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1. INTRODUCCION 



IN’IXODUCClON 

Ia co1nutiicaci6n celular y la transmisión de información del exterior al interior 

de la c6lula constituyen dos aspectos fundamentales en el campo de la biologla celular, 

cn el que se han realizado importantes avances en la caracterización de los eventos 

tempranos que siguen a la formación clel complejo ligando-receptor, 

La transducci6n de seilales representa el grupo de procesos especIficamente 

iniplicaclos cn la internalizacióii cle cleterniinaclos eslftnulos extracelulares para su 

convcrsidn cn acciones intracelulares programadas. Para apercibir tales eslfniulos, las 

c6lulas cxprcs;m reccptorcs en su membrana. IA naturaleza de la respuesta dcpenclerzl 

clc la cxpresibn de un tipo de receptor concreto dentro de la gran diversidad de 

familias cle receptores existente (17,162,38), 

Si11 embargo, la amplia varieclad de receptores contrasta co11 IIII inesperado bajo 

número de cliferclttes vfas dc transclucci6n cle la seiíal resultante de la formacidn del 

complejo ligando-receptor a nivel de la membrana plasmática (46,63). 

Un gran número de receptores cle membrana se halla acoplaclo a proteOlas de 

la membrana plasm;Itica (transductores), clenominadas protelnas G por su capacidad 

para miir G’IT. Dichas protefnas constituyen el nexo de uni6n con los sistemas 

cfectores responsables de la generación de segundos mensajeros. La producción o 

destrucci6n dc segundos mensajeros representa el segundo paso catalltico en este 

proceso, siendo la activación de las protelnas G por los receptores el primero. Ambos 

pasos procluccn MM amplificaci6n significativa de la seiíal primaria. 

Una vez generaclos, los mensajeros actúan sobre sus protefnas diana 

n~odificanclo SII activiclad catalltica, lo cual se traduce en una serie de cambios en el 

comportamiento celular,, Frecuentemente, estas dianas intracelulares son protefnas 

l. 



multif~~ncionales que pueden actuar directa o indirectamente sobre otros enzimas 

alterando procesos tales como la sccrcción hormonal, metabolismo celular o expresión 

génica. 

1. TIPOS DE RECEI’TORFS DE MEMBRANA 

La mayorl;l de los factores extrfnsccos implicados en la regulación de funciones 

celulares no son permeables a la membrana plasm&ica, Por ollo, las células expresan 

receptores dc naturalwa glicoproteica en SU superficie a los cuales se unen 

espccKicamentc los ligandos para transmitir su informacidn. 

- protalno tirosína Posfataoa 

- gunni1ato clclasa 

Liqandos 

nourop@ldos, citoquinas, oicosanoidos 
f’PCtOC activador do las plaquetas (PAF) 

WCretiha, CakCitOníha, 
polipóptido intestinal vaaooctivo (VIP) 

acotilcolina, g1utamat0, glicina, 
GAaAa, ATP (P),) 

Mm, GMPC, IP, 

Factor da cracimiento apidórmico (EGF) , 
Factor do crocimianto derivado do 
las plequotas (PDGF), insulina, c-ncu 

CD45, LAR 

citoquinas, Cactorcs nourotró~icos 

ESQUEMA 1. Tipas dc rcccpcorcs de mcmbnna 
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Existe un gran ndmero de receptores que han sido clasificados por criterios 

farmacol6gicos, estructurales y funcionales. Farmacol6gicamente los receptores se 

diferencian de acuerdo con el tipo de ligandos que unen; pero para nuestros estudios 

es mas conveniente una clasilkaci6n estructural y funcionat, Atendiendo a estos 

criterios cabe destacar tres grandes grupos: asociados a protefnas G, canales idnicos 

y los que poscm actividad cntalftica intrfnseca. Dentro de cada grupo puede hacerse 

una subclasificación como se muestra en el esquema 1. 

1, 1. IUXI’.I’TOl~ES ACOIJLADOS A IXOTBINAS G. 

13stc tipo de receptores transducen la seííal al citoplasma por interaccidn directa 

con protefnas G nnclndas en la membrana plasmatica, y asf denominadas por su 

capnciclnd de unir GTP (53). A este grupo pertenecen el receptor de rodopsinn, el fl- 

adrcncrgico y receptores de ncuropeptidos como vasoprcsina o bombesina, entre otros 

(146). 

tha de las familins mejor caracterizada es la denominada 7N. El receptor 

consta cle siete segmentos hidrofdbicos transmembrana muy conservados y unidos 

entre sf por tres clominios externos y tres citoplasmaticos. El tercer dominio 

citoplasmatico y In parte cerboxilo terminal son variables entre los miembros de esta 

familia clc receptores y son rcsponsnbles de las interacciones especfficas con protefnas 

G. El extrema amino terminal posee residuos glicosilaclos mientras que cl carboxilo 

terminal posee sitios susceptibles cle fosforilacibn por numerosas protefna quinasas 

(IbI). 

Cuando un agonista se u11e a su recept~or se origina un cambio conformacional 

que permite In activacidn de las protefnas G. Esta se produce debido a un aumento de 

afiniclacl por G’W, el cual se une a la subunidad e de la protefna G en sustitución del 

GDP. El complejo temario resultante es normalmente transitorio porque rilpidamente 

la afinidad por el nucleótido de guanina (GTP) disminuye y se produce la disociaci6n. 

La unidn de un antagonista estabiliza la forma inactiva de las protefnas G (101). 
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1.2. CANALES IONICOS 

Se han identificado diversos receptores, con estructura análoga al grupo 7N, 

que funcionan como canales hicos activados por ligandos. Los cambios en las 

concentraciones iónicas citoplasm;lticas en las cuales estin implicados tienen un papel 

fundamental en la regulacidn del pH intracelular (antiportador Na*/H+) (5) o en la 

activación de enzimas dependientes de calcio, entre otros. 

A este grupo pertenecen el receptor nicotlnico de acetilcolina y el receptor de 

GAlMa, que es un canal de cloro. También puede incluirse el receptor para lP3 del 

retlculo cnclopl~sii~ico que funciona con10 un canal de CV“ (1.56). 

1.3. RECEl~TORES CON ACTIVIDAD CATALITICA INTRINSIXA 

Muclws polip&ptidos conio factores de crecimiento, factores de diferenciación 

y hormonas median sus acciones pleiotrbpicas por unidn y activacibn de receptores 

con activiclacl catalltica intrlnseca como actividad tirosina quinasa, tirosina fosfatasa 

0 guíinilato ciclnsa. 

Los receptores con actividad tirosina quinasa constan de un largo dominio 

cxtrncelular glicosilndo al que se une el ligando, una sola regi6n hidrofbbica 

trnnsmembrana y un dominio citoplhico que contiene la actividad catalltica tirosina 

quinasa intrhseca (60,140). 

En funciön de algunas diferencias estructurales, principalmente en el dominio 

cxtracclulnr, este grupo de receptores puede dividirse en tres subclases. La subclase 

1, con clos secuencias ricas en cisteha en el dominio extracelular (BGFR, c-neu) (94); 

subclase II, compuestos por estructuras heterotetraméricas unidas por puentes disulfuro 

y con secuencias ricas en cistelna an8logas a la clase anterior (receptor de insulina, 

IGF-IR) (41); subclase III, con tres o cinco dominios repetidos de estructura similar 

a las inmunoglobulinas (FGFR, PDGFR) (80), 
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La unión del ligando y la subsiguiente alteraci6n conformacional del dominio 

extracelular inducen la oligoruerización del receptor y la activación de la función 

catalltica quinasa. Esta actividad se produce tanto a nivel de fosforilación de sustratos 

exbgcnos como clel propio receptor, hecho fundan~ental en su actividad catalltica. 

Como sustratos de potencial importancia biológica caben destacar la fosfolipasa Cy, 

In fosfatidilinositol-3-quinasa, GAP (protefna activadora cle la actividad GTPasa de ras) 

y raf. UIM csrncterlstica común de estos sustratos es la presencia de una regi6n 

dcnon~innda SH,, la cual reconoce a la secuencia fosfotirosina del receptor y es 

susceptible de fosforilnci6n. Frecuentemente, estas prolelnas poseen otra región, SH,, 

implicacln cn la regulaci6n de las interacciones entre protelnas en la trnnsclucci6n de 

scihlcs (129). 

La rccicnte secucnciación y aislamiento de una protelna tirosina fosfatasa de 

linfocitos T y su homologin con secuencias citoplasWica,s de CD45 y LAR, ha 

Ilcvndo n la consicleración de un nuevo grupo de receptores con actividad tirosina 

foslhhsa intrfnseca. La cxprcsibn de CD45 pnrccc necesaria para la activaci6n de 

células ‘1’ por sntlgcnos (132). El papel de LAR no es bien conocido, pero podrla estar 

implicado cn interacciones intercelulares. 

2. IXI’RUCTURA Y ACTIVACION DE PROTEINAS G 

En todos los organismos eucarióticos la familia de las protelnas G, 

hetcrotrfmeros con capaciclad de unir e hidrolizar GTP, juega un papel esencial en la 

transducción clc sefialcs desde cl complejo extracelular ligando-receptora las protcfnas 

efcctorns de la membrana plasn&ica (64,154). 

Las protelnns G estrln compuestas por tres subunidades distintas: u (39-46 

kDa), fl (37 kDa) y y (8 kDa). La subunidad 01 se considera normalmente para definir 

cada tipo de protelna G, ya que constituyen una gran familia (esquema 2). Dicha 

subunidad posee un hico sitio cle alta afinidad para nucle6tidos de guanina (GDP o 
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GTP). Ln unidn dc GDP confiere estabilidad al heterotrlmero permaneciendo en su 

estado inactivo, mienlras que el GTP, facilita la disociacidn en la forma (Y-GTP y Br. 

El AIF;, junto con Mg*“, pueden interaccionar con In subunidad (Y y activarla de la 

misma manera que lo hnce el GTP (3 1,l). 

UQUEMA 2. Clnsificxi6n dc IRS protchas G eu ft1n~i6n de la subunidad a 
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Todas las subu~~idacles o poseen actividad catalftice intrfnseca para hidrolizar 

el GTP proclucicndo GDP y fosfato. En algunos casos también tienen residuos 

especfficos que pueden ser covalcntemente modificados por toxinas bacterianas 

rnediantc la transferencia de ~II residuo de ADP-ri,bosa, bloqueando su capacidad para 

rcsponcler a otros csthnulos. La toxina colerica activa constitutivamente~estas protefnas 

por inhibicion de su actividacl GTPasa, mientras que la toxina perttísica previene su 

activacidn al impcclir la unidn de GT,P (53,139). 

Los mecanismos moleculares de las interacciones entre protefnas G y sus 

efcctorcs cstan muy poco establecidos. Sin embargo, se conocen numerosos ejemplos 

cle enzimas regulados por la subunidncl <y unida a GTP, entre los que se incluyen la 

aclcnilato ciclasa, varias fosfolipasas, (PLC, PLAJ, fosfodiesterasa dependiente cle 

cGMP, transportnclorcs clc Mg*” y probablemente glucosa y canales iónicos cle K” y 

Na”‘. 

El papel del dlmero fl+r habla siclo asociaclo hasta ahora con su capacidad para 

unir el trfmero a la membrana plasmatica a traves de la subuniclad y, pero actualmente 

tambicn se le atribuyen funciones regulacloras como en la adenilato ciclasn (153) o en 

la estimulacidn clc la PLCfi (27,29). 

3. ENZIMAS EFfXTGRI:,F DE LA MEMBRANA PLASMATICA 

Los efectorcs son los enzimas responsables cle la generación de segundos 

mensajeros intracelulares (esquema 3). En su mayorfa se encuentran acoplados a 

protefnas G, aunque en cl caso cle los receptores con actividacl tirosina quinasa 

intrfnseca reciben la sefíal clirectamente desde cl receptor (110). 

Entre los diversos erectores que comparten un mecanismo de activacidn común 

a traves de protelnas G se incluyen: adenilato ciclasa (AC), fosfocliesterasa 

dependiente de cGMP y u11 gran número de fosfolipasas entre las que se cuentan 



PL&, PLD, PCC especItica de fosfatidilinositol (PI-PLC) y PLC especifica de 

fosfatidilcolina (PC-PLC). 

El Iwl~o de que frecuentemente un mismo agonista active varios efectores en 

un tipo concreto de cflula, sugiere una interconexión entre ellos. La interacción entre 

dos elementos distintos puede darse a nivel de modulacidn de un efector sobre otro o 

en In interconversión de mensajeros de distintas vfas (128). 

FSQUIJMA 3. Tmnsdncción de sctlalcs cxtacclularcs a travb dc distintos siwmas cfcctorcs 

3.1. ADENILATO CICLASA 

La adenilato ciclasa (AC) es una glicoprotelna intrhwca de la membrana 

plasm8tica de la que actualmente se conocen cuatro isoformas distintas (108). 

Estructuralmente es similar a canales de Caz+ y K*, con doce segmentos hidroföbicos 
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trmnicinbran~ w n-hflice. La AC cataliza la formacih de un segundo mensajero, 

AMPc, procedente de la hidrólisis de ATP (42). El AMPc activa un enzima citosdlico, 

la proteha quinasa A, que fosforila varios enzimas implicados en la regulación del 

metabolismo celular. 

Se han enconlrado varias protefnas G que regulan la actividad de la AC 

dependiendo del tejido y clcl tipo de receptor al que &tas se encuentren acopladas. La 

clcnominacla G, mcclia el efecto de receptores /3-adrenérgicos y glucagh, activa la AC 

y cs sensible a la toxina colkrica (146); otra G, distinta, pero de caracterfsticas muy 

similares a la anterior en cuanto a activación, se encuentra en los cilios olfatorios. Sin 

embargo, la protcha ,inltibiclora cle AG, Gi, estA acoplada al receptor adrenérgico Q 

y cs sensible a la toxina pertilsica (166). 

3.2. I::OSI~OLII’ASA C DE I~QSI~ATII~ILINOSITOL 

Los fosfoiiiosfticlos constituyen aproximadamente el 1 % de los glicerolIpidos 

dc la mcnlbrana plasm;ltica celular. La liiclr6lisis del fosfatidilinosilol 43bisfosfato 

por una fosfolipasa C especKica cle fosfatidilinositoles (PI-PLC) emergi6 como una 

INICV~ vla clc transcluccidn cle seiiales para agonistas movilizadores de Ca” desde SU 

clcscubrimicnta a principios cle los aíios ochenta por el grupo cle Betriclge (8). La 

importancia cle este lwlro radica CII la prodmciba de dos segundos mensajeros, el 

diacilgliccrol (DAG) y cl inositol 1,4,5-trisfosfato (Ir,), que parlicipan en la 

regulaci6n de numerosos enzimas implicados en el metabolismo, diferenciación y 

proliferación celular (ll,1 15,117). 

I-lasta ahora, han siclo identificados al menos 16 isoenzimas de PI-PLC 

clasificados CII tres familias, denominadas (Y, 0 y y, procedentes de distintos cDNAs 

(148). Todos los miembros comparten dos dominios conservados implicaclos en la 

acci6n catalftica. hs regiones variables confieren probablemente propiedades 

reguladoras individuales (137). 
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La regulnciún de las PI-PLC todavfa no es bien conocida en la mayorfa de los 

casos. Sin embargo se sabe que la PLC/3, se activa por protefnas G (G,) insensibles 

a la toxina perthica (BS), pero recientemente se ha comprobado la activación de 

PLC& por dlmcros 07 sensibles a dicha toxina (93). Por el contrario, la PLC~, es 

act.ivada por fosforilacih en residuos de tirosina en el caso del receptor de EGF, a 

travh del propio receptor o como consewencia de quinasas citoplasmilticas 

previamente fosforiladas por öste (165). 

3.3. FOSIW,II’ASR C DI:, FOSFATIDILCOLINA Y FOSFOLIPASA D 

La fosfaticlilcolina es el fosfollpido mtis ahdante de la membrana plasm&ica 

cclular dc los mnmlferos, constituyendo un 50% del total. En 1985, el grupo de Exton 

proporcionó la primera información sobre la estimulación de su hidrblisis por 

hormonas (15). Los estudios preliminnrcs se desarrollaron al comprobar la 

acumulación cle DAG cle distinta composicidn que el procedente de la hidrólisis de los 

fosfaticlilinositolcs. 

In hidrdlisis del enlace fosfodiéster puecle producirse por clos tipos de 

fosfolipasas, PLC y PLD, que rinden DAG y fosfocolina, o Acido fosfatfdico y colina, 

respectivamente. La intercouversidn por acción enzimilticn de los derivados lipldicos 

gcncrados clificulta la asignacidn de la pnrticipacidn de PLC o PLD en un proceso 

dcterminndo (141). En cuwto a su localización dentro del sistema de transduccidn de 

señales, con el uso de ahlogos no hidrolizables de GTP, se considera probable el 

acoplamiento al receptor a travBs de protefnas G, sensibles a la toxina pertúsica, como 

cl receptor purinérgico o insensibles como el receptor de vasopresina en hepatocitos 

(16,51). 

Todavfa no se tiene mucha informacidn sobre el mecanismo de activacih de 

la PLC, aunque se tienen datos distintos segtin el tipo de c6lula y agonista, As[, una 

activación directa se producirla con las citoquinas, mientras que en la mayorla de los 

casos (vasopresina, bombesina, epinefrina) estarla mediada por la activacidn de la PI- 
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I’LC 0 I’l,.l~ (12). 

La PLD fttC detectada por primera vez en mamfferos en 1975, y aunque se 

conoce la existencia de varias isoformas ninguna de ellas ha sido clonada ni purificada 

a homogcneiclad hasla ¿hon. Se cncuenlra en la fraccidn particulada de varias c&tlas, 

pero se ha localizaclo tambitin 11118 forma citosblica en tejidos bovinos. La 

fosfalidilcolina es cl sustralo preferido de la PLD, pero en ciertas condiciones tambit?n 

puccle degradar fosfaticlilinosilol y fosfaticlilelanolatnina (4). 

Sobre la activacidn de la PLD se tienen mils clelos que en el caso de la PLC, 

pero son igualnwn~e variados se@ el sistema esludiado (87). Por ejemplo en 

hcpnlocitos rcquicre CaXI,, pera presentan considerable actividad a concentraciones 

mcnorcs dc 1 b&f. Numerosos experimenlos conslalan la aclivacidn de la fosfolipasa 

D por kstercs dc furbol, lo cual sugiere un imporlante papel de regulación para la 

proklna cpiiinsa C (68,70). 

3.4. I’TXI’~OI.,1l’ASA Ay Y ESSI:INGOMIIUNASA 

La fosfolipnsa A2 (PLAl) hidroliza fosfollpidos como fosfaGclilinosi~ol, 

fc~sf~~~irlilcolina y fosfa~iclilclanolaIninll liberando dcido sraquidónico y los respectivos 

lisofosfollpidos; ¿u~lbns especies intervienen en multitud de procesos cle sefializacidn 

inlracclular. Recicnkmenk, se IN visto que su secuencia contiene un dominio de unidn 

clc Cay* y fosfollpiclos homdlogo al C2 cle los isoenzimas 01, fl y y cle protelna quinasa 

C; pero, contrariamente a lo que podrla pensarse, la PLA no depende de Caz* o 

proielna quinasa C para su activación (45). Sin embargo, se ha comprobado la 

iniplicacidn de protefnas G en su acoplamiento a receptores. 

Otro enzima que hiclroliza fosfolfpidos de membrana es la esfingotnielinasa, 

que a partir cle e~sfingomielinn produce fosfocolina y ceramida. La ceramida SC incluye 

aclualmen~e co1110 mensajero, ya que las especies derivadas de su mecabolistno afectan 

a la actividad de protefntt quinasas (probIna quinasa C) y proteha fosfatasas (47). 
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4, SIXUNDOS MENSAJEROS DERIVADOS DE FOSFOLIPIDOS 

Está com~lnmentc aceptado que el término “segundo mensajero” implica su 

acción sobre protcfnas diana intracelulares cspecfflcas. La geueracih y destrucción 

dc segundos mcnsajcros debe estar finamente regulada, ya que de ello dependen 

n~dltiplcs cambios cu cl metabolismo celular. 

4.1, MI~I*A\DOI..l’ïOS DERIVADOS DE LA FOSFATIDILCOLINA 

La fosfatidilcolina (PC) cs un fosfollpido que, en la mayorfa de las células de 

mamfferos, consiste CII l,2-diacil-wglicero-3-fosfocalina, Los residuos queesterifican 

los carbonos son normalnwnte ticidos grasos saturados (mirktico) en el C, e 

insatumclos (oleico y linoleico) CII el C?. Sin embargo en chlas de origen mieloide 

cs muy nl~~nda~~~c cl kido ataquidónico. Dependiendo del tipo de fosfodiestemsa que 

actdc sobre la PC pueden generarse una gran variedad de derivados lipfdicos, como 

diacilglicerol, 0 mokulas co11 colinfl (12) (esquema 4), 

r- 

&. 

I.~!TQLIEMA 4. Metabolismo de In fosíatidilcolina 

12 



Ia PLD participa en el proceso conocido como Lransfosfatidilación, consistente 

en la transferencia de parle de la IIIOI~CUI~ de PC (el rtcido fosfatfdico) a nucle6sidos, 

fosfaticlilinositoks y oku proMas (12,70); estas nuevas especies podrlan actuar como 

potenciales scgu~~tlas mensajeros en el proceso de transmisibn de señales 

inwwclularcs. 

In PLD genera colina y ficido fosfatldico (PA), el cual mediante el enzima 

fosfal¡claK) fosfohidrolasa se transforma cn DAG (22,112). Sin embargo, es probable 

que cl PA tenga oIras funciones como segundo mensajero y en el melabolismo celular, 

Algunos csludios muestran que el PA promueve la entrada de C$+ en las células o 

lo moviliza clc rcservorios inlracclulares. Tambifn se ha visto que inhibe la adenilato 

ciclasa, cstimuln la hidrdlisis clel CosfaMilinosi~ol 4,5-bisfosfato y se le asocia con 

procesos clc sccrccidn (91). Con10 IIWIMS hormonas y factores de crecimiento 

procluccn la hiclrcilisis dc PC, la Iransformaci6n de c&tlas por ciertos oncogenes se 

ha relacionado COII CSIC hecl~o. En hepalocilos, vasopresina, bombesina, ATP y EGF 

procluccn gran acumulacidn de bicla fosfatldico mediada por PLD asociada a protelnas 

C! (16). 

I-Insta cl IIK~IC~~I~ no SC ha encontrado ningdn papel a la colina en la 

Iransmisidn dc scitnles, pero sl se conoce un acoplamiento entre la hidrólisis de PC 

y la slntcsis de acclilcolina cn cl cerebro, donde la PLD es muy abunclante. 

Otra vla cn cl aleMbolismo de la PC es la hiclr6lisis por PLC, dando origen a 

fosfocolina y DAG. El papel fundamenlal del DAG (de distinta composici6n que el 

proceclente clc los fosfatidilinositoles) es la activacidn de la prolefna quinasa C, 

aunque tambidn puede nfcclar a otros enzitnas como diacilglicerol quinasa, 

citiclilkansferasa y PLD (13,117). La principal caracterfslica del DAG sobre la 

prolelna quinasa C es su activaci6n a largo plazo. La generacidn sostenida de DAG 

podrla jugar un papel fundamental en procesos de proliferación (164). 



4.2. ~lETRDOI.I’ïO~ DI~lW’ADOS DE FOS~ATIDILINOSITOL 

LOS fesfoi~~o~ltido~ SOI~ i111 pequeilo grupo de fosfolfpidos de membrana, cuyo 

grupo mio-inositol pucdc ser fosforilado en mdltiples sitios. Constituyen un 

componcntc min«ritnrio, alrededor del 896, en la mayorla de las células eucarióticas 

c11 las que SC prcscntan tres especies más abundantes: fosfatidilinositol, 

fosfr~titlilinositol 4-monofosfato y fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato. Estas formas son 

intcrconvcrtibles irr vivo por la nccidn clc quinasas y fosfatasas especfficas (11,85). 
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Como In mayorfa de tos glicerofosfollpidos, los fosfoinosftidos constan de un 

csquclcto de srt-1 &diacilgliccrol, esterificado por un kido graso saturado 

(normalmente eslckico) en la posicibn 1 e insaturado (araquidónico) en la posición 2. 

El resto micbinositol se une cn In posicidn 3 por un enlace éster (136). 

I;in rcspucstn a diversos cstImulos, como neurotransmisores, l~ormonas 0 

factores dc crccimicnto, SC procluce la hidrdlisis de fosfatidilinositol4,5-bisfosfato por 

una fosfolipnsa C ~s~ccK~c~ dc fosfatidilinositol (PI-PLC). La importancia de este 

l~ecl~o radica cn la gcncracidn dc dos segundos mensajeros, diacilglicerol (DAG) e 

inositol I ,4,5-trisfosfato (IPJ, y precursores de mensajeros, con acciones de especial 

trasccndencin en cl f\ilrcionaaiicnt» celular (esquema 5). 

El WI libcrudo cn el ciloplnsnin moviliza Ca *+ dc reservorios internos, mientras 

cl DAG activa la protcfnn quinnsa C, Este sistema mensajero de dos vlas opera 

durante todo cl ciclo vital dc unn cMa, empezando con la gametogénesis, 

fcrtilizacibn, prolifcrncidn y dcsnrrallo temprano y continuando con la diferenciacidn 

para llevar a cabo limcioncs cle control muy precisas en wa gran cantidad de cklulas 

cspccializndas cn cl mundu eucarirltico. (9,115). 

El II>:, gcncrnclo directamente por la PI-PLC puede seguir dos rutas 

mctnb6licas. En In primera, participan fosfatasas especificas que dan lugar a inositol 

1,3-P1, inositol 1-P y finalmente inositol (6,lO). En la segunda ruta se genera inositol 

1,3,4,5-P,,, que a SII vez por la acción dc fosfatasas produce inositol, o por la acción 

de quinasas SC convierte CII inositol 1,3,4,6-P,, inositol 1,3,4,5,6-PS e inositol-P,. 

Recienternentc se esU investigando el papel de IP, e IP6 en la transmisión de 

señales intracelulares n corto plazo, pero los resultados no demuestran ninguna 

funcibn. La sfntesis de novo cle estos compuestos es muy lenta (varios dlas hasta 

alcanw el equilibrio) y se sugiere wa función pasiva como reservorios de inositol ylo 

de fosfato (119). 
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j!zI [XlpCl ~UfltkllM.?l~l~¿l~ tk? 11'1 ~3 IIJ, delllos(&o por el grupo de &&jge ell 

1982, eS l¿l deVWkh1 de Ca" CilOSbliCo (147). Este efecto se produce por la unidn de 

lly3 a WXptoreS CsPeCffiCos de depósitos intracelulares de calcio, clonados 

recicntcmcnlc. tkro CI) SU mwanismo de accion tambien parece estar implicada una 

estimulacidn cle la entrada dc Ca*” extracelular, 

Los rcceptorcs inlracclularcs de 112 , comparten numerosas aoaloglas 

estructurales y litncionales cou los receptores de rianodine. El rianodine es un 

alcaloide que produce clcvacidu dcl Ca”’ citos6lico mediante la unidn a receptores 

localizados cn rwrvorios intracelulares de calcio, principalmente en tejido muscular 

csqucl~9ico y cardiaco (2). 

Tanto cl rcccptor dc IPI, como el de rianodine son estructuras homotetraméricas 

dispuestas kuniando u11 poro central, posiblemente el canal de Ca*‘.. Constan de los 

tfpicos do~ni~~i«s tr;1ttsi11ctIlhrilnil CII la regidn carboxilo terminal, cuatro de los cuales 

SC combinan para l’ormar cl cml. El largo dominio amino terminal queda libre en el 

citoplasma con cl sitio cle unidu de 11)s en su extremo, muy alejado del canal de salida 

dc C;1! ” (152). Eu la zona intermedia del receptor se localizan sitios que modulan los 

clktos de lP3. La k~srorilación por la protclna quinasa A de dos residuos de serina 

desacopla la unidn de Il+. La unión de nucle6tidos de adenina, como ATP, puede 

tcncr cl’cctos cstimulatorios o inhibitorios clepencliendo de la concentración de ligando. 

Asimismo, cl propio Cas”‘ tambi&~ modula la apertura del canal, pero los sitios de 

unidn todavls INI han sido idcntificaclos (1.56). 

Scgtín el tejido consiclerado, y con10 resultado de distintos acoplamientos entre 

los receptores intracelulares y canales de calcio extracelulares, se han encontrado 

varios modelos en cl control de la liberación de Ca 2*, En el músculo esquelético el 

receptor dc clihiclropiridina clepcndiente de voltaje controla la apertura del receptor de 

rianodine clel retlculo sarcoplasmico. En el músculo cardiaco, la entrada de una 

pequeita cantidad de Ca*,” a trav6s de canales dependientes de voltaje activa el receptor 

de rianodine (l56). Sin embargo, en el caso de la generación de Il), a traves de 
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rcccptores de nicnh’m ¿VZO~~ÍIC~OS a prolehas G, es este segundo mensajero el que, 

mcclinnte su unibn a rcceplores de depósitos intracelulares, estimularla la entrada de 

Caz.+ dcsdc el exterior dc la c15lula (74). 

Un modelo propuesto en la regulación de la entrada de Ca*+ desde el exterior 

dc la c6lula tamhih implica al inositol 1,3,4,5-P, (69). Segdn estudios realizados por 

el grupo dc Irviiic, el control cle Ii1 entrada cle Ca** estarla regulada indirectamente por 

la cnpaciclnd dc II$ dc liberar Cal’+ del retlculo endopMsmico, La accibn de IP, 

rcquierc la presencia simult;liiea de IP 3, lo cual sugiere que IP, podrfa regular la 

trímsfcrencin cle calcio entre dos reservorios distintos: 11110 sobre el que directamente 

ncttín cl ll’, y otro que scrvirh para rellenar el anterior wmdo se produjera In 

libcracidn cle cnlcio cn rcspuosta a im estlniulo (75). 

4.2.2. Diacilgliccrol 

EI discil~licerol (DAG), conociclo descle hace tiempo como un intermediario 

clc la slntcsis y dcgraclación de glicerolipidos, es ademi(s un segundo mensajero 

activnclor de la protclnn quinasa C, reconociclo por primera vez por Nishizuka (115). 

KI stt-l,2-DAG numcnta la afinidad dc la proleha quinasa C por Ca2* y 

fosfaticlilscrinn, causando la activación del enzima con niveles de Ca’+ basales. Sin 

cmbnrgo, dicha activación a concentraciones subóptimas de DAG, puede ser 

illCrelllclltadi\ por elevaciones fisiológicas clc Caz”’ intracelular (30). 

A diforcncia del DAG procedente de In fosfatidilcolina, el srr-1,ZDAG de los 

fosfaticliliaositoics de membrana se halla esterif’icado mayoritariamente por 6cido 

estehico y Aciclo arnquiclbnico en las posiciones 1 y 2, respectivamente. Se han 

rcalizaclo numerosos estudios sobre las caracterlsticas estructurales del DAG necesarias 

para activar a la protefna quinasa C (107). De ellos se deduce que es fundamental el 

grupo hidroxilo en la posición 3 y el grupo Bster en la posicih 1, para presentar 

actividacl. tampoco son activos diacilgliceroles sustituidos en 1,3 6 X3. 

El D/\Cj que forma parte de la molécula de los fosfatidilinositoles es producido 
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a tiempos muY cortos, en los primeros segundos tras la estimulación de 10s agonistas. 

Tambih Su d~grX~aCi6ll eS mUy r¿íp¡da, aSi como sus efectos sobre translocación y 

nctivación de la protelna quinasa C (6,136). 

La iniportnncia del calcio para el normal funcionamiento y supervivencia de 

la c6lula animal es conocida clescle hace mb de 1111 siglo. Actualmente, se conoce una 

amplia varicdacl de fm501w CII las que interviene el calcio, Entre ellas cabe destacar: 

~uncioncs estructurales (citoesqueleto), cofactor de protelnas (p,rotelna quinasa C, 

Pl& cnlpnlnírs), regulncidn cle procesos intracelulares (regulnci6n hormonal, 

mctnbolismo gluclclico y lip(dico), transmisidn del impulso eléctrico. 

La mayorln dcl calcio en los vertebrados est<l inmovilizado en el esqueleto en 

formn de hiclroxiapaiito, y sc510 alrededor del 1% se encuentra en fluidos intra y 

cxtracclnlarcs, donde se alcanzan concentraciones aproximadas de 1,6 tnM (en 

hopatocitos) y 3 mM respectivamente. La concentrackk cle Caz+ libre en condiciones 

basales en el citosol clc la célula hep;itica se mantiene entre 0,l y 0,2 FM. Como 

consecuencia, entre el exterior y el interior celular, hay una diferencia en la 

conccntracidn de Cí?+ cle cuatro drclenes de magnitud, que se mantiene gracias a 

distintos sistemas clc control (28). 

Los sistemas clue mantienen la homeostasis del calcio estCtn principalmente 

localizados a cuatro niveles: membrana plasmritica, retlculo endoplásmico, mitocondria 

y mícleo. Los dos primeros juegan el papel funclamental en las variaciones de Caz* 

citosólico en respuesta a estlniulos extracelulares. La regulación de calcio por el 

mícleo no es18 bietl establecida, pero se supone un sistema de captación asociado a los 

poros cle su membrana y un sistema de salida de calcio dependiente de IP3 (114). 



5.2. 1~LEfvtENTOS REGULADORES DE LA CONCENTRACION 

IN’I’KACE,LULAR DE CALCIO 

El nivel de Ca2” citodlico esla regula,do por mdltiples canales, bombas e 

intcrcalnbindores localizados CII la membrana plasmrltica o en depósitos intracelulares, 

La presencia dc estos sistemas tIcpende del tipo de c6lula considerado, 

Los canales de Cr? de la membrana plasmdtica permiten la entrada de dicho 

ion y puctlc~~ XX dcpendicntcs de voltaje, operados a través de segundos mensajeros 

y asociados a rcceplor (59,78). La salida de Ca*+, contra gradiente, se produce por 

medio dc una bomba de CR”~ con actividad ATPasa, y de un intercambiador 

Na”/Ca2“‘. Estudios CII los illtimos arios han permitido la caracterización de dos 

rescrvorios intracelulares implicados en las variaciones de Ca** citos6lico tras la 

cstimulaci6n celular; uno dc cllos, cl retfculo enrlopldsmico, es sensible a IP,, y posee 

adcmrts m bombn de Ca’* dependiente de ATP para rellenar el retfculo tras su 

vaciaclo (185). 

En bcp;\tocitos, como en otros tipos de cMas, las hormonas movilizadoras de 

Cal’ producen variaciones cii la concentraci6n intracelular de Ca*+ por mecanismos 

clc cntrada y salida a trav6s de la membrana plasmi(tica y por la liberación de 

clcp6sitos intracclularcs depcnclientes de 1P3 (62,134). Las distintas etapas de estas 

variaciones hnn siclo ampliamente estudiadas, pero por su complejidad se han 

propuesto difcrcntes modelos para SII interpretación. 

Estudios recientes en poblaciones de hepatocitos proponen un doble papel para 

IPr en el aumento de Ca2* citos6lico. Por una parte, la liberaci6n de Caz+ del retfculo 

endoplásmico por unidn directa a su receptor especffíco. El otro componente es una 

entrada cle Ca”+ del exterior condicionada por el contenido de Caz7 del retlculo. Otra 

tercera vfa de cntrada de CaZ+ desde el exterior depende de la ocupaci6n del receptor 

por el agonista y parece requerir un segundo mensajero (inositolfosfatos) para su 

activaci6n (96). Tras el aumento rapido y transitorio del nivel de Ca2+ citosólico, la 
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cakh de h seflnl Se dCbC a tllltl ~dith de Ca*+ de la célula regulada por la propia 

IlormOna (102). 

i\ dik!fWlCia de 10 quC Se aprecia en poblaciones celulares, el estudio de las 

variaciancs de C~C¡O sobre una sola chla ha puesto de manifiesto la existencia de 

oscilaciones en la scfinl de calcio tras un hico estimulo (79,105). tis thicas 

fluorescentes introducidas por Tsien, han supuesto un avance espectacular en la 

cnrncterizacidn clcl pntrdn espacio-temporal de las variaciones de calcio (57). 

Las oscilaciones de calcia en unn cdlula aislada mediadas por la generacidn de 

IP3, puctle11 explicarse segh el modelo conocido co1110 liberacidn de Ca*+ inducida 

por G?’ (CKX). Scglin esle modelo, unn de las funciones del estimulo externo es 

promover la cntrnda clc Ch”’ del exterior, frecuentemente mediada por IP,, para llenar 

los tlcpbsitns intracclulnrcs dc Cal”‘. Es cl propio Ca** cl responsable de su liberación 

dc rcscrvorios sensibles a II>,, en la siguiente etapa. El Ca** funciona como uil 

scgunclo mensajero que propíign la sefinl n los feservofios vecinos. Finalmente, el Ca*+ 

cs transportado al exterior cle la célula por bombas, co1110 control negativo, quedando 

prcparnda la cBlula para cmpczar un nuevo ciclo. 

6. l’ROTl-‘.INA QUINASA C: ENZIMA ACTIVADO POR SEGUNDOS 

MENSAJEROS 

In protefna quinasa C comprende una familia de serina y treonina quinasas 

cspecfficns que han sido identificadas funcionalmente por propiedades enzimdticas, 

como unidn a &tercs de forbol 0 actividad catalltica dependiente de fosfolfpidos, o por 

caracterfsticas estructurales COI~NII~CS (117,127). 

IA actividad cnzimfitica de la protelna quinasa C fue inicialmente identificada 

en cerebro de rata por el grupo de Nishizuka COIIIO un nuevo tipo de serinaheonina 

prolelna quinasa citoplfismica que podla ser activada proteollticamente (150,151). Sin 
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embargo, poc0 dcSpUh’ se vio que el enzima poclfa ser reversiblemente activado NI, 

tljlw por DAG en presencia de fosfolfpidos acidos como fosfatidilserina. Esta 

obscrvaci6n proporciono la primera posible relacion entre la hidrólisis de 

fosfatidilinositolcs mediada por receptor y la fosforilación de protefnas (115). 

Los efectos activadores del Dhû pueden ser reproducidos por los esteres de 

forbol, conocidos promotores tumorales, lo cual sugiere un papel de la protefna 

quitiasa C cn el proceso rieoplbico (30). 

Las implicaciones fisiológicas de la protefna quinasa C co1110 respuesta a un 

cstfmulo celular son muchas y muy variadas. El enzima participa en la regulacidn de 

numerosas funciones que incluyen desde transmision sinaptica, transporte a través de 

membrana, modulaci6n dc canales ibnicos, contracción muscular y secrecidn, hasta 

procesos a largo plazo como prolifcracion y diferenciacion celular (77,115). 

La uni de Wxcs de forbol al enzima y la activacidn de la actividad quinasa 

de la protcfna quinasa C por estos compuestos, se ha empleado para purificar 

polipeptidos de protclna quinasa C cle un gran ntlmero de tejidos. Basandose en la 

secuencia de p+tidos cle protefnas purificadas a homogeneidad, se han aislado muchos 

clcmcs de c13NA clue codifican por protefna quinasa C (126,122) (esquema 6). 

6.1 I 1, 13islribucicSn isoerizimiltica 

Scgdn SII organizacion estructural pueclen considerarse dos grandes grupos en 

la familia de isocnzimas de Rrotefna quinasa C: el grupo A que comprende 01, 01, flIK 

y y (1 l7), clue son depcnclicntes cle Cal*, y el grupo B que comprende 6, E, l y 11 

(95). Rccientemcnte, se han aislado dos subespecies mas, 0 y X, pero todavfa no se 

conocen sus requerimientos de activaci6n. 
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&YjQUEMA 6. Clnsificnción isoenziniáka de le protelna quinas c 
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En cuanto a su distribución, todos los isoenzimas se encuentran presentes en 

casi todos los tejidos del organismo, excepto y que es exclusivo de sistema nervioso 

ccntrnl y n muy abundante en piel y pulmón (117). Esta expresión diferencial podrfa 

estar relacionada con la función de distintos isoenzimas en distintos tipos de células: 

as(, el isoenzima CX, distribuido en todos los tejidos, podrfa estar implicado en 

funciones generales, mientras otros mayoritarios en un tejido, podrfan tener papeles 

mas especlficos. 

6.1.2. Estructura molecular 

La comparncidn de la secuencia de aminoacidos, segtln estudios de los cDNAs, 

muestra un alto grado de homologla entre distintos isoenzimas de protefna quinasa C, 

aunque no toclos presentan cada ulla de las regiones que se describen a continuacibn. 

Existen cuatro regiones muy conservadas, C,-C,, separadas por cinco regiones de 

hon~ologla variable, VI-VS. La regidn V3 se encuentra entre el dominio regulador (N 

terminal) y el catalltico (C terminal) (39,130). 

En el extremo del dominio N terminal se encuentra una secuencia denominada 

pseuclosustrat,o, por la analogln estructural que presenta con los verdaderos sustratos 

fisiol6gicos de la protema quinnsa C a los que impide el acceso cuando el enzima 

prescrita una conformaci6n inactiva (131), La unión de activadores en el dominio 

rcgulaclar suponc el cambio conformacional que deja libre el sitio catalltico, 

permitiendo la entrada clel sustrato y su consiguiente fosforilaci6n (19,120). 

Dentro clel dominio regulador se incluye la región CI, cuyos residuos de 

cistelna forman una estructura similar a los llamados dedos de zinc (125); esta 

conformacibn se considera esencial para la unión de los ésteres de forbol y 

amílogamente para el DAG, hecho relacionado con las interacciones protefna quinasa 

C-membrana. La secuencia cle la regián Cz es similar a la de muchas otras protefnas 

y podrfa estar implicada en la activación clependiente de Ca** de la protefna quinasa 

C (72). 
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El dominio carboxilo terminal contiene las regiones C, y C4 esenciales para la 

activiclad catalitica, ya que concretamente en C3 se ha localizado el sitio de unión del 

ATP (60). 

6.2. MECANISMOS DE ACTIVACION 

6.2.1, Hiclrólisis de fosfollpiclos 

El primer mecanismo conocido para la activación de la protefna quinasa C fue 

la hiclrblisis de los fosfaticlilinositoles, descubierto por el grupo de Nishizuka a 

principios cle la clécacla cle los ochenta. Desde entonces, mmierosos estudios han puesto 

cle manifiesto la parlicipación de otras v[as en este proceso (8). 

La protehia quinasa C fue inicialmente considerada como un enzima 

dependiente de Ca”” y fosfollpidos para su activacibn (80). Sin embargo, aunque todos 

los isocnzimas requieren fosfollpiclos y DAG, las necesidacles de Ca2* son muy 

cliferentes entre los miembros de clistintas familias. El Ca2+ aumenta la afinidad del 

enzima por los fosfolIpidos y nlgiiiios autores le consideran el componente fundamental 

en la interaccick de la protefna quinasa C con las membranas (6). Este aspecto podrla 

tener consccnencias fisioldgices importantes en cuanto a una activación selectiva de 

isoformas dependientes o no de calcio. 

El »AG, concretamente el WI ,2-DAG necesario para la activaci6n de protefna 

quinasa C, puecle tener distinto origen. En respuesta a agonistas, el DAG producido 

inicialmente procede de la hidrólisis del fosfatidilinositol4,5-bisfosfato, que tambien 

genera II’,, y es rfipidamente metabolizado en los primeros minutos tras la 

estimulacidn (10,115). En una segunda fase mis tardfa, la formación de DAG es el 

resultado de la hidr6lisis de la fosfatidilcolina por la activación de una PC-PLC 

especifica (3,13,112). Sin embargo, diversos estudios proponen a la PLD como otro 

enzima cuya acci6n sobre fosfatidilcolina genera ticido fosfatldico, que como sustrato 

de la fosfatidalo fosfohidrolasa procluce a su vez DAG (16). 
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Ade~nAs, la pr~th~ quinua C puede ser activada por kidos grasos cis- 

insaturados como oleico, linoleico o araquidónico, que pueden proceder de fosfollpidos 

de membrana por la acciún de I’osFolipasa A,, o acceder a la célula desde el exterior 

(44). 

6.2.2. Activacibn proteolltica y “down-regulation” 

In protefna qhasa C he originalmente detectada como un enzima 

protcol[tic;u~~e~~tc activado por la acción de calpafnas (150). De hecho, la proteolisis 

limitada genera NII fragmento cntalltica mente activo en ausencia de Ca*+ y 

îosfollpiclos, denominado protelna quinasa M (86,113). JA protelna quinasa M 

prescrita distintas caracterkticas en cuanto a especificidad de sustrato e inhibicibn (76), 

y aunque su papel fisiológico no estrI bien establecido, podria constituir un modo de 

activación pcrsisteiite de la protelna quinasa C (103). 

Estudios tlcsarrollados por cl grupo cle Castagna, pusieron de manifiesto la 

nctivncicin de la protclna qiiinasa C por los Bsteres de forbol, de los cuales se le 

considera el principal receptor bioldgico. El parecido estructural de estos agentes 

tumorales con cl DAG, hace que le sustituyan como activador de la quinasa tanto br 

vivo como irr Wo (30,115), pero su acción es mis potente y prolongada. AdemAs, 

sc510 los isámeros fl de los forboles aclivan la protelna quinasa C, mientras que los CY 

no prescntnn ekcto. 

Los hteres de forbol producen la translocacih de la proteha quinasa C a la 

membrana cao SII consiguiente activncidn, pero en determinadas condiciones de tiempo 

y concentración producen el fenómeno conocido como “down-regulation”, o 

desapnricidn clel enzima cle la membrana con la consiguiente pérdida de actividad 

(113,169). Actualmente se ha comprobado que no todos los isoenzimas de protelna 

quinasa C responden de la misma manera al tratamiento con ésteres de forbol, ya que 

por ejemplo la isoForma (110 parece ser afectada (121,167). 
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6.3. IMPLICACIONJ5S FISIOLOGICAS. MODULACION DE LAS VIAS DE 

SEÑALIZACION 

La protelna quinasa C no puede ser solamente considerada como uno de los 

pasos bioqulmicos en el proceso de transcluccidn de seHales (estfmulo-efecto), ya que 

juega un papel fundamental en la modulaci6n de los elementos de las vIas de 

sciialización. 

La fosforilncibn de protelnas es uno de los principales mecanismos reguladores 

que tienen lugar en las c6lulas eucari6ticas. Aunque en un principio las protehas 

citos6licas fueron las linicas reconocidas como sustratos de fosforilación, los 

conocimientos actuales demuestran la importancia fisiológica de la fosforilación de 

protclnas clc membrana. Entre estas últimas se incluyen receptores, protehas G y 

efectorcs, pcrtcnccientes a cuslquicra de las vlas de transduccián de seíiales (142). 

El uso cle los esteres de forbol co1110 activadores cle la protefna quinasa C ha 

siclo de gran ayucla a la hora cle establecer las posibles implicaciones de la quinasa en 

los procesos clc modulación, aunque resulta complicado debido a la multiplicidad de 

los eîeclos y la variabilidad celular (30). En el sistema de los fosfatidilinositoles, la 

activncidn de la protelna quinasa C por esteres de forbol conduce a un bloqueo de las 

acciones mediadas por el receptor or,-adrenhgico debido a su fosforilacih (51); 

asimismo, en el receptor rnuscarhico de acetilcolina se produce un aumento de la 

intcrnalizaci6n y dcgradaci6n. Otros sustratos de la protefna quinasa C son ias 

protehas G, (24) y probablemnte el receptor de IPJ del retkulo endoplásmico. 

En la vIa de transducción acoplada al enzima adenilato ciclasa, el tratamiento 

con éstcrcs de forbol afecta a varios niveles. El receptor fl-adrenkgico es 

desensibilizado por fosforilaciún en eritrocitos de ave; sin embargo, en macr6fagos o 

eritrocitos de anfibio se produce estimulación de la adenilato ciclasa mediada por la 

fosforilacidn de la subunidad catalhica (168). Por el contrario, en otras cklulas como 

hepatocitos, altcracioncs a nivel de la protefna G, conducen auna desensibilizaci6n del 
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sistema (26); otros experimentos demuestran la modificaci6n de la protelna G, por 

fosforilnci6n (65). 

En cuanto n los receptores con actividad catalftica intrlnseca, se ha comprobado 

que su fosforilncidn conduce a una disminución de su actividad tirosina quinasa, como 

es el caso del receptor de EGF o de insulina (142). Tambi6n los canales i6nicos de la 

membrana plnsmatica SC ven afectados por la activación de la protema quinasa C: 

mientras en c6lulas de aorta se inhiben los canales de calcio dependientes de voltaje, 

en c6lulas carcliacas es estimulada la entrada de calcio. De la misma manera, efectos 

contrarios se observan CII los transportadores cle ferritina o glucosa, cuya actividad se 

ve aunicntacla 0 clisminuida por fosforilaci6n, respectivamente. 

Toclos los cstuclios realizaclos conceden un papel de primera importancia a la 

protelna quinasa C en la regulaci6n de las distintas vfas de transducci6n de seííales 

cxtrncclulares, asl como en la moclulación cle funciones de membrana. La multiplicidad 

dc efectos y la vnriabiliclacl celular ofrecen un amplio campo de investigacibn. En este 

scnticlo, cnbrfa la posibiliclad cle que algunas isoformas de protefna quinasa C actuaran 

selectivamente sobre sustratos especfficos, proclucienclo la diversiclatl de las respuestas 

observacla en difcrcntcs sistemas. 
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2. OBJETIVOS 



Se propone estudiar los elementos que controlan etapas de transducción de 

seiiales a travds dc la membrana: 

1, Analizar las etapas que contribuyen a la generación de segundos mensajeros 

dentro del proceso de transmisión de la seîial hormonal~. 

2. Determinar la capacidad mfixima de respuesta de cada una de las etapas de 

sefialización, mediante cl uso clc activadores e inhibidores que actden especffícamente 

sobre NII clenwnto cle la vfa, alterando la secuencia de reacciones inducida por la 

formación clcl complejo ligando-receptor, 

3. Analizar la posible cxislencia cle variaciones cuantitativas en las respuestas 

bioldgicas produciclas por clistintas hormonas, moduladas por la cantidad de segundos 

meusajcros generaclos. En este punlo se propone el estudio de la actividad de enzimas 

Cal+-clcpcnclientes, asl como la evolución temporal de la concentración de 1,2- 

cliacilgliccrol. 

4. Caracterizar los receptores de membrana de diferentes hormonas como 

primer paso en la vfa cle trausducci6n y su posible moclulación por otras seílales. 

S. Averiguar si el mecanismo de regulación de las seiíales tempranas se 

mantiene a lo largo de la clifereuciaci6n tisular, mediante la utilización de distintas 

poblaciones cle hepatocitos a lo largo clel desarrollo. 
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3. MATERIAL Y METODOS 



1, APARATOS 

Se utilizaron balanzas de precisión y granatarios de Sartorius, modelos 1203 

MP y 1207 MP-2, y pHmetros de Radiometer Copenhagen, modelo 52. 

El hfgado SC perfundi6 con una bomba de perfusión Miniplus- de Gilson. El 

medio de perfusión se oxigenci con un pulmón oxigenador de vidrio de Afora, modelo 

u-80622. La tcrmostatización clel medio se realizó con un baiío Heto-Denmark. La 

obscrvnción de las células se realizó en un microscopio óptico Wild-Herbrugg. Las 

c~9ulas se incubaron en un baiio termostatizado con agitación Unitronic 320 OR. 

La manipulación y siembra de hepatocitos para cultivo se realizti bajo campana 

de flujo laminar Telstar modelo PV-100. Para la observación de las c6lulas sembradas 

sobre las placas se utilizd un microscopio de platina invertida Nikon/TMS. Las c6lulas 

fueron incubadas cn un incubador de cfilulas Heraeus con un 5% de COZ. 

Las centrifugaciones hasta 2000g se realizaron a 4°C en una centrffuga 

refrigerada Herneus, modelo Minihge T. Las centrifugaciones a alta velocidad se 

realizaron en una centrifuga refrigerada Kontton, modelo Centrikon H-401, y en una 

microcentrlfuga Eppendorf, modelo 5414, asI como en una ultracentrlfuga Centricon 

T-2080 de Kontron. 

II? racliacidn beta de los compuestos marcados con ‘*P, 3H, 14C y 3sS se midi 

en un contador de centelleo llquido Kontron, modelo Betamatic. 

Las medidas espectrofotométricas se realizaron en un lector de placas Atom, 

n~odelo 340 ATC. 
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Las elcctroforesis se realizaron con fuentes de Bio-Rad, modelo 400. 

Las medidas de calcio intracelular se realizaron en un fluorfmetro Perkin- 

Elmer, modelo LS SO. 

Para la amplificaci6n del DNA se utilizó un aparato PCR modelo Coy 

tcmpocycler. La visualización de los geles de DNA se realiz6 en un transiluminador 

‘IDI para luz UV. 

2. Rli,ACTIVQS 

La fosfatidilserina, la histona Hl, la protamina, la protelna básica de 

mielina, cl fl-forbol 12,13-dibutirato, el fl-Forbol 12miristato 13-acetato, el wforbol 

12,13&lecanoato, el oleil-acetilglicerol y el ATP fueron suministrados por Sigma, 

al igual que la vasoprcsina, la bombesina, la angiotensina II, la ionomicina, el Pura-2- 

AM y el ionrll’oro de calcio A23187. El plur6nico Fue suministrado por Molecular 

Probes y la diacilglicerol quinasn por Calbiochem. 

LOS productos racliactivos ($*P)ATP, (tirosil-3H)vasopresina(arg), 

(%)ADP/3S, (metil-“H)colina clorhidrato y (%)Forboldibutirato fueron suministrados 

por Amersham Ib6rica. HI (12sI)Gl~P y la (12sI)angiotensina II, por NEN Dupont. LOS 

Ilquiclos de centelleo Betamax y Ecolite fueron de ICN Radiochemicals. 

La dietil-aminoetil-celulosa Fue de Whatman (DEAE-52) y el hidroxilapatito 

de Rio-Rad. El resto de productos qufmicos Fueron de Sigma, Merck o Boehrintzer. 

Para retener las macromoléculas clesnaturalizadas en medio ácido se utilizaron 

filtros de fibra de vidrio GP/C de Whatman. 

Todos los productos utilizados para las electroforesis, incluida la tinción de 

geles, Fueron de Bio-Riad. 
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3. MATERIAL BIOLOGICO 

En la mayor(a de los experimentos se utilizaron suspensiones de hepatocitos 

aislados de rata y cklulas en cultivo, tanto de animales adultos como de fetos de 22 

dfas de gcstaci6n. 

Las ratas fueron machos de la raza Wistar (200-300 g de peso), para la 

obtenci6n de bepatocitos adultos. En el caso de los hepatocitos fetales se utilizaron 

hembras preliadas (300-350 g), de las que se obtuvieron los fetos a t6mino por 

operacidn cesfirea. 

3.1, ODTENCION DE LOS HI~PATOCITOS ADULTOS 

Los hepatocitos se obtuvieran por perfusión in situ de hfgado de rata, con un 

medio que contenla colagenasa, según el método descrito por Krebs y cols. (88), con 

las modificaciones introducidas por Rue y cols. (73), que permite el aislamiento de 

hcpatocitos con un alto grado de viabilidad. 

3.1.1, Siskina de perfusi6n 

El sistema utilizado, representado en el esquema 7, const6 de: 

A : ~1 depósito colector del medio. 

R : un bailo termostatizado con circuito externo de recirculación de agua 

C : un oxigenador de vidrio que se mantuvo a 38°C por medio del bago 

termostatizado. 

D : ulia bomba de perfusión. 

E : una plataforma sobre la que se coloc el animal. 

La bomba elevaba el medio de perfusión desde el depósito colector hasta el 

oxigenaclor. Para conseguir que el nivel de liquido se mantuviera constante, el 

31 



l%QUBMh 7. Sistctnn dc perrukh 

(13) Depósito colector; (I3) BaRo termost&ado; (C) Pulnvh oxígenador; 

(D) Bomba pcristAlticn; (E) Plnkiforma 
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oxigenaclor poseta un rcservorio provisto de un rebosadero que devolvfa el exceso de 

medio al depósito colector. Tanto en clicho dep6sito como en el oxigenador, el medio 

de perfusión se gaseó constantemente con O2 y COZ, ya que se hacfa burbujear una 

mezcla de dichos gases (95% 0, , 5% CO*), previamente lavada y saturada de vapor 

de agua a sti paso a travks de un frasco lavador que contenfa agua destilada. 

En el reservorio habla una llave que permitla controlar el flujo del medio, que 

se mantuvo constante a 35 ml/min. Del reservorio salfa un catéter que llevaba el 

medio de perfusión al hfgaclo, y que tenla intercalado un atrapa-burbujas sumergido 

en el bailo termostatizado a 38”C, de manera que se consegula que el medio llegara 

al hfgaclo a 36°C. Tras atravesar el hlgaclo el medio era recuperado por otro catéter 

que lo clevolvfn al clepúsito colector, El depósito se colocó 15 cm por debajo del nivel 

del hfgaclo, con objeto de facilitar el clrcnaje del 6rgano por un efecto sifön. 

3.1.2. Meclio de perfusión 

El hfgndo se perfuncli6 con 300 ml de medio Krebs-Henseleit sin calcio (89), 

conslituido por NaCI 118 mM, KCl4,75 mM, KH$O,, 1,18 mM, MgSO,, 1,18 mM, 

y NaHCOJ 25 mM, con glucosa 10 mM. Este medio se gaseó constantemente con una 

mezcla de O#COr (95%/5%), de manera que el pH se mantuvo constante a 7,4. 

Posteriormente se aiiadió colagenasa y CaCl, 5 mM, cuya finalidad fue digerir la 

trama de colágeno del sistema conjuntivo. Lnl ausencia cle calcio clel medio sin 

colagcnasa y su posterior aclición al medio de digestión, facilit6 la ruptura de las 

uniones intercelulares. 

3.1.3. Proceclimiento quirtírgico 

Las ratas fueron anestesiadas mediante una inyección intraperitoneal de 

Nembutal a la dosis de 7 mg1100 g de peso, Una vez dormido, el animal se colocó 

sobre la plataforma y se le inyectaron 0,5 ml de heparina (Leo) al 1% en la vena 

femoral, para evitar la coagulación sangufnea y facilitar el lavado del hfgado de su 

conteniclo hematico. 

33 

i:: 



\ cánula de salida / \ / \ /-l-J / 
0rajuel.a 
\ 

/ 
: : 

~t.hula de entrada 

ESQUEMA 8. Proccdimicnto quirdrgico 

LAS twotacioncs (1), (2), (3) y (4) corresponden a las ligaduras 
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Seguiclanlente Sc abrió la pared intestinal y se pusieron al descubierto la vena 

porta y el hllio hepfttico, retirando hacia un lado las asas intestinales. En la vena porta 

se introclujo una cfinula de plktico (Braunula 1-G 16, Braun Melsungen, RFA) que se 

sujetá y afianzó por medio de dos ligaduras (ver esquema 8). La c8nula se conectb al 

cat&er que conduela el medio desde el oxigenador, de manera que empezó a perfundir 

el hlgaclo con meclio Krebs-Henseleit sin calcio, todavla sin colagenasa, para lavar el 

brgano cle sangre. Para facilitar el drenaje se abri6 una salida provisional en la vena 

cava inferior por clebajo de la desembocadura de las venas renales. 

Rtipiclamcnte se abri6 la cavidad torkica y se seccionaton los dos nervios 

frénicos, con objeto de evitar posibles espasmos en el cliafragma que pudieran obslruir 

el flujo de salida a nivel de la vena suprahepática. A continuación se abri6 un orificio 

en la orejuela derecha clel coraz6n, por el cual se introdujo un catéter de plftstico en 

la porción torkica cle la vena cava inferior. Posteriormente se cerrú la salida 

provisional abierta antes en la porcidn abdominal de la vena cava inferior. Tras esto 

el catlltcr recogla todo el tkjo de salida procedente del hfgado. 

Los primeros 200 1111 de meclio de lavado hepdtico se desecharon, mientras que 

a los restantes 100 ml se les agregaron 65 mg de colagenasa (0,27 U/mg de 

13ochringer), y se cerró el circuito. Trascurriclos 5 minutos a partir de la adición d,e 

la colage~~~sa, el meclio de perfusión comenz6 a rezumar a través de la superficie del 

hlgado. La perfusidn, desde el IIIOIIKSI~O en que se aiiadi6 la colagenasa, dur6 de 10 

a 15 minutos. 

3.1.4. Aislamiento de los hepatocitos adultos 

Tras la perfusión en presencia de colagenasa se procedió a la disección del 

hlgaclo, Ilev8nclolo a una placa Petri con medio de perfusión doncle se separó la 

cftpsula cle Glison, y se disgregó el tejido hepíitico. A continuaci6n se pas6 el hfgado 

a un vaso cle precipitados clunde se continud la clisgregacidn mecánicamente, mediante 

agitación suave con una espfitula roma. Esta suspensidn se filtrú a trav& de varias 

capas de gasas, para eliminar los trozos de hfgado no digeridos y los restos de trama 
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conjuntiva, a continuación se centrifugó durante 2 minutos a 5Og. El sedimento de 

c6lulas se resuspendid en medio Krebs-Henseleit sin colagenasa, y se centrifugó otras 

dos veces para eliminar los restos de membranas. El sedimento de c6lulas final se 

resuspendi6 en lo-40 ml de Krebs-Henseleit con CaCl, 1 mM. Todo el proceso de 

lavado y centrifugación de los hepatocitos se realizó a temperatura ambiente. 

3.1.5. Viabilidad de los hepatocitos 

La viabilidad de los hepatocitos se determinó mediante el ensayo de tinci6n con 

el colorante Azul cle Tripan. En una mezcla en proporci6n 1: 1 de la suspensidn de 

hepatocitos y do Azul cle Tripán al 0,248 en medio Krebs-Ringer-fosfato, las células 

muertas o con la membrana plasmatica claiiada aparecen teflidas al observarlas al 

microscopio óptico, mientras que las que mantienen su membrana Integra aparecen sin 

tefíir. El contaje cle los hepatocitos se realizó en una cámara de Neilbauer. La 

viabilidad cle las cclulas se consiclerb como buena cuando fue superior al 90%. 

3.2. OUTIiNCION DB LOS HEl~ATOCITOS FETALES 

Los hepatocitos se obtuvieron a partir de un homogeneizado de hfgado de fetos 

de 22 chas de gestacibn, sin perfusi6n, segtín el método descrito por Martfn-Sanz (99). 

3.2.1. Meclios cle digesti6n 

El homogeneizaclo se incub6 con medio Krebs-Henseleit co11 la misma 

composición que en el caso cle los adultos, en proporción (1:5), afiadiendo además 

EGTA 0,s mM en la primera incubaci6n. Para la digestión se alíadieron colagenasa 

y CaCl, 2,5 mM. 

3.2.2. Procedimiento quirúrgico 

Las hembras preiíadas, en la mañana del dla 22 de gestación, confirmado por 

criterio stanclard, fueron sacrificaclas por dislocaci6n cervical y los fetos extrafdos por 

operacibn cesarea y sacrificados por decapitación. 
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3.2.3. Aislamiento de los hepatocitos fetales 

Los hfgados fetales fueron clisgregados mecánicamente y resuspendidos en 5 

vohhncnes de medio Krebs-Henseleit con EGTA 0,5 mM. Posteriormente se incubaron 

en matraces, lavados con RSA al l%, en balto a 37°C con gaseo de carbógeno y 

agitacidn constantes. 

Transcurriclos 30 minutos, se centrifugaron los homogeneizados durante 2 

minutos a 50s. El sedimento cle celulas se resuspendió en Krebs con colagenasa a una 

conccntracidn de 0,5 mg/ml y CaCl, 2,s mM y fue incubado en las condiciones 

anteriores clurante GO minutos para su digestión. La suspensi6n de células se pas6 a 

traves cle un colaclot cle red metalice y se centrifugó a 35g durante 4 minutos. 

Eliminado el sobrcnadante, en el que quedan las c6lulas sangufneas y todo tipo 

de fragmentos subcclulares, el sedimento fue resuspenclido en 2 volúmenes de Krebs 

y ccntrifugaclo de I~UWO como anteriormente a fin de conseguir una suspensión de 

hepatocitos fetales limpia de cualquier otro resicluo. Asf, despu6s de cada lavado, la 

suspcnsián fue filtrarla a través de mallas cle nylon con tamafio de poro de 200, 100 

y 60 11111, siguiendo el mismo proceso. 

3.2.4. Vinbiliclad de los hcpatocitos fetales 

La viabilidad cle los hepatocitos fetales fue determinada por el mismo 

proceclimiento que los adultos. En todos los casos la viabilidad fue superior al 95%. 

METODOS 

1, PREPARACION DE LOS HEPATOCITOS 

Una vez obtenidas las cdlulas y comprobada su viabilidad, tanto los hepatocitos 

acluhos como los fetales, fueron resuspendidos en medio Krebs-Henseleit con CaCl, 

1 mM, y preincubaclos en un bafio termostatizado a 37°C con agitación (50 ciclos/min) 

y gaseo con carbógeno (0,95%, COZ 5%) 
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Las disoluciones de los ligandos tambi6n fueron preparadas en Krebs con CaCI, 

1 mM a las concentraciones requeridas, y atemperadas para comenzar la incubación. 

Esta se Ilev a cabo dispensando alfcuotas de la suspensi6n de hepatocitos sobre las 

soluciones de ligandos. 

Dependiendo clel tipo de enzima o metabolito a determinar, las c6lulas fueron 

incubadas a distintos tiempos y densidades celulares según las condiciones más 

adecuadas cn cada caso. Asimismo, para finalizar la incubación tambi6n se procedió 

de manera diferente en funci6n del tratamiento posterior que requiriera la muestra para 

su procesamiento. 

2. CULTIVO DE HEPATOCITOS 

Tanto la preparación de los medios con10 la manipulaci6n de las células y 

material utilizado en el cultivo, se llevaron a cabo en condiciones de esterilidad, 

trabajando bajo campana de flujo laminar. 

2.1, PIIEPAlWCION DE LAS PLACAS DE CULTIVO 

Para el cultivo de los hepatocitos, tanto fetales como adultos, se utilizaron 

placas Costar estériles de 24 pocillos, El dfa anterior a la obtenci6n de las células, se 

cubrieron las placas con WI suspensión de c,olágeno a 1 mglml en HCI 0,Ol M, 

aspiranclolo despu6s con una pipeta y dejAndolas secar en la campana un minimo de 

4 horas para asegurar que cl colágeno quede bien pegado. 

Despu& se lavaro~~ las placas con 1 ml de solución salina por pocillo, 

compuesta por NaCI 4,4 mM, NaH2POJ 6,s mM y Na,HP04 5 mM y finalmente con 

2 nii de agua, dejandolas secar en condiciones estériles hasta el dfa siguiente. 
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2.2. SIEMBRA DE HEPATOCLTOS 

Los hepatocitos obtenidos por el procedimiento anteriormente descrito, fueron 

resuspendidos en medio Dulbecco modificado (DMEM) con antibióticos (penicilina, 

estreptomicina y gentamicina a ulla concentración de 50 mgll) suplementado con un 

2% dc suero fetal de bovino, a una densidad de 0,5-1x10’ células/ml. En cada pocillo 

se sembró 1 ml de la suspensión y se mantuvo en el incubador a 37°C en atmósfera 

de OJCO, (9.5:s). 

Transcurrido un mh~imo de 4 horas para que las c6lulas quedaran bien 

adheridas, se cambio el medio anterior por I nii de DMEM con 5 mglmi de albúmina 

bovina con cl fin de evitar que el suero fetal pudiera interferir en la respuesta 

l~ornional. Las células se clejaron en el incubador hasta el dIa siguiente o se procesaron 

en cl mismo cha dcpcndiendo de las condiciones del experimento a realizar. 

3. DETERMINACION DE CALCIO INTRACELULAR 

3.1. DI,~TBRMINACIDN DE LA CONCENTRACION INTRACELULAR DE Caz* 

EN I~II~l’ATOCITOS AISLADOS 

3.1.1. Incubación dc los hepatocitos co11 el indicador fluorescente 

Para determinar la conccntraci6n intracelular de calcio los hepatocitos aislados 

fueron preincubados en un medio salino PBS cuya composicibn fue NaCI 137 mM, 

KCI 2,7 IIIM, Na,HPO,, 6,s mM, KH,PO,t 1,5 mM, MgSO, 0,4 mM, CaCl, 0,5 mM, 

glucosa 5 mM y BSA 5 mg/ml, a pH 7,4. 

Después clc centrifugar las celulas a 5Og durante 2 minutos, se llevaron a una 

concentraci6n de 5xlO”/ml en PBS con 1 mglml de BSA y se incubaron en presencia 

del indicador fluorescente Fura-2-AM y del detergente ani6nico plurdnico F-127, en 

concentraciones finales de 5 PM y 20 ~glml respectivamente. 
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LAS células se mantuvieron en baño termostatizado a 37°C y con agitación de 

50 ciclos/min durante 15-20 min, se centrifugaron a 50g durante 2 min, y después de 

eliminar el sobrenadante se hicieron 2 lavados sucesivos con el mismo PBS de la 

preincubacidn, a fin de evitar la presencia de Fura- en la solución. 

Los hepatocitos fueron resuspendidos en PBS a una densidad de 0,5-1x106/ml 

y mantenidos a temperatura ambiente para la posterior determinación del calcio 

intracelular. 

3. I .2. Medida de la concentracih intracelular de Ca** 

Segtin describe el grupo de Tsien (57), para cuantificar el calcio intracelular 

es necesaria la formacián clcl complejo fluorescente Fura-Caz*, para lo cual se 

requiere Is liidr6lisis clel enlace acetoximetil-hter del Fura-‘L-AM por las esterasas 

intracelulares; este grupo 6ster confiere al Fura la neutralidad necesaria para que dicho 

co~np~cs~o entre en In c6hla, ya que de otro modo no le serla posible atravesar la 

membrana plasmtltica. 

La formaci6n del complejo Pura-Caz* da lugar a una emisión fluorescente cuyo 

mbximo se registró a una longitud de ancla cle 510 IMI, usando dos longitudes de onda 

de 340 y 380 m respectivamente como fuente de excitación dual. 

DC la suspensi6n anterior de hepatocitos se Ilevaron allcuotas de 2 ml a cubetas 

de cuarzo, que fueron atemperadas a 37YJ mediante un sistema de termostatización y 

agitación que lleva acoplado el fluorlmetro, durante los 5 minutos previos al comienzo 

de la reacción. 

El efecto de los distintos compuestos sobre la concentración de CYa*+ 

intracelular, se determinb mecliante la adición de los ligandos en volúmenes tales que 

no afectaran al total cle la cubeta, previa estabilización de la lhea base. El máximo y 

mhimo dc fluorescencia se obtuvieron aiíadiendo SDS a una concentración final del 

I % y una solución de EGTA 3 mM/Tris 0,5 mM pH 9,0, respectivamente. 

40 



El crllculo de la concentración de calcio a un tiempo t y asumiendo una 

constante de disociación para el complejo FuraCa** de 224 nM, fue realizado de 

acuerdo con la siguiente ecuación: 

(Ca*+, nM), = 224 (F, - F,,,¡,,) F”:,,,380 I (F,,,, - FJ F ,,,” ,380 (35) 

3.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CALCIO EN RETICULO 

ENDOI’LASMICO AISLADO DE HEPATOCITOS 

3.2.1. Aislamienlo de la fraccidn microsomal 

Tanto los hepatocitos adultos como los fetales se homogeneizaron en una 

relacidn (1x5) pcso/vol~~men en el mismo medio y condiciones que en el caso de la 

protcina quinasa C, siguiendo el método utilizado por Dlaz-Guerra (43). LAS muestras 

se centrifugaron a 40,OOOg durante 15 min a 4”C, resultando una fracción particulada 

con n~clcos, fragmentos de membrana plasmática y mitocondrias y un sobrendante que 

fuc centrifugado posteriormente a lOO.OOOg, cuyo sedimento contenfa la fracci6n 

microsomal separada asl del resto de orghulos celulares. 

1.n fraccidn microsomal se resuspendi6 en un medio cuya composicidn fue KCI 

100 mM, MgCl 1 mM, D’iT 1 mM, sacarosa 250 mM y Hepes 20 mM pH 7,4, a 

una concentración de proteha de lo-20 mg/ml. 

3.2.2. Medida de la liberación de calcio 

El C;t2”’ liberado por el retfculo endoplásmico se cuantific6 mediante SU unión 

al Fura- como queda descrito en el apartado anterior. Las muestras contenfan 1 

j.@nil de protclna. 

En la cubeta del fluorfmetro se afiadió Fura- 1 PM y se registró la 

fluorescencia. Posteriormente se calibró dicha emisión mediante la adici6n de 

concentraciones de calcio conocidas. 



El CdCiO XUlIUhdO Cn el retfculo endoplásmico se determinó añadiendo 

cantidades sucesivas de IP3 hasta la saturación de los receptores especlficos que los 

microsomas poseen para dicho ligando. La unión del IP, a su receptor conduce a la 

apertura de cnnales de calcio, resultando el calcio liberado proporcional a la 
concentración de IP, adicionado a la muestra. 

4. DETERMINACION DE INOSITOL 1,4,%TRISFOSFATO 

Para la meclida de inositol 1,4,5-trisfosfato (IP,) se utilizb un ensayo de 

Amersham cslnxffico para la delerminación de D-mio-inositol 1,4,5-trisfosfato. El 

ensayo se basa en la competencia que se produce enlre el IP, de la muestra y una 

cantidad establecida de 1P3 marcado con tritio, por un número limitado de sitios de 

imi6n especllkos. 

Para una cantidad de protelna de mii6n y de ligando marcado determinadas, la 

canticlacl cle racliacliviclad imicla a la protelna es inversamente proporcional a la 

concentracicln de ligando no lmarcaclo presente en la reaccibn : 

(3M)Il’, -k II’, -1. PROTEINA ---* (3H)IP,-PROTEINA + IP,-PROTEINA 

La reacci6n cruzada con otros inositolfosfatos es menor del 7%, según ha sido 

determinado por la casa comercial Amersham. 

Las muestras de hepatocitos en suspensián, previamente incubadas con LiCI 

10 IUM clurante 10 minutos y posteriormente con los distintos ligandos, conteman 

200.000 cklulas a las que se añadieron 200 ~1 de HCIO, en baño de hielo, quedando 

al 5% en el volu~~~e~~ tinal, para acabar la incubación. 

42 



Para la extracción de IP,, las muestras fueron centrifugadas a 2000g a 4”C, se 

tomó cl sobrenadante que fue neutralizado con una solución de K,CO, 1 M y 100 mM 

Hepes pH 7,4 volviendo a centrifugar este durante 15 minutos y tomando la nueva 

fase soluble para comenzar el ensayo. 

Alicuotas de estos sobrenatlantes neutralizados se ensayaron paralelamente a 

una curva patrón realizada sin extracto pero con cantidades establecidas de IP, no 

marcaclo, segtín las indicaciones del mhtoclo para la reacción de unión especifica a la 

protelna. Las canticlades de IP, de los extractos se obtuvieron por interpolación en la 

curva patrón. 

5. DI3IW~MINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATIDATO 

I:OSI’OI-III~I~OI,ASA 

1.~1 activiclad dc la fosfatidato fosfohidrolasa se determin6 por la producción de 

(3H)diacilgliceroI a partir de (‘H)ftcido fosfatfdico, segtin el m&odo descrito por 

13riiidley y cok. (100). 

Las c6lulns para la determinación de la actividad del enzima (incubación de los 

hcpatocitos y parada de las reacciones) se obtuvieron siguiendo el mismo 

proccdimicnto cple con la protelna quinasa C. Se tomaron 2~10~ células. 

Las muestras se homogeneizaron en 0,5 ml de un medio cuya composicibn fue 

sacarosa 250 NM, EDTA 0,2 mM, DTT 0,2 111M y Hepes 20 mM pH 7,4 (medio A) 

y se centrifugaron a 100,OOOg a 4°C durante 30 min. El precipitado se resuspendió en 

0,2 ml de ~neclio A. Se tomaron 0,2 ml, tanto de la fracción soluble como particulada, 

a los que se aíiadieron 50 ~1 de N-etil maleimida 10 mM cou Triton X-100 al 2%. La 

mezcla se agit6 vigorosamente y se incubd a 37°C durante 10 min. La presencia de 

N-etil-maleimida, WI inhibidor del enzima fosfatidato fosfohidrolasa del retlculo 

encloplhmico, asegura que la actividad medida en el ensayo corresponde sólo a la 
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fosfolipasa de la membrana plasmatica o citosólica. 

Para medir la actividad del enzima la composici6n final de la mezcla de 

reacción fue: Tris maleato 100 mM pH 6,5, DTT 1,5 mM, EDTA 1 mM, EGTA 0,2 

mM, albtímina libre dc acidos grasos 2 mglml y CH)Elcido fosfatfdico 0,5 mM (5 

@,/ml). Las reacciones se incubaron durante 30 min, y se pararon con 2 ml de 

cloroformo:metanol (19: 1, v:v) con 0,08% de aceite de oliva. A la mezcla se añadió 

1 g de 6xido de aluminio seco y se agitó fuertemente durante 2 min. Posteriormente 

se centrifugú n IOOOg durante 5 min. Se tomaron muestras de 1 ml del solvente, se 

secwon en viales cle centelleo, y se determinó el (3H)diacilglicerol producido. 

6. DIXEIIMINACION DE LA ACTIVIDAD DELA GLUCOGENO FOSFORILASA 

La valoración de la actividad gluc6geno fosForilasa a se llevó a cabo por el 

método descrito por Stalmans y Hers (144) midiendo la liberación de fosfato 

inorganico segtln la reacción: 

GLUCOSA -k GLUCOGENO ---------+ GLUCOGENO l- P, 

La incubaci6n de los hepatocitos, asl como el proceso hasta la congelación de 

las muestras en N1 lkquido, se llev6 a cabo siguiendo el mismo procedimiento que con 

la protelna quinasa C. Cada muestra contenla 1x10” c6lulas. 

El sedimento de células congelado se homogeneizó en 310 ~1 de un medio 

compuesto por NaF 100 mM, EDTA 10 mM, Hepes 10 mM y 5% de glucógeno a pH 

7,4. Un volumen de 100 ~1 clel homogeneizado se incubó con 100 ~1 de la mezcla de 

ensayo por glucosa-l-Fosfato 50 mM, NaF 100 mM, glucógeno al l%, cafeIna 0,5 

mM y Pipes 10 mM pH 6,1, para minimizar interferencias de la fosfogIucomutasa, 

Las muestras se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente, y se afiadió 



a continuación 05 mi de ácido tricloroac&ico al 10% frfo para detener la reacci6n. 

La mezcla se centrifugó en frl0 durante 15 min a 2000g para eliminar el precipitado 

insoluble. En IOS sobrenndantes se valor6 la cantidad de Pi formado, Las basales se 

determinaron CI\ controles a los que se adicionó antes el ftcido tricloroacético que la 

muestm. 

El Pr formado durante la incubación se determind colorim&ricamente según el 

m6todo descrito por Piske y Subbarow (138). A 25 ~1 de muestra se añadieron 100 

~1 de molibdato amónico al 2,5% en I-1$0,, (cromógeno oxidado) y 100 ~1 de ácido 

1-amino-2-naftol-4-sulf6nico (agente reductor), tras lo cual se dejaron incubar durante 

5 min a temperatura ambiente con objeto de que la reacción calorimétrica se 

completasc (el molibdato amúnico pasa a su forma reducida coloreada). La lectura de 

absorbancia se realizó a 660 nm en un lector de placas. La cantidad de Pr de las 

muestras se clctcrminci por interpolación de los valores en una curva patrbn. 

7. DE’TEIIMINACION DE MBTABOLITOS DERIVADOS DE GLICEROLIPIDOS 

7.1. DETEI~MINACION DE sn- ,2-DIACILGLICEROL TOTAL 

La cantidad de ut-1,2-diacilglicerol total se determinó mediante el enzima 

diacilglicerol quinasa de li: coli, se& describen Walsh y Bel1 (160). Este ensayo se 

basa en la incorporaci6n de (y3*P)ATP en el acido fosfatldico. 

Las muestras, que contenlan 1x10’ c6lulas en 0,.5 ml, se incubaron con los 

distintos ligandos (en las mismas condiciones que en el caso de la protefna quinasa C) 

y se afiaclieron 0,5 ml de cloroformo:metanol (95:5) a 4°C para finalizar la reacci6n. 

Las muestras se centrifugaron en la centrffuga Eppendorf durante 5 min a 4°C 

se separó la fase organica en la que quedaran solubilizadas las moléculas con 

componente lipldico, se eliminó el solvente a 5o”C, y el residuo se resuspendib en 100 
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~1 de un medio cuya composici6n fue: NaCl 100 mM, flmercaptoetanol2 mM, MgCl, 

50 mM, Nonidet P-40 I%, fosfaticlilserina 2,2 mg/ml, (y3*P)ATP 50 FM (0,2 pCi) 

y diacilglicerol quinasa 0,34 unidadeslml. La incubación se realizó en baño a 30°C 

durante 60 min y se finalizó afiadiendo 100 ,ul de una solución compuesta por ácido 

perclórico al 5%, ATP 10 mM y H,PO, 1 mM. 

La extracción del cliacilglicerol se realiz6 con 700 pl de cloroformo:metanol 

(95:.5), agitando vigorosamente. La fase orgknica se separó, se lav6 dos veces con 

HZ0 y mctanol para eliminar los compuestos mfis polares y se secó en viales para 

contar la racliactiviclad incorporacla. La cantidad de diacilglicerol presente en las 

muestras se determinó mecliante la interpolación cle los valores en una curva patrón. 

7.2. DJZTERMINACION DE METABOLITOS FORMADOS A PARTIR DE 

(“‘C)GLICXROL Y (?I)COLINA POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA 

Los hepatocitos en las placas cle cultivo, obtenidos en las condiciones 

anteriormente descritas, fueron tratados con (“‘C)glicerol y (jH)colina (0,5 &,/pocillo) 

durante al menos 2 horas en incubaclor a 37”C, tras lo cual se eliminó el medio y se 

lavaron varias veces coo DMEM. A continuación se incubaron en 300 ~1 con diversos 

liganclos, rccogicndo muestras a cliferentes tiempos. 

In toma cle muestras se realizó eliminando previamente el DMEM, que se 

centrifugd a mdxima velociclacl en centrifuga Eppendorf y la radiactividad del 

sobrenadante se cle~ermin6 en cada caso para normalizar los resultados. Las c6lulas se 

recogieron en 300 ~1 cle metano1 a 4“C, manteniéndose congeladas a -80°C. 

La extracción de los glicerolfpidos se Ilev a cabo por adición de 150 ~1 de 

CI,CI-1 y centrifugación a 2700g durante 2 minutos. Se tomó el sobrenadante al que 

se afiadieron 500 ~1 de H,O y 500 ~1 de CI,CH, se agitd la mezcla vigorosamente y 

se centrifugó a 4000g 5 minutos. La fase acuosa fue desechada y la fase orgánica, en 

la que quedaron solubilizados los glicerolfpidos, se mantuvo a -80°C para su posterior 
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procesamiento por cromatogrnfia en capa fina, 

Alfcuolas de 100 bd de las fracciones cloroförmicas se aplicaron a una placa 

de sllica gel para resolver los distintos componentes de la muestra. Como patr6n de 

DAG se utilizú el oleil-acetilglicerol. La cromatograffa se desarrolló en un solvente 

compuesto por CI,CH:metanol:NH,OH 25% (65:25:5) y se reveló por exposición a 

vapores dc iodo, fijllndosc éste a los 1Ipidos. 

Las placas de sflica gel se cortaron en varias tiras y fueron introducidas en 

viales de centelleo para cleterminar SII radiactividad. Considerando el R, y la 

radiactiviclad de “H y “‘C incorporada se valor6 la cantidad de fosfatidilcolina y 

cliacilglicerol presente en la muestra. 

7.3. DETERMINACION DE METABOLITOS DERIVADOS DE (‘H)COLINA POR 

Cl~OMA’I’OGRAFJA DE INTERCAMBIO IONICO (DOWEX-SOW) 

Los hepntocitos utilizados para esta determinación se procesaron como en el 

apartaclo anterior (excepto la incubación en presencia de (“‘C)glicerol) hasta la 

recogida de c6lulas en la fase metanólica. 

Para separar aquellas mol6culas que contengan colina se utilizaron columnas 

de Dowex-5OW (forma 1-I”) siguiendo el metodo descrito por el grupo de Wakelam 

(37). El Dowex-5OW es WI gel de intercambio iónico que retiene las mol6culas en 

función cle su carga y polaridad. Antes de empaquetar dicho gel en la columna, se 

mantuvo en MCI 1 M y se lav6 varias veces con H,O hasta pH 6,O. Se utilizaron 

pipetas pasteur y 0,5 ml de gel para 200 ~1 de fase metanblica, que fue diluida hasta 

4 ml con H,O para ser aplicada en la columna. 

Los 4 ml de eluato de la muestra contendrán la fosfatidilcolina que se pega a 

la columna; des])& se recogieron 3 fracciones de 2 ml de H,O, donde aparece la 

fosfocolina. Finalmente, la colina unida mas fuertemente a la matrfz del gel eluyó con 



HCI 1 M en 2 frmio~m de 2 ml. Alicuotas de 200 ~1 se llevaron al contador de 

centelleo para hacer un estudio comparativo de la radiactividad presente en cada 

muestra. 

8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEINA QUINASA C 

La actividad protelna quinasa C se determinó en extracto soluble parcialmente 

purificado de hcpatocitos aclultos y fetales. 

Los hcpatocitos fueron incubados con diferentes ligandos en las condiciones 

descritas en el apartado 2.1 de métodos. Cada muestra contenía 3~10~ células en un 

volumen cle 0,s ml. A los tiempos establecidos para acabar la incubacidn, se 

centrifugaron los tubos en centrifuga Eppendorf durante 5 segundos, se eliminó el 

sobrenadante y se congeló la fracción particulada inmediatamente en nitrógeno liquido, 

almacenando las muestras a -80°C. 

8.1. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR 

Siguiendo el mátodo descrito por Marais y Parker (98), las muestras se 

homogeneizaron en 0,5 mi de UII medio cuya composición fue EGT,A 4 mM, EDTA 

2 mM, fl-mercaptoetanol 10 mM y Pipes 20 mM a LIII pH 6,6. El medio de 

homogeneización so suplementó con PMSF 1 mM y leupeptina 10 wg/ml, que son 

inhibidores de proteasas. Todo el proceso se realizó a 4°C en baño de hielo, utilizando 

una varilla de vidrio para la total homogeneización de las c6lulas. 

Para poder medir la actividad protelna quinasa C en la fracción soluble y 

particulada indepentlientcmente, las muestras fueron centrifugadas a lOO.OOOg durante 

30 minutos a 4°C lo cual suponla la separacidn entre el citosol y un sedimento que 

contenla orgánulos citoplasmaticos (ntícleos y mitocondrias) y restos de membranas 

(plasmáticas y microsomales). 
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El sobrenadante se mantuvo a 4°C y el precipitado se resuspendió en 0,25 ml 

del medio de homogeneización con un 0,2% del detergente no iónico, nonidet P-40, 

para extraer el enzima de las membranas (56). Esta fracción se mantuvo en hielo 

durante 30 min y despues de ahadir 0,25 ml más de medio sin detergente, se procedió 

a la centrifugaci6n en las condiciones anteriores. En el sobrenadante se encontraria la 

protefna quinasa C correspondiente a la fracción particulada. 

8.2. AISLAMIENTO DEL ENZIMA 

Tanto cl extracto de la fracci6n soluble como particulada se purificaron 

parcialmente por colunms de DEAE-celulosa para eliminar el detergente e inhibidores 

de. la actividad enzimfttica. 

El gel SC prepard en agua, y MI vez empaquetada la columna, se equilibró con 

5 vohímencs de tamp6n de lavado (medio B) cuya composici6n fue /3mercaptoetanol 

10 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, NaCI 20 mM y Hepes 10 mM pH 7,4, Las 

muestras se pasaron a trav6s de la columna y se lavaron con 6 1111 de medio B. La 

protema quinasa C se eluyó con 2 ml de tampón 120 mM NaCI (medio C). En algunos 

casos tambi6n SC procedió al aislamiento de la protema quinasa M (76); para ello, las 

columnas se lavaron con 4 ml nds de medio C y finalmente se eluyeron con 1 ml de 

tamp6n 350 11iM NaCI (mcclio D). 

8.3. DETTERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEINA QUINASA C 

La actividad protefna quinasa ,C se siguió por su capacidad de fosforilaci6n de 

la histona II1 , siguiendo el procedimiento descrito por el grupo de Nishizuka (85). Los 

ensayos se realizaron en presencia de calcio, fosfolfpidos y diacilgliceroles, y la 

fosforilación basal se realiz6 en ausencia de Ilpidos y en presencia de EGTA para 

coniplejar el calcio presente. 

Las mezclas de reacción se incubaron durante 30 min, aunque el proceso fue 
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lineal hasta 60 min. El VO~UIIVXI de reacción fue normalmente de 85 ~1 y contenfa ATp 

150 PM (0,2 PC,), MgAc, 10 mM, P-mercaptoetanol 5 mM, 25 pg de histona Hl, 

Hepes 20 mM pH 7,4, CaCl, 0,6 mM, 10 pglml de fosfatidilserina, y 2 pglml de 

oleil-acetilglicerol. Para las fosforilaciones basales la composición del medio fue 

similar, salvo que contenla EGTA 2 mM en vez de lipidos y CaCl,. 

IJI fosfn~idilserina y el oleil-acetilglicerol se mantuvieron disueltos en una 

mezcla cloroformo/metanol (95:5, v:v). Alfcuotas se secaron a 4°C en atmósfera de 

Nz y se sonicaton en la mezcla de reacción. 

Las reacciones se pararon con 3 ml de &do tricloroac&ico al 5% con H,PO, 

10 mM, y la histona se recogió sobre filtros de fibra de vidrio GF/C (Whatman), que 

se lavaron tres veces con 3 ml de Etcido tricloroacético. Los filtros se secaron y se 

contaron en viales con 2 ml cle Ilquido de centelleo. 

Ia actividad protelna quinasa M se determinó segtin el ensayo general 

establecido para la protefna quinasa C. La diferenciación entre ambas se estableci6 por 

la dependencia e independencia cle activaci6n en presencia y ausencia de calcio y 

fosfollpidos, y por su elución caracterlstica en columnas de DEAE-celulosa (24). 

9. AISLAMIENTO DE RNA 

9.1. OBTENCION DEL RNA TOTAL 

El RNA total se obtuvo a partir de hepatocitos aislados mediante el método de 

Chirgwin (34). Cada muestra, tanto de hepatocitos adultos como fetales, contenla 

4~10~ células y una vez sedimentadas se homogeneizaron a 4°C en una solución que 

contenfa 1 ml de un tampdn cuya composicidn fue tiocianato de guanidinio 4 M, 

citrato sóclico 25 mM pH 7,0, sarcosil al 0,5% y fl-mercaptoetanol 0,l M, 100 pl de 

NaAc 2 M y 1 ~1 de fenol bidestilado. En esta solución quedan desnaturalizadas las 
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protemas, para evitar que las RNAasas puedan degradar el RNA, 

El volu~~~cn anterior se repartió en tubos Eppendorf y por cada ml se añadieron 

100 ~1 de mezcla de Chisam (cloroformo:ácido isoamflico, 5O:l) y se agitaron 

vigorosamente durante 30 segundos para solubilizar el RNA. Las muestras se 

mantuvieron en hielo durante 15 minutos y se centrifugaron en centrffuga Eppendorf 

durante 15 min a 4°C. La fase superior se llev6 a otro tubo Eppendorf al que se 

afiadió un volumen de isopropanol manteniéndolo a -20°C durante 1 hora como 

mfnimo para precipitar el RNA. 

Las muestras se centrifugaron en las condiciones anteriores, se descartó 

completamente el sobrenadante, y el precipitado, que contenla el RNA, se lav6 con 

450 ~1 de etanol al 75% a -20°C. Se centrifugó de nuevo durante 10 minutos y se 

repitió el ciclo de lavado 3 veces, guardando finalmente las muestras a -20°C. 

Para determinar la cantidad y calidad del RNA se eliminó el etanol y el 

precipitado se resuspendi6 en agua tratada con dietilpirocarbonato (agua DPC) y 1 mM 

EDTA. La muestra se llev6 al espectrofotómetro y se midió su absorbancia a 260, 280 

y 310 nm cuyos valores corresponden a la cantidad de RNA, protemas e impurezas 

respectivamente. 

La concentraci6n de RNA en ~glml se calcu16 multiplicando el valor de 260 

por el factor de absorbancia 40. La relación entre 2601280 es un Indice de la calidad 

del RNA y se considera bueno el comprendido entre 1,9 y 2. 

9.2. ANALISIS DE DNA POR PCR 

Para determinar la presencia de las distintas isoformas de PKC se utiliz6 la 

tfcnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) o reacción en cadena de la polimerasa 

(1 ll). Mecliante este sistema se consigue una amplificación del cDNA a partir de 

oligonucle6tidos especlficos de su secuencia. 



Utilizando un kit para sintesis de cDNA de Boehringer, se tomaron 5 pg de 

RNA y se incubaron a 42°C durante 1 hora en presencia de transcriptasa inversa para 

obtener el cDNA. La reacción se par6 calentando a 92°C durante 10 minutos. La PCR 

se llev6 a cabo en 50 ~1 de 1111 medio de reacción y 0,5 c(g de cDNA, como indica el 

kit cle Perkin Elmer Cetus, en presencia de taq polimerasa y 25 pmol de cada 

nucleótido primer especffico para: 

PKC a, P y Y 
(5’ CT-I- CTG CAG CCA CTG CAC CGA C 3’), 

(5’ GGA TCC CAT GAA GTC Al-I- CC 3’); 

PKC S 

(5’ TAA GCT CCA GCT TCA GCC TCG G 3’), 

(5’ GGC ATT TGT GGT GCA CAT TC.4 T 3’); 

PKC E 

(5’ ATC AAA ATC TGC GAG GCC GTG A 3’), 

(5’ ACT G’IT GGT GAT 1-IT GTC C 3’). 

Las muestras fueron amplificadas durante 30 ciclos (1 min a 92OC, 2 min a 

55°C y 3 min a 72°C) y se tom6 LIII 25% del DNA para su resolución en gel de 

agarosa. 

10. METODOS ELECTROFORETICOS 

10.1, ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA 

Para comprobar la pureza y determinar el peso molecular de la PKC y sus 

clifcrentes isoenzimas, se hicieron geles de poliacrilamida al 10% según el método de 

Laenimli (90). 

Tanto el gel de separación de protehas (running gel) como el gel de 



empaquetamie~~to (stacking gel) se prepararon degaseando el medio cuya composición 

fue: 10% acrilamida, 0,3% bis-acrilamida, O,l% SDS, 0,06% persulfato amónico, 

0,006% Temed y 0,45 M Tris pH 8,8 (running) 6 0,15 M Tris pH 6,6 (stacking). El 

medio de la cubeta de elcctroforesis era un tampón de Tris 25 mM pH 6,8, glicina 

0,19 M y SDS O,l%. 

Previamente a su aplicación en los geles, las muestras se cocieron durante 5 

minutos a 80°C en el tamp6n de Laemmli, en proporcih (1:5), compuesto por Tris- 

HCI 63 mM pH 6,8, 2% SDS, 10% glicerol, 5% /?-mercaptoetanol y O,OOl% azul de 

bromofenol, tras lo cual las protehas quedan totalmente desnaturalizadas. 

Los patrones de peso molecular utilizados fueron: albtimina bovina (66 kDa), 

ovoalbúmina (45 kDa), gliceraldeh[do-3-fosfato-deshidrogenasa de músculo de conejo 

(36 kDa), anhidrasa carbdnica (29 kDa), tripsinógeno de phcreas bovino (24 kDa), 

inhibiclor clc tripsina de soja (20,l kDa) y @-lactoalbúmina (14,2 kDa). La estimación 

de los pesos moleculares se realizd interpolando la recta obtenida al representar el 

peso molecular de los patrones (ordenadas) frente al logaritmo de su distancia relativa 

de migración (abscisas). 

Los geles se tiiíeron con una solución de 20% metanol, 10% (Icido achtico y 

colorante Coomassie G al 0,l %, Las bandas de proteha se visualizaron al desteñir los 

geles eu una solucih como la anterior, pero sin el colorante. 

Cuando la tinción con Coomassie 110 fue suficientemente sensible, se utilizó el 

método descrito por Switzer (149) para la tinci6n con plata. 

10.2. ANALISIS DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT 

El Western blot se basa en el reconocimiento de una proteha por su anticuerpo 

especifico, lo cual permite su identificación. 



Una vez desarrollada la electroforesis, el gel se Ilev a una cubeta para realizar 

la transferencia de las protelnas a una membrana de nitrocelulosa. La composici6n del 

medio de transferencia fue Tris 25 mM, glicina 192 mM pH 8,3 y 20% metanol. 

Despues de 1111 tiempo mlnimo de 12 h a 4”C!, la nitrocelulosa se mantuvo en 

una soluci6n de gelatina al 3% en Tris 20 mM pH 7,5 y NaCI 0,5 M (TBS), para 

saturar los puntos cle unión inespecificos y se lav6 con TBS y 0,05% Tween 20 

(‘ITBS). El primer anticuerpo, obtenido de conejo, es especffico contra PKC y se 

utilizó a una clilución (1:200); el segundo (1:2000), antiinmunoglobulina, va acoplado 

a peroxiclasa y se unir& al complejo anterior. Tanto las incubaciones con los 

anticuerpos como los lavados con 1TBS entre ambas se hicieron con agitación 

constante y a temperatura ambiente. 

Para detectar la formación del complejo antlgeno-anticuerpo, se desarrolló una 

reacción coloreada incubando la nitrocelulosa en presencia de una solución de PBS con 

3,3’-cliaminobenziclina (sustrato) y 0,0004% H,O*. La peroxidasa acoplada al segundo 

anticuerpo hace posible la aparición de color que identifica la posición de la PKC. 

10.3. ELECTROFORFSIS EN GEL DE AGAROSA 

Para comprobar la existencia de DNA se utilizaron geles de agarosa al 1%) que 

permiten la separaci6n e identificación de los fragmentos en función de su carga y 

mímero de kbases. 

El medio de electroforesis era un tampón de 0,04 M Tris pH 8,5 y 2 mM 

EDTA, que llevaba incorporado OJ mg/ml de bromuro de etidio. La composicidn del 

gel fue la misma, pero con un 1% de agarosa. 

Las muestras de DNA se diluyeron (1: 10) con un medio compuesto por 1 mM 

EDTA pH 8,0, 50% glicerol y 0,25% azul de bromofenol y se calentaron a 65°C 

durante 5 minutos, Como control se llevó la fi-actina. El marcador de peso molecular 
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fue el fago X digerido con &o RI, con fragmentos comprendidos entre 23.130 y 125 

pares de bases. 

El bromuro de etidio permite la visualizacidn de las bandas de DNA por 

exposición del gel en un transiluminador con luz UV a 312 nM. 

ll, CARACTERIZACION Y CUANTIFICACION DE RECEPTORES 

Para la caracterización y cuantifícaci6n de los receptores se utilizaron ligandos 

radiactivos. Las células se prepararon en cultivo y fueron mantenidas en et incubador 

segdn cl procedimiento descrito en el apartado 2. de métodos. 

Una vez eliminado el medio DMEM, los pocillos conteniendo los hepatocitos 

fueron lavados con 2 ml de PBS con 5 mglml de BSA e incubados posteriormente con 

250 brl del mis~no medio en presencia de los siguientes compuestos radiactivos: 

(%)vasopresina, (12’I)GRP, (12SI)angiotensina II, (y12P)ATP y (?S)ADPflS, según el 

receptor a identificar. Para descartar las uniones inespecffícas, las c&ulas se incubaron 

ademAs con una concencraci6n 10’ veces superior de ligando no marcado. 

Las placas se manwieron a 4°C durante 5 min y tras eliminar el medio se 

lavaron con 6 ml de PBSlpocillo con 2,5 mg/ml de BSA a 4°C para finalizar la 

reacci6n. Las células se despegaron de los pocillos con 200 ~1 de NaOH 10 mM y 

nonidet P-40 al 0,296. El volumen se transfirió a viales con 2 ml de llquido de 

centelleo para cuantificar en el contador la radiactividad incorporada. 

La uni6n espec[fica del ligando al receptor se calculó sustrayendo el valor de 

la unión inespeclfíca del valor total de radiactividad obtenido sin añadir en las 

incubaciones el exceso de ligando frfo. La cuantificación de la formaci6n del complejo 

ligando-receptor se realizó mediante la representacidn de Scatchard. 
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12. DBTERMINACION DE PROTEINAS 

La determinación de protefna se realizó segdn el método descrito por Bradford 

(20), usando albtlmina de suero bovino como patrón. Los cambios de absorción a 595 

nm son directamente proporcionales a la concentración ,de proteina presente. 

13. MBTODOS BSTADISTICOS 

Los valores presentados son la media 1 el error standard de la media (SEM) 

de los resultados obtenidos en ensayos valorados por duplicado o triplicado de un 

numero variable de experimentos que se especifica en cada caso. 

La significación estadfstica de las diferencias entre distintos valores de 

determinados experimentos se realizó mediante la t de Student (test param&-ico), el 

test de Wilcoxon (tcst no parametrico) y el test de la U de Mann-Whitney, según se 

consideren clatos entre distintas condiciones o en distintos tipos de celulas. Todos los 

test han sido calculados “doble cola” y la significación ha sido considerada a P< 

0,os. 
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4. RESULTADOS 



RESULTADOS 

1, COMPONENTES IMPLICADOS EN LA REGULACION DE LA 

CONCENTRACION INTRACELULAR DE CALCIO 

La concentración de calcio intracelular determina la activación de un gran 

ndmero de enzimas implicados en procesos fundamentales para el metabolismo celular 

y para su comunicaci6n con otras células. Por ello, se ha elegiclo el hfgado como 

tejido de gran actividad metab6lica para analizar las variaciones de Ca** citos6lico 

producido por diferentes hormonas, asl como la procedencia de dicho ion. El estudio 

de la respuesta tras la estimulaci6n celular se ha llevado a cabo tanto en hepatocitos 

fetales cmo adultos, lo cual permite comparar la transducción de sehales 

extracclulares desde un punto de vista morfogénico, as{ como la regulación de la vfa 

a distintos niveles clurante la cliferenciaci6n hepatica. 

1, 1, ixvx7-0 DE ixsrIN:ros co~wrzs~os SOBRE LA CONCENTRACION 

INTRACELULAR DE Caz” EN HEPATOCITOS AISLADOS 

Los cambios en la concentracidn de calcio intracelular tras la adición de 

diferentes compuestos, se estudiaron en hepatocitos adultos y fetales aislados. Las 

célulns fueron previamente incubadas con el indicador fluorescente Fura-2-AM en 

presencia clel detergente i6nico plurónico para facilitar su entrada en la c6lula. 

La intensidad cle emisidn fluorescente es proporcional a la concentración de 

Ca2 citos6lico (35). En las variaciones de los niveles de calcio pueden participar los 

depósitos intracelulares, ftlnclamentalmente el retfculo endoplasmico, y canales iónicos 

y transportadores cle la membrana plasmática (ll). 

Rara estudiar la procedencia del calcio que se cuantifica en el citosol, las 

células se mantuvieron en un medio con y sin calcio extracelular, ya que si ciertos 
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compuestos PrOdUjeran distintos efectos en los dos medios podrfa deducirse la 

participacidn del calcio extracelular como elemento de la vfa de señalizacidn. 

Los agonistas utilizados fueron fundamentalmente vasopresina, bombesina o 

GRP (péptido liberador de gastrina), angiotensina II y ATP a concentraciones 

saturantes previamente estableciclas en cada caso. La bombesina es un tetradecapéptido 

purificado de anfibio y el GRP es un equivalente en mamlferos; ambos compuestos 

se unen al mismo receptor en hepatocitos produciendo las mismas respuestas, por lo 

que pueclen ser utilizaclos indistintamente (38,143). 

1,l. 1, Movilización de Ca*“’ en presencia de Ca2* extracelular 

En prcscncia de CaCl, 1 mM en el medio extracelular, todos los compuestos 

produjeron UI\ aumento lransitorio en la concentraci6n de Caz+ libre, aunque de 

distinta intensidad segtín la hormona y el tipo de célula considerado. Como se muestra 

en la figura 1, tanto en hepatocitos adultos como fetales la máxima respuesta se 

proclujo con A’I’P o co11 angiotensina, con aumentos de calcio entre 400 y 700 nM 

sobre niveles basales. La vasopresina fue la tercera en importancia en el caso de los 

adultos (500 nM de aumento neto), mientras que en los fetales lo fue la bombesina o 

GRP indistintamente (300 nM). 

Despu6s de 1111 rapiclo aumento en la lkorescencia en una primera fase, dsta 

se mantiene aproximadamente 1 minuto y va disminuyendo progresivamente hasta 

recuperar los niveles basales clebido a una salida de Caz* a través de canales de 

membrana, proceso bastante bien caracterizado (48). 

Cuanclo la selial de fluorescencia queda estabilizada después de la adición de 

vasopresina o bombesina, la cdlula es capaz de responder a otro ligando liberando de 

nuevo calcio (figura 2). Este efecto es menor si el primer ligando fue ATP o 

angiotensina. La diferencia podrfa deberse a que en el primer caso todavfa queda 

reservorio cle calcio intracelular, mientras que en el segundo (angiotensina, ATP), la 
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1 1 ANG 

1 

1 
VP 

1 min 

FIGURA 1, MOVILIZACION DE Caz?* POR HORMONAS EN HEPATOCITOS FETALES 

Y ADULTOS, Las c6lulas (1x103 se incubaron con Pura-2AM (5 PM) y plurdnico F-127 

(20 /rg/ml) cn medio PBS y tras sucesivos lavados con cl mismo medio y 1 mg/ml de BSA 
se manluvieron cn una cubeta. cspcctrofluorim6kica krmoslatizada a 37”C, previa a la adicih 

de los ligandos y en prcscncia dc Caz’ 1 mM. h los tiempos indicados (flechas), los 

hcpalwitos fueron eshulados con VI’ (50 nM), GRP (50 nM), ANG (50 nM) o ATl’ (50 

FM). Los resultados corresponden a un experimcnlo represenhlivo de seis realizados y el 

amilisis esradlslico del incrcmcnlo mtiimo de Ca’+ se refleja en la kbla 1. 
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FIGUM 2. MOVILIZACION SECUENCIAL DB Ca*+ POR HORMONAS EN 

HEPATOCITOS FETALES. LN~ células se incubaron como se indica en la figura 1. A los 

tiempos indicados (flechas), los hcpatocitos fueron estimulados con VP (50 nM) y ATP (50 

I<M) (A) o ATP (5011M) y ANG (50 nM) (B). Los resultados corresponden aun experimento 

rcprcscntativo de tres rcallizados. 
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deplección inicial es IllayOI’ y 10s depósitos no habrfan recuperado los niveles de calcio 

necesarios para producir otra liberación tan intensa, 

1.1.2. Movilización de CY’ en ausencia de Caz+ extracelular 

Si las adiciones de los ligandos se efecttlan en ausencia de calcio extracelular 

como muestra la figura 3, el incremento de Ca2* citosolico es menor en intensidad y 

duración. Estos efectos poclrlan ser debidos en parte, a una salida de calcio de la 

célula que no serfa contrarrestada por una entrada desde el exterior, 

El mecanismo m8s probable apunta a una entrada de calcio en la celula 

proporcional al vaciamiento de los depósitos intracelulares. Cuando existe calcio fuera, 

el aumento dc calcio citosdlico es mayor. En caso contrario, la fuente de calcio 

extracelular no puede contribuir a la intensidad de la sefial, que sdIo se deberla a una 

movilizncidn de calcio del retlculo endopldsmico. En cualquier caso, se pone de 

manifiesto la participación del calcio extracelular en el aumento de calcio citosólico. 

1.2. EIWX’O DE LOS ESTERES DB FORBOL SOBRE LA MOVILIZACION 

Como respuesta R diversos agonistas, se produce la activación de enzimas que 

moclula~~ la vla de transduccidn de la sciíal actuando a distintos niveles de la misma 

por fosforilaci6n de sustrato. Una de las quinasas implicadas es la protefna quinasa C, 

receptor bioldgico de los esteres de forbo1(30,36,135). Con el fin de ver si la protefna 

quinasa C particil>a tw la vla de señalizacion del calcio, los hepatocitos (preincubados 

con Fura como en el apartado anterior) se incubaron con 100 ng/ml de forbol 

clibutirato (IWl3u) durante 10 minutos previa a la adición de los ligandos en presencia 

de calcio extracelular 1 mM. 

En las concliciones indicadas y segtin muestra la tabla 1, la respuesta de los 

ligandos se vi6 drfisticamente disminuida en todos los casos cuando las células fueron 
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o-1. A 
ANG 

FIOUM 3. BPECTO DEL Ca’+ EXTRACELULAR SOBRE LA MOVILIZACION DB 
Ca’* EN HEPATOCITOS PETALE’$s. Las células se procesaron como se indica en la figura 

1. A los licmpos indicados (flechas), los hepatccitos fueron estimulados con ANG (50 nM) 

cn prcscncia (A) y ausencia (B) de Ca’+ 1 mM. En ausencia de Ca*+ extracelular el medio 

contenla BOTA 200 gM (PH 7,4). L.os resultados corresponden a un experimento 

representativo de gres rwlizados. 
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Ligando 

Ninguno 

Vasopresina 50 nM 

GIZP 50 nM 

Angiotensirta 50 nM 

ATI’ 50 pM 

- 

- 

PDBu Ca’* (nM) 
Fetal Adulto 

187 &- 20 165 & 19 
f 199 rt: 27 201 f 28 

427 k 26.0~ 657 -t 27”b 
-k 230 k 39 225 & 38 

492 rt: 27&bb 317 * 22QJ 
-l- 190 f 28 201 & 27 

671 & 28’ 715 f 34  ̂
-k 305 rt 54 342 j, 44 

773 &- 33”sb 854 & 39’sb 
f 367 1 71 457 &- 63 

TABLA 1. EFECTO DE HORMONAS Y ESTERES DE FORBOL SOBRB LA 

MOVILIZACION DE Caz+ EN I-IEPATOCITOS AISLADOS FETALES Y ADULTOS. Las 

c&lns (2~10~) prcincubadas con Fun-2AM se incubaron en PBS con PDBu (100 @ni) a 

37°C dunntc 10 minutos. Tras tres lavados con PBS y 5 mg/ml de BSA se estimularon con 

VP, GRP, ANG o ATP. Pm’alclamentc, cdlulas tratadas en los mismas condiciones, pero sin 
cstimulacidn prcvin con c[ forbol, tambidn fueron estimuladas con las cita.das hormonas. La 

conccntnción intraceluliu de Ca’+ se registro durante cinco minutos por m&dos 

wpcc~dluorinn%xp, como se detalla en la sección 3.1.2. de metodos. Los resultados son 
Ia media f SEM dc tres o seis experimentos en células preincubadas con o sin PDBu, 

rcspcctivamcntc. 

‘P< O,OS, ndición de hormonrr VS no. 

‘Tc O,OS, fctil VS adulto CII cada condición. 
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preincubadas con ésteres de forbol. Este comportamiento en hepatocitos presenta las 

mismas caracterkticas que 10 observado por otros grupos en c8ulas de músculo liso 

(32,145). 

Los valores de calcio intracelular basales (sin estimulación posterior con 

hormonas) y tras incubacidn con &eres de forbol no presentan diferencias 

significativas. Asimismo, la concentración intracelular de calcio en cklulas 

preincubadas con PDl3u y estimuladas después con vasopresina o GRP, se mantuvo 

en el mismo rango que los valores control (células no estimuladas), alrededor de 200 

nM. 

Tanto en hepatocitos ncluhos como fetales preincubados con PDBu, 

angiotensina y ATP producen un ligero amenlo de calcio respecto a las basales, 100 

n’M, pero 4s1e es cuatro o cinco veces menor que en c~%~las sin incubacidn previa con 

el forbol, donde se alcanzan incrementos netos de hasta 600 nM, 

A la vista de estos rcsultaclos puede deducirse un papel de control negativo de 

los hsteres de forbol CII el aumento de calcio intracelular tras la estimulación 

hormonal. Este hecho estarla ~~mliaclo por la activación de la protefna quinasa C. El 

mecanisnio de este control negativo podrfa situarse a nivel del receptor, por 

desensibilización o por SII desacoplamiento con las protefnas G a las que puede estar 

asociado (135). 

1.3. LOCALIZACION Y CUANTIFICACION DE LAS ETAPAS QUE 

CONTROLAN LA CONCENTRACION INTRACELULAR DE Ca” LIBRE 

COII CI fin de tener una aproximación relativa a la capacidad de las hormonas 

para aumentar el calcio citosdlico, las células fueron estimuladas con tres compuestos 

que actúan en diferentres niveles del sistema de transducción de señales extracelulares. 

El estudio se realizó cm mastopar8n, fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol e 

hidroquinona, en presencia de CaCl, 1 mM. 
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El mastoparan es un tetradecapdptido aislado de veneno avispa que posse 

acciones mitogénicas. LOS efectos del mastoparán sobre la hidrdlisis de 

fosfatidilinositoles y la movilización de calcio de reservorios intracelulares no implica 

la unión a receptores especificos de la membrana plasmática (158). Su mecanismo es 

por accidn clirecla sobre protefnas G estimulando la unión e hidrdlisis de GTP de 

modo similar a 10 que sucede en la formación del complejo ligando-receptor, Muchos 

de los efectos moleculares y celulares del mastoparan pueden bloquearse por la toxina 

perttlsica (inactiva Gi y G,) (66,67). 

El siguiente paso en el proceso cle transducción de sehales después de protefnas 

G es el efector. Para actuar sobre la vla a este nivel se utilizó la fosfolipasa C 

especifica de fosfaticlilinositol (PI-PLC), procedente de Bncillus ccreus, para estimular 

las cdlulas (97). 

La 2,5-di(t-butil)-l,4-benzohiclroquinona es un inhibidor especffico de la 

ATPasa de calcio del retlculo endophknico, con lo cual queda bloqueada la 

recaptación de calcio. Sin embargo, y según demuestra el grupo de Orrenius, no se 

ven afectados los flujos cle calcio de la mitocondria o la ATPasa de la membrana 

plasmatica (78,109). 

La respuesta cle las células a estos tres compuestos fue sostenida en el tiempo 

y de igual o mayor intensiclad que la presentada por cualquiera de los ligandos 

anteriores como se muestra en la figura 4, En todos los casos se produce un aumento 

de Ca” rapido hasta niveles de 800 nM (hidroquinona y PI-PLC) en hepatocitos 

adultos y fetales, mantenidndose sin variacidn alguna por periodos de tiempo 

registrados hasta cinco minutos, a diferencia de los ligandos que actuan vIa receptor, 

ya que éstos estimulan una salicla de calcio de la celula. El mastoparan produce una 

elevación de Ca*+ algo menor, cle acuerdo con lo observado por el grupo de Garcfa- 

Sainz (52). 

Estabilizada la seíial de fluorescencia por mastoparan, PI-PLC o hidroquinona, 
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FETO ADULTO 
‘oquinona 

r 
A 

fosfolipasa C 

0 

1 

rr. 
A 1 

mastoparán 
1 

1 min 

l+ FIGURA 4. MOVILIZACION DE Ca POR SUSTANCIAS QUE AFECTAN LA 

RI%$PUESTA CXLULAR EN I-IBPATOCITOS FETALES Y ADULTOS. Las células se 

procesarort COITKI se il~dica cn la figura 1, A los tiempos indicados (flechas), las células 

fueron estimuladas con hidroquinona (20 FM), PLC de fosfatidilinositol(O,5 U) o mastoparán 

(50 PM). Los resultados corresponden a un expeknento representativo de tres realizados con 
distintas preparaciones de cdlulas. 
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FIGURA 5. MOVILIZACION DE Ca?’ POR ADICION SUCESIVA DE LIGANDOS EN 

!~EPATOCITOS FETALES Y ADULTOS. Las cdlulas se procesaron como se indica en la 

figura 1. A los tiempos indicados (flechas), las células se estimularon con ANO (50 nM) o 

WQ (20 bM) previa a la adici6n dc ANG. Los experimentos son representalivos de Ires 

Pealizados con distintas preparaciones de cblulas. 
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las CéhlaS Se eStinl~l~arOn de nuevo con vasopresina, bombesina, angiotensina o ATP. 

Un ejemplo representativo de cualquiera de los casos se muestra en la figura 5 donde 

se compara el efecto de una hormona, angiotensina, con el producido previa 

estimulación con hidroquinona+ 

Como se ha visto anteriormente, y coincidiendo con lo descrito en hepatocitos 

adultos por Kass y cok. (78), el aumento de Ca*+ por angiotensina es rapido y 

transitorio, pero en células previamente estimuladas con hidroquinona y tras alcanzar 

niveles ~~~X¡IIIOS en la concenlración de calcio intracelular, la angiotensina produjo una 

disminución drastica de la sefial. La cafda de la fluorescencia podrfa corresponder a 

una aperlura de los canales de la membrana permitiendo la salida de calcio de la 

cdlula. 

1.4. LIUERACION DE CALCIO DB RETICULO ENDOPLASMICO POR IP, 

El calcio procedente de organulos intracelulares, fundamentalmente no 

mitocondriales, constituye una fuente importante en el aumento de calcio citosólico 

tras estimulación celular (10). La apertura de canales de calcio del retlculo 

endoplasmico se produce por la union de IP, a los receptores especfficos que éste 

posee (11,156). 

Algunas de las diferencias entre hepatocitos adultos y fetales relativas al efecto 

de ciertas hormonas podrfa deberse a una diferencia cuantitativa en el número de 

receptores para IP, o en el contenido de calcio del retfculo endoplásmico. Con el fin 

de estudiar este hecho se utilizaron preparaciones microsomales de ambos tipos 

celulares obtenidas mediante centrifugaciones diferenciales según se describe en el 

apartado 3.2.1, de métodos. 

EI calcio conteniclo en el retfculo endoplásmico fue cuantificado por el aumento 

de fluorescencia que presentaron las muestras en presencia de Fura- 1 PM, pero sin 

calcio en el medio. La hiclrofobicidad de este compuesto fluorescente impide que 
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FIOURA 6. MOVILIZACION DE Ca’* EN PlEPARACIONJS MICROSOMALES DD 
HBPATOCIT~S FETALES Y ADULTOS. kt hcci6fl microsomal se prepard por 

Cenlrifugacidn difcrcncial scgthi se detalla en la scccidn 3.2.1. de mbtodos y se ensayó a una 
Concentracidn do protcfna do 1 &11l& hcpatocitos fetales (0) y adultos (0). Los resultados 
Son la media dc dos preparaciones microsomalcs distintas. 
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atraviese la membrana del retkulo endoplásmico (35), por tanto, s6Io se verá un 

aumento en la señal CUIUXIO salga calcio del retfculo. 

En la figura 6 se ObServa la cinética de liberación de calcio de los microsomas 

por adición de cantidades sucesivas de IP, hasta la saturación de los receptores del 

retfculo enclopkmico. A igualdad de protefna, la cantidad de calcio liberada fue la 

misma para el caso tle los hepatocitos fetales y adultos, alcantindose valores de 0,5 

nmol/mg de protclna. 

La liberacibn cle calcio obeclece a una cinética de primer orden. La K,, fue 1 

4tM WI los clos tipos cle células. A concentraciones de IP, de 5 PM el sistema queda 

pnkticamcnte saturado, queclanclo estabilizada la respuesta a 10 PM. Estos datos 

muestran un colnportamiento idkntico en hepatocitos fetales y adultos relativo al 

nbmero y caracterlsticas de los receptores de IP, del retfculo endoplásmico. 

2. GENERACION DE INOSITOL 1,4,5-TRISFOSFATO A PARTIR DE 

FOSFATll~lLlNOSITOl. 4,5-BISFOSFATO 

El IP, generaclo a partir de fosfatidilinositol4,5-bisfosfato constituye una señal 

temprana en la cascada de acontecimientos que tienen lugar desde la uni6n de un 

ligando a su rcccptor (147). La cuantificaci6n de este metabolito tras la estimulación 

celular cla información sobre la vla de transduccibn utilizada por diferentes 

compuestos. 

Para la cleterminación de IP3 las células fueron preincubadas con Lic1 durante 

10 minutos previos n la estimulación para prevenir la acci6n de las inositol fosfato o 

inositol bisfosfato fosfatasas (11). Las células fueron incubadas con 10s ligandos a 

saturación a tiempos muy cortos, entre 30 y 90 segundos debido a la gran rapidez en 

la generación y la desaparicidn de IP, por la acción enzimática de quinasas y fosfatasas 

(25); de hecho a los 30 segundos ya se consiguib el máximo efecto. 
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La V~lOr~i~~l dC 11’3 ell hS IllWStt’aS SC basó en et desplazamiento de (jH)IP, 

unido espccfficamente a su RCeptOr como queda detallado en Ia sección 4, de 

métodos. Cuanto IWllOr Valor de radiactividad se obtenga, mayor habrá sido ta 

generaCi6ll de 113 en h IlwStra y mayor por ello el CH)IP, desplazado del sistema. 

TOdOS IOS COlllpUeStOS utilizados, excepto la hidroquinona, prodtjeron un 

amento el1 10s IliVekS de IP,, CO1110 se observa en la tabla 2. Con Ia hidroquinona, 

de WlWCtO COn SU rlxXalliSlllO de acción exclusivamente a nivel del retlculo 

eIlC~Op~íklll¡CO, 110 SC Vieron VUiaCiOneS significativas respecto avalores basales: entre 

2 y 3 nmol TPL,Inig de prolelna. 

El mayor incremento en los dos tipos de células se observd en presencia de 

mastopnriln, con el que SC alcanzaron valores de 18 nmollmg protelna, siete veces 

superiores a tnucstras control. Algo menor, pero el siguiente en magnitud, fue el 

efecto de la PI-IU2 en ambos casos. 

Una tlircrcncia importante entre hepatocitos adultos y fetales y de acuerdo con 

el aunicnto en la concentracibn de calcio intracelular, se manifestd con la vasopresina 

y cl GRI> o In bonlbcsina. La primera, en llepatocitos adultos, genera niveles de IP, 

próximos a los observados en cdlulas tratadas con PLC, mientras que con bombesina 

quedan practicamcnte en los niveles basales, El caso contrario se observa en los 

hepatocitos fetales co11 un valor de IP3 mayor con bombesina que con vasopresh, 

aunque esta tíltima también produce una respuesta significativa. 

Respecto a angiotensina y ATP, en ambos tipos de cdlulas hepaticas se superan 

IOS niveles CICI control at menos cuatro veces, aunque sin alcanzar los valores del 

mastoparAn o IWI,C, que actúan sobre eventos distales respecto at receptor de 

membrana. EI I~CCI~O de que estos compuestos produzcan et mismo aumento en la 

conccntracion intracelular de calcio pero que existan diferencias significativas en la 

producci611 (IC IP,, ptiede interpretarse como una saturación en ta liberación de calcio 

del ret(cuto encioptasmico con los niveles de 1P3 alcanzados Por angiotensina o ATP 
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Ligando 

Ninguno 
Vnsoprcsina 50 nM 
GRI’ 50 nM 
Angiotensinn 50 nM 
ATP SO pM 
PI-PLC 0,s u 
Mastopnrrln 50 btM 
Hidroquinona 20 pM 

IPJ (nmollmg protelna) 
Fetal Adulto 

213 f 0,3 290 f 02 
6,7 &- l,l’sb 10,9 * 2,O”‘b 
lo,5 4 1,8”zb 3,0 i: 0,4ba” 
12,8 rt: 1,9”tb 7,8 & l,Om’b 
ll,2 f 2,6’ 8,5 f 1,3’ 
14,7 & 2,4” 10,2 4 1,8” 
18,8 i 2,3” 18,3 j, 2,3” 
3,4 f 0,5 2,4 fc 094 

ThI3l.h 2. EPECTO DE DISTINTAS SUSTANCIAS SOBRE. LA PRODUCCION DE Il’, 

EN HEPATOCITQS l:13ThLES Y ADULTOS, Lns cdlulas (2x1@), prcincubada con LiCl 

dunnk 10 minulos, SC incubaron cn medio PRS con las susl.ancias indicadas durante 30 

scgn~xlos, kns lo cunl SC nhdi6 VICIO, R 4OC para finalizar la rcaccih. Las mucslras se 

ccnlrifugnron y se tom6 In fase soluble para la dc(erminacibn de inositol 1,4,5-ltisfosfalo 

(Ir,), mcdinnk un cmayo dc ~ompctcncia con (%)IP, por un nllmcro limitado de sitios de 

unidn como SC dccnlln. cn la sección 4. de mhdos. Los resultados son la media i SEM dc 

tres cxlxrimcntos cnsayndos por duplicado o triplicndo. 

‘P < O,Ol, ndicidn de suskncia w  no. 

‘P< O,OS, Mal vs aduko en cada condición. 

‘PC 0,05, adición dc sushncin YS no. 
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del orden de 10 hlM. 

A la vista de esta generación de Il’,, podrla implicarse a la vfa de los inositoles 

en la transmisión de Wíiak% extracelulares con los compuestos utilizados. Estos 

resultados tambih esthn de acuerdo con que el aumento de calcio citosólico procede 

mayoritariamente de la liberación del retlculo endoplásmico, en relación directa con 

el IP3 produciclo. 

3. GBNERACION DE GLJCEl7OLIPIDOS Y METABOLITOS DERIVADOS 

Con objeto clc analizar uno de los pasos principales en la vía de transmisión de 

seRales extracelulares se estudiaron diversos glicerolfpidos y otras molkulas derivadas 

del gliccrol, generadas en respuesta a distintos estlmulos hormonales. 

3.1. PRODUCCION DE s/r-1,2-DAG A TIEMPOS CORTOS 

A través de los compuestos que utilizan la vla de la fosfolipasa C especffica de 

fosfaticlilinositol (PI-PLC) se generan IP, y DAG, ambos procedentes de la hidrdlisis 

de fosfaticlilinositol 4,5-bisTosfato (9). El DAG cletectado a tiempos cortos, en los dos 

primeros mintltos cIespu& del estimulo, debe ser proporcional al IP,, ya que ambos 

proceden de la ~nism mol&la. PequeHas diferencias entre ambos pueden ser debidas 

a la presencia de otro DAG residual de la membrana plasm6tica o del retfculo 

endoplásmico (3,43). 

Las c&lulas se incubaron durante 90 segundos con los ligandos a saturacidn y 

el DAG de la muestra extraldo en fase clorofórmica se valor6 con la diacilglicerol 

quinasa especifica cle ,w- I ,2-DAG, que incorpora c’P)P, del (T-~‘P)ATP en el DAG 

(160). 

Para determinar la cantidad de DAG presente en los extractos se ensayaron 
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Ligando 

Ninguno 
Vasopresina 50 nM 
CnP 50 nM 
Angiotensina 50 nM 
ATP 50 /,rM 
PI-PLC 0,5 u 
Mastoparh 50 PM 
Hidroquinona 20 /rM 

1,2-DAG (nmollmg proteha) 
Fetal Adulto 

5,l * 0,7 4,3 10,5 
10,8 f 0,2" 9,9 1 1,2' 
ll,7 & 0,2&‘b 7,5 * l,lbaC 
9,3 f 1,l” 10,6 f 1,9” 
ll,2 & 1,9” 13,l & 2,3” 
14,2 If: 2,(r 16,3 i: 2,5' 
8,4 rt: 1,2" 12,0 4 2,2" 
6,9 I: 1,4 539 i 0,7 

TABLA 3. EFECTO DB DISTINTAS SUSTANCIAS SOBRE LA PRODUCCION DB sn- 

I,2-DAG EN I~IWATOCITOS FETALES Y ADULTOS. Las cblulas (1x1@) se incUkUOn 

cn medio 1’13s dumncc 90 sCgUfldOS con las sustancias indicadas, tras lo Cual se añadió un 

volumen dc cloroformo:mc~noI (955) para iinaliwr la reaccidn, Las muestras se 

ccnlrifugaron y cl conlcnido dc stkl,2-DAG solubilhdo en la fase orgdnica se determinó 

mcdiantc cl cn~,i~na diacilglicerol quinasa como se detalla cn la Swcibn 7.1. de mbdos. LOs 

rcsultaclos son la media i: SEM dc tres cxpwinienlos. 

‘P < O,Ol, adicidn dc sustancia vs no. 

P< O,OS, fcml w  adulto cn cada condición. 

T< o,os, adiciór1 de susmcii\ \lî no. 
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distintas concentraciones conocidas de didecanoilglicerol puro pua constzmr una curva 

patrbn y C¿lkllh’ IOS WlOt’CS correspondientes a cada muestra, 

En la tabla 3 se muestran loS datos de sn-1,2-DAG donde se observa que de 

todos IOS compuestos utilizados, ~610 la hidroquinona dio un valor próximo d control, 

alrededor de 5 nl~lot/lllg de proteha. En 10s demás casos se aprecian diferencias claras 

respecto al valor basal Y hasta tres veces superiores con la PI-PLC y ATP en ambos 

tipos de hepatocitos. 

Con vasopresina, angiotenshia y niastopanin tambien se detecta produccidn de 

DAG superior a los valores basales, pero cuantitativamente no hay diferencias muY 

acusadas entre c6lulns adultas y fetales. El GRP, en hepatocitos fetales, es de los 

ligandos que mayor cantidad de DAG produce, mientras que en los adultos SII efecto 

es mucho menor. 

Los resultados conjuntos de DAG e IP3 podrlan apuntar a una utilización de la 

vla de los fosfatidilinositoles a traves de la PI-PLC en todos los compuestos 

estudiados, exceptuando la hidroquinona, ene una vez mas, confirma su acción 

exclusivamente a baivel del retlculo endoplásmico. 

3.2. PRODUCCION DE DIACILGLICEROL A TIEMPOS LARGOS 

Para estudiar la posible generacidn de DAG a partir de glicerolfpidos diferentes 

de los fosfatidilinositoles, se estudid el DAG producido a tiempos lawx, entre 2 y 90 

minutos. EI »AG puede proceder de la hidrólisis de la fosfatidilcolina, fosfolfpido 

muy abundante de la membrana plasmiitica, por la acción de dos fosfoliPasas: la 

fosfolipasa C especffica de fosfatidilcolina (PC-PLC) que produce fosfocolina Y DAG 

directamente, mientras que la fosfolipasa D (PLD) da lugar a colina Y åcldo 

fosfatldico, el cual es fosforilado por la fosfatidato fosfohidrolasa generando mmbidn 

DAG (49,133). 
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El estudio de la producción de DAG se realizó en hepatocitos fetales en cultivo 

incubados con (“‘C)glicerol y (3H)~oli~~a y estimulados a distintos tiempos con 

vasopresina, bombesina, angiolensina y ATP. Los glicerolfpidos se extrajeron con 

Cl$H tras sucesivos lavados con Hz0 y metanol, como se detalla en la sección 7.2. 

de m6todos. Las lnueslras se aplicaron en una placa de silicagel para su separaci6n y 

analisis por cromatograf(a en capa fina (TLC). 

Tomando Coll~O referencia la posición del DAG patrón en la placa revelada con 

vapores dc iodo, que se fija temporalmente a los lfpidos, pudieron visualizarse las 

manchas de las muestras. Asimismo, se valoraron la formación de fosfatidilcolina y 

de DAG considerando la racliactiviclad de las placas en aquellas posiciones donde 

coinciclicran ‘14 y “‘C 0 solo “‘C, respectivamente. 

La posicidn de la fosfatidilcolina, cleducida por valores de radiactividad, se vio 

retrasada rcspccto al DAG, pero con los datos obtenidos no pudieron apreciarse 

diferencias entre las clistintas condiciones, por lo cual la fosfatidilcolina fue valorada 

por otros proccclimicntos. 

Visualizado por las manchas de ioclo, el R, del dioctanoilglicerol patrón en 

las condiciones de la cromatograffa descritas fue 0,60. Asf, para valorar el conjunto 

de los cliacilgliceroles de las muestras se consideraron las áreas comprendidas entre 

0,SO y 0,7S clc II,, donde ademk sc detectan los incrementos de radiactividad, como 

se vc en la figura 7. 

Las nmcl~ns ~nás intensas de DAG correspondieron a la vasopresina entre 2 

y 30 minutos y a la bombesina hasta los 90 minutos. Con angiotensina y ATP se 

vieron menores efectos. 

Para obtener una relacion cuantitativa del diacilglicerol producido en cada 

conclición respecto al control (figura 8A) y de su evolución a través del tiempo (figura 

8B), se midió la racliactividacl del tnC en las áreas correspondientes a dicho 
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FIGURA 7. I:XXTO DE HORMONAS EN LA PRODUCCION DE DIACILGLICEROL 
EN IIEI’A’I-OCITOS FETALPS h TIBMPOS CORTOS, Las c&las en cultivo (0,5x1@) se 
incubnron R 37°C con (“C)gliccrol y (‘H)colina (0,s @J,/ml) en medio DMEM durante 2 
1~01% Tms sucesivos Invados con DMEM se incubaron con VP (50 nM), GRP (50 nM), 
ANG (50 nM) o ATP (50 pM). Lns muestms se recogieron B los 2 minutos como se detalla 
cn In scccidn 7.2. dc m&odos. I.a cxtmcción de los glicerollpidos de las c&las se realizó 
COll cloroformo y las muoslms se rcsolvicron por cromafogmffa en capa fina (TLC). Las 
placns se cortaron en tiras en las que se dctermln6 el R, y la radiactividad correspondiente 

~1 “C. Los rwltndos rcprcsentan un cxperlmento de dos realizados con las muestras 
procesadas por duplicndo. 
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FIGURA 8. El’EC’l’O DEIWRMONhSSOBRELAFORMACIONDEDIACILGLICEROL 

EN III~I’ATOCITWi FETALES A TIEMPOS LARGOS. Ias c&das se procesaron como se 

detalla cn la ligurn 7. Las mtlcstras se recogieron a tiempos 0, 2, 30, 60 y 90 minutos y se 
rcsolvicron por ‘W.:. IX>S resultados de las figuras corresponden al área comprendida entre 

OJO y 0,7S de R,. Los valores dc radiactividad se han calculado como incrementos netos 

rcspccto nl control (cdlulas sin estimular) y quedan representados en función de la hormona 

considerada (h) c del ticnlpo dc incubaci6n en cada condición 03). 
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gIicerolfpido, ya que el glicerol va marcado con este iS&opo, 

La vaSoprCSilla fuC la tlormona con mayor efecto en los dos primeros minutos, 

con un aumento del DAG tres VCCCS superior al control, A partir de loS 30 minutos 

ya se vieron pOCaS diferencias. También destaca Ia acción de Ia bombesina durante 

todo cl proceso, ya que SUS CfCCtOS son mi(s retardados y sostenidos, produciéndose 

el mayor incremcnlo a IOS 30 minutos pero manteniendo diferencias significativas hasta 

los 90 minutos. 

El perfil de la producci6n de DAG en células estimuladas con angiotensina fue 

parecida a la bombcsina, pero cuantitativamente menor, El ATP pr&ticamCntC no tuvo 

efecto Cl1 lOS primerOS l~~il~utos, pero desde los 30 minutos Ios niveles de DAG se 

mantuvieron hasta el final de la incubación. 

3.3. I~OlZMA\CION DI: FOSFATIDILCOLINA Y METABOLITOS DERIVADOS 

La dctcccidn cle mctabolitos derivados de colina (fosfatidilcolina, fosfocolina 

y colina) sintetizados CII la cdlula puede relacionarse con la participacidn de distintas 

fosfolipasns CI) la transmisidn de segales extracelulares, como se describe en el 

apartndo anterior. La detcccidn de altos niveles de colina en las muestras apuntarla a 

una participación dc la PLD. 

Scglín quctla descrito cn el apartado 7.3. de metodos, la fosfatidilcolina, 

fosfocolina y colina se determinaron en hepatocitos fetales incubados con (‘H)coIina 

y recogidos sobre fase mctanblica, en la cual son muy solubles todas aquellas 

moleculas que coiltengail colina, 

LAS muestras se aplicaron en columnas de Dowex-SOW, que Permiten una 

separación de los compuestos en función del pH del medio utilizado para su elucidn. 

La fosfatidilcolina no qwdarfi unida a la columna ya que la parte Iipofgica del DAG 

(acidos grasos) 110 interacciona con el gel equilibrado con agua, pero sI Io harán Ia 
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FIGURA 9. LIllllllhCION DE COLINA AL MEDIO EN HBPATOCITOS FETALES. Las 

c6lulns cn cultivo (0,5x106), fueron incubadas a 37°C con (‘13)colina (0,5 pCilml) en medio 

DMEM dunnk 2 11oras. Tras eliminar cl medio, SC incubaron con VP (SO nM) (o), 

Bombcsina (50 nM) (Ir), ANG (50 nM) (0) y ATP (50 pM) (+). A los tiempos establecidos 

SC cuandfic6 la radiactividad del sobrenadnnlc. Los resultados corresponden a la media f 

SS4 dc dos cxpcrimcmos distintos. 
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fosfocolina y la COlilUl. I%os Ill~l¿ho~itOs, mucho más hidrofflicos que el anterior, 

quedatin retenidos; la fosfocolina eluir8 con agua y la colina lo harrl con HCl (37). 

LOS hepatocitos fCtalCs fueron estimulados durante 2, 10, 30 y 60 minutos en 

presencia de vasopresina, bombesina, angiotensina y ATP para comparar los niveles 

de fosfaticlilcolina, fosfocolina 0 colina generados en cada caso, A los tiempos citados 

se transfiriú el 11lccli0 DMEM a viales con llquido de centelleo, cuya radiactividad 

permite cuantificar la liberaci6n de colina al medio. La figura 9 representa la 

libcraci6n de colina, cloncle no se aprecian diferencias con los distintos ligandos. 

En CI extracto metandlico de las muestras procesadas por las columnas, la 

radiactividacl incorporada es proporcional a la cantidad de metabolito. En la 

fosfatidilcolina recogida dircctamcnte al pasar la muestra por la columna, ya que no 

quccla retcnicla, no se apcciaron cliferencias entre c6lulas incubadas con bombesina, 

angiotcnsina o ATP respecto a las c6lulas sin tratar; sin embargo con vasopresina se 

vio una clisminución importante hasta los 10 minutos. Los resultados fueron los 

mismos e11 cl caso clc la fosfocolina. Respecto a la colina, una vez mis, ~610 la 

vasoprcsinn produjo 1111 aumento, lo cual estarla de acuerdo con la disminución de las 

otras dos cspccics a los tiempos cosiderados. Entre los 10 y los 60 minutos ya no se 

apreciaron cfcctos cii ningiln caso. 

4. AC’rIvII>AI) DE LA FOSI’ATIDATO FOSFOHIDROLASA 

Como enzima implicado en el metabolismo del ácido fosfatfdico, se estudió la 

contribución clc la fosfatidato fosfohidrolasa en la transducci6n de señales 

extracelulares. La medida de la actividad de la fosfatidato fosfohidrolasa se llev6 a 

cabo valorando la producci6n de DAG a partir de ácido fosfatfdico. El enzima se 

ensayó en muestras procedentes de hepatocitos adultos y fetales, tanto en la fracci6n 

soluble como en la correspondiente a la membrana plasmática como se describe en la 

sección 5. de rktodos. 
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FIGUl~A 10. I’RODUCCION DE DIACILGLICEROL A PARTIR DE DISTINTAS 
CONCENTRACIONW DE ACIDO ~oSPATIDICO POR LA ACTIVIDAD 
FOSPATlDATQ FO.$POI~[II)ROLASA HEPATICA. La actividad fosfatidato fosfohidrolasa 

dc enzima proccdcntc dc mcn~hnna dc Iuq~~~ilos adultos se valor6 medianle la produwián 
dc (‘II)DAG n partir dc (Q)ficido foshtldico, scgdn SC dclalla en la sección 5. de métodos. 

h rwllados corrcspondcn R la media f SñM de Ircs cxporimen(os. 
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I:IGURA 11. IFXTO DE PpBu Y GLUCAGON SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA 

l~OSFATIDAT0 I:OSI:OI~~~DROLASh. Los hcpatocitos (5~10~) se incubaron en medio PBS 

con gtucng6n (100 nM) o pDl3u (100 nM) a 37@C durante 10 minutos. Tras purificar las 

mcmbmnas plasmdticas, se midjd In actividad de la fosfatidato fosfohidrolasa a distintas 

conccnlracioncs dc sustrato, como se detalla cn la swcidn 5. de mdtodos. Los resultados 

corrcspondcn n la media & SEM do cuatro experimentos distintos. 
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1~IGUR.A 12. El:ECTQ DE DISTINTAS HORMONAS EN LA DISTRIBUCION 

SUI3CELULhR DE LA FOSFATIDATO FOSPOHIDROLASA EN HEPATOCITOS. Las 

cdlulns (2~10~) se inculwon n 37°C durante 10 minutos en, medio PBS en presencia de VP 

(50 nM), GRP (50 nM), ANG (50 nM) o ATP (50 PM). La actividad de la fosfatidato 
fosfohidroha cn In fracción soluble (barras abiertas) y particulada @arras rayadas) se 

dctcrmind por In formación do (‘H)DAG n partir de eH)&ccido fosfatfdico como se detalla en 

la sccci6n 5. dc mt9odos. Los valores do actividad en citosol y membrana se representao 

normalizados cn porccntajo. Los resultados corresponden a la media f SBM de tres 

cxpcrimcntos. 
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De ¿~1~!rd0 con lo descrito POC el grllp0 de Brindley (151), la actividad residió 

en un 95% en la membrana plasnlatica, excluyendo el enzima asociado aI retfculo 

endoplhico en presencia C~C N-etil-maleimida, Asf, se consideró solamente esta 

fracci6n particulacla para la mayorla de los ensayos de actividad en las distintas 

condiciones. 

Para establecer las condiciones clptimas del ensayo, se estudib primero la 

constante cle afinidacl clel enzima purificado de membrana de hepatocitos adultos. Le 

figura 10 muestra la proclucción de CH)DAG ensayando con concentraciones 

crecientes de (“H)dciclo fosfat(clico hasta l mM. La saturación se alcanza a 500 pM. 

Para estudiar la pasible modificación de la actividad de la fosfatidato 

fosfohiclrolasa, por protebm quinasa C y protelna quinasa A, hepatocitos adultos 

fueron incubados clurantc 10 minutos con PDBu (activador de protelna quinasa C) o 

con glucag6n (activador de protema quinasa A), a distintas concentraciones de acido 

fosfatlclico. Como muestra la figura 11 la activación de las quinasas no presentb 

diferencias respecto a las celulas sin tratar, 

La activiclacl enzimatica en fracción soluble y particulada se ensayó en 

hepatocitos fetales tras 10 minutos cle incubación con vasopresina, bombesina, 

angiotensina y ATP. En ningtln caso la actividad se vio afectada como se aprecia en 

la figura 12, clondc ha siclo normalizada al 100% la actividad de ambas fracciones en 

el control. Los resultados en hepatocitos adultos resultaron similares a los obtenidos 

en c6lulas fetales. 

5. ACTIVACION DE LA GLUCGGENO FOSFORILASA a 

La gluc6geno fosforilasa a es un enzima citosólico que in Vivo Cataka la 

degraclaci6n del gl11c6ge110, pero in vi!ro, en presencia de un gran exceso de 

glucosa-I-P permite la reacción contraria, Para la activaci6n del enzima es SUfiCiente 
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,: 

una concCW’aCi~~~ de Calcio Por ddXIj0 de 400 nM, por lo cual constituye un buen 

sensor para dCltxX¿~r peouenas VariaCiOncS intracelulares en dicho ion (157). 

L.a actividacl de la glucdgeno fosforilasa se determin6 en la fracción soluble de 

homogeneizados CdUlarCS medianle la valoración del fosfato liberado al incorporarse 

glucosa-l-I’ Cl1 Ct [~O~flllcrO (IC gluc6geno. Ias incubaciones con los distintos 

compuestos se rcaliznron a tiempos cortos dentro de los primeros minutos, ya que 

despu6s la actividad del enzima cae practicamente hasta niveles basales, 

La míxinm activacidn de la glucógeno fosforilasa se consideró la alcanzada con 

el ion6foro A23 187 5 /tM. LOS resultados del estudio comparativo entre hepatocitos 

adultos y fctnlcs cstan dc acuerdo con el aumento en la concentración de calcio 

intracelular cn naibos tipos cle c6lula.s. 

1311 hcpotocitos adultos (figura 13B) la niaxima activación, tres veces superior 

al control, SC consiguió con vasopresina, angiotensina y ATP en el primer minuto. 

Estos tres compuestos producen ~1 aumento de calcio intracelular suficiente para la 

activación dcl cnzi~na. Sin embargo, el efecto de la bombesina o el GRP fue ~610 de 

un SO%, lo cual concuerda con una concentracibn citosólica de calcio por debajo de 

300 nM. La actividad dc la fosforilasa fue clisminuyendo con el tiempo hasta alcanzar 

valores prúximos a las basales, Esto sucedió a los cinco minutos en todos los casos, 

excepto con vawpresina, que mantuvo la actividad del 200% durante ese tiempo, de 

acuerdo con lo observado por otros grupos (43). 

Por el contrario, en hcpatocitos fetales (figura 13A) se vieron activaciones 

cercanas al 300% con angiotcnsina y ATP y algo menores con las otras dos hormonas, 

pero cn cl CIISO de la vasoprcsina el efecto fue menor en intensidad y duración que con 

la bombesina. AI igual que con hepatocitos adultos, a partir del primer minuto se 

observó una disminuci6n progresiva de la actividad. Este hecho podrfa relacionarse 

con la cvoluci6n de los niveles de calcio citosólico. 
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FIGURA 13. AC’I’IVACION DE LA GLUCOGENO FOSFORILASA POR DIFERENTES 

HORMONAS I:,N I.II~~ATOC~JJOS FErALES Y ADULTOS. Los hepalocilos (1~10~) fetales 

(h) y adustos (II) SC iwtkxuon cn medio Krebs-Hcnseleit cm CaCh 1 mM a 37°C durante 

2 minutos cn prcs~~i~ o a~sct~cin (0) dc VP (50 nM) (o), GRP (50 nM) (v), ANG (50 nM) 

(v) o ATP (50 1,~) (c). In actividad de la glucdgcno fosforilasa se determinó por la 

liberación dc fosfato inorgilnico mcdinnce mdtodos espcclrofotomdltiws, como so detalla en 

la scccidn 6. de ~~~d(odos. ~0s rcsulmdos se expresan como prcenlaje de acha%n respecto 

n cdhla~ imhh COU CI ionbforo h23187 (5 PM) y corresponden a ‘la media * SEM do 

wako prcpancioncs dishlas. Las ac[ividad& basales fueron de 1442 y 22f3 

nmol/nrin/mg tk pro\cha CI\ I~patocitos adultos y fetales, respectivamente. 
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6. CARACTERIZACION DE SUBESPECIESDE PROTEíNAQUINASA C EN

HEPATOCITOSFETALES Y ADULTOS. DISTRIBUCIONSUECELULARPOR

EFECTODE HORMONAS in vivo

Ampliamenteestudiadadurantemás de una década,la proteínaquinasaC,

distribuida en todos los tejidos del organismo, se caracterizapor ser un enzima

dependientede calcio y fosfolipidos para su activación. Se encuentratanto en la

fracción solublecomoparticuladade la célula> pero in vivo requierela transiocacién

a la membranaparasercataliticarnenteactiva, Estaseproducepor un aumentode los

niveles de calcio intracelulary la presenciade los diaclíglicerolesde la membrana

(85).

Se han identificadoal menosnueve isoenzimasque difieren en cuantoa los

requerimientosde cofactorespara su activación (84). La presenciade distintos

isoenzimasde proteínaquinasaC en hepatocitosfetalesy adultos se estudióa tres

niveles: actividadenzimática,detecciónde proteínay análisisdeRNA.

6.1. AISLAMIENTO Y DISTRIBUCIONDE PKC EN HEPATOCITOS

INCUBADOS CON DISTINTOS LIGANDOS

Los hepatocitos fetales y adultos aislados fueron incubadoscon distintos

ligandos:vasopresina,bombesinao GRP, angiotensinaII y ATP a saturación,y las

muestrasrecogidascomo seindicaen la sección1. demétodos,La purificaciónde la

proteínaquinasaC se realizó a partir de tos extractossolublesprocedentesde citosol

y membranacelular de hepatocitos,extraídade estaúltima por tratamientocon el

detergenteno iónico nonidetP-40.

Las muestrasse aplicaron a una columna de DEAE-52. En estegel de

intercambio iónico la proteína quinasa C y todos los derivados del fragmento

catalítico, quedanretenidospor las interaccionesjónicas del enzima. El perfil de

eluciónde la quinasafue previamentecaracterizadocon enzimaprocedentede hígado
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en gradientede NaCí de 20 a 500 mM.

El enzimaseeluyócon un mediocon NaCl 120 mM. El fragmentoproteolitico

de la proteínaquinasaC correspondienteal dominio catalítico,proteínaquinasaM,

eluye a una concentraciónsuperiora 280 mM y seutilizó unaconcentraciónde350

mM parasu aislamiento.

La actividadsevaloréporla incorporaciónde Q2P)P
1del (‘y-

32P)ATPen histona

Rl, tanto en presenciacomo en ausenciade calcio y fosfolípidosa sobresaturación.

La proteína quinasaC es un enzimadependientede calcio y fosfo]fpidos para su

activación,lo cualpermitesu diferenciaciónde otrosenzimasasícomode la protefna

quinasaM ya queal careceresteenzimadel dominio reguladoresactivo en ausencia

de los dos cofactores.

La actividadenzimáticade la proteínaquinasaO resultó diferenteen cuantoa

su distribuciónen la fracción solubleo particulada,en funcióndel tipo de célula.En

liepatocitosadultos,a igualdadde proteína, la actividad residió en un 50-60% en el

citosol,mientrasque en los fetalesfue entre70-80%.Los nivelesdeproteínaquinasa

M resultaronligeramentesuperioresen hepatocitosfetales.

El efectode las hormonasen la activacióny transtocaciéndelenzimaen ambos

tipos de células se muestra en la tabla 4, en la cual se considerala actividad

correspondientea los 2 minutos.

En hepatocitosadultosno seobservótransiocaciénconningunode los ligandos

utilizados (vasopresina,bombesina,angiotensina,ATP), ya quela relaciónactividad

soluble/actividadparticuladano presentódiferenciasrespectoal control, comopuede

tambiénobservarseen la figura 15 y de acuerdocon lo descritopor Diaz-Guerray

cols. (43).

En el caso de los hepatocitosfetalesse apreciarondiferenciassignificativas
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Ligando
Actividad PKC (%)

Fetal Adulto

Vasopresina 50 nM
GRP SOnM
Angiotensina 50 nM
ATP 50KM
Hidroquinona 20 gM

138 ±11 108 + 12
158±14 95±13
187 ±21 111 ±11
191±19 115+9
94 + 7 99 ± 8

TABLA 4. EFECTO DE DIFERENTES LIGANDOS SOBRE LA DISTRII3UCI?ON

SUECELULAR DE LA PROTEíNA QUINASA O EN HEPATOCITOS FETALES Y

ADULTOS. Las células (3x106) se incubarona 3700 en medioKrebs-Henseleitcon CaCl
2

1 mM en presenciao ausenciade VP (50 nM), GRP (50 nM), ANO (50 nM), ATP (50 ¿AM)

e líQ (20 MM), a los tiemposindicados.Tras homogeneizaciónde las células, la actividad

PICO se determinó en la fracción solubley paniculadaseparadaspor centrifugación y

parcialmentepurificadaspor DE-52, como se detalla en la sección8.2. dc métodos,Los

datoscorrespondenalaactividaddePICO en la fracción paniculadaexpresadosen porcentaje

respectoal control (célulassin estimular),La actividad total en el control fue de 12,3±1,8

y 7,5±0,9U/mg deprotefnaen hepatocitosfetalesy adultos,respectivamente.Los resultados

son la media±SEM de cinco experimentos.
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FIGURA 14. EFECtO DE DISTINTOS LIGANDOS SOBRE LA DISTRIBUCION DE

PROThINAQUINASA O EN HEPATOCITOSFETALES. Las células(3x106) seincubaron

a 3700 en medio ICrcbs-I-Iensclcltcon CaCl2 1 mM en presenciao ausencia~O)de VP (50

nM) (e), GRP (50 nM) (ti), ANG (50 nM) (‘>, Al? (50 pM) (fl e líQ (20 MM) «z), a los

tiemposIndicados.Tras homogcneizacidndc las células, la aclividadPICO sedeterminéen

la fracciónsolubley paniculadaseparadaspor centrifugacióny parcialmentepurificadaspor

012-52, tomo se detalla en la sección 8.2, de métodos,Los datosde actividad de PICO

correspondenal porcentajede actividad enzirn~tiea de la fracción paniculadarespectoal

control, La actividad ocal de PRO en el control fue de 12,3±1,8U/mg de proteína. Los

resultadosson inedia ±SEM do cinco preparacionesde célulasdistintas.(*, 1’ < 0,05; t

PC 0,0!, hormonavs control).
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FIGURA 15. EFECTO DE DISTINTOS LIGANIJOS SOBRE LA DISTIRBUCION DE
PROWNAQUINASA C ENHEPATOCITOSADULTOS. Las célulasscprocesaroncomo

se detalla en la figura 14. Los datosde actividad en la fracción soluble (barrasabiertas)y

paniculada (barras rayadas) se expresan como porcentajede la actividad total en cada

condición.La actividadtotal ene! controlfue de7,5±0,9U/mg de proteína. Los resultados
sonmedia±SEN! de cuatropreparacionesde célulasdistintas.
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entrelosdistintosligandos,tantoen la intensidadcomoen la duracióndel efecto.Esto

puedeobservarseen unacurvaconmuestrastomadasa distintostiempos,hastalos 15

minutos de incubación,como refleja la figura 14.

Con angiotensinay ATP la actividaddel enzimaen la membranafue doblea

la del control. La bombesinaaumentóen un 60% y en un 40% la vasopresina.El

efecto máximo se produjoen todos los casosen los primeros minutos, pero éste se

mantuvosin apenasdisminución con bombesinay angiotensina,mientrasque con

vasopresinay ATP sí sucedió en los minutos siguientes.El efecto sostenidode

bombesinay angiotensinaestaríade acuerdoconla producciónsostenidadenAO.

Paraqueseproduzcala translocaciéna la membranaserequiere un cambio

conformacional del enzima, quepuedeproducirseen presenciade fosfolipidoscon

concentracionesde calcio en el rangode 1 gM o bien por el efectode los ésteresde

forbol duranteperiodosde tiempoalrededorde los 10 minutos(19,56). Ladiferencia

entreestosdosefectoresradicaen quelos forbolesproducenunaactivacióny unión

a la membranapermanentes,mientrasque en el primer caso,a concentracionesde

calcio fisiológicas, se requieren sinérgicamentenivelesde diacilglicerol para la

estabilizacióndel enzima.

El hechode que no seproduzcatransíacacióndel enzimaadulto, a diferencia

del fetal, podríadeberseen parteal gradode distribucióndel enzimaentrela fracción

soluble y paniculada.Una posible explicación es que en hepatocitosadultos, al

detectarseuna mayor proporción de enzima paniculadoque en los fetales, la

movilización de la forma soluble podría requerir señalesmás intensaspara su

translocacióna la membrana.

Por otraparte, la diferenciatambiénpodríaradicaren unadesigualproporción

de isoenzimasen los tejidos, pudiendoser uno de ellos responsablemayoritario del

procesode translocación.Teniendoestoen cuentaseanalizóla presenciade distintas

subespeciesde proteínaquinasaC en ambostipos de células.
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6.2. CARACTERIZACION DE LAS SUBESPECIESDE PKC EXPRESADASEN

HEPATOCITOSFETALES Y ADULTOS A NIVEL DEL RNA MENSAJERO

El estudio de las subespeciesde proteínaquinasaC presentesen hepatocitos

fetalesy adultos,se realizó partiendodel aislamientodel RNA con el fin de analizar

sus posibles diferencias en ambos tipos de células. A patir del RNAm, que da

informaciónsobrelos isoenzimasde proteínaquinasaC que seexpresanen la célula,

es posiblela obtencióndel cDNA ¡a vitro y su amplificacióny análisisen gelesde

agarosa.

Con el fin de anlizar el RNA, se recurrió a la técnicade PCR (Polymerase

Chain Reaction),mediante la cual se consiguenun gran númerodecopiasde cDNA

a partir de oligonucícótidosespecíficoscuya secuenciaes complementariade la

molécula de DNA que se quiera amplificar (111). Para ello es necesarioel DNA

patrón o bien el RNA a partir del cual seobtendráel cDNA por la transcriptasa

inversa.

6.2.1.Análisis de las isoformasde proteínaquinasaC por PCR.

El aislamientodel RNA total se llevó a cabopartiendode hepatocitosadultos

y fetales aisladoscorno se describeen la sección9.1. de métodos.Las células se

homogeneizaronen un medio con inhibidoresde RNAsasparaevitar la degradación

del RNA.

Para amplificar el DNA especifico de las distintassubespeciesde proteína

quinasaC por PCR, con el fin de evidenciarsu presenciao no en células adultasy

fetales, es necesario conocer previamente su secuencia para disponer de los

oligonucleótidosnecesariosen cadacaso(122,126).

Una vez obtenido el RNA total de las muestras y disponiendo de

oligonucleótidosespecíficospara los isoenzimasal 13/y (secuenciacomún),5, y e, el
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proceso de amplificación 50 desarrolla como se describe en la sección9.2. de

métodos.También se llevé un control positivocon oligonucleótidosde 13-actinapara

asegurarque el procesohabía funcionadocorrectamente.

Las muestrasde DNA se analizaron sobregelesde agarosaal 1%, El DNA

amplificadocorrespondientea los isoenzimasa/fi/y seanalizóen un mismocarril. En

carriles separadosse analizaronel isoenzima8 y e. Como marcadorseusó el fago X

lKb.

La visualizacióndc las bandasdel gel al Uy como seapreciaen la figura 16,

pusode manifiestola presenciade isoenzimasdela primerafamilia (a/fi/y), asícomo

6 en ambos tipos de células.Sin embargoel o, dc acuerdocon lo comprobadopor

Westernblot (descrito en el siguienteapartado6.3.), no aparecióen ningún caso.

listas observacioneses~nde acuerdocon numerososestudiosrelativos a la

distribución de distintos isoenzimasen distintos (ejidos. Los isoenzimasa y 5 están

representadosen lodo el organismo (117), 131/1311 en la mayoría de las células,

mientrasque el isoenzimay es exclusivade tejidos neurales.La isoformae aparece

mayoritariamenteen cerebro(123).

FI tamañoesperadode las bandas,segúnlos oligonucleótidoselegidos,fue de

970 paresde basesparael isoenzimae (carril 1), 900 paresde basesparael 5 (carril
2) y 600 paresde basespara los isoenzimasde la primerafamilia a, 131/1311y y (carril

3).

En el casode los isoenzimasa/fi/y y 6 se observala bandacorrespondienteal

tamañoesperadoaunquetambiénaparecenalgunasde menortamaño,La apariciónde

otras bandassedebeal procesode amplificación,ya quela presenciade cantidades

de DNA contaminantedel ordende pg puededarorigen a la amplificaciónde DNA

inespeclfico.
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6.3. IDENTIFICACION DE ISOENZIMAS DE PKC CON ANTICUERPOS

ESPECíFICOS

Otro métodopara identificar losdistintosisoenzimasde proteínaquinasaC es

el reconocimientode la proteínapor anticuerposespecíficos.El enzimaprocedentede

la fracción citosólica y particuladade hepatocitosadultos y fetales (10x106), se

purificó parcialmentepor unacolumnade DEAS-celulosay se determinósu actividad

corno quedadescritoen la sección8. de métodos.

A igualdadde proteína,las muestrassedesnaturalizarona 800C con medio de

¡nuestrasLaemmli para seraplicadasa un gel depoliacrilamidaal 10% en el cual se

incluyeron tambiénmarcadoresde peso molecular. Tanto las muestrasde proteína

quinasaC de hepatocitosadultoscomode fetalessecargaronen el gel por triplicado

paraincubarluego cadaunade ellascon un anticuerpodistinto.

Cuandose hubo desarrollado la electroforesis,se realizó la transferenciade

las proteínasa membranasde nitrocelulosasegúnsedetallaen la sección 10.2. de

métodos.La bandade los marcadoressetiñó con una solución de azul de Coomassie

paravisualizarlas bandasde proteína.

La membranade nitrocelulosaseincubó con anticuerposespecíficosparalas

formas a, fi y ¿ (primer anticuerpo)y a continuacióncon un segundoanticuerpo

acoplado a peroxidasa, que permitirá la visualización del complejo

antígeno-anticuerpocuandoen presenciade un cromóforose desarrollela reacción

coloreada,

El Westernblot (figura 17) reveló la existenciade isoformasa y 13, tanto en

el estadofetal como en el adulto. La forma e, muy abundanteen tejidosneurales,no

se presentóen ningún caso.Estos resultadoscoincidencon los obtenidospor PCR.

A la vistade los resultadosreferentes a la composiciónisoenzimáticade la
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proteínakinasaC puedededucirseun paralelismoen ambostipos de célulasen cuanto

a la distribuciónde las isoformas,aunquelas correspondientesa la primerafamilia (a

y 131/1311) parecenser más abundantesen el estadofetal,

7, CARACTERIZACION Y CUANTIFICACION DE RECEPTORESDE

MEMBRANA

La presenciade receptoresen la superficiecelular permite la transmisiónde

señalesdesdeel exterior al interior de la célulapor unión de ligandosespecíficos.El

minwro y tipo de receptoresde los ligandosestudiadosen estetrabajopodríaser un

pasolimitante y diferencindorentrela etapa fetal y adultaquepermitiríaelaboraruna

posibleexplicacióna la distinta respuestaquepresentana algunashormonas.

Los estudios de caracterizacióny cuantificación de los receptoresde la

membranaplasmáticase realizaronen hepatocitosadultos y fetalesen cultivo, Las

célulasfetalessemantuvieronun máximode 4 h en las placasdespuésde la siembra,

pero las adultasrequirieronal menos18 h paraasegurarunabuenaadhesión.Todos

los experimentosse realizaronen paraleloen células adultasy fetalessometidasal

mismo proceso

La identificacióndc los distintos tipos de receptoresse llevó a cabomediante

la incubación de las células con el ligando radiactivo especificodel receptor a

caracterizar.Las uniones inespecificaspueden descartarsecuando el ligando sin

marcarestápresenteen tina concentraciónmuy superioral radiactivo.

‘l’ras incubar los hepatocitosdurante5 minutos a 370C con los ligandos

marcadoscorrespondientesy eliminarel medioporsucesivoslavados,como sedetalla

en la sección 11. de métodos, la radiactividadse determinóen las célulasuna vez

despegadas<le los pocillos, transfiriendolas muestrasa vialescon liquido decentelleo

parasu cuantificación.
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7.1. ANALISIS DE LA SATURACIONY AFINIDAD DE LOS RECEPTORESDE

VASOPRI3SINA,OR]’ Y ANGIOTENSINA II

Parala caracterizaciónde los receptoresdela membranaplasmática,las células

se incubaron con QH)vasopresina,(‘251)GRPy (‘251)angiotensinaen un rangode

concentracionescíe 0,5 nM a 100 nM parala representaciónde la curvade saturación

y el cálculo de la constantede añnidadde cada ligando.

Ademásde la unión específicaa su receptor, los ligandos puedenunirse

inespecíficamentea otros elementoscelulares;estetipo de interaccionesdistorsionan

cl estudiodc la cinéticay por ello se han realizadoparalelamenteincubacionesde las

característicasanteriorespero en presenciade un granexcesode ligandono marcado,

de io~ vecessuperiora la concentracióndel ligando radiactivo.

¡31 excesodc ligando frío desplazaráde los sitios inespecificosal marcado,con

lo cual la radiactividadobtenidadela diferenciaentreamboscorresponderásolamente

a la unión especifica.Los valores utilizadospara construirla curvade saturaciónson

los pinoles de ligando unidosal receptor(unión específica)considerandola misma

cantidadcíe proteínaen hepatocitosadultosy fetales.

El análisisde los resultadosseha realizadodesdedos puntosdevista: por una

parte, se han analizadolas diferenciasentre las tres hormonasconsideradasen un

mismo tipo decélula. Por otra parteseha llevadoa caboun estudiocomparativoentre

hepatocitosaduliosy fetalesrespectoa cadahormonay su relacióncon el restode los

elementosqueparticipanen la vía de transducciónde señales.

Comoseobservaen las figuras 18, 19 y 20 la saturaciónde los receptoresde

las tres hormonasestudiadasse consiguea concentracionesinferioresa 10 nM, La

reacciónsigueunacinéticacíe primer ordencomo sededucede la gráfica hiperbólica

al hacer una representacióndirectade la concentraciónde ligando utilizado frentea

la cantidadincorporada.
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FIGURA 18. CURVADE SATURACIONDE RECEPTORESDE VASOPRESINA.

Cultivos primarios de hepatocitasfetales@) y adultostJ se incubaron durante cinco minutos

a 370C en medio DMEM con diferentesconcentracionesde QH)VI> y las muestrasse

procesaroncomosedescribe en la sección11. de métodos,La unión específicafue calculada

como la diferenciaentre la unidn total y la inespecífica. A concentracionessaturantesde

ligando se representael valor ±SEM. Cadapuntoes el valor medio de tres experimentos
distintosprocesadospor duplicado,

En el análisisde Scatchard(dentro dela figura) las rectasseajustaronmedianteel programa

de optimizaciónBiosoft 1’ (Fig P).
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FtGURA 19. CURVA DE SATURACION DE RECEPTORESDE <3EV. Las célulasse

incubaron con (‘~I)GRP en las condiciones descritasen la figura 18, así como el

procesamientode las muestrasy la representaciónde los resultados.
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FIGURA 20. CURVA DE SATURACION DERECEPTORESDE ANCJIOTENSINA, Las

célulasse incubaroncon (‘“~ANG en las condicionesdescritasen la figura 18, as!como el

procesamientode las muestrasy la representaciónde los resultados.
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Segúnlos datosde la constantede disociacióny la unión máximadel ligando

a su receptor, reflejados en la tabla 5, en hepatocitosadultos la constantede

disociaciónde los receptoresde vasopresinay angiotensinaestá en torno a 1 nM,

mientrasque la de GRP es 2,5 nM. También esta similitud entrelos dos péptidos

vasoactivos(vasopresinay angiotensina)seobservaen la velocidad máximay por

consiguienteen el númerode receptores,queasimismoresultamenoren GRP.Otros

gruposhan obtenidovaloressimilarescon preparacionesde membranasdehepatocitos

incubadascon vasopresina(40,71).

En el caso de las células fetaleslos resultadosreferentesa las constantesde

disociaciónestán en la mismalínea que los adultos, Sin embargohay unadrástica

diferenciaen cuantoal númerode receptoresya que en el casodel GRP resulta 10

vecesmayor queen los otros dos ligandos.

Paraestudiarla posibleexistenciade másde un tipo de sitios de unión de los

ligandosa sus receptoresserealizóla representacióndeScatchard,comomuestranlas

figuras 18, 19 y 20. En todos los casosel ajustedelos puntosa unasolarectareveló

la existenciade un único sitio de alta afinidad. Con vasopresinay angiotensinase

observaun total paralelismoentrecélulasadultasy fetales,siendoligeramentedistinto

cori GRP.

Todos los resultados referentes a la caracterizacióny cuantificación de

receptoresestán de acuerdo con los obtenidos en la generación de segundos

mensajeros,movilizaciónde calcioy activacióndeenzimas,deduciéndoseunavezmás

que de los compuestosestudiados,el GRP es el péptido de mayor relevanciaen el

estadofetal.

‘7.2. ANALISIS DE LA SATURACION Y AFINIDAD DE RECPTORES

PURINERGICOSPORATP Y ADP13S

Parael estudiode los receptores purinérgicos se utilizaron (y-32P)ATP y
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FIGURAk 21. CURVA DE SATURACION DE RECEPTORESDE AY?. Las células se

incubaron con Q2P)ATP en las condicionesdescritas en la figura 18, así como el

procesamientode las muestrasy la representaciónde los resultados.
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FIGURA 22. CURVA DE SATtJRACJONDE RECEPTORESDE ADP¡38. Las célulasse

incubaron con (‘5S)ADP¡3S en las condicionesdescritasen la figura 18, as( como el

procesamientode las muestrasy la representaciónde los resultados.
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Ligando
Fetal Adulto

Kd (nM) B~ lCd (nM) B~

Vasopresina
01W
Angiotensina
ATP

ADP13S

0,9 3,1 0,9 9,7
1,4 33,5 2,5 6,5
1,3 4,5 1,1
0,3x103 160 0,2x103 510

0,1x103 490
7,4x103 102 4,6x10’ 1010

TABLA 5. ANALISIS DE SATURACION Y AFINIDAD DE RECEPTORES.Los datos

correspondena los valoresobtenidosdelas curvasde saturaciónrepresentadasen las figuras

iSa 22.
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(35S)ADP0S.siendoesteúltimo un ligando másespecificodel receptorP~ (83). Las

ectonucleotidasasexistentesen cadatipo de célula fueronpreviamentevaloradaspara

evitar que posiblesdiferencias en cuanto a concentraciónpudieran interferir en la

interpretaciónde resultados(159). Lasconcentracionesde ATP estabancomprendidas

entre 1 y 100 ~M, mientrasque el ADPfiS iba de 0,1 a 1 t¿M. Las figuras 21 y 22

muestranla curva de saturaciónde ambosligandos,

Haciendo la representaciónde Scatchard (figura 21), para el ATP

encontramOS una buena linealidad entre los puntos correspondientesa los

hepatocitosfetalesdeduciendola existenciade un solo sitio de unión del ligando; el

valor de la constantede disociacióndel complejoresultó0,3xl03nM. Peroen el caso

de los adultos, la gráfica se ajustaríamejor con dos líneasde distintapendiente,lo

cual se interpretacomola existenciade dos sitios de unión de diferenteafinidad: uno

de alta afinidad semejantea los fetalesy otro de menorafinidad cuyas constantes

tienen valores de 0,lxl«’ y 0,2x103 nM respectivamente.En cuantoa la velocidad

máxima tambiénse encuentrandiferenciasentrelos dos tipos celulares.El número

de receptorescíe ATP es casi seis vecesmayoren hepatocitosadultosqueen fetales.

Según sc aprecia también en la figura 22, la cinéticade saturaciónes

similar en hepatocitosadultos y fetalesen el caso de los receptoresde ADP13S. La

constantede afinidad es mayor en células adultas,en las cuales el número de

receptoreses diez vecessuperior.Sin embargo,y a diferenciade lo queocurríacon

el A’l’P, con ADP¡3Ssededuceun solo tipo de unión ligando-receptorenamboscasos.

7.3, MODULACION ALTERNATIVA DE RECEPTORESPOR SEÑALES

HETEROLOGAS

Con el propósitode ver si la unión de un ligando a su receptorafectabade

algunamanerala unión cíe otros ligandosdistintos a sus receptorescorrespondientes,

las célulasse incubaroncon compuestosno marcadosdurante2 minutos,previaa la

adición del ligando radiactivosobrecuyo receptorsequieraestudiarel efecto.
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Tratamientoprevio
96 unión ATP

Fetal Adulto
96 unión ADP3S
Fetal Adulto

Vasopresina 100 nM
GRP lOOnM
Angiotensina 100 nM
EGF lOnM

116 108

100 97

100 122
109 152
1.06 1.76
115 211

TABLA 6. MODULACION HETEROLOGA OB RECEPTORES PUR¡NERGICOS.

Cultivosprimariosdehepatocitosfetalesy adultos(0,5.1xlO~)seincubarona 3?0Cenmedio

DMEM enpresenciao ausenciade las hormonaso factoresde crecimientoindicados.A los

2 minutosseaiiadió Q2P)ATP (SC> pM> o Q58)ADPpS(25 nM) y las muestrasseprocesaron

de acuerdocon lo descritoen la sección11. de métodos,Los valores se expresancoma

porcentajede la radiactividadincorporadapor las muestrastratadascon hormonasrespecto

al control, Los resultadosson la mediade dosexperimentosprocesadospor duplicado.
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96 unión ATP
Ligando Fetal Adulto

Ap4A 100 nM 138 106
AMP 100 nM 99 115
Adenosina 100 nM 33 95
GTP 100 nM 40 98

TAflLA 7. ESI>IKW¡CIDAD DEL RECEPTORDE KV? EN HEPATOCITOSFETALES

Y ADULTOS. Cultivosprimadosde hepatocitosfetalesy adultos (0,5-1K10
6)se incubaron

a YPC en medio DMEM en presenciao ausenciade los análogosde KV? indicados,A los

dos minutos se afladid (‘2P)ATP (50 pM) y las muestrasseprocesaronde acuerdocon lo

descrito en la sección II, de métodos. Los valores se expresancomo porcentajede la

radiacdvidadincorporadapor las muestrastratadascon hormonasrespectoal control, Los

resultadosson la media dc <los experimentosprocesadospor duplicado
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Hepatocitos adultos y fetales fueron incubadosdurante2 minutos con

vasopresinay angiotensina,ambasa concentraciónde 100 nM. Despuésseañadió<-y-
32P)ATPa unaconcentraciónsaturantede 50 MM, llevandoparalelamenteun control

de estecompuestoparapodercompararlocon las célulaspreviamentetratadas.

Haciendounavaloraciónde la radiactividadincorporadacomorefleja Ja tabla

6, no seapreciarondiferenciassignificativasen ningún tipo decélulas respectoa los

controles,Por estedatopodríadeducirsequela unióndel ATP a sureceptorno seve

afectadaporlas hormonasanterioresen las condicionesconsideradas,El grupodeDe

Wulf ha descrito desensibilizaciónheteróloga del receptor purinérgico U
2 por

incubaciónmásprolongadacon vasopresina,midiendoe] efectosobrela activaciónde

la glucógenofosforilasa(82).

El mismo estudioserealizó sobreel receptorde ADP~S incubandoen este

casocon vasopresina,GRPy angiotensina100 nM y EGF 10 nM durante2 minutos,

previa a la adición de (
355)ADP#S25 nM. En hepatocitosfetales no se observó

ningún efecto. Sin embargo, la unión del ADPf3S en células adultas se vio

incrementadaen todos los casos,apreciándosela mayordiferenciacon angiotensina

y EGFcomo quedareflejadoen la tabla 6.

Tambiénseprobóun grupodeanálogosdela propiamoléculacomoson Ap
4A,

adenosina,AMP y GTP 100 nM paraestudiarla especificidaddel receptor(tabla 7).

La concentraciónde Q
5S)ADP~3Sfue 25 nM. Contrariamentea la situaciónanterior,

los hepatocitosadultosno sevieronafectados.Con adenosinay GTP seprodujo una

importantedisminucióndel númerode sitios deunión del receptorde ADP¡3S en los

hepatocitosfetales.

7.4. EFECTODEL PDBu SOBRELA FORMACIONDEL COMPLEJOLIGANDO-

RECEPTOR

En numerososcasosse hacomprobadoquelos ésteresdeforbol, cuyo receptor
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biológico es la proteína quinasa C, producen desensib¡]ización de receptores. Para ver

si el PDBu afectaen algún sentidoa los receptoresquehan sido caracterizados,se

realizaron incubacionescon este forbol a distintasconcentracionesy tiempos.

Lascélulasfueronincubadasen presenciade PDBuaunaconcentraciónde 100

ng/mí, 10 y 30 minutosantesde añadirel ligando radiactivosobrecuyo receptorse

tratabade ver el efecto. Los receptoresestudiadosfueron vasopresina,GRP y

angiotensina;estos compuestosseañadieronen concentracionesde 5 y 50 nM.

Lasdiferenciasconel controlno resultaronsignificativasen hepatocitosfetales.

En célulasadultastampocosevio afectadala afinidad,y apenasla velocidadmáxima,

Se deduceasí que en la primera mediahora la unión de los ligandos anterioresa su

receptorno se ve afectadapor los ésteresde forbol.

Para estudiar un posibleefecto a largo plazo se forzaron las condiciones

anteriores:se aumentóla concentraciónde PDBu a 400ng/ml y semantuvodurante

3 horas.En estecaso las incubacionesserealizaron con vasopresina, ATP y

ADP¡SS marcados radiactivamente a concentraciones saturantes.

Tanto en hepatocitosadultoscomoen fetales se produjo un aumentoen la

unión al receptorprevio tratamientocon PDBu,exceptopara el ATP queno presentó

diferencias con el control. E] efecto másimportantese vio sobre el receptor de

vasopresina,ya queen célulasadultasel incrementoen las incorporacionesfuede tres

vecessobre las muestrassin tratar, comoquedareflejadoen la tabla 8.

Por el contrario, estudiosen hepatocitosadultossobre el receptorde EGF

demuestranque el tratamiento con TPA (forbol miristato acetato) produce una

disminucióndel númerode receptoresde alta afinidad, perounapotenciaciónde los

efectosde EOF (55), En líneas celularescomo MDA46S (carcinomade pecho

humano),una exposición rápida a TPA produceuna disminución de los sitios de

unión, contrariamentea lo quesucededuranteuna incubación a tiemposlargoscon
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Receptor
% unión ligando
Fetal Adulto

Vasopresina
ATP
ADP3S

137 370
91 125
128 174

TABLA 8. EFECTODELA INCUBACION CON PDBu SOBRE LOS RECEPTORES DE

VASOPRESINA,Al’? Y ADI’/33, Cultivos primariosde hepatocitosfetalesy adultos(0,5-

Ix 106) seincubarona 370C en medio DMEM en presenciao ausenciadePDBu (400ngfmt).

Transcurridas3 horas se .afladid QH)VP, Q2P)ATP o Q5IS)AD?flS y las muestrasse

procesaroncomo sedescribeen la seccidn11. de métodos.Los valoresseexpresancomo

porcentajede la radiactividadincorporadapor las muestras tratadas con hormonas respecto
al control.Los resultadosson la media dc dosexperimentosprocesadospor duplicado,
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el forbol (14).

A lavistade estosresultados,el incrementoen la unióndealgunoscompuestos

a su receptor despuésde una exposición prolongadaa ésteresde forbol, podría

interpretarsecomo un aumentoen el númerode receptoresde la membranaque

aunque sin ser funcionales, servirla para suplir el desacoplamientode la señal

producidopor el PDBu.
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DISCUSION

La caracterizaciónde las vías de transducción de señales extracelulares

presentadapor distintosagonistastrasla estimulacióncelular constituyeuna línea de

enormeinterésen el campode la biologíacelular.

La gran variedadde receptoresa nivel de la membranaplasmáticacontrasta

con el reducido número de sistemasutilizados por las células para transmitir la

informacióndelos estímulosexternos,Por tanto, esprobablequela intensidadde las

señalesgeneradasjuegueun papelimportanteen la produccióndela respuestacelular.

Aunqueexistennumerosostrabajossobrela identificación del mecanismode

transmisiónde señalesintracelularesen diversos sistemascelulares, consideramos

importantela realizaciónde un estudioparaanalizarla contribucióncuantitativadelos

distintoselementosimplicados en la regulaciónfinal de la respuesta.

Ademásdela utilizacióndeligandosconestucturasy funcionesmuy diferentes,

el uso de hepatocitosfetales y adultos como células diana nos permite comparar

respuestascelularesen dos estadosde diferenciaciónhepáticabien definidosy en este

sentidoestablecerla versatilidaddel sistema.

1. MOVILIZACION DE CALCIO.

Con el fin de estudiarsi hormonasquecompartenla vía de señalizacióndel

fosfatidilinositolcomo mecanismocomún en la transmisiónde señalesextracelulares

puedengenerarrespuestasintracelularestempranascuantitativamentediferentes, se

analizaronlos cambiosenla concentracióndecalcio citosólico. El nivel de Ca2~ libre

está regulado por canalese intercambiadoresjónicos localizadosen la membrana

plasmáticao en orgánulosintracelulares(11,28).
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El tipo de respuestaa ligandos que actúanpor unión a receptoresde la

membranaplasmática(vasopresina(VP), bombesinao GRP, angiotensinaII (ANG)

y ATP) en cuantoa la movilización decalcio, resultócualitativamentesimilar en

hepatocitosadultosy fetales,pero cuantitativamentedistinta (figura 1), y se produjo

en los primerossegundostraslaestimulaciónhormonal.A concentracionesfisiológicas

de calcio extracelular, mientrasquecon angiotensinay ATP sealcanzanlos mayores

aumentosde Ca2~citos6lico (hasta700 nM), en ambostipos de células,el efectode

la vasopresinaresultamayor en adultos.La bombesinao su análogoen mamíferos,

el péptido liberador de gastrina(GRP), han sido utilizados indistintamenteya que

producenlos mismos efectos,habiéndosecomprobadoen fibroblastosque actúana

travésdel mismo receptor(143); ambosligandos incrementanel calcio citosólico en

mayormedidaen célulasfetalesqueen adultas

El retículoendoplásmicoes unade las fuentesqueparticipanen el aumentode

calcio citosólicoproducidoporcompuestosqueuti]izan la vfa delos fosfatidilinositoles

(11,134). En nuestro sistema,ademásde la movilización de calcio de reservorios

intracelulares(de acuerdocon los datosde producciónde IP
3), se ven implicados

canalesde la membranaplasmática,ya quela presenciade quelantesde calcio en el

medio extracelularproduceuna señal menosintensa (figura 3). Este hecho podría

explicarsecomo una entradade calcio en la célulaproporcionalal vaciamientode los

depósitosintracelularestras la estimulaciónhormonal,lo cual no sucedeen ausencia

de calcio en el medio extracelular.

Un hechoclaramentereconocidoes la interacciónsinergisticaentrela proteína

quinasaC y el Ca
2~ en respuestaa una gran variedadde estímulosextracelulares

(11,117). Muchas de las funciones fisiológicas de la proteína quinasa C están

relacionadascon la modulaciónde canalesiónicos y otras víasde señalizaciónque

implican Ca2~ (26,142).La activaciónde la proteínaquinasaC por los ésteresde

forbol (promotoréstumoralesque se unen y activan directamentela quinasa) (30)

conduceal bloqueode las accionesmediadasporvariostipos de receptores(135,145).

A este nivel, resulta interesanteel estudiode la movilización de Ca2~ en células
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estimuladascon forbol.

Un puntocomúnen el mecanismode transducciénde VP, ORP,ANO y ATP

en hepatocitosfetalesy adultoses la drásticadisminuciónde la señal de calcio en

célulaspreincubadasconPDBu <tabla 1>. Aunqueconagonistasa1-adrenérgicosseha

comprobadoque el control negativoseproducepor fosforilación de su receptor,en

la mayoríade los casosno hay suficientesevidenciasen estesentido y el bloqueo

podrfaproducirsea nivel de proteínasO o de receptoresespecíficosde IP3 (142).

Ademásde estarespuestacoordinadaen célulasfetalesy adultasal PDBu, la cinética

de liberación de calcio del retículo endoplásmico (analizado en preparaciones

microsomales,como muestrala figura 6) tambiénpresentóun perfil equivalenteen

ambosestadosde desarrollo; de ello se deduceque la movilización de calcio del

retículoendoplásmicono seve afectadatras la diferenciaciónhepática.

Dadaslas diferenciascuantitativasen la movilizaciónde calciopresentadaspor

las hormonas en hepatocitos fetales y adultos, consideramos importante la

determinacióndel aumentode calcio producidotras estimulaciónmáximade la víade

los fosfatidilinositoles,mediantesustanciasqueactúendirectamentesobreuno de los

elementosdel sistema.

El uso de mastoparán(activadordeproteínasO), fosfolipasaC específicade

fosfatidilinositolprocedentedeBacillus cereusy 2 ,5-di(t-butil)-1 ,4-benzohidroquinona

(bloqueantede la ATPasa que libera calcio del retículo endoplásmico)nos ha

permitidola saturaciónde la vía de señalizacióna nivel de proteínasO, fosfolipasaC

y retículo endoplásmico(67,97,109). Como muestrala figura 4, la movilización de

calcio con estos compuestospresentadistintas característicasa la producidapor

ligandosqueactúenvía receptorde membrana(aumentode calcio transitorio>, ya que

es sostenidaen el tiempo. La concentraciónde calciocon fosfolipasaC ehidroquinona

es del mismo rangoque la alcanzadacon ANO o ATP, y algo menoren el casodel

mastoparán.Estos resultadosapuntan a que uno de. los principales elementosde

control en la producciónde segundosmensajerosdebeestar situadoen los primeros
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pasosde la vía de transducciónde sefiales.

Otra ventajade la hidroquinonaesquenos ha permitidodiferenciar el origen

del calcio movilizado tras la estimulaciónhormonal, ya que la señal de calcio

sostenidaproducidapor este compuestosufre una caída inmediata al añadir una

hormona(figura 5). Estasobservacionessugierenque las hormonas,ademásde una

movilización de calcio del retículo endoplásmicomediadapor 123 (11), también

afectana canalesde calciode la membranaplasmáticaprovocandounasalidade dicho

ion de la célula.

2. PRODUCCIONDE SEGUNDOSMENSAJEROS:INOSITOLTRISFOSFATOY

DIACILOLICEROL

El inositol 1 ,4,5-trisfosfato(IP3) y el diacilglicerolprocedentesde la hidrólisis

del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfatode la membranaplasmáticatras la estimulación

celular, constituyendos segundosmensajerosimplicados en la regulaciónde una

ampliavariedadde procesosmetabólicosy funcionales(9).

El IP3 generadoa partir de los fosfolipidosde membranaconstituyeunaseñal

tempranaen la cascadade acontecimientosquetienen lugar desdela unión de un

ligando a su receptor(9,147). El papelfundamentaldel IP3, demostradoinicialmente

por el grupo de Berridge (8), es la elevacióndel calcio citosólico procedentedel

retículoendoplásmicoa través de la unión a los receptoresespecíficosdeIP3 queéste

posee(11). La determinación•de este metabolitoen células tratadascon distintas

sustanciaspermite estableceruna relación entre la cantidad de IP3 generadoy la

liberaciónde calcio de depósitosintracelulares(tabla2).

Los nivelesde IP3 alcanzadoscon vasopresinay GRP en hepatocitosfetalesy

adultoses proporcionalal aumentode Ca
2~observadoen ambos.De acuerdocon su

mecanismode acción, la hidroquinonano producevariacionessignificativas. Sin
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embargo,el IP3 producidopor el mastoparány por la fosfolipasaC específicade

fosfatidilinositoles muy superiorcuandosecomparaconcualquierade las hormonas.

Esta observaciónresultasorprendenteya queel calcio movilizado por mastoparán,

fosfolipasaC, angiotensinaII o ATP es similar, lo cualsugierequela liberaciónde

calcio del retículodependientede IP3 ya estásaturadacon los nivelesde IP3 generados

por los citadosligandos.

Las altas concentracionesde IP3 detectadasen hepatocitosestimuladoscon

mastoparánsobrepasanla capacidaddel retículoparaliberarcalcio, hechoquepermite

sugerir papelesadicionalesa estesegundomensajero.El IP3, ademásde funcionar

comoligando de los receptoresdel retículo, es sustratode numerososenzimasque

participanen el metabolismode los fosfatidilinositoles<11), cuyos metabolitos,como

el inositol 1 ,3,4,5-tetrafosfato,están probablementeimplicados en el control de la

homeostasisdel calcio (46,61).

El diacilglicerol (DAG) producidoen la célula tras la llegadade un estfmulo

puedeprocederde distintosfosfolípidossegúnel sistemaimplicado en la transducción

de la seflal, Lasdos fuentesmayoritariassonel fosfatidilinositol y la fosfatidilcolina,

quepor medio de fosfolipasasespecificasdan lugara moléculasde DAG dediferente

composicióny producidasa distintos tiempos.

El aumentode DAG detectadoen los primeros minutos tras la unión de un

ligando a su receptor, proviene de la hidrólisis de los fosfatidilinositolesde la

membranaplasmáticay deberá ser proporcional al IP3 producido, ya que ambos

procedende la misma molécula,Sin embargo,comomuestrala tabla3, aunqueexiste

unarelacióncualitativaentreIP3 y DAG, los nivelesdeesteúltimo son máselevados

en algunoscasos.La ausenciadeun completoparalelismoentreambosmensajeros

puede ser debida tanto a la presenciade DAG en otros depósitosintracelulares

(principalmenteel retículo endoplásmico),indistinguiblemediantenuestratécnicade

ensayodel procedentedel recambiode los fosfatidilinositoles,como a la activación

de otrasfosfolipasaso enzimasdel metabolismode glicerolípidos.
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Los resultadosconjuntosde IP3 y diacilgílcerol apuntana la utilización de la

vía de los fosfatidilinositolespor todos los compuestosestudiados(VP, OR?,ANO,

ATP y mastoparán),tanto en hepatocitosadultos como fetales, a excepciónde la

hidroquinona, confirmando su acción exclusivamente a nivel del retículo

endoplásmico.

Extensosestudiosque analizanla composicióndeácidosgrasos,indican que

la formación de DAG en una fase tardíade la estimulacióncelular procedede la

hidrólisis de fosfatidilcolina en varios tipos de células, incluidos hepatocitos,

neutrófilos o algunaslineas celulares (12,13). La fosfatidiletanolaminapareceuna

fuente minoritaria. El aumento sostenidode DAG ocurre en respuestaa vados

mitógenos,factoresde crecimientoo ésteresde forbol, queademásactivanla proteína

quinasaC. Así, la estimulaciónde célulasSwiss3T3 conbombesinaproduceefectos

mediadospor la proteínaquinasaC alargopíazo,peroestono sucedeen fibroblastos

incubadoscon a-trombina(127).

En nuestro sistema de hepatocitos fetales, tratamos de estudiar por

cromatografíaen capa fina los metabolitos derivados de la hidrólisis de la

fosfatidilcolinacomootrade lasposiblesvíasimplicadasen la transduccióndesefiales.

La valoracióndel DAO producidohastalos 90 minutospor VP, GRP,ANO y ATP

no presentódiferencias muy marcadascon los niveles encontradosen células no

estimuladas(figura 8). La VP produjo un notabley rápido aumentoen los primeros

minutos,perono fue sostenidoen el tiempo;estaobservacióncoincideconlos valores

de DAG analizadoscon ¡a DAG quinasa,dondelos niveles de DAG en el primer

minuto excedena los de IP3. Sin embargo, otros trabajos demuestranque en

hepatocitosadultostratadoscon VP la fuentemás importantede DAG (exceptoen los

primeros momentos)es la fosfatidilcolina(15,49). También con GRP se detectaron

aumentosde DAG, mayoresa partir de los 30 minutos,mantenidoshastael final de

la estimulación.

Unaposiblecausade- los pequeñosincrementosde DAG detectadosa tiempos
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largoses la existenciade un sistemarápido y específicoquecontrola la producción

y degradaciónde estamoléculade muy cortavida media(6). En plaquetas,el DAG

es rápidamentetransformadoenácido fosfatídicopor unaDAG quinasa(77), mientras

que en linfocitos T es hidrolizado por DAG lipasa y otras esterasasinespecificas.

Como se comentarámásadelante,tambiénse analizóla activaciónde la fosfatidato

fosfohidrolasa,queproduceDAG a partir de ácidofosfatídico,comoposibleenzima

implicado en el mecanismode acción de algunosagonistas(22).

Ademásde DAG, en la hidrólisis de fosfatidilcolina tambiénse producen

fosfocolina (por acción de una fosfolipasaC específica)y colina (por acción de la

fosfolipasaD) (49,133).A partir de la incorporaciónde QH)colinaen la célula, se

analizaronla formaciónde fosfatidilcolina, fosfocolinay colina en hepatocitosfetales

estimuladoscon VP, GRP, ANO y ATP, mediantecromatografíade intercambio

iónico. A diferenciade lo observadopor otrosgruposen fibroblastosestimuladoscon

factoresde crecimiento,niitógenosy ésteresde forbol (37), nosotrossólodetectamos

variacionesen los nivelesde los metabolitosanalizadosen célulastratadascon VP;

en este caso, y sólo hasta los 10 minutos, se apreciaron menores niveles de

fosfatidilcolinay un consecuenteaumentoen la cantidaddecolina respectoal control.

La implicación de una fosfolipasaC ó D en esteprocesono resultaprecisa,ya quelas

distintas especiesgeneradaspor su acción son fácilmente interconvertiblespor la

participación de otros enzimas, como fosfatidato fosfohidrolasa o DAG quinasa

(22,164).

La activacióndel enzimafosfatidatofosfohidrolasade la membranaplasmática

(diferente del caracterizadoen retículo endoplásmico)por distintas hormonas se

estudiócomo posiblefuenteen la generaciónde DAG apartir de ácido fosfatidico.

Trabajosrealizadospor el grupo de Brindley (22,100)demuestranla activaciónpor

ácidos grasos insaturadosy ésteres de forbol del enzima presenteen retículo

endoplásmico.Sin embargo,en nuestrosexperimentosconhepatocitosadultosy fetales

estimuladospor VP, GRP, ANO y ATP, no seve afectadala actividado distribución

subcelulardel enzima(figura 12).
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La participación de proteínasquinasasen la regulación de la fosfatidato

fosfohidrolasase estudiómediantela estimulacióncon glucagóno ésteresde forbol,

activadoresde la proteínaquinasaA y proteínaquinasaC, respectivamente(figura

11). Tampocoen estascondicionesse apreciaronvariacionesrespectoa la situación

control. Estudiosen neutrófilos señalanuna inhibición de la actividad catalíticadel

enzimapor mecanismosindependientesde proteínaquinasaC (112), A la vista de

estosresultadosno pareceprobablela participaciónde la fosfatidatofosfohidrolasaen

la vía de transducciónutilizadapor los ligandos estudiados,al menosen las etapas

tempranasde la señalización.

3. ACTIVACION DE ENZIMAS DEPENDIENTESDE CALCIO

La actividad de la glucógeno fosforilasay la distribución subcelularde la

proteínaquinasaC puedenconsiderarsecomo dianas sensiblespara determinarlos

efectosde las variacionesde calcio citosólico sobre enzimasintracelulares.

La glucógeno fosforilasa es un enzima transitoriamente activado a

concentracionesde calcio entre200 y 500 nM (43,157), siendopor tantounaactividad

enzimática muy sensiblepara la cuantificaciónde pequeñoscambiosen el Ca2~

citosólico,Lo contrarioocurre con la redistribuciónsubcelularde la proteínaquinasa

C, quees afectadapor un amplio rangode concentracionesde Ca2~dependiendodel

tipo de célula estudiado(11,84),y concretamenteen hígadoadulto requiereniveles

superioresa los necesariosparaactivar la glucógenofosforilasa(43).

La activaciónde la glucógenofosforilasapor vasopresina,GRP, angiotensina

y ATP estáde acuerdocon la movilizaciónde calcio producidatanto en hepatocitos

fetalescomoadultos,ya quelas concentracionesde Ca2~alcanzadasen todoslos casos

están por encima de 300 nM, En los primeros (figura 13A), todas las hormonas

presentanun mismo patrón de activación, pero el efecto de la VP es menor en

intensidad y duración, Por el contrario, en hepatocitos adultos (figura 13B) la
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activaciónproducidapor GRPcorrespondea menosdel50% del m4ximo conseguido

por los otros ligandos; de hecho, estahormonaresultamenoseficaz en cuanto al

aumentode Ca2~ citosólico.Los trabajosrelizadoscon oleatoen hepatocitosadultos

(44) muestranuna movilizaciónde calcio inferior a 300 nM, queconcuerdacon una

muy pequeñaactivaciónde la glucógenofosforilasa.

Estosresultadospermitenrelacionarel aumentoalcanzadoen la concentración

de Ca2~citosólico con la activaciónde la glucógenofosforilasa,perola actividaddel

enzimatambiénpodríaser moduladapor otros mecanismostales comofosforilación

por proteínaquinasa C o por proteínaquinasadependientede AMP cíclico, La

contribuciónde la proteínaquinasaC no es fácilmenteevaluable,ya que los ésteres

de forbol activan en ciertamedidala fosforilasa,peroel papelde la proteínaquinasa

A no pareceser relevanteen este procesoconsiderandola vta de transducciónde

señalesutilizadapor los agonistasestudiados.

La proteínaquinasaC es un enzima ampliamentedistribuido en todos los

tejidos (21,118,167).Seencuentrapresentetantoen la fraccióncitosólicacomounido

a las membranasde la célula, en proporción variablesegdn el tejido considerada

(116). Sin embargo,requieresu translocacióna la membranaparaseractiva> ya que

es en estaestructuradondese encuentranlos factoresnecesariosparasu activación

(6,115), La proteínaquinasaC fue inicialmentecaracterizadapor Nishizukaen 1977

(150) como un enzima dependientede calcio y fosfolipidos para su activación. Sin

embargo,actualmenteseconocenhastanueveisoenzimasquedifierenen cuantoa las

necesidadesde Ca2~ u otroscofactores paraseractivos (115,123),

Dependiendode la función y el metabolismoquepresentenlascélulas,sehan

observadodistintosporcentajesde distribuciónsubcelular.Así, en célulasquiescentes

o con reducidaactividad metabólica, como fibroblastoso linfocitos, la quinasase

encuentramayoritariamenteen la fracción solubley es translocadaa la membranatras

estimulación con diversosligandos (50,163).En otros tejidoscon mayor actividad

funcional, como el nervioso, el enzima unido a la fracción particulada es
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significativamentemayor (54),

En cuantoa la distribución subcelularde la quinasaen el hígado,encontramos

variaciones según el grado de diferenciación hepática (tabla 4), En condiciones

basales,la proporción de enzimacitosólico en hepatocitosfetaleses del 75% frente

a un 60% en adultos.Cuandolas célulasson estimuladascon VP, GRP,ANO y ATP,

se observanclarasdiferenciasentreambostipos de células.En el estadoadultono se

producenvariacionesen el grado de distribución enzimáticarespectoa los valores

control (figura 14), Esta situaciónhabla sido previamentedescritapara la VP (43),

donde se demostró que sólo con niveles de DAO y Ca2~ muy superioresa los

producidosfisiológicamenlepor la hormona, se incrementala fracción de enzima

unidoa membranas.

El comportamientodel hepatocitofetal tras la estimulacióncon los citados

agonistasresultódiferenteal adulto(figura 15). Seapreciaun aumentodel contenido

en enzimaen la membranadependientedel tiempo y relacionadoconel nivel de Ca2~

citosólico alcanzad tras la estimulación. Con ATP y GRP se produjo el efecto

máximo, que resultadobleen magnitudcomparadocon VP. Es interesanteobservar

que la hidroquinona,queactúa inhibiendo la recaptaciónde calcio en el retículo

endoplásmico(78), carecede efecto sobrela translocaciónde la quinasaa pesarde

producir los máximosaumentosen la concentraciónde Ca2~citosólico. Este hecho

sugierela necesidadde componentesadicionalesgeneradostrasla unión deun ligando

a receptores de la membrana plasmática para promover la translocación

(probablementectiacilglicerol).

Una posiblecausade la diferenciaentrehepatocitosfetalesy adultosrespecto

a la movilización de la proteína quinasaC, podría encontrarseen una desigual

proporción de formas isoenzimáticasen ambos (7,84). Los isoenzimaspresentan

distintas característicascatalíticas y expresión diferencial en tejidos, así como

localizaciónintracelularespecífica(117).
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Hasta ahora, las técnicasde clonaje y análisis bioquímicos han puestode

manifiestola existenciade al menosnuevesubespeciesclasificadasen tres familias.

La primeracomprendea, /314311 y y; requierenCa2~ y DAG parasu activación,que

seve aumentadapor ácidos grasoscis-insaturadosy lisofosfatidilcolina<117). A la

segundafamilia pertenecen6 y e (independientesde Ca2~, pero respondenbien a

ésteresde forbol, al igual que la primera familia), ~ y O, cuyos cofactores de

activación se desconocen(95). El tercer grupo, ~ y X, ha sido recientemente

identificado y tienecaracterísticasatipicas(117).

A pesarde los extensosestudiosrealizados,no seconocemuchoacercade las

funcionesespecíficasde cadasubespecie.Sin embargo,esevidentequelos miembros

deestagranfamilia no respondende la mismamaneraa Ca2~,DAG u otrosproductos

dela degradacióndefosfolípidos,presentandodistintospatronesde activaciónrespecto

a la extensión y duración de la respuesta,y quizás respectoa su localización

intracelular (39,116). Es probable que cada subespecieesté presente en el

compartimentoadecuadoen el tiempo adecuado y con sus sustratos específicos

accesibles.Tales aspectosespacio-temporalesde la degradaciónde fosfollpidos y

activaciónde las subespeciesde proteínaquinasaC en la célula es un campo que

requieretodavíamuchainvestigación.

Todosestosaspectosnos llevarona estudiarlos isoenzimasdeproteínaquinasa

C existentesen hepatocitosfetalesy adultos.El análisis de ambaspoblacionesde

célulaspor Westemblot (figura 17), medianteel uso deanticuerposespecíficospara

las formas a, ¡3 y c, reveló un patrón de distribución análogo,estandoausentela

forma e, Estas observacionescoinciden con lo descrito sobre la existenciade los

isoenzimasay 8 en todoslos tejidosdel organismo(117), y la presenciamayoritaria

de e en tejidos neurales(123).

Resultadossimilaresseobtuvierontrasel aislamientoy posterioramplificación

del RNA de hepatocitospor la técnicade la reacciónen cadenade la polimerasa

(PCR), medianteel uso de oligonucleótidosespecíficosparalas isoformasa, ¡31//311
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y 7,6 y c. Como seve en los gelesde agarosade la figura 16, la amplificación de

DNA (procedente del RNA por transcripción inversa) resulté positiva para el

isoenzima6 y los pertenecientesa la primera familia, pero de nuevoausentepara la

forma e, que sin embargo presentacaracterísticascatalíticasy reguladorasmuy

similares a la 6 (106). Todos los experimentosde PCR se hicieron en paralelo,

resultandomenosabundanteslos isoenzimasa, fi y y en el estadoadulto. Aunquela

amplificación por PCR no puede considerarseuna técnica cuantitativa para la

evaluacióndel contenidode RNAm, las diferenciasdetectadasen la amplificación de

a, /3 y y estánde acuerdocon la cantidaddeproteínainmunodetectadapor Westem

blol, Estosresultadosmuestranquela expresiónde lassubespeciesdeproteínaquinasa

C analizadases similar en el hígado fetal y adulto,

La presenciade los isoenzimast> y ¿ no ha sidoestudiada,perono parecenser

responsablesde la diferentedistribuciónsubcelularde la proteínaquinasaC en ambos

tipos de hepatocitos,ya que por lo quese sabehastaahora, la segundafamilia de

isoenzimases independientede Ca24 (7), y las formasaisladasen hígadoson en gran

medida dependientesde Ca24. En conclusión, estos resultadospodrían reflejar la

existenciade una cantidad de enzima unido permanentementea la membranaen

hepatocitosadultos (6), aunque se desconocela trascendenciafuncional de esta

distribución.En otros tejidostambiénsehandescritosituacionesparecidas(18,54,77).

4. CARACTERIZACION DE RECEPTORES

Las diferenciascuantitativasen la movilizaciónde Ca24 presentadaspor los

agonistasestudiadosen estetrabajo,y la observacióndeque la generaciónde la señal

de Ca24 e IP
3 con los ligandos a saturaciónes menor que la producidapor la

activación máxima de los elementosimplicados en el sistema de transducción

(proteínasO, fosfolipasaC específicadefosfatidilinositol, Ca
24procedentedel retículo

endoplásmico),nos llevó a estudiarsi la respuestahormonalpodríaestarrelacionada

con la abundanciade receptoresde la membranaplasmática.
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La vasopresinaes un neuropéptidocon efectosvasopresoresy antidiuréticos,

quecomootrasmuchashormonasy neurotransmisoresejercesusaccionesa travésde

distintos tipos de receptores.En hígadoadulto se une al denominadopor criterios

farmacológicosV1,, acopladoa la fosfolipasaC específicade fosfatidilinositolesa

través de proteínas0 (10), mientrasque en otros órganoslos receptoresy2 est

acopladosal sistemaadenilatociclasa.El receptorde la bombesina,tetradecapéptido

purificado de anfibio, o su homólogoen mamíferosel péptido liberadorde gastrina

(GRP) (143), ha sido caracterizadoen célulasSwiss3T3 comopertenecienteal grupo

de receptorescon sietedominios transmembranaasociadosa proteínasO; en otras

células,como carcinomahumanode pulmón, seexpresandos subtiposde receptores

(38). En fibroblastosestimuladoscon VP o bombesinaseproducefosforilación de

proteínasen residuosde tirosina, pero este efecto no está mediadoa través de

receptoresconactividadtirosinaquinasa(170,171).La angiotensinaesun octapéptido

con accionesa nivel vascular,neuronaly reguladordel transportede electrolitos(92).

En el hígado,el receptorestáacopladoa dossistemasde transducción,por unaparte

estimulandola víade los fosfatidilinositolesy porotra inhibiendoel sistemaadenilato

ciclasa.

Los nucleótidospúricos, ATP y ADP, implicadosen procesosbiológicos tan

diversos como agregaciónplaquetaria,contracción muscular, función cardiacao

glucogenolisis,ejercen sus funciones a través de receptoresde membranay son

rápidamentedegradadospor ectonucleotidasas(159), En el hígadose unen a los

llamadosreceptoresdel tipo P2~ quetransducenla señala travésde la hidrólisisde los

fosfatidilinositoles(33,81,82),al igual que otras hormonasglucogenoliticascomo

vasopresinay angiotensinaII.

El análisisdereceptoresdevasopresina,GRPy angiotensinaII en hepatocitos

fetales y adultos demuestra que la cantidad de receptores por célula varía

apreciablementeduranteel desarrollo, aunquela afinidad es similar (tabla 5). En

hepatocitosadultosel ndmerode receptoresde ANO o VP es dos y tres vecesmayor

que en células fetales, pero lo contrario sucedecon receptoresde GRP (seis veces
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superioren el estadofetal) (figuras 18-20), Los resultadosobtenidosen cuantoa

movilizaciónde Ca2~y segundosmensajerosporVP y GRP,guardanparalelismocon

la abundanciarelativade receptoresen ambostipos de células, lo cual indica queel

ORPes una hormonacon papelpreponderanteen el estadofetal,

Sin embargo,el análisisdelos resultadosobtenidosconel receptorpurinérgico

resultamás complejo.La saturaciónde la curvapara ATP o para ADP/3S, agonista

másespecificodel receptorP
2.< (figuras21 y 22)> presentaenormesdiferenciasen la

cantidadde receptoresentrehepatocitosfetalesy adultos,resultandohastasieteveces

superioren estosúltimos. La afinidadessimilar en ambostiposde célulasy quedaen

el rangode la concentraciónde ATP requeridaparaobservarlos efectosmáximos en

la movilización de Ca
2~. A pesar de la diferencia en el número de receptores

purinérgicos,el aumentodeCa24citosólicoo la activacióndela glucógenofosforilasa

es equivalenteen hepatocitosfetalesy adultos,lo cual sugierequepresunilbíemente

la vía de transducciónestásiendoutilizadaa nivelesmáximosde actividad inclusoen

célulasfetales.

Otrosestudiosrealizadossobre receptorespurinérgicosincluyen modulación

heterólogay análisis de la especificidaddel receptor. La desensibilizaciónes un

mecanismofundamentalen la regulación de respuestascelulares ante estímulos

externos producidospor la propia hormona (desensibilizaciónhomóloga) o por

ligandos estructuralmentediferentes (heteréloga).En células de músculo liso los

receptoresde VP estánmoduladosde las dosmaneras(58); en estecaso,el tiempode

exposiciónal agonistaesun factordiferenciadorentreamboscomportamientos.La VP

producedesensibilizaciónheterólogade receptoresde bombesina(104) y de ATP (81)

en distintos tipos celulares.

Los experimentosde modulación heteróloga (tabla 6) realizadossobre el

receptorde ATP y ADPfiS con VP, GRP, ANO o EGF, no afectanal númerode

sitios de unión de su propio agonistaen hepatocitosfetales. Por el contrario, se ha

detectadoun incrementoen la unión del ADP/3Sa su receptoren hepatocitosadultos,
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másacusadocon ANO y EGF.

La especificidaddel receptor purinérgico P2~ frente a adenosina,Ap4A

(diadenosina tetrafosfato), GTPy AMP, no seve afectadaen célulasadultas(tabla 7).

Esto está de acuerdocon lo observadoen hígadoadulto por el grupo de De Wulf,

dondemuestran que adenosinay AMP se unen a receptoresacopladosa la vía

adenilatociclasadenominadosP1 (33). Sinembargo,en nuestrosistemade hepatocitos

fetales,adenosinay OTPproducenunanotabledisminuciónen la unión de ATP a su

receptor. Estos resultadosmuestranuna diferencia entre células fetales y adultas

respectoa la especificidaddel receptorP2~.

Los ésteresde forbol, a través de la activaciónde la proteínaquinasaC, su

receptorbiológico, son capacesde modular los efectos producidospor diversos

ligandos, por actuacióna distintos niveles de la vía de transducciónde señales

utilizada por éstos, Estudios realizadosen hepatocitossobre el receptorde EGF,

demuestranuna disminución de la unión de este factor de crecimientoa su receptor

por incubaciónprevia conésteresde forbol (55). Efectossimilaressehan observado

en fibroblastosdebidoa una disminuciónde la afinidad de] receptordeEGF de alta

afinidad, inducidapor su fosforilación por proteínaquinasaC (23).

En nuestro sistema de hepatocitos,la unión de VP, ATP o ADP/35 a sus

receptorescorrespondientesno se ve afectadapor los ésteresde forbol en los 30

primeros minutosde la incubaciónde las células.El efectoes distinto forzandolas

condicionesde tiempo y concentración(400 ng/ml PDBu durante3 horas) (tabla 8);

en este casoseproduceun aumentode tres vecesen la uniónde la VP a su receptor

en célulasadultas,resultandoasimismosignificativo, aunquemuchomenoren células

fetales.Resultadosdecaracterísticassimilaresseobtuvieronen el receptorde ADP/3S,

pero el de ATP no sevio afectado.Unainterpretacióndel incrementode la unión de

un ligando a su receptor tras incubación prolongadacon ésteresde forbol (en

condicionestalesque seproduceinactivaciónde la proteínaquinasaC), esel aumento

del número de receptoresen la membranaplasmática, para suplir el posible
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desacoplamientode la señalproducidopor el forbol.

Como conclusióndel análisis detalladodel procesode transducciónpuede

señalarsequealgunosagonistasutilizan la vía a su máximo nivel deestimulación.En

otros casos, el elemento limitante puede situarse en la abundancia relativa de

receptoresde membranafuncionalmenteactivos, el cual confiere características

diferencialesentre distintas hormonasasí comoentredistintasetapasdel desarrollo

celular.
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6. CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

1. Sehan estudiadotanto las fuentesimplicadasen las variacionesdecalcio

citosólicoen respuestaa agonistas,comola intensidaddela señalproducidarespecto

a unaestimulaciónmáximade la via de transducción.

a) El aumento de Ca24 citosólico tras estimulación con vasopresina,

bombesinao GRP, angiotensinaII y ATP procedede la movilizaciónde Ca24 del

retículoendoplásmicomediadapor inositol trisfosfatoy de unaentradadel exteriora

travésde canalesdela membranaplasmática.La respuestaescualitativamentesimilar

en hepatocitosfetales y adultos,pero cuantitativamenteresultan másimportantela

vasopresinaen el estadoadulto y el GRP en el fetal.

b) Las concentracionesde Ca24 intracelular alcanzadascon mastoparán,

fosfolipasa C de fosfatidilinositol exógenae hidroquinona,compuestosque actúan

específicamentesobredistintoselementosde la vta de transducción,son equivalentes

al Ca24 movilizado por ATP o angiotensina.Sin embargo> a diferencia de las

hormonas,la señalde calcio es sostenidaen el tiempo.La estimulaciónposteriorcon

otros agonistasproduceuna caídade la señal,

2. La generacióndeinositol 1,4,5-trisfosfatoprocedentede la hidrólisisde los

fosfatidilinositoles,concuerdacualitativamentecon la respuestade calcio observada.

Sinembargo,la cantidaddeinositol trisfosfatoproducidopormastoparány fosfolipasa

C es significativamentemayor que la obtenidatras estimulaciónhormonal, lo cual

sugiereun paso limitante para la liberación de calcio del retículo a nivel de los

receptoresde inositol trisfosfato queésteposee.

3. El DAG producidohastalas dos horasfue de mayorintensidady duración

con GRP en hepatocitosfetales, mientras que en los primeros minutos tras la

estimulaciónhormonal la vasopresinatuvo importantesefectos en ambostipos de

células.
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4. La actividad de la glucógenofosforilasa,alcanzalos máximosvalorescon

ATP y angiotensinaen los dos tipos de células estudiados,y de acuerdocon las

variaciones de Ca2~ citosólico observadas. Por el contrario, el efecto del GRPes doble

en hepatocitosfetalesque en adultos,resultandomás importantela activaciónpor

vasopresinaen éstosúltimos.

5. Se ha realizadoun estudiocomparativoen hepatocitosfetalesy adultosen

cuantoa la distribución subcelulary perfil isoenzimáticode la proteínaquinasaC.

a) la proteínaquinasaC seencuentramayoritariamenteen la fracciónsoluble

de la célula fetal, frente a una distribución equilibradaentre fracción soluble y

particuladaen la célula adulta.Estadiferenciaen función de las distintasetapasdel

desarrollo, puedeestar relacionadacon el aumentode actividad del enzimaen la

membranadel hepatocitofetal en presenciade hormonas,hechoqueno seproduceen

el estadoadulto.

b) los isoenzimasde proteína quinasaC expresadosen células adultas y

fetales analizadosa nivel de proteína y de la expresióndel RNA mensajero,no

presentandiferenciasen ningúncaso. Se ha comprobadola presenciade isoenzimas

correspondientesa la primerafamilia (a y fi), asícomola forma 6, perono seexpresa

la forma e.

6. Existen apreciablesdiferenciasen la modulacióny númerodereceptoresde

vasopresina,GRP,angiotensinaII, ATP y ADP/3S, en cuantoa los receptoresentre

si y entreel estadoadulto y el fetal, aunquelasafinidadesresultansimilares,

a) El númerode receptoresde vasopresinay angiotensinaen célulasadultas

es dos y tresvecessuperiorqueen fetales. Por el contrario, los receptoresde GRP

son seisvecesmásabundantesen el estadofetal. En todos los casosseobservaun

solo sitio de unión paraestashormonas.

1
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b) El númerode receptorespurinérgicosde ATP y ADP¡3S es entresietey

diez veces mayor en células adultas, presentandoel ATP dos sitios de unión de

diferente afinidad en estas células. La modulación por otras hormonas y la

especificidaddel receptorpurinérgicoP~ tambiénresultódiferente.

c) La incubación prolongadade las célulascon ésteresde forbol conducea

un aumentoen la unión de vasopresinay ADP¡3Sa susreceptores,comparativamente

mayoren hepatocitosadultos,mientrasque el de ATP no pareceserafectado.

7, El análisisdetalladodel mecanismodetransducciónde señalesextracelulares

de vasopresina,GRP, angiotensinay ATP revelaque el principal elementode control

del proceso es la abundanciarelativa del número de receptoresde membrana

funcionalmenleactivos, pudiéndosealcanzaren algunascondiciones,la saturaciónen

la movilización de calcio intracelular,
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