS) se 
conserva en Fos y en Jun. E~uema tomado de la referencia 90. 



* Nivel transcrlpclon•I. La expresión de fes, la cual es muy baja en la mayoría de las 
células no-estimuladas es inducida por un gran número de sei\ales extracelularcs (Tabla 
111). La inducción de la expresión dcfra y jun por ejemplo es más lenta comparada con la 
defos, pero ta deJun es continua.fos y Jun tienen varias secuencias reguladoras (Fig.9). 
muchas de las seftales estimulan la transcripción de fos por medio de la secuencia SRE 
que es reconocida por los factores p67 SRF y p62TCF. No es claro si la expresión de estas 
protefnas es constitutiva o si esta regulada por scftalcs extracelulares (93). En cuanto a la 
expresión de Jun esta es inducida por varios estímulos extracelulares (Tabla 111). la 
expresión persistente de Jun probablemente se deba a la capacidad que tiene Jun de 
matorreplar su expresión al unirse al sitio AP-1 del promotor del propio gene (93)., la 
protefna Jun preexistente se encuentra en niveles elevados y al parecer es Ja responsable 
de la actividad basal de AP-1 (93). 

*Nivel poet-trllduedomal. Lai activict.d de AP-1 es regulada por fosforilación, tanto de la 
protefna preexistente como de aquella sintetizada ~- Las cinasas JN"1 FKR y 
MAPK son las más importantes en dicha regulación (90, 93 y 96) (Fig.10). Fos es 
fosf'orilado en la treonina 232 por una cinasa especifica. la FRK. (FRK del inglés: Fos 
response kinase). fosforilación que potencia la transcripción del gene (90). El complejo 
TCF/Elk-1 (Elk-1 es miembro de la familia de los factores TCF) que induce la sintesis de 
c-Fos al unirse al promotor del gene es fosforilado por la MAPK, este permite que se 
forme el complejo ternario SRE-TCF-Elk-1 que también promueve la transcripción del 
gene (90). ~. se ha observado la foaf'orilación de Fos por la PKC y por la p34wc.: 
(90). La MAPK fosf'orila un sitio inhibidor del carbox.ilo tenninal de Fos (96). 

Por su pane, Jun es fosforitado en cinco sitios de serina y/o trconina rodeados por 
prolinas. tres de ellos por la atucóacno sintctasa 3-cinasa justo antes dei sitio de unión al 
DNA; La f"osforilación de las serinas 63 y 73 en el dominio de tranuctivacion por ta .JNK 
(JNK del inglés: Jun N-tenninal kinasc) potencra la transcripción de jun. Dichas cinasas 
reconocen sitios de los factores TCF/Elk y ATF2 (96). La fosforilación de c-Jun y ATF2 
estimula su capacidad de activar la transcripción de c-jun. de manera que AP-1 
incrementa su actividad en respuesta a estímulos de la JNK (UV. radiación.. TNFa) (96l. 

Otras f"onnas de regulación de AP-1. implicitas en ta función de Jun y Fos son (90): 

1) La estabilidad de los heterodirneros: Fos-Fos < Jun-Jun < Fos-Jun. 

2) La presencia de Jun. ya que al interactuar cooperativamente con Fos inhibe la 
transcripción defos. 

3) La ex.presión diferencial de Fos y Jun.. ya que están presentes sólo en determinados 
estadios del desanollo y sólo en detcnninados tejidos. 

4) La expresión de los genes correspondientcsfos y Jun. la cual es temporalmente distinta. 

5) La proteina inhibidora de la actividad de AP-1 llamada IP-1 (IP-1 del inglés: inhibitor 
protein l) de 30 a 40 k.Da. Esta proteina en su fonna fosf'orilada por ta PKA. bloquea Ja 
unión del dimen> Fos-Jun al DNA (97) (Fig. I 5). 
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Fls-15. REGULACIÓN DEL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN AP-1. La fosforilaci6n de Fos y de 
Jun por la proteina cinasa C (PKC) pennitc la fonnaci6n del factor de transcripción AP-l que se une al 
DNA de acnes que tienen la secuencia AP-1 o TR.E. La protelna inhibidora del &ctor AP-l, llmnada IP-t. 
en su forma a:tiva o dcsfosf'oril.ta previene la unión al DNA. La f"onna inactiva o f"osforilada de IP-1 .. por 
la PKA. al no uní.ne al dbncro Fos-Jun pcnnitc que AP-1 se una específicamente al DNA. E9qucma 
tomado de la n:ferencia •97. 



El papel exacto de Jos cambios dinámicos en la composición y en la actividad de AP-1 
no se conocen con presición, Jun B puede reprimir la activación de c-;fun actuando 
entonces como modulador negativo. De manera general. AP-1 participa en muchos 
f'enómcnos celulares ya que una gran diversidad de genes que codifican protcinas del 
metabolismo. proliferación, difercnciació14 muerte celular, etcétera, tienen la secuencia 
reguladora AP-1 (Tabla IV). 

GENE SITIO AP-1 PROTEINA FUNCIÓN Referencia• 
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Tabla IV. El factor de u.nscripción AP· I reaula la expuión de ames que codif"tcan procelnas que 90n 
importan&es en el metabolismo. la diferenciación y la pn>lifen.ción celular. 
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XI. VÍAS DE TRANSDUCCIÓN QUE INDUCEN LA 
EXPRESIÓN DE LOS PROTO-ONCOGENESfos y jun 

Por estudios realizados en distintos sistemas celulares se sabe que en la expresión de los 
proto-oncogenes fos y jun es regulada por la activación de distintos tipos de receptores 
membranales. receptores de f'actores de crecimiento. de citocinas y de ligandos que se 
unen a receptores acoplados a proteínas O (89. 90. 91. 9S, 94 y 96) que encienden la 
maquinaria de diversas. vias de transducción de la señal. 

Para inducir la expresión de fas y jun distinras seftales extracelulares convergen en la 
activación de Ja proteína Ras (96). A partir de Ras la sei\al se bifurca rio abajo en dos 
cascadas de amplificación, una de las cuales tennina en la expresión de fos y otra en la 
expresión dejun (Fig.16). 

Los receptores de citocinas, al ser activados por su ligando. interactúan con una serie de 
cinasas de residuos de tirosina conocidas como Lck. Fyn. Lyn. Yes. etc y posterionnentc 
activan a Ras para ainplificar la señal. Los mecanismos moleculares posteriores a la 
activación de Ras en respuesta a las citocinas y que tcnninan en la expresión defos y jun 
no se conocen (96) (Fig.16). 

Por otro lado. los receptores de factores de crecimiento activan la vía clásica de 
proliferación en donde participan de manera importante la MAPK... enzima que por 
fosforilación regula la actividad de enzimas intracelulares y de Cactorcs de uansc:ripción 
que panicipan en la proliferación cclul.-. y Ras. una ponefna oncogénica (96). En lo que 
se refiere a la via de transducción que induce la expresión dcfos. participan dos MAPK, 
una de ellas contribuye a la actividad de AP-1 al fosforilar al complejo TCF/Elk-1 que se 
une al promotor del gene e induce su transcripción. y otra. la FRK fosforila a Fos y a .lun 
en sitios que promueven un aumento en la transcripción de ambos senes (96). 

Recientemente, se ha descrito que unm via alterna a Raa induce la expresión de fos , 
aquella en la que panicipan v-Src y los factores de b'an9cripción STA TS. v-Src es una 
proteína que induce mitogénesis y transfonnación de las células por múltiples efectos 
sobre las diversas vías deo sefla.liz.ación .. dependiendo del contexto celular en el que se 
exprese Src. Src estimula la activación de la MAPK e induce la expresión de fos en 
células quiescentes por dcpriv.:ión del suero ( 1 1 O). El mecanismo molecular consiste en 
que Src. o induce la f'omwción del complejo temario que por medio de SRE induce la 
transcripción del proto-oncogene (111) o activa a los f..:torcs STAT que se unen a la 
secuencia SIE en el promotor de fos (110). es interesante que en este mecanismo al 
parecer no intervengan de manera sipificativa las ciriasas JAKS (JAKS del inglés: Just 
anothcr kinaacs) que 8Ctivan por fosforilecióna a Jos STA TS, por lo que me sugiere que el 
dominio de cinasa del receptor de EGF es crucial en lasci\alización (111). 

La expresión de jun también se indu.cc por factores de crecimiento que provocan la 
a::tivación de Ras, sólo que en este caso los elementos que .,.Ucipan rio abajo en la via 
de tran:K!ucción son las cinasas MEKK (cinasa de la MEK), la .JNKK. (cinasa de la ci.nasa 
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Fls-16. VÍAS DE TRANSDUCCIÓN QUE INDUCEN LA EXPRESIÓN DE LOS PROTO­
ONCOGENESf- V J- OBTENIDAS DE DISTINTOS SISTEMAS CELULARES. La transcripción 
de fes es estimulada por la vfa clúica de los receptores para factores de crecimiento en Ja que participa la 
MAPK.. La b"anscripción dejun es estimulada por medio de una via de transducción en la que participan las 
cinasas: MEKK (cinasa de MEK), JNKX. (cinasa de la cinasa de Jun) y JNK. (cinasa especifica de .Jun). 
Las susbunidadcs py de las proteínas Gi2 inducen la eiitprcsión de c-fos (115); asi mismo. los factores de 
tran9Cripción STA T participan en la expresión de e-fas ( 1 1 O y 111 ). Las cinasas PKC y PKA regulan la 
expresión de estos proto-oncogcnes al fosf"orilar blancos cspccificos de la vfa de la MAPK (89 y 90). 



de Jun) y la .1NK., esta últirna fosforita al factor A TF2 y a c-Jun por lo que promueve la 
sintcsis del mensajero dejun (96) (Figs. 11 y 16). 

Por otro lado. la activación de receptores acoplados a proteinas G induce Ja expresión 
defos y jun (Fig.16). probablemente por medio de distintas vias dado que estos receptores 
membranales se acoplan a distintos efectores. Al menos, uno de los caminos propuestos 
en la expresión de fos por este tipo de receptores implica la activación de Ras por el 
complejo py (112 y 113) (Fig.16) en donde el mecanismo, probablemente sea aquel en 
donde py .. proveniente de proteinas G activadas-sensibles a la toxina pertussis. reclutan a 
Src a la membrana plasmática que junto con Shc reclutan a su vez,. a la fonna activa de 
Ras (23). Otro mecanismo depende de las subunidades a. de las proteínas Gi acopladas a 
los receptores del ácido lisofosfatidico y a la FLC p (114). y/o en particular a la 
generación de los segundos mensajeros IP3 y DAG ( 1 1 S). 

El mecanismo que induce la transcripción de fos y/o jun por medio de receptores 
acoplados a proteínas G. de la familia Gq o Gs. no se conoce. Sin embargo. cinasas como 
la PKC o la PKA que fonnan parte de las vfas de amplificación de dichos receptores 
regulan por fosforilación a Ja proteína Raf'-1, componente de la vía de la MAPK que 
activada por diversos estímulos extracclulares estimula la síntesis de estos proto­
oncogenes (89 y 90). 
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Dada la importancia que lleva consigo la activación de los receptores adrenérgicos y su 
posible papel en el control de la ex.presión de genes de inducción temprana. como los 
proto..oncogencsfos y jun, durante el desarrollo de esta tesis se plantearon los siguientes 
objetivos: 

OBJETIVO GENERAL 
• Estudiar la posible modulación adrcnérgica de la ex.presión de proto-oncogenes. 

OBJETIVOS PARTICULARES 
• Ex.plorar en hepatocitos de cuyo si hormonas como la angiotensina 119 ta histamin~ la 

vasopresin~ la norepineñina y otros agentes que activan al sistema de la AC y al 
sistema de recambio de Fl-Calcio como tos ésteres de forbol en el último caso. 
inducen la ex.presión del proto-oncogcne c-fos. Caraterizar la ex.presión de c-fos 
inducida por la activación de receptores P- y a 1-adrenérgicos. 

• Detenninar si la e"'presión de los proto-oncogencs fos y jun es especifica de la 
activación de los distintos subtipos de receptores a 1-adrcnérgic0s en cClulas Rat-19 que 
sobrecx.presan de manera independiente a los tres subtipos. 

• Determinar el posible papel de la PKC en la transcripción de c-fos y c-;jun en respuesta 
a la activación de los tres subtipos de receptores a 1-adrenérgicos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

MATERIALES 
Cuyos machos de :?20 a 250 gramos de peso ad Ubltwm. Fibroblastos de pulmón 

embrionario de rata de la linea celular Rat-1 transfectados con los cDNAs para los tres 
subtipos de receptores a.1-adrenérgicos (el receptor a.1• fue clonado de cerebro de bovino, 
el a. 1b fue clonado de células de músculo liso de hámster de la linea celular DDT1-MSF2 
y el receptor a.k fue clonado de cerebro de bovino). Las tres lineas celulares nos fueron 
donadas por los Drs. L. Allen. Marc Caron y Robcrt Lefkowitz de la Universidad de 
Duke en Durharn Carolina del Norte. U. S. A. 

La Colagenasa tipo IV fue de Worthington. La norcpinefrina. isoproterenol, 
propranolol. PMA (phorbol-myristate-acetate). la estaurosporina,. prasozin~ endotelina-1 .. 
tiocianato de guanidina. fonnamida. amberlita. dex.trán sulfato de sodio. ortof"osfato de 
sodio, DNA de esperma de salmón, ficoll. albúmina de suero de bovino (fracción V). 
poliacrilamida. bis-acrilamida fueron de Sigma Chemical Co. (St. Louis. MO). La 
metoxamina nos fue donada por Burroughs Wellcomc. El 5-mctil-urapidil y el Calfostin 
C fueron de Research Biochemicals INC. El Tri-Reagent ™ fue de Molecular Rescacch 
Center. INC. El isopropanol. etanol. clorof'onno. alcohol isopropUico. fonnaldehido, 
citrato de sodio. cloruro de sodio fueron de Baker. El material de cultivo de células y 
medios de cultivo DMEM (Dulbecco"s Modified Eagle Mcdium) y Hanks. tripsina. 
antibióticos. G4 l 8 (análogo de la ncomicina) y los anticuerpos policlonales anti-PKC a. 
Si. & y ~ fueron de GIBCO BRL (Gaithersburg. MD). El plásmido que contiene la sonda 
de c-fos humano. el kit de Nick Translation para el marcaje de sondas de DNA. el 3~Pa 
dCTP (6000 Cilmmol). el kit para la detección de proteinas por quimioluminiscencia 
ECL ™. la membrana de nylon. el anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo y el 
conjugado de estreptavidina acoplado a peroxidasa fueron de Amersham 
(Buckinghamshirc. U. K.). La membrana de nitrocelulosa y la agarosa fueron de Dio Rad. 
La sonda de c-Jun de ratón (plásmido 63026. clona JAC. I) se obtuvo de American Type 
Culture Collcction (Roclcville., MD). Las enzimas de restricción fueron de New Englans 
Biolab (Beverly. MA). Las placas de autorradiogratla X-Omat. el fijador y revelador 
OBX fueron de Kodak. 

MÉTODOS 
J. AISLAMIENTO DE CÉLULAS DE HiGADO DE CUVO. 

Las células de hfgado de cuyo se obtuvieron frescas para cada experimento de animales 
con un peso de 220 a 250 grs de peso por el método de Betty y Fricnd (116). El hlaado se 
perfunde con la solución K.rcbs-Ringer (NaCI 120 mM. K 2P04 1.2 rnM. MgSO, 1.2 mM., 
NaHC03 10 mM .. pH 7.4) y gaseo continuo de 0 2 95 o/o y C02 So/o a 37 ºc. La pcrf'usión 
del higado con CaC12 1.3 mM y colagcnasa lmg/ml en Krebs-Ringer a 37 ºC permite la 
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digestión del órgano y el aislamiento de las células hepáticas. La viabilidad de las células 
se determinó por exclusión con azul de tripán al 0.1 ~'ó. 

Z. CULTIVO DE FIBROBLASTOS DE PULMÓN DE RATA DE LA LfNEA 
CELULAR Rat-1. 

Las tres J incas celulares Rat- l transfectadas de manera estable con los genes de Jos 
receptores a 1-adrenérgicos se mantuvieron en cultivo bajo una atmósfera de C02 a 37 ° C 
en cajas de 6 pozos en el medio DMEM con glucosa y glutamina suplemenrado con suero 
de bovino al JO %. J 00 µg/ml de estreptomicina. J 00 unidades/mi de penicilina. 0.25 
µgtml de anfotericina y 300 µgtml del antibiótico G4 l 8 que sirvió para Ja selección de las 
células transf'ectadas con los receptores a 1 (70). Los _experimentos se iniciaron con los 
cultivos confluentes como medida de homogeneidad entre las tres lineas celulares. La 
resiembra de las células se realizó periódicamente durante dos meses. tiempo después del 
cual se descongelaron células y se reiniciaron Jos cultivos. 

3. AISLAMIENTO DEL RNA TOTAL DE HEPATOCITOS V DE CÉLULAS Ral-I 

La purificación del RNA total se realizó por el método de Chomczynski y Sacchi (117) 
empleando el reactivo comercial Tri-Reagent ™ en el caso de los hepatocitos de cuyo. o 
con Ja solución que contiene tiocianato de guanidina 4 M. sarcosyl O. J %. citrato de sodio 
0.75 M. NaAc 2M pH 4. P-mercaptoetanol 50 m.M y fenol saturado con agua (1:1) en el 
caso de las células Rat-1(l18 y 119). 

SO mg de hepatocitos de cuyo o 1 O mg de células Rat-1 incubadas previamente con las 
honnonas o agentes durante 30 min en Ja mayoria de los casos, o de O a 4 horas en el caso 
de los cursos temporales. 

Las células se lisan con la solución Tri-Rcagent o la solución de tiocianato de guanidina 
4 M.. cada muestra se agita de fonna vigorosa por 30 seg y se les agrega 100 µI de 
cloroformo-isoarnilico ( J :SO). se mezclan y se dejan en reposo 5 minutos. se centrifugan a 
10.000 rpm durante JO minutos. La f"ase acuosa (RNA) se separa en tubos limpios, se 
agrega isopropanol y las muestras se almacenan a - 70 ° C durante l hora. se centrifugan a 
12.000 rpm durante 20 minutos. La pastilla recuperada de RNA se lava con etanol al 75 
o/o y después de centrifugar a 12.0000 rpm por 5 minutos la pastilla se seca en el 
SA V ANT durante 20 a 30 minutos. El RNA se resuspcnde en agua estéril tratada con 
dictilpirocarbonato (DPC) y se prepara para golearlo sobre membranas de nylon (dot blot) 
o para corTCrlo en geles de agarosa al J.5 % con f"onnaldehído al 20 % y MENP (MOPS. 
EDTA. NaHP04 ) y transferirlo posteriormente a membranas de nylon por capilaridad 
(nonhem blo1). 

4. PURIFICACION DE LAS SONDAS DE DNA: G4PDH,fo" y ./1111. 
a) OblenchSn de plúmldoa ( 120). Las bacterias E. co/i de la cepa HB 1O1 con Jos 
plásmidos que contienen los fragmentos de los genes para Ja gliccraldchído-3-fosf"ato-
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deshidrogenasa (GAPDH) y para los proto-oncogenes c.-:fos y c-jun se crecieron en medio 
Luria con ampicilina al 2.5 º/o a 37 ° C y agitación constante hasta que los cultivos 
llegaron a una D.0.660 nm de 0.6, el plásmido se amplificó con cloranrenicol 100 nglml por 
2 horas. 

Para recuperar las bacterias, los cultivos se centrifugan a 8,CXK> rpm durante 1 O minutos 
a 4°C, estas se lisan en la solución que contiene glucosa SO mM, EDTA 100 mM, Tris­
HCl 25 mM. pH 8, lisozima 2 mg/ml y RNA 'sa 1 O mg/mt. Después de 30 min en hielo se 
obtienen los protoplastos, se agregan 100 µ1 de NaOH 0.2 N y SDS al 1 o/o y se mezclan, 
luego se añaden 75 µl de NaCH3coo· pH S y se m~zclan. El DNA cromosomal se retira 
y et resto (DNA) se mantiene en hielo 5 min, se centrifuga a 10,000 rpm por S min. Al 
sobrenadante se le agrega etanol al 100 º/o (3 volümencs), los tubos se guardan a -70 ºe 
por 1 hora y luego se centrifugan a 12,CXK> rpm durante 20 min. La pastilla de DNA se 
seca en el SAVANT por 30 minutos. El DNA (plásmido) se analiza por electroforesis en 
geles de agarosa al l % en donde el DNA se tifte con bromuro de etidio 0.5 mglml y se 
observa en un transiluminador de UV de longitud de onda corta. 

b) Obtencl6n de sonda• (120). El inserto de la GAPDH de 605 pb se obtiene por doble 
digestión con las enzimas de restricción EcoRI y Hind 111; la sonda de c-fos de 61 5 pb se 
obtiene por digestión del plásmido de 2.2 Kb con las enzimas de restricción EcoRl y Pstl 
y la sonda de c-jun del plásmido 63026, clona JAC. l de 2.6 Kb se obtiene por digestión 
con EcoRI. Las digestiones de los pl&smidos se checan en geles de agarosa al 1.5 º/o. Los 
insertos se obtienen de geles de poliacrilarnida al 7.Sº/-TBE (Tris-HCI~ EDTA y ácido 
bórico) por clectroclución a 200 mA durante 2 horas .. el DNA que se recupera en TBE 
l X. se lava con butanol saturado con NaCI 3 M y se centrifuga. Se recupera la fase 
acuosa (DNA) y se le aarega etanol al 100 %, se almacena a -20 ºe por 1 hora. Los 
insertos se analizan por electroforesis en gc:les de agarosa al 1.5 °/o y el DNA se tii\e con 
bromuro de etidio. 

5. EXPRESION DE -OTO-ONCOGENES (DOT BLOT Y NORTHERN BLOT) 

a) Dot-blob (l 18, 119 y 120). SO o 100 µg de RNA total (cuantificado a Au,onm1n0nm> se 
prepara en la solución que contiene formaldchido, SSC 20X (citrato de sodio. acetato de 
sodio, pH 7.4) y fonnarnida desionizada. se calienta a 65 ºe 15 minutos. posteriormente 
se pasa a hielo S min y se aotea sobre membnmu de nylon. El RNA queda fijo en la 
membrana de nylon al entrecruzarlo con UV (cuatro ciclos de 12S Joules/cm2

). 
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b) Northern blol (120). SO µg de RNA total ~r carril se prepara en la misma solución 
que se utiliza para el dot-blot. se calienta a 65 ºe por 15 minutos y se corre en geles de 
agarosa al 1.5% y formaldehido a 100 mA por 3-4 horas a 4 ºc. El RNA se transfiere a 
membrana de nylon por capilaridad en la solución SSC 20X por 48 horas. El RNA queda 
fijo en la membrana de nylon al entrecruzarlo con UV (cuatro ciclos de l 2S Joules/cml), 

28S---

18 s --------

6. HIBRIDACION 

•) M•rc•Je de 1 .. llOndas. 1 µg de DNA. correspondiente a los insenos de ta G.4.PDH. c­
fos y c-ju11. se marcó con 10 µCi de ll Pa. dCTP con una actividad especifica de 6000 
Ci/mmol. por la reacción de Nick Translation que consiste en la sintesis de las hebras 
complementarias del DNA problema por la DNA polimerasa 11 de los fragmentos hechos 
por la DNAsa l. Las sondas se marcan radioactivamente con 32P en los sitios 
con-espondientes al CTP. los otros nuclcótidos ATP. GTP y ..i-P se usan fríos. La 
reacción de marcaje dura 90 minutos y se realiza a 16 ºc. esta termina al precipitar el 
DNA con 100 µI de acetato de sodio 3M pH 4 y etanol absoluto (3 volúmenes). El DNA 
marcado correspondiente a los insertos se almacena a -70 ºe por 1 hora. se centrifuga 20 
min a 12.000 rpm. se seca y se resuspende en SO µ1 de agua estéril. 

b) Prehlbrldación. Las membranas de nylon con el RNA fijo se hidratan en SSC lOX. 
se colocan en bolsas de plástico a las que se 1es agrega la solución de prehibridación 
(Denhardt 50X. fonnamida dcsionizada. SSPE lOX (NaCI. NaH:lPO_. y EDTA. pH 7.4). 
DNA de espenna de salmón. SOS o Duodecil sulfato de sodio y dextrán sulfato de sodio) 
por 4 horas a 55 ºc. 
e) Hlbrid•clón. Los inserto!I. de DNA. previamente marcados con 3::Pa. dCTP. se 
calientan a 65 ºe 15 min. posterionnentc se pasan a hielo S minutos y finalmente se 
ai\aden a los filtros prchihridados. La hibridación se realizó por 12 horas o más a 55 ºc. 
d) Lav•do de 1 .. membr•nas hibridadas. Las membranas de nylon se lavan dos veces 
por l S minutos cada vez con la solución SSC 0.2X y SOS al O. 1 °/o a 55 ºe; dos veces l S 
minutos cada vez con SSC O. 1 X y SOS al 0.1 °/a a 55 ºe y tres o cuatro veces 5 min cada 
vez con la solución SSC O. IX a temperatura wnbicnte. Las membranas se dejan secar 
hasta exponerlas a placas de autorradiografia X-Omat por 8 dias o más. 
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vez con la solución SSC O.IX a temperatura ambiente. Las membranas se dejan secar 
hasta exponerlas a placas de autorradiografla X-Omat por 8 días o más. 

7. INMVNOBLOTS. 

a) Obtencl6a de proteilla. Los inmunoblots para observar la translocación de la PKC se 
realizaron con las fracciones citosólica y membranal de las células Rat· 1 ( l ~ 1 ). Los 
inmunoblots para observar la down-reg11/ation de la PKC por pretratamiento durante 1 8 
horas con PMA se realizaron con extractos totales de proteína (121). 

Las células se homogenizaron con una jeringa de insulina en la solución de lisis que 
contiene Tris-HCI 20mM. glucosa 10 mM. EDTA 2mM, EGTA 2mM. P-mercaptoctanol 
SO mM. aprotinina 100 µglml. inhibidor de tripsina 100 µg/ml, Jeupeptina 100 µg/ml, 
PMSF (Fenil.metil-sulfonil fluoruro) 100 µglml y glucosa 10 mM pH 7.4. El lisado se 
centrifuga a 13,0CX> rpm 20 min, la fracción citosólica se recupera en tubos limpios y la 
fracción membranal se lava en la misma solución. posteriormente se homogeniza en la 
misma solución que además contiene tritón X-100 al 1 %. se deja en hielo 30 min. se 
centrifuga a 13.000 por 20 min para recuperar la fracción membranal soluble en 
detergente. 

Para obtener Jos extractos de prolcina total. las células se homogenizan en la solución 
que contiene tritón X-100 1 %, se deja en hielo 30 min y se centrifuga a 13.000 rpm por 
20min. 

b)Determlaacl6n de protefna. La cantidad de prote(na se dctenninó por el método 
colorimétrico de Lowry ( 122). 

e) Electrofornhi (121). SO µg de proteína por canil (citosol. membrana o extracto total) 
se COrTCn en geles de poliacrilamida:bis-acrilamida (30:0.8) al 10 % •SO mA por gel en la 
minic4mara de elcctrororesis de Hoefer. 

el) T,.....f'eremcla de pratelaaa (120). Las protefnas en los geles de poliacril11111ida se 
transfieren a membranas de nitn:>celulosa en la solución que contiene Tris-HCI 20 mM. 
mctanol al 20 % y SDS 0.1 "• pff 8.3 a SO mA por gel durante 2 horas en la cámara de 
transf"erencia semi-scic:a de Hoef"er. 

e) Bloqueo de lu ...-brma. Las membranas de nitrocelulosa se bloquean para evitar 

~w':.~ :~':!:.o c:.1;:,:t::=.: ~~s%~~:· i:~~; cf.KHPO •• pH 7.4). 

f) lmaab.a611 com loe -tlcuerpoa. Laa membranas de nitrocelulosa con las protefnas se 
ponen en contacto con los anticuerpos primarios anti-PKC ~ 6. e y~ respcctivam.cnte. 
por 2 horas a 37 ºe y aait.ción constante (los anticuerpos 1 :1000 se preparan en PBS. 
Twcen-20 al 0.1 % y leche al 1 %); las membranas se lavan con PBS-Twcen-20 al 0.1 % 
por 60 min; se incuban con el anticuerpo secundario acoplado a perox.idasa 1 : 1000 por 1 
horaa37 ºc. 
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a> Revelado por qulmiolunú.nacencla~ La detección de PKC a de 80 kDa. PKC & de 76 
kDa. PKC e de 95 kDa y PKC t; de 70 kDa. isofonnas presentes en las células Rat-1 
( 123) se realizó por quimioluminscencia. El luminol emite luz cuando este reacciona con 
la pcroxidasa acoplada al anticuetp0 secundario. Al exponer las membranas a placas de 
autorradiogratla por un tiempo determinado, la luz emitida queda impresa. 

8. DENSITOMETR.IA. 

La densitometria de los dot-blots e irununoblots se obtuvo a una D.0.561.1 nm con el 
programa Gel Sean Protein en el espectrofotómetro Bekcman 650 DU. El análisis de los 
resultados obtenidos se hizo con los valores de la integral del área bajo la curva de cada 
punto (dot blot) o banda (inmunoblot). Los valores de cada gráfica o tabla de resultados 
se presenta como el porciento del efecto producido por el estimulo, con respecto al valor 
del basal de cada experimento. Los resultados son el promedio +/- el enor estándar de S a 
1 O experimentos independientes . 

Los valores obtenidos de los experimentos de translocación coJTCSponden al porciento 
de incremento de la cantidad de PKC en membrana de las células estimuladas, con 
respecto al valor de la cantidad de PKC basal, obtenido de las células no-estimuladas. En 
los expcrimencos de down-regu/ation los valores corresponden al porciento de 
disminución de la sei\al de la PKC de células que fueron prctratadas con PMA. con 
respecto al valor de la seftal de la PKC de cClulas no-tratadas. Los resultados son el 
promedio +/- el Cl'TOr estádar de 4 a 6 experimentos realizados de manera independiente. 



.-::. RESULTADOS 
Los resultados del trabajo experimental de esta tesis se muestran en dos manuscritos. 

RESVMEN DE RESVLTAOOS: 

1) J. Adolfo Oan::ia Sáinz y Rocio Alcántara Hemádez (l 996). a. 1- and IJ-adrcnoceptor 
activation increases c-fos exprcssion in isolated guinea pig hcpatocytes. Pharmacology 
Communications; 7:107-113. 

En hepatocitos aislados de cuyo. la norepincfrina (en presencia de 1 O µM de 
propranolol) (Fig.1) y la metoxamina (agonista expecifico del subtipo alc-adrenérgico) 
(Fig.2) incrementan Jos niveles de expresión del proto-oncogene e-fo .... de manera 
dependiente de Ja concentración del agonista. Este efecto fue bloqueado por 1 µM de 
prasozina y por JO µM de 5 mctil-urapidil. antagonistas selectivos de los receptores a 1-

adrcnérgicos (rabia I). Así mismo. el isoproterenol (agonista específico de los receptores 
P-adrenérgicos) incrementa la expresión de c-;fos de forma dependiente de la 
concentración (Fig.3), este ef"ccto fue bloqueado por 10 µM de propranolol, un 
antagonista e3pecifico de los receptores P-adrenérgicos (Tabla 1). 

Estos resultados indican que las aminas adrenérgicas, tanto aquellas que activan 
receptores a 1- como receptores P-adrenérgicos son capaces de inducir Ja e;iic:presión del 
proto-oncogene e-fes. 

Z) J. Adolf"o Gacia-Sáinz, Rocío Alcántara Hemández y José Váz:quez Prado (1997). 
Activation of a 1-adrenOCt.."'J>tors subtypcs induce proto-oncogcne expression. Role of 
protein kinase e (Trabajo sometido. revisión). 

En fibroblastos de pulmón embrionario de rata de la linea celular Rat-1. transf"ectados 
de manera estable con Jos cONAs de los tres subtipos de receptores a 1-adrcnérgicos se 
observa que 10 µM de norepineftina (más 10 µM de propranolol) induce la e.'llpresión de 
los proto-oncogenes c7_ros y c-jun, al activar a los tres subtipos de receptores a. 1 -

adrcnérgicos: a 1.-. a 1b- y a 1d. La expresión de Jos dos proto-onco,aenes es rápida y 
transitoria, se observa un desde 1 os 5 y hasta los 30 minutos de exposición al agonista 
(Fia. I ), sin embargo, Ja expresión de c-jun si bién es rápida. también es más prolongada, 
si la comparamos con la expresión de e-fes, ya que después de 1 hora de estimulación con 
norepinefrina el nivel del RNAm de c-;jun todavía se mantiene notablemente elevado, 
mientras que la expresión de c-fos cae poco después de tos 30 min (Fig. I ). 

El ef"ecto de la norepinefrina p.-. inducir Ja expresión de e-fes (Fig.2) y la expresión de 
c-jun, medida a los 30 minutos (Fig.3) es dosia-dependiente para los tres subtipos, y el 
efecto se bloquea por 1 µM de prazosina,, sin embargo. aunque los tres subtipos a 1 

indll':Cll la expresión de e-fas y c-Jun presentan cada uno, un orden de eficacia particular 
p.a inducir la expresión de los proto-oncogenes. Asi, el orden de eficacia que 
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observamos para inducir Ja expresión de e-fes es: a 1d > a 1b = a 1• 9 y para la expresión 
de c-.Jun es: a.1. >a.lb> a.Id· 

Los valores de las EC,0 (dosis a la que se obtiene la mitad del efecto máximo) es de S 
nM para inducir la expresión de e-:.ros y de 300 nM para inducir Ja expresión de e·.fun en 
células transfectadas con los receptores a 1.; de 30 nM para e-fas y 300 nM para c._;un en 
células transf"ectadas con los receptores a 1b y de 300 nM. tanto para c-:.fas como para c:iun 
en células transfectadas con el receptor del subtipo a 1d-

Por otra pan.e. la expresión de e-fas y c--_jun en estas células se incrementa en respuesta 
al PMA. 1 µM de PMA es suficiente para estimular 2 veces sobre el basal. tanto la 
síntesis del mensajero de c-fos como de c-.Jun. este efecto del PMA se observa en las 
lineas celulares (Fig.4). El ef'ccto del PMA sobre la expresión de e-fas y c..;un es abatido 
por el prctratamiento de las células durante 18 horas con l µM de PMA (Fig.4) y por el 
tratamiento de las células durante 30 minutos con inhibidorcs específicos de la PKC. 
como la cstaurosporina (Fig.4) y el Calfostin C (datos no mostrados). Igualmente el 
efecto de Ja norepinefrina sobre la inducción de la expresión de e-fas y c--jun es bloqueado 
por el prctratarniento prolongado de las células con PMA (Figs.2 y 3). lo que sugiere que 
participa Ja PKC en Ja vía de transducción de los receptores a 1-adrcnérgicos que lleva a la 
expresión de estos genes de inducción temprana. 

Estos resultados se confirman por inrnunoblot en donde se observa que el 
pretratamiento prolongado de las células con el PMA provoca la dawn regulatio11 de la 
PKC. Existe una disminución clara de las tres isofonnas de Ja PKC sensibles a Jos ésteres 
de forbol presentes en las células Rat-1. La exposición de las células a PMA por 18 horas 
provoca una disminución del 80 % en la detección inmunológica de la PKC a. del 75 '?:D 
de la PKC 6 y del 66 % de la PKC e, mientras que de la isofonna PKC l; insensible a 
ésteres de f'orbol no se detectó ningún cambio (Fig.6). La activación de las isofonnas a. 
6 y e. observada como la translocación de Ja cinasa a la membrana plasmática., ocurre 
rápidmnente, a Jos S minutos de exposición. tanto. al agonista como aJ PMA. estas ya se 
delectan en Ja membrana plasmática- La norepinefiina y el PMA no tienen ningún efecto 
sobre In translocación de Ja PKC ¿; (Fig.7, anexa a los resultados del manuscrito). 

La participación de la PKC sobre la expresión de e.fas y c._;un en respuesta n la 
activación de los receptores a.1-adrenérgicos es especifica. En célula.or. Rat·I. la 
endotelina· l (Et-1) una honnona peptidica de 22 aminoácidos que se une a receptores 
acoplados al sistema de recambio de Fl-calcio, al igual que los receptores a. 1 -

adrcnérgicos. incrementa los niveles de expresión de c-:fos y c--jun.. pero de fonna 
independiente de la PKC (Fig.S). al parecer ésta es importante pero en eventos a largo 
plazo. Se ha visto que la down regu/ation de Ja PKC afecta la síntesis de DNA inducida 
por Et-1 (65). Nosotros. observamos que el pre--trntamicnto prolongado de las células con 
l µM de PMA no abate totalmente Ja expresión de c-fos y c-jun en respuesta a Et-1 
(Fig.S). así mismo. la estaurosporina no tiene un efecto claro sobre la respuesta que 
produce Ja Et·I en la expresión de Jos dos proto-oncogenes. a diferencia de las respuestas 
observadas con norepinefrina (Fig.5). 
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INTRODUcnoN 

Cunent concepu indica&e rhal hormones and neuroawasmiaen dial exen: 8Ctiona in very 
ahon periods of times are also able to induce longer-tenn ~· such as promotins the 
--ofspecificaenes(Curnn-M...-.1987;~-Venna.1990).Amona 
-pnca lhaaare mpidly ellpressed in respoaac co hormones. ~miaen1 Uld ¡puwth 
r.caors are e-fas Uld e-)..,. whose products. Fos Uld Jun. coaemer constilUtc - API ll'an­
ocripcion factor (Curran and Moraan. 1987: Ranoone - Vcnna. 1990). Suc:h aanscription 
facrors ha- been reaarded as nuclev lhinl messcn&en1 - c:ouple shon-tcnn Slimuluions 
co lon&--.U altcralions in cellular pbcnotype by RIJlllalin& - capresaion of taract senes 
(Curnn and Moraan. 1987; Ranaoac - Vcnna. 1990). 

lt has been observed in isolated rat heparocytes &bal ectivalion of AT1 anaioaensin re­
c:epcon induce e.Jos ellpresaion (4 ); p!Kxbol myriSlalC accratc (PMA) abo marl<edly induce 
- cllpession of lhis -~sene (Gonúlcz-Espinosa and Garcfa-Sünz. 1992). 
lnleleStingly. activadon of a 1.-adrencx:epcon. which are also coupled to the phospho­
inositide tumover-calc:ium mobilizaúon sianaJ ll'allSduc:tion palhway does induce a much 
smaller efrect lhan angiotensin 11. on c--fos expressi~ in isolaaed rat hepatocyt.es (Oonzález­
E.pinosa and Gvc:fa-Sünz. 1992). 

Durina che last yean our puup has charw:lerizcd the a 1-adrenoceptors expressed in the 
liver of several species. lnterestingly. we have obscrved that dift"erent species express dif-

Conespondcnce to: J. Adolfo Oarcfa-54inz. lnst. Fisiol. Celular. UNAM. Ap. postal 70-248, Ml!xico D. F. 
CM!S I O. México. 
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faail sublypes (Gan:ía-Stinz an<I Macias-Silva. 199!5; Gan:ía-Sáinz et al .• l 992a: Gan:ía­
S'-inz ~t aL. l992b). Rat hepatocytes ex.press the a,.-adrenergic subtype. but.. in contrast. 
liver cells from guinea pigs ex.press an o.1-adrenoceplors which has the pharmacological 
charw:teristics of a 1A·adrenc:x:eptors (García-Sá.inz and Macfas-Silva. 199!5; García-Sáinz 
et aL. 1992a; O~ia-Sünz ,, al .• 1992b). In guinea pis livcr cells. a 1-adrenergic agonists 
increaae IP3 production and calcium mobilization which lead to phosphorylase a activation 
(Oan:ía-S~ '' ol .• 1992a: Oarcfa-~nz et aL. 1992b). Wc have conli.nued our studies 
uaina these cells and here we report that adrenergic activation induce the expression of c­
fos and thal boch a 1.-. and Pz-adrenocepton are able to mediate lhis action. 

MATERIALS AND METHODS 

Experu-..ta were perfonned mina liver cells isolaled from guinea pi11s (22~250 g) by the 
- of Beny - Friend ( 1969) - were incubared in Krebs Ringer bicarbonate buffer 
undet - ..,_pben: of 95., O,I !5,. ca., pH 7 .4 al 37ºC. To quantify e-fes expreuion. 
cella wcre iac:ubated witb die aaenta of intereac.. for 30 min (time of maximaJ elllpression. 
- ia pnoliminuy ca~ta). After lbia incumucm. bep.rocyte RNA waa im­
..--Jy dolaledualn1~•(MolecularResean:hCenter) (Cbomcynski and Sacchi. 
19117). lnrepityof--1RNA waa vaifiedia ..--fonnaldehyde plalllllined wilh elhid-

ium -· RNA - -lifled by A- - equal amounta were apolted onto Nylon 
- RNA - aoul- - bybridized widl nick lranslaled e-fes probe as de-
- (Oondlez-Eapinosa - Gan:ía-~ 1992). Filters were -~ ancl 
- aipala - analyzed 1111iq a DHU Beclanan denaitometer. 

RESULTS 

lncut.licm of IJUÍDC& pi1 bcpmocytes widl iacreuin11 concenttalions of nmepinepbrine (in 
- poacnce m 10 l&M _.....,1o1.. lO block ita ~e aclivity) resulred in adose­
dependenl iac:reue in e-fes exp1aaion (Fig. 1 ). In oome of lhese experimenta tbe dose-re­
spoaaecurve waa biphaic with a first pl.aleau (2-3-fold increase in c-fosexpression) around 
1 pM and a aocond pia-u (5-fokl increase in e-fos exp1aaion) al 100 pM. The cate­
cbol.wmi- -..:ed a 4-!5-fold maximal increue widl an EC,. of - 1 j&M (Fig. 1 ). This ef-

- fect m - (plus _..,aiol) - bloc:kal by 10 pM _..in ... 1 pM 
5--yl-anpidil ~ 1). indicalin1 a role of a,,.--..oce-. Conaistenl wilh Ibis. il 
waa --- mclbosamine was also able lO induc:e a dose-dependenl increaae in e-fo:s 
ca¡xeuioa in diese cella (Fi8. 2): however. die m&Kimal cft"ect waa consis1en1ly smaller 
(only 3-fold increase) Iban lbal of norepinephrine (plus propranolol). The adrenergic an­
C.Coni•ts were widlout aay cffect by themselves on e-fas expression (data not shown) 

Norepinephriae (in che absence of propranolol) induced an increase of ~.5-fold on c-fos 
capreuion wilb llD EC,., of - 100 nM (two e•perimenlS in triplicare. dala not shown). We 
teated lhe cfl'ect of the IS-9dreneraic qonist. isoprotcrenol. and observed lhat a maximal 
3-4-íold increase in e.fas eJt~ssion was induced by this agonist. with an ECso of • 3 nM 
(Fia. 3). TI.e eff'ect of isoproterenol was blocked by propranolol indicating lhat the effect 
was mr:cüated lhrougb 1)-adrenoceptors (Table 1 ). 
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DISCUSSION 

Tbe a, - p..odrenocepton p.esenl in auinea pis liver bave been characrerizcd in bindina 
- functional atud.ies. lt has been observed - membnnes from auinea pis liver have • 
relatively modest number (40-80 fmollma protein) of a 1-8drenocepton with the pbarma­
coloPcal cbancreristics of a,A-Mlrenocepton (Oen:fa-smnz and Romero-Avila. 1993; 
Oarcfa-Sünz eral., 1992a; Garc!a-S~nz eral., 1995) and.. in contrut. a veey hiah number 
of IS,--.Onoc:eptors (• 5,000 finol/ma protein) have been detected (Arinze and Kawai, 
1983; Sulakbe eral., 1988). OUr prescnt resulta are consisrent with thesc findin11s and fur­
ther indicate that bolh of them regulare prolo-oncosene expression. 

In die present study a marked shift to the right in the dose·response curve to norepi­
nephrine was observed when propranolol was present; lhese data suggested lha1 ~adreno-
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cepCOB participare in the action of lhe caleCbolamíne and cvC.n lhal possibly lhe '3-adren­
CJ"BiC response predominares a1 low concenuations of lhe agonist. This was confinned by 
the abiliry of isoprocerenol 10 slimulaae c-fos expression and its bloclcade by propranoloJ. 
Similarty. die a,-adrenergic aclion was evidenced by lhe abiliry of norepinephrine (plus 
propranolol) and mcdloxamine ro increase the expression of c-fos and by rhe bloclcade of 
lheir acaion by selecrive cx1-adrenergic anlagonisrs. The effccr of melhoxaminc was ob­
served al lower concenuations lhat lhose we anricipared. on lhe basis of our previous cx­
perimenrs on Olher paramerers (Garcfa-Sáinz rt al.. 1992b: Ga.rcía-Sáinz et al.. 1993 ). 

Ir is clearlhu the maximal sdmularion oflhis paramerer induccd by selecrive a 1- (methox­
amine) or P,..adrenergic agonisrs Cisoprorerenol) was less tha.n 1hat obtaincd by a full ago­
ni•I. such as norepinephrine. rhat: ac1iva1es bolh n:ceprors. The effccr ofnon:pinephrine even 
in the pre:sence of propranolol. couJd in fact have involved a minor Ji-adrenergic compo.-. 
nenr which mighl havc ampJified lhe response. 
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lt is intcreatins dial a,-adreneraic .:tivation in auinea pia bepatocytes induced a rel­
advely bi& eff'cct on c-fos expreuion. comiderina lha1 tbese cells e-.press a relalively 
llllOdeat number of a 1-edrenocepton. In conuaat. in rat hepatocytea. that have a mucb bia­
aer dcnsil)' of a 1-8drenoc:eptors (~1.000 fmoVms mcmbrane pro<ein) (Ou<:fa-S.Unz 
••al.., 1992b: Oan:ía-Stinz ••al.., 199.5) adrene,.ic asoni•ta induce a mucb amaller ef­
fect on dúo panmetcr (Oondlez-Eapin.,.. and Oan:ía-S.Unz, 1992). Tbe a 1-adrenoc:ep­
tor aubtype expre•- by dieses cella i• dilferent. but c:ertainly, many otber dift"erences 
may esiat betwecn lbe molecular repertoirca that control ICDe CJtpl'eSSÍOD in tbese bepa­
~. 

Roles of a,- and ~adrenocepton in modulalins c-fos ellpresaion have been observed in 
manyotbercellaincludin .. .....,..Sotben.c:mdim:myocytes(lwaki••al..1990).BI04neu­
-ceU.(Sc:billiDs••al..1991)and~adipocyteS(TboabetS••al.. l994).0Ur 
.,.._.resulta u.:- iD dlia poup tbe pai-. pis bepalocytea. In 1101De of- cella, ell-

~ or dlia ...... onc ···= la --to important eft'ecta - - llUUCtUre and 
function. Far-'"'• iD -.i adipocyteac-ftn e,..._;- -.n to be- to wbat 
ia Nfaed to as '"lecnlilmnlt"". i. e----'ty for lbauM>paaia wllicb involvea 
-cell pmüf"~ -~ 0-. •tal.., 1994). ID~ myocytes c­
,foaexpeuion is·-- to a by,..uup.ic _... wbicb includca - inc:lease iD cell 
----or...........ue.,.-..(lwakiaal.., 1990). Jnu-r.-iaevi---prota oac-exp.euicm la llli-durin•---- prolifer-- anddifrerenlialian llUdl as li-~ (Knaijer a al.., 1986: Hsu a al.., 1992) 
oreacoiucs i• e-..-..... aoL. 1919). a-. atdlia point. ~ 1a-.. __ .,.__,...., ___ c-.tma:pmaion-iD~darinabonnonal 

_._OIL c.aiDI)", -- -farftlnbo!r.-.cb. 

...-..-..--
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(4711-N9406). 
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ACIIVATION OF a,-ADRENOC:EPTOR SUBTYPES INDUCES PROTO-ONCOGENE 

EXPRESSION. ROLE OF PROTEIN KINASE C. 

:l. AdolCo OU"Cfa-5'inz. Rocío Ak:úrara-HenWidez and Jos#: V&z.quez-Prado 

Instituto de FuiolosfaCelul.ar. Universidad Nacional Autónoma de M&!xico. 

Apa.-o Poaal 70-248; MeJlico D. F. 04510. MA!lúco 

Sbon ti.de: cs1-~noceptor activation Induces c-ftu and c-jWt expression 

Ahbcgyjpsi00e llM!d· PKC. pro&ein kinaae C; PMA.. pborbol 12-myriaiase. 13-acetale. DMEM. 

Dulbeco's modlfied Eqle'• medium; SRE. oesum raponae element: [Ca2
'], • lnaacellular calcium 

concen1n.don. 

Conespondence &bould be IKldreaoed to: 

:l. A. oan:ta-Stinz 
lan. Flalol. Celular, UNAM 
Ap. poaal 70-248 
Mellic:o D. F. 045IO 
Mexico 
Tel 011 (525) 1522 51512 
FAX 011 (525) 1522 51513 



S'YNOPSJS 

Tbe ability oC nOllMlrenaline ro induce the proto-oncosenes, c.,fos and c-}1111. was studied in 

n.t-1 fibroblaats siably expressing the cloned cxi-adrenocepk>r subtypea. Jt was observed thal 

11etivadon or any of lhe cloned rcceptorS induccd a rapid and tnnaient e.aprcssion of lhese genes. "Jbc 

effecta of noradrenaline were do.se'"<lcpendent and couJd be blocked by pmzosin indicaling that were 

mediated duough ci 1-adrenocepton. Thc efficacy to induce lhe expres.sion of c-:fos was similar Cor 

the three cell lines («1• ~ ª•• = a 1J but difCer for c-jun (e1,. 2- a 1• >a141 ) • "Ibe EC50 values were aJso 

different: •5 nM (c-j'o.s) and .,.300 nM (c-jun) for cclls transfected wilh the a 1• subcype • .,.30 nM (c­

fos) and ... 300 nM (c-jwt) Cor ceU. transCected Wirh the u,. aubtype and ... 300 nM (c.fos and c-jun) 

Cor lhose ttansfected wilh tbe ª•• sublype. 

A prondnent role oC pro&ein lcinase C in mediatina the a 1-adrenera:ic actions on proto­

oncoaenc ex~on was evidenced by lbe ability of either scaurosparinc or prorein kina.se C down 

reaulation to block such cffecu. In contrasr. die ctrccts of' endotbelin 1 on lhe exprcsaion oc c:{os and 

c-jwt weie unaffececd eitber by staurosporine or by die down reaulation of die enzyme. 

lt la cuncluded thal activlllion or any or die - doned subin>es can lndu<e e-fo$ - c-j,,,. 

expresaion of and thu procein k:inase C plays a m-.for role in mcdiatins such effects. These actions 

are probabJy involved in tbe Jona-term efCects induced by ca1-adrenergic activation. 

2 



INTRODVCTJON 

u 1-Adrenoceptors medi.atc some of the physioloaical actions of the sympalbetic ncrvous 

syscem and of lbe cin:ulatins natural cairecbolamines. adrenallne and no~naline e 1). Tilese 

"""'Pton are memben of-G-pn>tein c:oupled family or reccp<ors, and constirure an he1ero11eneous 

aubfunily ofwbich thn=c members bave been cloned [for rcviews sec 2-4). Tbey are rcfencd as cs1.-. 

•,.-and a..-adrenocepton. u recommended by tbc Intr:mational Union of Pbannacolosy-Comminee 

Cor Receptor Nomeaclamre and Dru11 Claaslflcation (.5). 

ca1 -Adreneraic activation ~rs in immediale responses sucb as synaptic transmission.. 

aneriolAI' mioodl mu.ele coamiction. canliac conttaction or bepati.c pyco¡enolysis [ 1). In addition 

IO tbese immedia&e ~na.es. C11-adrenoceptors play imponant roles in lona:er tam actions. such 

.. moduladon or cellular phenotype and c:ell poWlb and proliferadon (6-11). Tbese lon11er term 

..:dona or carecbolamines .... pbysiologk:ally imponant and could be impllcaliOd in - patbogeaesis 

of dbeues suc:h u beDian prostadc hypetplasia (1). cx,-Adrenoceptors modulate poWlb and 

pn>llCendon in smooth mUB<:le cells (9-11) and mediare bypenmphy of myocanlial cells [6-8). In 

additioa. cella ezp~a · conarimtively active • 1-adn:noceplOr mu1anm es.bibit enbanced 

miioaeneats and mmoriaenicity [ 12). Thc myocardial expresaion of tbese active ca1 -adrenoceplOrs 

induces cardlac hypenropby in u:ans11cnic micc (13). 

An initial action. usually observed in response to aaents lbat modulaae cell powtb and 

pmliferadon. such u hormones. neurouansmitters and growth factors. is lbe expresaion of tbe so­

called. immediateeady genes [14-17). Amon11theseeady ¡¡enes arec-fo.randc·jWI. whose pn><lucts. 

Fos and Jun. constiwte AP-1. a aanscripd.on factor that has been ~lanled as a nw:Jear third 

meaenaer. tbal c:ouples shon-1enn Slimulalions to lona-term actions by n:gulalina tbe expression 
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of target genes (14-17]. 

There ia cvidence that m1-adrencrpc aclivalion induces c-fos exprcssion in a variety of cells 

including among othcrs. cardiac myocyteS [18). vascular smoolh muscle cells [IOJ •. neuroblastoma 

cells [19), brown adipocytes (20] or bepaux:)'feS [21, 22]. Dlfferenl u,-adrenoc:epwr subtype.s seem 

to be involved in modulali.ng e-fas e•pression in lhcse cells. and in some cases more tban one 

subiypc participa¡e. Comparison of tbese effec:ts is complicated since different cells. that exprcss 

different subrypes and wilh different recep1ar densities were employed. Tbe pwpose of tbis study 

wu to investi.Sale tbe potential role oftbe different a 1-adrenoceptor subtypes on tbe expression of 

c-fos and c-jun and tbc possible panicipalioa of pn:>tein kiaue C (PKC) in aucb effecta. We took: 

advanrage of ll>e availability of rat-1 fibroblaslS IDD&fected wilh ll>e dlft"erenl cloned u,-adrenoc:ep<or 

sub<ypes, lhal Slably expre.u similar denaities ar sucb receplO<S (23]. 

MA"D;:JUALS AND METHODS --1-Nor.drenaline, dl-propranolol, endolbelin. pborbol 12-myrialale 13-acel&le (PMA), 

s&auroaporine. bovine senam albumin <frac::t:i.on V). Triton X-100. 2-mercaptoetbanol and soybean 

uypsin inhibitor wen: oblained from Sigma Cbemical Co. Specific polyclonal antibodics against 

PKC isozyme peplides (anli-PKCu. a, E and Q, DMEM. retal bovine serum, rcypsm. anlibioács and 

other reagenlS used Cor cell cul<we....,.., from c:;mco BRL. Nylon membranes, nicle lranslalion kits. 

dCTP (6000 Cümmol). biotinylated anti-rabbit Jg. streptavidin-borseradisb peroxidase conjusate. 

ECL '1'M Westem bloainl detection n:agents and lbe e-fas Amprobe were from .Alnembam. Tbe c-jun 

probe (JAC. J clone. 63026 plaamld) wu rtom llJe American Type Culture Colleclioa. Reslriclion 

' 

------------------·---



enzymes were obtained .from New En1land Biolabs. 

Cell culaure. 

Ral-1 fibcoblasts clones Slably exprc.uiaa die diffen:nt cloned 111-adrenoccprors (111 •• cloned 

from bovinc btain [24J. 111 ~. cloned Crom DDT1 MF-2 cells [25) and 111,.. cloned Crom rat brain [26)) 

_.., ltindly proYided by On. L Allen. R. l. Letlcowilz and M.G. Caron (l>uke University. Durbam, 

NC). Cells ...,.., srown as desc:ribed (23) in glutamine-containing higb-glucose DMEM 

supplemen<ed Witb IO'll> fetal boYine aerwn. 100 µ.¡¡/ml saepromycin. 100 unitslml peniclllin and 

0.25 µtmJ ampborericin B u 37 ºC under a 5\l. co, umo.spbere. For aelectlon. cella were grown in 

e: lbe pre..ence oftbe neomycin analoBU" G-418 sulfare (300 µ.¡¡/mi). 

rir.w. .... .ci.a--111•••-• ... .--...... 
T""'1 RNA - obrained ~rdinB IO lbe mctbod ofCbomczynski and Sacchi (27); ln"'Bri'Y 

ofwral RNA was verified In aproae-fonnaldehyde 11eb scained Witb etbidiwn bromide. RNA was 

quaalltied by A,. and equal amoun"' were aponed onto Nylon membranes. RNA was <:rosalinked, 

and hybridiz¡ed undercondilions ofhigh sainaency Witb nick a:ansl..red probcs. as desc:ribed (21. 28. 

29J. ffybridization probes were as follows: human c-:fos probc was tbe 61!5 bp EcoRJ-Pstl ftaament 

of Amprobe cwfos: mouse c-jun was die 2.6 kb EcoRI-EcoRI fragm:ent o( J'AC.l clone (63026 

plasmid) and. as a control. a c:DNA clone of GAPDH [3-0) was used. Tbe fragmen"' are highly 

COlllCrved amona .species and pve vcry clear sipals in Nonbe:m and dot bJot analysis. FdtcrS were 

-toradio-bed 5-7 days a1 -70 ºC. Tbe tUm.s wcre scanned and analyzed uslng a DHU Beckmaa 

dellailOmeter. Levela oC eJEpreuion were always normaliz.ed ro thc basal. i. c .• cxpresaion in the 
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absence or slimulus • 

.....,,..,. ta..- e W•tern BIOIL 

Contluent n.t-1 fibroblasts c::ultured in l<H:m Petri dishes were sc::rapcd with a rubber 

policeman and homogenizcd in buffer (31) conlainin11: 20 mM Tris (pH 7.5) 10 mM EOTA. 2 mM 

EDTA. 0.1% Triton X-100. 50 mM 2-mercaptoelhanol and 0.1 mg/ml uypsin inhibitor. The cells 

~ homogeniz.cd widl an ulcranurax ror 20s and tbe bomo¡renale mainlai.ned at 0-!5 ºC for 30 min 

befare beinll cenlrifu11ed at 28,000 X 11 [or 20 min. Tbe pellets were discardcd and protein 

detennined in tbe supenuuants by tbe method or Lowry et al. [32) using bovine aerwn albuminas 

standard. Samples (40 µJl/lane) were .eparated by 10% SDS-PAGE rollowed by electropboreti.c 

tranafer to nitroc::ellulose membranes. Immunoblois were performed usina specific:: polycloaal 

antibodies against protein lcinase C isozyme peptides. biolinylaled anli-rabbi~ Ig. saepravidin­

borseradish peroJl.idasc c::onjuaatc and ECL,,. Western blolti.na deaecdon reaaents as indicaaed by 

tbe suppliers. 

RESULTS 

Noradrenaline (10 µM in the pre.ence or 10 µM propranolol to block P-adrener¡¡ic effects) 

induc::ed npid and transiendy the expression of proto-onc::ogenes e-fas and c-jun in cells ttansfec::ted 

witb any of tbe lbree cloned subiypes (Fig. 1). Tbe adn=nergic agonist induced a markcd expression 

of c.,fos whicb ~bed iu maximum at 30 min and then rapidly renuned towuds basal expression. 

nte time--<::ounea and lbe mapitudc of the efl'eCIS were very similar in tibroblasts tbat expressed lhc 

different .. ,-adrenoceptor subtypeS <Fill· l. upper panel). Noradrenaline (plus propranolol) also 
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rapidJy induced c-jlUI eJ1preuion in cells transfecred wilh any of tbe threc cloned a 1-adrenoccptor 

subtypes whicb ~hed its maximum also at 30 min. Howcver. tbe retum 1owards basal lcvels of' 

ca.pression was slower for tbis proto-oncoaene lban for e-fas and tbe eft'"ect observcd wilh cclls 

aansfected wilb Che ª•• subcype was cons.isrently smaller than lbose in cclls ttansfectcd witb lile odter 

SUbl:)'J>eS (Fis. 1. lower panel). TI'C noradlalaline·induced! CJ&:pres.sion of tbcse proto-oncogenes was 

aboliabed in die presencc of 1 .uM prazosin. confinn.i.na lhat such effects werc media.red through cs,­

adrenocepton (dala not sbown). 

Tbe doae-respo...., curve. IO noradrenaline (in die preoence of 10 µM propranolol) for die 

expreaion oC e-fo$ and c-jlUI are pre.ent.ed in Fias. 2 and 3. rcspecti.vcly. It can be observed that 

e noradrenaline induced dose-dependent increues of c-;fos cxpressjon in lbe duee cell lines. Tiac 

lhe pocency of noradrenali.ne to induce c-fos wcre signif"Jcantly dilTcrent for lbesc cclls Unes. 'Ibe 

EC9 values were: 5 .z 1 nM for ceJls transfecr.ed wilb. die ª•• subtype. 30 ± !5 nM for cells transfecred 

wi.lh tbe ••• suba:ype and 300 .z 6!5 aM Cor rhoee uanafected wilb lbe es, .. .subtype (data are die mcan.s 

% S. E. M. oC 7-10 cleterminalions uains different ceU culnanos)(Fis. 2). 

Norw:lnmaline induced in dose-dependent Casb.ion die expn!S5ion of c..¡1a1 in die three lilles 

<Fis. 3}. In conuast ro what was observcd for lhe expres.sion of c-fos. no adrenergic effect was 

ob.served on lbe CJtpmsaion of c~un at concenuations bclow 100 d.M in any of die cell line.s (da.tanor 

lbo-). ID &ddition. die cfficacies """" clcarly dül"=nt. L e., notadrenaline induccd a slighdy bisser 

cft'ect in cel1.s craufccted wilb tbe ª•• subiype tban in tbosc transfect.ed Wflh me ª•• subr:ypc but in 

~ aanateacd wilb. die a 1,. receplOC die cffcct wa.s much smaller. lnrcrestingly. tbe porencie.s were 

_,.similar With EC,. values of • 300 DM (Fis. 3). 
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lt is well lm.own that activation oC PKC leads to exprcssion of c-fos and c.._jun in many cella 

[14-17]. PMA (1 µM) increa..ed • 2-f"old e-fas and c-jun eJ<pression in lhc lluec cell linea (Flg. 4). 

Staurosporinc (10 .uM) an inhibitor of PKC. did not affect basal expression of these proro-oncogenes 

(data not shown) but abolished lhe actions of PMA (Fig. 4). lt is also Jmown tbat sustained 

acti.vation of PKC wilh active phorbol esters induced down-regulation of the enzyme and cell 

reftactoriness 10 PMA (33]. Pn::lreatment (18 hs) ofrat-1 fibroblasts witb PMA dcpletcs lhc c:ells of 

measurable PKC activity (34]. In our studies cells preincuba&ed overni&ht (..- 18 h) wilh 100 nM 

PMA sbowed an increase (• 30-~) in tbe bu.al exprc.ssion of c-fos and c-jwa wben compared to 

parallel incubations in lbe abacnce of PMA (dala not sbown). In cells preincubated ovemight witb 

PMA tbe acute addition oC 1 .uM OC tbis phorbol ester did nct funbcr incrcasc proro-oncoaene 

expression (Fia. 4). 

In all tbese experiments. fi.Jrers containina identical samples were bybridiud with tbe 

GAPDH gene prol!e wltbout deu>cünll any si¡¡nificant cbanse in response IO tbe ade-l'Jllc agonista 

or active phorbol esrers (data oot &bown). indicatina tbat sucb actions were not general effects on 

sene transcripti.on but ralhet' specific effects on lbe expres.sion of early aenes. 

In order to explore die role of' PKC in lbe a:1-adrenergic-Slimulatcd proto-oncoaene 

expression die effects of .1taW1Jsporine and ovemight preueaunent wilb PMA were studied. ll was 

obaerved lhu ovemi&ht pre&n:am1ent witb PMA markedly inbibited lbe efl'ect of aonwlrenalioe on 

lbe expresai.oa of c-,fo1 CFia. 2 and .5) and c._¡..,. (Fía. 3 and 5) in lbe cell lines transCecred wilh any 

oc die cloned rece peor .tubtypes. Simllarly .. staW'Osporine inb.ibited lhe et'fect of noiradrenaline on 

proio-onco- e>q>rcaslon in tbe tba:e c:ell linea (Fia. 5). 

Endotbelia 1 is a polent acd.varor oc pn>IO-Oncoaene expression in rat-1 fibroblasts (34-36]. 
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In tbe cell lines studied here. we observed lhat this peptidc induce 2-3-fold increases in lhe 

exp~on of c-fos and c-jMn. "Ibe ma¡plitude or the stimulations was similar ror the tbree cell lines 

an.d. interestinsly. the effect of the pcptide was not blockcd by eith~r staurosporine or by the 

ovemipt pn:treaanent with PMA (FilJ. 5). 

In ordcr to a:ain fUnber insigbt on 1be role or the different PKC isoforms in tbe induction or 

proto-oncoaene u:.presaion. tbe effect or overniaht tteaUDent with PMA on tbe relative amount.s of 

different PKC isoforms was evaluated by Western blot analysis. lt is lm.own that rat-1 fibroblasts 

apresa lbe PKCcs. 6. E and ' isofonna (37). lt can be observed in Fia. 6 thM suatai.Ded activation 

of PKC with thls pborbol ester mukedly decreased - immunolopc:ally clerec:table es (80 ± 5 'll> 

dec:reue; mean ± S.E.M .• n=3), & (75 ± 5 'll> dec:reue; mean ± S.E.M .• n=3J. lllld E (66 ± 5 'll> 

decreue: meui ± S.E.M .• n=3) isoforma witb linle change in die detectable amount or die ' isofonn 

(3 ± 2 'll> clec:reale; mean ± S.E.M.. n=3) (FilJ. 6). 

DISCUSSION 

OUr pKUeDt resulta cleady indicare lb.U .aivation of any of die duee cloned • 1-adrenoceptor 

subcypes resulla in tbe expresaion of early senes sucb as c-fos or c-jun ami tbal PKC playa a kcy role 

in medialin& sucb effec:ts.. However. it is al.so clear tbat some diff'erences exisL Sucb differences do 

not sean ro be relaled ro tbe den5ity of- receptors sinc:e lhey aze very similar in - thn:c c:ell lines 

(23). We bave obaerved - tbe arder of efflcacy of these rec:epuxs to inc:reue C'HJIP, production 

and (Ca:a.i1 is : cs1• > ••~ ><1118 [23). Recendy. an identical arder of coupling efficiency ([ ff]IP3 

pmduc:tion - (Ca"'],) wu reponed for tbe bwnan cs,-omenerglc recepror subtypes (38). "Ibe same 

arder of effic.:y was observed in die present study Cor c-jun expresaion (Fig. 3) but tbe results 
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oblained for e-fos expression (cz1" ~ cz 1.., = u 1.> marttedly differ (Fig. 2). TilC ECso values det.ennined 

in tbe studics on signa! transduction (['H)IP~ produclion and [Ca2*)1 • • 2()()..500 nM [23)) are very 

similar to lhose for e·]IUI e•pression ( .. 300 nM) bul again. they are markedly düferent rrom tbose 

obscrved for e.,fos e•pression (S. 30 and 300 nM for cells uansfected with u 1.-. es, •• or u, •• 

adrenoceptors. respectively). lntcrestingly. thcre is good correlation betwcen the sensitivity to 

noradrenaline for c·fos expression (es,. > u,. >«1.J and die order of efficacy for signa! ttansduction 

(('H]IP, production and [Ca2
']1 (23]). 

It is clear 1hat very different levels of receptor occupation were required to induce the 

ellprcssion of e-fo .. and c-jun tbrou¡b cs1.-adrenocept.ors (6Q..fold differcncc in EC50 values}. and that 

o. for the otber receptor subtypCS eitber tbc difference was smaller (a1..,-adrenoceptor. 10-fold 

difference in EC,., values) or tberc was no diffen:ncc (e& 1}. '1bese data are puzzling and the 

interpn::iatiOn challenging. It is possible tbat onc or tbe pathways for proto-oncogcne (c-fos) 

es.pression could be mon:: sensitive to tbe amplification of tbe signaling cascade tban tbe olbcr (e· 

jun). and/or tba1 additional sianaJing deviccs could panicipate and magnify tbe responses. On the one 

band. cs1-adrenoceplOl'S are known to activare the pbosphoinositide tumovcr/calcium mobilization 

signa! aamductioo synem bu1 tbere is evidence tbat olber signallng palhways may also be activated 

by tbese rcceptors and that they can participate in some of lhe acti.ons [2-4). On the otber hand. 

altbough both e-fas and c-jun are rapidly and transiently expresscd in many cells. this is not always 

coregulal.ed (17]. Eapression is tbe result of tbe balance between gene uanscripti.on and mRNA 

depadation. It is clear tbat expresaion of early aenes is due to botb increased transcription ( 14-17) 

uad rellUlali<>n or mRNA stability (39). 'Ibe sipialing padlways emplo)'Od to modulate aanscription 

of these proto-oncosenes seem to differ; L e .• tbe sianal lnnaduction pathways for e-fas induction 
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appear to converge at thc SRE of thc e-fas promoaer whercas induction of c-jMn exprcssion seems 

IO occur ata AP-1 sile [17]. 

PKC seems to play a cardinal role in mediating the cx1-adrcnergic stimulation of proto­

oncosenc cxprc.ssion as evidenccd by tbe blockadc by both staurosporine and the overnight 

treatment with PMA. 'Ibc down regulalion obaerved for thc a. & and E isofonns of this kinase 

suasest 1bu. tbey may be involved in such efl'ects. 11 is interesting ro mention tbat a siJnilar trcaoncnt 

abolisbed tbe blockade of lbe a 1-adrcneqic actions induccd by PKC activation [23]; th.is suggests 

daat sucb iaofoms of PKC may be also involved in lhc functional modulation of lbcse rcccptors. lt 

is clear tbat tbc role of eac:b one of die d.iffercnt isofonos in tbcsc acti.ons needs to be direcdy 

addlesoed. 

Thc action of cndotbelln 1 was an imponant conuol in thcse cxperimcnts. lt is clcar tbat 

down rc&Wation of PKC or inhibition of Ibis family of cnzymes did not block tbe expression of 

proto-cmcoaenes induced by die peptide. Tbese dala are COnsisle~t With previous dcmonsuation that 

die ability of endotbelin 1 to induce second mes.sengcr production and 1r.UISCription of c-fos and c­

jun ue laqely independent of PKC activity in rat-1 fibroblasts [34]. Calc:iwn [35] and 

uansactivalion of tbe EGF receptor (36] seem to play prominent roles in tbe action of lhis potent 

endolbelial peptide on proto-ancogene exprcssion. 

In summary. our dala cleuty índicaie tbal. activation of any of the duce cloned subtypCS can 

induce die cxpresaion of c-fo.s and c-jun and tbat PKC plays a majar role in mediatin.& such cffccts. 

Differcnces in thc mapitude of lhe ~ponses and in tbe sensitivity to noradrenaline were evidenced. 

Tbese actions are likely involved in tbe long-tam actions induced by e11-adrcnergic activalion. 
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·-Cdls stably tran.sfocted witb tbe c:loned ··-adn!noceptar sublypes ca ••• cin::les; ª•• . trianales and 

ar.141• 9Quares) were incubated witb 10 µM noradrenaline (plus 10 µM propranolol) Cor die times 

mdtcatcd and the expression of e-fin (upper panels) and c-j1a1 (lowcr panels) was de&ennined. Daca 

are presented as percenraae of bual (abaence of qoaist) ex~n for e.acb ceo li.ne and condition.. 

In tbe left panels the aven.ge of 3 experiments using dift"erent cell culwrc.s is presented (standard 

aror bus - oml- for clmity) - in - rishl ~ reprqenwive autoradiopama am sbown. 
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Cclls Slably aansfected witb tbe cloned •a·adrenoceptor subt:ype.s (•1 •• circles; cs1 •• lriangles and 

esa•• squarea) were pmincubated ovemiaht in tbe absence (closed symbols) or prcsence (open 

aymbols)of 100 nM PMA and fUnber incubared in lbe presence oC dift"erent concenll'lltions of 

nondreaaline (plua 10 ,..M propranolol) for 30 min. Dala ""' preaenred u pen:enra11e of bual 
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CcUs stably ttansfected with the cloned cs1-adrenocept0r subtypes (cz1 •• circles; ª•• . lriangles and 

•••• squams) were preincubated overnigbt in lbc absence (closed symbols) or presence (open 

symbols)of 100 nM PMA and funbcr incubated in tbc prcsence oí diffcnmt conccntrations oí 

nonulrenaline (plus 10 .uM propranolol) Cor 30 mio. Data are prcsented as pen:entage of basal 

eapression Cor cach ceU line and conditioD- Ploaed are tbe mcans and vertical lines rcpre.scnt tbe S. 

E.M. oC7-10 detenninalioas usiog differait cell culmres (wbere no cnor bar is piesenred tbe value 

la witbin - aymbol). 
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·-Cella stably transfecr.ed with the cloned cr.1-adrenoceptor subtypes (m1 •• upper panels; ca1 •• middle 

panela and m1111• lower panels). Open bars reprcsent cella preincubated without any aaent and. 

incuballed 30 min widl lhc agent indicaled; solid bars represcnt cells preincubated ovemigbt with 100 

nM PMA and incubared 30 min with the aaent indicated; balcbed ban represent cells preincubared 

wilbout any asent and incubaled 30 min witb lbe aaent indicaaed plus 10 µM staurosporinc. NA. 

- 10 ,.M plus 10 ,.M propnnolol. ENDO. 10 nM endotbelin l. Data are presented as 

~ of baaal ..,.presaion for e.cb cell line - condition. Ploaed are tbe meaos and vertical 

linea _.,nt die S. E.M. of 5-7 dercrminalions min& dlffeient cell cultures. 
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Fig.7. TRANSLOCACION DE LAS ISOFORMAS DE PKC EN CELULAS Ra~-i. 
La fracci6n membranal. de cé1ul.as control. c:I o 1:.ratadas por 
5 min con norepinefrina 10 ~ • propranol.ol. 10 ~M ~ ,Et-1 
1.00 nM ~ y PMA 1 ,..M IBBB se anal.iz.6 en geles de pol.iacril.amida­
bis-acril.amida al 10%-SDS. Las isoformas , , y de PKC se 
detectaron por inmunobl.ot con l.os anticuerpos correspondientes. 
Los val.ores son el. promedio +/- el. error estándar de 4 experi­
mentos independientes. 



DISCUSIÓN 
La expresión de genes de inducción temprana implica una serie coordinada de sucesos 

que transducen las sci\ales cx.tracelulares de la membrana plasmática. con la generación 
de segundos mensajeros. hasta el núcleo de la célula. Los proto-oncogenes e-fas y c-jun 
tienen productos que son prototipo de factores de transcripción que al horno- o 
heterodimcrizar fonnan a AP-1 (89 y 90). factor que actúa como un switch molecular, 
esencialmente como un tercer mensajero que conuola los progrwnas genéticos al producir 
cambios en la maquinaria transcripcional (91) al unirse este a sitios especlficos del ONA 
de una gran cantidad de genes que participan en fenómenos celulares de largo plazo, tales 
como la diferenciación, la hipertrofia o la proliferación (89, 90, 92, 96, 98, 99. 100 y 
l 01 ). La expresión de los proto...oncogenes c-fos y c-jun es nipidamente inducida por toda 
una colección de señales cxtracelulares (.90). por lo que son varias las vias de 
transduccción las que participan en su regulación (.96, 110, 111, 112, 113 y 114). sin que 
a la fecha estén completamente esclarecidas. 

Para nosotros. es particulannente interesante el estudio de los receptores adrcnérgicos, 
su caracterización.. regulación y función en procesos celulares especificas. Existen 
evidencias contundentes de que los receptores adrenérgicos tienen la capacidad de inducir 
la expresión de algunos genes que tienen como productos a proteínas que panicipan en el 
metabolismo de la célula (76, 77 y 78). Así mismo. otros grupos y nosotros (como pane 
del trabajo experimental de esta tesis) observarnos que tanto los receptores a. 1- como los 
Jl-adrenérgicos. los cuales activan efectores distintos. tienen también la capacidad de 
estimular la expresión de genes de inducción temp~ en particular c-fos y c-jun. en 
distintos sistemas celulares (83. 84. 85 y 88). En algunos casos. ta expresión de estos 
proto-oncogcnes se relaciona directamente con fenómenos celulares como la hipertrofia 
cardiaca (83 y 84) o con la diferenciación (85). 

En cuanto a los C'CCcptores a. 1-adrenérgicos. sabemos que su expresión es tejido­
especifico (44). y que existe una gran heterogeneidad de los diferentes subtipos de 
receptores expresados en el mismo órgano de especies distintas. al menos asi lo muestra 
la caracterización farmacológica y bioquímica de estos receptores presentes en el higado 
de varias especies. El higado del pez. pollo. rata. ratón y hámster expresa el subtipo a. 1b 

(124. 125. y 126); el hígado del mono rhesus coexprcsa los subtipos a. 1• y a.1b (127) y el 
higado de humano expresa el subtipo a. 1• ( 128). El significado funcional de la expresión 
de uno u otro receptor no se conoce. por ello se han enfocado grandes esfuerzos al estudio 
de la funcionalidad y de la regulación de los receptores a. 1 por varios grupos de trabajo en 
esta área. Algunas evidencias por nuestro grupo sugieren que existen diferencias 
importantes al respecto entre los tres subtipos. aún si bien. todos se acoplan al sistema de 
recambio de fosfoinositidos y movilización de calcio por medio de las proteínas Gq y 
todos generan los segundos mensajeros JP3 y DAG por ta activación de la FLC ll (44). Al 
pat"CCer los receptores a. 1 tienen además, la capacidad de acoplarse a distintos efectores ya 
que se les asocia con fenómenos particulares, dependiendo del subtipo de receptor (63, 
64, 65 y 66) sin olvidar que. estas diferencias pueden tener que ver can el sistema celular 
y con la maquinaria celular de cada uno. Se han reportado diferencias en la sensibilidad 
que tienen estos tres receptores a varias hormonas. medida como generación de segundos 
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mensajeros (J29). Los subtipos a 1b y a 1d son fosf'orilados con diforente sensibilidad por 
Ja acción de Ja PKC. fosforilación que induce la desensibilización de Jos receptores (70). 

Los resutados obtenidos del trabajo experimental nos permiten decir que la expresión de 
los proto-oncogenes c:fos y c-jun en las lineas celulares Rat-J que expresan Jos bes 
subtipos de receptores a. 1-adrcnérgicos muestra diforencias significativas y claras entre la 
activación de uno u otro subtipo de receptor. El orden de eficacia para inducir Ja 
expresión de c-fos por estos receptores es: a 1d > a 1b > ct. 1a y para c-;jun es: a. 111 > a 1b '> a. 1.:t· 

Los valores de las EC50 obtenidas de las dosis-respuestas a la norepinefiina por Jos tres 
subtipos. indican que se requieren diferentes niveles de ocupación de los receptores por el 
agonista para inducir la transcripción de uno u otro prot~ncogcne. Las EC5 ,) para Ja 
expresión de c:fbs son: 5 nM para el a 1 .~ 30 nM para el a 1b y 300 nM para eJ a 1 J~ y para 
la expresión de c-jun son: 300 nM en todos los casos. Este orden es idéntico al n:ponado 
para Ja producción de fP3 y liberación de calcio intracelular en respuesta a Ja activación 
de Jos tres subtipos de receptores a 1 de humanos ( J 30). y un orden igual para es1os dos 
parámetros se reponó en las células Ra1-J transfectadas con Jos tres subtipos (70). 

Es imponante sefialar que las difCrencias observadas no se deben a diferencias en el 
número de receptores entre una linea celular y otra. Por ensayos de unión del ligando 
radioactivo <3H Prazosina) al receptor. se reportó que las tres lineas celulares tienen una 
densidad de receptores muy similar (70). En Ja línea celular que expresa el receptorª•• se 
determinó una Bmax = I .04 +!- 0.12 pmol/mg de proteína y una KD = 0.36 +!- 0.04; en la 
Jinea celular que expresa el a 1b se de1tnninó una Bmax. = 2.04 +!- 0.47 pmol!mg de 
proteína y una KD = 0.36 +!- 0.04 y en la linea celular que expresa el a 1d una Bmax = 
O. 79 +/- 0.11 pmol/mg de proteína y una KD = 0.29 +!- 29. 0.03 (70). Por otra parte. si 
estas diferencias aunque pequefias fueran significativamente importantes en la 
fiJ.ncionatidad del receptor entonces. en hcpatocitos aislados de cuyo que expresan el 
subtipo ª••• en donde por estudios de binding. se obtiene una Bmax = 36 finol/mg de 
proteína. comparada con la Bmax = S00-900 finol/mg de protefna de receptores a 1 b 

expresados en el hígado de rata. ratón y háinstcr. esperaríamos que se observara un 
incremento más grande en la generación de segundos mensajeros (IPJ y calcio) en las 
células que expresan el subtipo ª•b• ya que la densidad de receptores es mayor, y no 
sucede así. En células ht..-páticas de cuyo el incremento en la producción de IP3 es de 3.S 
veces con respecto al valor basal. mientras que en hepatocitos de rata es sólo de 2 veces; 
y en cuanto a la liberación de calcio, únicamente hay u.na diferencia entre uno y otro de 
0.5 veces. ya que Jos valores son 2 y 2.S veces, por la acción del receptor a.1• y a. 1b 

n:specti vamente. 

Por otro lado. las diferencias en la expresión de c-:fos y c-;iun tampoco se deben a 
dfferencias en Jos valores de expresión basal entre las tres líneas celulares. En unidades 
arbitrarias obtenidas de la densitometria. se observa que Jos valores correspondientes al 
basal de cada linea celular en la expresión de e-fas y c-;jun son simil4C'C$ entre sí. Ad~. 
la expresión del gene de la GAPDH no cambia en respuesta al agonista o al PMA (ver en 
métodos el dot blot) por lo que se utilizó como el control de Jos experimentos. 



Estas diferencias en la expresión de uno u ouo proto-oncogene en respuesta a los tres 
subtipos a. 1-adrenérgicos probablemente sean relevantes para la fisiología de la célula. La 
expresión de c.fos y C·:J°un no es co-regulada. aunque los dos proto-oncogenes se expresen 
en una misma célula., algunas de las scftales e:iuracelulares son especificas para inducir e­
fes o para inducir c-:.fun; además~ sus promotores tienen sitios reguladores distintos 
(Fig.1 O) y la expresión de c-fos y c-jun en respuesta a un estimulo es temporalmente 
distinta. la expresión de c-jun se mantiene hasta por 1 hora. mientras que el nivel del 
RMAm de c-fos baja rápidamente a partir de los 30 min. 

Sin embargo. no podemos dc..~artar que las diferencias en los niveles de expresión de c­
fos y c-jun se deban al menos en parte, a que la norcpinefrina influye en Ja estabilidad del 
mensajero. ya que la expresión de un gene es el balance entre la transcripción y la 
degradación del mismo, lo que puede ser muy importante para la fisiologia de la célula. Si 
recordarnos, el papel transf"onnante de c-:fos, por dar un ejemplo, este es consecuencia de 
Jos dos parámetros, es decir, del nivel de expresión del RNAm y de su estabilidad (90). 
Para algunos genes se ha detenninado que la estabilidad del mensajero es regulada por 
algunos agentes y hormonas, se ha visto que la expresión del proto-oncogene c-:fos es 
estabilizada a nivel postranscripcional por la angiotensina 11 y por el PMA ( 131 ). Faltaría 
demostrar si los agentes adrenCrgicos prolongan la vida media del mensajero. en 
particular la de c-fos. En principio, el tratamiento de las células con un inhibidor de la 
transcripción como lo es la actinomicina D. pcnnitiria observar por ensayos de ron-off en 
los que se detennina directamente en núcleo la transcripción, un incremento aunque 
discreto en la síntesis del RNAm en respuesta al estimulo. lo que sugeriría que la 
regulación de In expresión del proto-oncogene por Ja honnona no ocurre sólo a nivel 
transcripcional. Si la vida media del mensajero es afectada por los agentes adrcnérgicos 
podríam.os comprobarlo mediante dos experimentos: 1) el tratamiento de las células con 
la actinomicina D. posterior al estímulo que se da a distintos tiempos. permitiría observar 
si el nivel del RNAm de alguno de los genes. en este caso el de c.fos. decae más 
lcntmnente cuando las células son estimuladas. con respecto al basal. sugiriendo entonces 
que existe una regulación del mensajero a nivel postranscripcional ocasionado por la 
hormona. y 2) el pre-tratamiento de las células con actinomicina D. antes de dar el 
estilmulo por distintos tiempos, pennitiría observar si igualmente el nivel del RNAm 
decae lentamente con respecto al basal cuando las células son estimuladas. sugiriendo que 
Ja hormona modula la estabilidad del RNAm a nivel postranscripcionaJ. y además que, el 
ef"ecto es independiente de Ja transcripción ~- Si se tratara a las células con 
cicloheximida, un inhibidor de la síntesis de proteínas, en lugar de la honnona. 
probablemente como sucede en otros casos. el nivel de la transcripción a dif"erentcs 
tiempos se mantendría en el mismo nivel. ya que al parecer las modificaciones 
postranscripcionalcs que estabilizan al mensajero son debidas a proteínas presentes en el 
ncpcrtorio de la célula. 

Si esto fuera cierto, c-fos tendría una vida media más prolongada como respuesta a Ja 
norcpinefrina y por ello las diferencias observadas entre la expresión de c-fos y c-jun. 

Como ya mencioné anterionnente. los proto-oncogenes c-:fos y c-jun participan en 
f"cnómcnos celulares tales como proliferació~ diferenciación~ muerte celular programada 
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(89. 90, 100. 101. 103 y 104); sin embargo. los mecanismos moleculares que emplean 
cada una de las sciialcs extracelulares para inducir su expresión, no se ha estudiado 
todavía. 

En la expresión de e-fas y c-jun participan cinasas que son clave en las vías de 
transducción. Ja PKC, la PKA, las JAKs, las cinasas de tirosina como Fyn, Lyn, etc. En 
este trabajo, nosotros observamos que Ja PKC participa en la expresión de c-:fos y c-jtm 
como respuesta a Ja activación de receptores a. 1-adrenérgicos. pero no conocemos Jos 
blancos de fosforilación. Se sabe que Ja PKC por un lado. fosforiJa a Raf"-1 y la activa, 
pero también fosfhrila a factores como TCF y ATF2 (90) que inducen la transcripción de 
estos proto-oncogenes. Probablemente. la vía de transducción que se enciende y termina 
en la expresión de uno u otro, dependerú de la señal cxtracelular. considerando que 
igualmente importante es el sistema celular y la maquinaria celular con que este cuente. 

Se ha sugerido que los cruninos para la expresión de estos proto-oncogencs son 
distintos. dependiendo del receptor activado. Como parte de este trabajo. nosotros (88) al 
igual que otros grupos demostramos en distintos sistemas celulares que c-_ros se expresa 
por la acción de Jos receptores P- y a. 1-adrenérgicos, receptores que emplean distintos 
elementos celulares para runplificar la seiial extracelular; y c-:fos y c-jun por la acción de 
los tres subtipos de receptores a. 1 en fibroblnslos; en adipocitos de tejido café la expresión 
de c-_ros y c-jun se da como respuesta al estímulo P y a 1 • y este efecto es sinérgico. lo que 
sugiere que en este sistema participan al menos, dos vías de transducción. ya que por su 
parte los receptores p activan a la PKA y los a. 1 a la PKC (85)~ en adipocitos de la linea 
celular obl 771 se demostró que Ja norepincfrina regula la expresión del gene de la Jipasa 
de fosfolipidos por medio de una vía directa.mente relacionada con la expresión de c-_ros y 
de la proteína correspondiente al gene de la lipasa (65). Otros trabajos. igualmente apoyan 
el hecho de que son vias distintas las que regulan la transcripción de los dos proto­
oncogenes. se ha observado que Jos agentes que elevan el calcio intracelular como son Jos 
ionóforos de calcio estimulan la actividad de la MAPK.. cinasa que panicipa en la 
seiialización que lleva a Ja expresión de estos proto-oncogcnes. mientras que agentes que 
elevan el nivel de AMPc no producen dicho ef"ecto, sugiriendo que el control de la 
expresión se debe a varios elementos celulares ( 127). Otras honnonas que activan 
receptores acoplados al mismo sistema de transducción que los rceptorcs a.i. como son 
los receptores de la angiotensina 11, ET-1. carbacol y ácido fosfatidico (115. 1 16, 118, 
119 y 125) tantbién activan a la MAPK.. pero son menos efectivos ( 127). algunos de ellos 
inducen la expresión de c-fos y c-jun. 

Oc nuestros resultados podemos concluir que en la expresión c-fos y c-jun inducida por 
la activación de receptores a 1 participa la PKC ya que tanto, la down regulation de la 
PKC por el prctmtamiento prolongado de las células con TPA lµM como el tratamiento 
con inhibidorcs específicos de la PKC. abaten la respuesta de la norepincfrina. Sin 
embargo., no queda definido cuál(es) de la(s) tres isofonnas a, 5 y e formas sensibles al 
PMA, presentes en las células Rat-1 ( l 23) panicipan directamente en la expresión de e.fas 
y c-jun inducida por los tres subtipos de receptores a. 1, ya que las tres isoformas 
desaparecen en el exttato de proteína por la down regulatlon, aunque en distinta 
magnitud., e igualmente las tres isofonnas se translocen a la membrana en respuesta a 



norepinefrina (manuscrito 2). Creemos que seria importante definir cuál o cuáles 
participa(n) directamente en la expresión de c-fos y c-jun, ya que fisiológicamente 
podria ser relevante. Se ha observado que cada una de las isofonnas. si bien son similares 
en estrUctu~ estas son reguladas diferencialmcnte por los cofactores (25. 26. 27. 28 y 29) 
en distintos sistemas celulares. y por estudios recientes se les asocia a cada una de ellas 
con funciones celulares particulares. Asi por ejemplo, se analiza el papel de las isof'onnas 
~ c y l; de la PKC de Hnf'ocitos T y se les asocia con la activación de las células. Los 
resultados del trabajo demuestran que las isofromas c y a. pero no la l;. pueden regular el 
factor de transcripción AP-1. y el factor nuclear NF-ATI (NF-ATl del inglés: nuclear 
factor of activated T cells). pero sólo PKC t: regula la actividad del factor NF-kB. 
mientras que PKC a y Ras activa. no lo hacen. resultados que demuestran que PKC a. 
p2 l Ras y PKC c no fonnan parte de la misma via de transducción que induce la 
activación de células T ( 132). Por otra parte en células cardiacas, las isoformas a.. s. e y e; 
muestran distintas especificidades para fosforilar las subunidades de la troponina 
inhibidora de la A TPasa de calcio y la troponina de unión al calcio. cada isofonna 
muestra diferencias en afinidad por el reconocimiento de los sitios de fosforilación de 
dichas subunidades. incluso la isofonna l; que no es activada por ésteres de forbol y 
calcio. La fosforilación de la subunidad inhibidora por PKC ó es ta única capaz de 
mimetizar la fosforilación por PKA en las serinas 23 y 24. que resulta en la disminución 
de la sensibilidad al calcio de ta Mg·A TPasa.. y PKC l;, es la única capaz de fosforilar 
selectivamente los sitios spt 8 y 9 de dicha subunidad. lo que ocasiona un incremento en 
la afinidad por el calcio (133). En otro trabajo reportan que la PKC a tiene ~·n papel 
fundainental en la proliferación celular de fibroblastos Swiss 3T3 ( 134 ). De las isofonnas 
a. 6, fi! y p de células cebadas de rata. sólo PKC P (isofonna dependiente de calcio) y 
PKC & (isofonna independiente de calcio) participan en la expresión de los proto­
oncogenes c-fos y c-jun en rspuesta a la activación del receptor de lgE ( 135). 

Así mismo. la translocación de las dif'erentes isoformas de PKC parece ser importante 
ya que esta es específica de las señales extracelulares. La PKC c migra a la membrana 
plasmática y PKC e:; a la región perinuclear en respuesta a la f'enilcftina. un agonista a. 1-

adrenérgico. Se presume que la PKC & tiene relación directa con la contracción 
independiente de calcio y la PKC I'.; (presente en células de la vena porta) con la 
contracción dependiente de calcio. Comentan los autores que la translocación intranuclear 
de PKC l:; puede ser un mensaje iniciado por el agonista para respuestas a largo plazo. 
como la expresión de genes y la proliferación celular. esto lo fundamentan en que la 
sfntesis de DNA se afecta por la activación de elementos que responden a suero. asociado 
con la transcripción de genes de inducción temprana (31 ). 

Finalmente. una de las preguntas que surgen de este estudio es ¿Cuál es el significado 
de que los proto·oncogenes se expresen o no diferencialmente en respuesta al receptor 
activado?. El que se expresen detenninados proto-oncogenes en respuesta a ta activación 
de un receptor es especifica. no todos los receptores. aún acoplados al mismo sistema de 
transducción tienen la capac.idad de estimular la transcripción de genes de inducción 
temprana. Algunas hormonas como ta angiotcnsina 11. la ET-1,. el carbacol. el ácido 
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f"osfatidico activan a la MAPK. considcntdo un paso previo en Ja expresión de Jos proto­
oncogenes /os y _jun. sin embargo. esta activación es dif"erenre en magnitud y no se ha 
demostrado que todos tengan Ja capacidad de inducir su expresión. Por otra pane,. si se 
traducen a proteínas los proro-oncogenes expresados. podríamos inf"erir que dicha 
expresión es relevante para Ja célula. Se sabe en primer Jugar que. hay un orden en Ja 
estabilidad de los di meros que constituyen al factor AP- J., Fos-Fos < Jun-Jun <:: Fos-Jun., y 
en segundo que., en la inducción o represión de Jos genes es determinante el que AP- J esté 
conforniado por unas protc:ínas y no por otras. es decir. se ha demuestrado que Ja 
expresión ni.pida y transirora de Fos se relaciona invariablemente con la proliferadón. sin 
embargo. podemos pensar que además se requiere de Ja expresión de Jun ya que el dímero 
Fos-Fos es el más inestable. se sabe que específicamente el dimero Fos-Jun inhibe la 
transcripción de Fos. del gene del f"actor arrial natriurCtrico o que actúa como un porenre 
activador de la transcripción del gene de la metalolionina llA. colagen~ colágena 
aJ(III), tensina.. proencefaHna y genes SV40; que Fos y FosB se requieren durante Ja 
transición de Ja fase Go a G 1. mienttas que Fra J y Fra2 se requieren en el crecimiento 
asincrónico de Jas células; probablemente Fos. FosB y Fra J y Jun., JunB y JunD 1engan 
cada proteína una función disti_nta durante el desa.rTOllo. ya que se expresan 
dH·ercnciaJmente duranle el desarrollo y en tejidos de adultos; el RNAm de dFra es 
restringido durante cJ desarrollo del embrión de Ja Drosqphjlq y el dJFra se expresa 
unif'omtemenre (90). Todo ello nos habla de Ja importancia que tiene que se exprese uno. 
y no otro proto.-oncogene en respuesta a un estímulo específico. 

Algunas de las perspectivas deJ prcsenle estudio son detenninar si Jos proto-oncogenes 
expresados en respuesta a norepinefiina se traducen a proteína., de manera que se pueda 
considerar que su expresión es relevan1e para la célula; definir si alguna de las i.sofbnnas 
de Ja PKC convencionales y/o no convencionales. tiene un papel significati\"o en Ja 
inducción de Ja expresión de uno u otro proto-oncogcne por la estimulación adrenérgic~ 
y por otro lado., profundizar en la descripción de Ja vía de transducción de Ja expresión de 
fos y .}un inducida por receptores a 1 : d<tcnninar cuál es Ja región reguladora del promotor 
de c-_iun que responde a los adrcnérgicos. El sitio más lógico que participa en Ja inducción 
del promotor de .ros por diversos agentes es SRE ( 136). sin embargo. Ja ac~ión a,­
adrenergica activa tambien el sitio Spl. y se activan además. las cajas M-CAT Y CArG 
que se requieren en Ja inducción del promotor del gene de la a-aclina durante Ja 
hipertrofia de miociros cardiacos (77). · 
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