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1. INTRODUCCION



INTRODUCCION

La comunicacion celular y la transmisién de informacién del exterior al interior
de la célula constituyen dos aspectos fundamentales en el campo de Ia biologfa celular,
en ¢l que se han realizado importantes avances en la caracterizacién de los eventos

tempranos que siguen a la formacidn del complejo ligando-receptor,

La transduccidn de seiiales representa el grupo de procesos espec{ficamente
implicados ¢n ta internalizacidn de determinados estfmulos extracelulares para su
conversion en acciones intracelulares programadas, Para percibir tales estfmulos, las
células expresan receplores en su membrana, La naturaleza de la respuesta dependerd
de la expresidn de un tipo de receptor concreto dentro de la gran diversidad de

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

Sin embargo, la amplia varicdad de receplores contrasta con un inesperado bajo
nimero de diferentes vias de transduccidn de la seiial resultante de la formacidn del

complejo ligando-receplor a nivel de la membrana plasmdlica (46,63).

Un gran nimero de receptores de membrana se halla acoplado a protefnas de
la membrana plasmdtica (transductores), denominadas protefnas G por su capacidad
para unir GTP. Dichas prolefnas constituyen el nexo de unién con los sistemas
efectores responsables de la generacidn de segundos mensajeros. La produccidn o
destruccion de segundos mensajeros representa el segundo paso catalftico en este
proceso, siendo la activacién de las protefnas G por los receptores el primero. Ambos

pasos producen una amplificacién significativa de la sefial primaria,

Una vez generados, los mensajeros actian sobre sus protefnas diana
modificando su actividacd catalftica, lo cual se traduce en una serie de cambios en el

comportamiento celular, Frecuentemente, estas dianas iniracelulares son protefnas



multifuncionales que pueden actuar directa o indirectamente sobre otros enzimas

alterando procesos tales como la scerecién hormonal, metabolismo celular o expresién

génica,

. TIPOS DE RECEPTORES DE MEMBRANA

La mayorfa de los [actores extrinsecos implicados en la regulacién de funciones

celulares no son permeables a la membrana plasmdtica, Por ello, las células expresan

receptores de naturaleza  glicoproteica en su superficie a los cuales se unen

especfficamente los ligandos para transmitir su informacién,
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ESQUEMA 1, Tipos de receptores de membrana



Existe un gran ndmero de receplores que han sido clasificados por criterios
farmacoldgicos, estructurales y funcionales, Farmacoldgicamente los receptores se
diferencian de acuerdo con el tipo de ligandos que unen; pero para nuestros estudios
es mds conveniente una clasificacién estructural y funcional, Atendiendo a estos
criterios cabe destacar tres grandes grupos: asociados a protefnas G, canales idnicos
y los que poseen actividad catalftica intrfnseca. Dentro de cada grupo puede hacerse

una subclasificacién como se muestra en el esquema 1.
[.1. RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G,

3sle tipo de receptores transducen la sefial al citoplasma por interaccién directa
con prolefnas G ancladas en la membrana plasmdlica, y as{ denominadas por su
capacidad de unir GTP (53). A este grupo perlenecen el receptor de rodopsina, el 8-
adrenérgico y receptores de neuropéptidos como vasopresina o bombesina, entre olros
(146).

Una de las familias mejor caraclerizada cs la denominada 7N. El receplor
consta de siete segmentos hidrofdbicos transmembrana muy conservados y unidos
entre s{ por tres dominios externos y tres citoplasmdticos. El tercer dominio
citoplasmdiico y la parle carboxilo terminal son variables entre los miembros de esta
familia de receptores y son responsables de las interacciones espectficas con protefnas
G. Bl extremo amino terminal posee residuos glicosilados mientras que ¢l carboxilo
terminal posee sitios susceptibles de fosforilacidén por numerosas protefna quinasas
(161).

Cuando un agonista se une a su receptor se origina un cambio conformacional
que permite la activacién de las protefnas G. Esta se produce debido a un avmento de
afinidad por GTP, el cual se une a la subunidad « de la protefna G en sustitucidn del
GDP. El complejo ternario resultante es normalmente transitorio porque rdpidamente
la afinidad por el nucledtido de guanina (GTP) disminuye y se produce la disociacién.

La unién de un antagonista estabiliza la forma inactiva de las protefnas G (101).



1.2, CANALILES IONICOS

Se han identificado diversos receptores, con estructura andloga al grupo 7N,
que funcionan como canales idnicos activados por ligandos. Los cambios en las
concentraciones idnicas citoplasmdticas en las cuales estdn implicados tienen un papel
fundamental en la regulacidn del pH intracelular (antiportador Na*/H*) (5) o en la

activacién de enzimas dependientes de calcio, entre otros.

A este grupo pertenecen el receptor nicotfnico de acetilcolina y el receptor de
GABAa, que es un canal de cloro. También puede incluirse el receptor para 1P, del

retfeulo endopldsmico que funciona como un canal de Ca®* (156).
1.3, RECEPTORES CON ACTIVIDAD CATALITICA INTRINSECA

Muchos polipéptidos como factores de crecimiento, factores de diferenciacién
y hormonas medlian sus acciones pleiotrépicas por unidn y activacién de receptores
con actividad catalftica intrfnseca como actividad tirosina quinasa, tirosina fosfatasa

o guanilato ciclasa.

Los receplores con actividad tirosina quinasa constan de un largo dominio
extracelular glicosilado al que se une el ligando, una sola region hidrofGbica
transmembrana y un dominio citopldsmico que conlicne la actividad catalflica tirosina

quinasa intrinseca (60,140),

En funcién de algunas diferencias estructurales, principalmente en el dominio
extracelular, este grupo de receptores puede dividirse en tres subclases. La subclase
I, con dos secuencias ricas en cistefna en el dominio extracelular (EGFR, ¢-neu) (94);
subclase II, compuestos por estructuras heterotetraméricas unidas por puentes disulfuro
y con secuencias ricas en cistefna andlogas a la clase anterior (receptor de insulina,
IGF-1R) (41); subclase 11, con tres o cinco dominios repetidos de estructura similar
a las inmunoglobulinas (FGFR, PDGFR) (80).



La unién del ligando y la subsiguiente alteracién conformacional del dominio
extracelular inducen la oligomerizacién del receptor y la activacién de la funcién
catalftica quinasa. Esta actividad se produce tanto a nivel de fosforilacién de sustratos
exdgenos como del propio receptor, hecho fundamental en su actividad catalftica,
Como sustratos de potencial importancia bioldgica caben destacar la fosfolipasa Cey,
la fosfatidilinositol-3-quinasa, GAP (prolefna activadora de la actividad GTPasa de ras)
y raf. Una caracterfstica comiin de estos susiratos es la presencia de una regidn
denominada SH,, la cual reconoce a la secuencia fosfotirosina del receptor y es
susceptible de fostorilacién, Frecuentemente, estas protefnas poseen otra regidn, SH;,
implicada en la regulacién de las interacciones entre protefnas en la transduccién de
sefiales (129),

La reciente secuenciacion y aislamicento cle una prolefna tirosina fosfatasa de
linfocitos T y su homologla con secuencias citoplasméticas de CD45 y LAR, ha
llevado a la consideracién de un nuevo grupo de receptores con actividad tirosina
fosfatasa intrfnseca. La expresion de CD45 parece necesaria para la activacién de
céiulas T por antfgenos (132). El papel de LAR no es bien conocido, pero podrfa estar

implicado en inleracciones intercelulares,

2. BSTRUCTURA Y ACTIVACION DE PROTEINAS G

in todos los organismos eucaridticos la familia de las protefnas G,
heterotrfmeros con capacidad de unir e hidrolizar GTP, juega un papel esencial en la
(ransduccién de seiiales desde el complejo extracelular ligando-receptor a las protefnas

efectoras de la membrana plasmdtica (64,154).

Las prolefnas G estdn compuestas por tres subunidades distintas: o (39-46
kDa), 8 (37 kDa) y v (8 kDa). La subunidad « se considera normalmente para definir
cada tipo de protefna G, ya que constituyen una gran familia (esquema 2). Dicha

subunidad posee un tnico sitio de alta afinidad para nucledtidos de guanina (GDP o



GTP). La unidn de GDP confiere estabilidad al heterotrfmero permaneciendo en su

estado inactivo, mientras que el GTP, facilita la disociacién en la forma a-GTP y By.

El AlF;, junto con Mg?*, pueden interaccionar con Ja subunidad e y activarla de la

misma manera que lo hace el GTP (31,1).
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ESQUEMA 2. Clasificacién de las protefnas G en funcién de la subunidad o



Todas las subunidades o poseen actividad catalftica intrinseca para hidrolizar
el GTP produciendo GDP y fosfato. En algunos casos también tienen residuos
especfficos que pueden ser covalentemente modificados por toxinas bacterianas
mediante la transferencia de un residuo de ADP-ribosa, bloqueando su capacidad para
responder a otros estimulos. La toxina colérica activa constitutivamente estas protefnas
por inhibicién de su actividad GTPasa, mientras que la toxina pertdsica previene su

activacidn al impedir la unién de GTP (53,139).

L.os mecanismos moleculares de las interacciones entre protefnas G y sus
efcctores estdn muy poco establecidos. Sin embargo, se conocen numerosos gjemplos
de enzimas repulados por la subunidad o unida a GTP, entre los que se incluyen la
adenilato ciclasa, varias fosfolipasas, (PLC, PLA,), fosfodiesterasa dependiente de
cGMP, transportadores de Mg?* y probablemente glucosa y canales idnicos de K™ y
Na™,

1l papel del dimero 8y habfa sido asociado hasta ahora con su capacidad para
unir ¢l trfmero a la membrana plasmdtica a través de la subunidad v, pero actualmente
también se le alribuyen funciones reguladoras como en la adenilato ciclasa (153) o en
la estimulacién de la PLCA (27,29).

3. ENZIMAS EFECTORES DE LA MEMBRANA PLASMATICA

Los efeclores son los enzimas responsables de la generacidn de segundos
mensajeros intracelulares (esquema 3). En su mayorfa se encuentran acoplados a
protefnas G, aunque en ¢l caso de los receptores con actividad tirosina quinasa

intrmseca reciben la sefial directamente desde el receptor (110).

Entre los diversos efectores que comparten un mecanismo de activacién comiin
a través de protefnas G se incluyen: adenilato ciclasa (AC), fosfodieslerasa

dependiente de cGMP y un gran nimero de fosfolipasas entre las que se cuentan



PLA,, PLD, PLC especffica de fosfatidilinositol (PI-PLC) y PLC espectfica de
fosfatidilcolina (PC-PLC),

El hecho de que frecuentemente un mismo agonista active varios efectores en
un tipo concreto de célula, sugiere una interconexidn entre ellos, La interaccion entre
dos elementos distintos puede darse a nivel de modulacién de un efector sobre otro o

en la interconversidn de mensajeros de distintas vias (128),
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ESQUEMA 3. Transduccidn de seiiales extacelulares a través de distintos sistemas efectores

3.1. ADENILATO CICLASA

La adenilato ciclasa (AC) es una glicoprotefna intrfnseca de la membrana
plasmitica de Ja que actvalmente se conocen cuatro isoformas distintas (108).
Estructuralmente es similar a canales de Ca** y K*, con doce segmentos hidrofébicos



transmembrana en a-hélice. La AC calaliza la formacidn de un segundo mensajero,
AMPc, procedente de la hidrélisis de ATP (42). El AMPc activa un enzima citosélico,
la prolefna quinasa A, que fosforila varios enzimas implicados en la regulacién del

metabolismo celular,

Se han encontrado varias protefnas G que regulan la actividad de la AC
dependiendo del tejido y del tipo de receptor al que éstas se encuentren acopladas, La
denominada G, media el efecto de receptores B-adrenérgicos y glucagdn, activa la AC
y ¢s sensible a la toxina colérica (146); otra G, distinta, pero de caracterfsticas muy
similares a la anterior en cuanto a activacién, se encuentra en los cilios olfatorios. Sin
embargo, la protefna inhibidora de AC, G, estd acoplada al receptor adrenérgico o,

y es sensible a la toxina pertdsica (166).

3.2. FOSFOLIPASA C DE FOSFATIDILINOSITOL

Los fosfoinosftidos constituyen aproximadamente el 1% de los glicerol{pidos
de la membrana plasmdtica celular. La hicdrélisis del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
por una fosfolipasa C espectfica de fosfatidilinositoles (PI-PLC) emergié como una
nueva via de transduccion de sefiales para agonistas movilizadores de Ca®* desde su
descubrimiento a principios de los afios ochenta por el grupo de Berridge (8). La
importancia de este hecho radica en la produccidn de dos segundos mensajeros, el
diacilglicerol (DAG) y el inositol 1,4,5-trisfosfato (IPy), que parlicipan en la
regulacién de numerosos enzimas implicados en el metabolismo, diferenciacién y

proliferacién celular (11,115,117).

Hasta ahora, han sido identificados al menos 16 isoenzimas de PI-PLC
clasificados en tres familias, denominadas «, 8y 7, procedentes de distintos CDNAs
(148). Todos los miembros comparien dos dominios conservados implicados en la
accién catalftica. Las regiones variables confieren probablemente propiedades

regulacoras individuales (137).




La regulacién de las PI-PLC todavfa no es bien conocida en la mayorfa de los
casos. Sin embargo se sabe que la PLCS, se activa por protefnas G (G,) insensibles
a la toxina pertidsica (155), pero recientemente se ha comprobado la activacién de
PLCB, por dfmeros v sensibles a dicha toxina (93). Por el contrario, la PLCy, es
activada por fosforilacidn en residuos de tirosina en el caso del receptor de EGF, a
través del propio receptor o como consecuencia de quinasas citoplasmdticas

previamente fosforiladas por éste (165).
3.3, FOSFOLIPASA C DE FOSFATIDILCOLINA Y FOSFOLIPASA D

La fosfatidilcolina es el fosfolfpido mds abundante de 1a membrana plasmadtica
celular de tos mamfferos, constituyendo un 50% del total. En 1985, el grupo de Exton
proporciond la primera informacién sobre la estimulacién de su hidrdlisis por
hormonas (15), Los estudios preliminares se desarrollaron al comprobar la
acumulacion de DAG de distinta composicién que el procedente de la hidrdlisis de los

fosfatidilinositoles.

La hidrélisis del enlace fosfodiéster puede producirse por dos tipos de
fosfolipasas, PLC y PLD, que rinden DAG y fosfocolina, o dcido fosfatfdico y colina,
respectivamente. La interconversidn por accidn enzimdtica de los derivados lipfdicos
generados dificuita la asignacidn de la participacidn de PLC o PLD en un proceso
determinado (141). En cuanto a su localizacién dentro del sistema de transduccidn de
sefiales, con el uso de andlogos no hidrolizables de GTP, se considera probable el
acoplamiento al receptor a través de protefnas G, sensibles a la toxina pertdsica, como
el receptor purinérgico o insensibles como el receptor de vasopresina en hepatocitos
(16,51).

Todavfa no se tiene mucha informacién sobre el mecanismo de activacion de
la PLC, aunque se tienen datos distintos segin el tipo de célula y agonista. Ast, una
activacién directa se producirfa con las citoquinas, mientras que en Ja mayorfa de los

casos (vasopresina, bombesina, epinefrina) estarfa mediada por la activacién de la PI-
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PLC o PLD (12).

La PLD fue detectada por primera vez en mamfferos en 1975, y aunque se
conoce la existencia de varias isoformas ninguna de eflas ha sido clonada ni purificada
a homogeneidad hasta ahora. Se encuentra en la fraceidn particulada de varias células,
pero se ha localizado también una forma citosdlica en tejidos bovinos. La
fosfatidilcolina es ¢l sustrato preferido de la PLD, pero en ciertas condiciones también

puede degradar fosfatidilinositol y fosfatidiletanolamina (4),

Sobre Ja activacidn de la PLD se tienen mds datos que en el caso de la PLC,
pero son igualmente variados segtin el sistema estudiado (87). Por ejemplo en
hepatocitos requicre Ca?*, pero presentan considerable actividad a concentraciones
menores de 1 uM, Numerosos experimentos consiatan la activacidn de la fosfolipasa
D por ésteres de forbol, lo cual sugiere un importante papel de regulacién para la

protefna quinasa C (68,70).
3.4, FOSFOLIPASA A; Y ESFINGOMIELINASA

La fosfolipasa A, (PLA;) hidroliza fosfolfpidos como fosfatidilinositol,
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina liberando dcido araquidénico y los respectivos
lisofosfolfpidos; ambas especies intervienen en multitud de procesos de sefializacidn
intracelular, Recienlemente, se ha visto que su secuencia contiene un dominio de unién
de Ca y fosfolfpidos homdlogo al C, de los isoenzimas o, 8 y vy de protefna quinasa
C; pero, contrariamente a lo que podrfa pensarse, la PLA no depende de Ca* o
pratefna quinasa C para su activacién (45), Sin embargo, se ha comprobado la

implicacidn de protefnas G en su acoplamiento a receplores,

Otro enzima que hidroliza fosfolfpidos de membrana es la esfingomielinasa,
que a partir de estingomielina produce fosfocolina y ceramida, La ceramida se incluye
actualmente como mensajero, ya que las especies derivadas de su metabolismo afectan

a la actividad de protefna quinasas (protefna quinasa C) y proteina fosfatasas (47).
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4, SEGUNDOS MENSAJEROS DERIVADOS DE FOSFOLIPIDOS

Estd comtnmente aceptado que el término "segundo mensajero” implica su
accién sobre protefnas diana intracetulares especfficas. La generacién y destruccidn
de segundos mensajeros debe estar finamente regulada, ya que de ello dependen

multiples cambios en ¢l metabolismo celular.

4.1, METABOLITOS DERIVADQOS DE LA FOSFATIDILCOLINA.

La fosfatidileolina (PC) es un fosfolipido que, en la mayorfa de las células de
mamfferos, consiste en I,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina. Los residuos que esterifican
tos carbonos son normalmente dcidos grasos saturados (mirfstico) en el C, e
insaturados (oleico y linoleico) en el C,, Sin embargo en células de origen mieloide
¢s muy abundante ¢l deido araquiddnico, Dependiendo del tipo de fosfodiesterasa que
aclie sobre la PC pueden generarse una gran variedad de derivados lipfdicos, como

diacilglicerol, o moléculas con ¢colina (12) (esquema 4),

FOSFATIDILCOLINA

PLA
2 liso fosfatidileoling |

de. araquiddnico

coling

\\\_—/

ESQUEMA 4, Metabolismo de la fosfatidilcolina
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La PLD participa en el proceso conocido como transfosfatidilacién, consistente
en la transferencia de parte de la molécula de PC (el 4cido fosfatfdico) a nucledsidos,
fosfatidilinositoles y otras protefnas (12,70); estas nuevas especies podrfan actuar como
potenciales segundos mensajeros en el proceso de transmisién de sefiales

intracclulares.

La PLD genera colina y dcido fosfatidico (PA), el cual mediante el enzima
fosfatidato fosfohidrolasa se transforma en DAG (22,112). Sin embargo, es probable
que el PA tenga otras funciones como segundo mensajero y en ¢l metabolismo celular,
Algunos estudios muestran que el PA promueve la entrada de Ca?* en las células o
lo moviliza de reservorios intracelulares, También se ha visto que inhibe la adenilato
ciclasa, estimula la hidrdlisis del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato y se le asocia con
procesos de secrecion (91). Como muchas hormonas y factores de crecimiento
producen fa hidrdlisis de PC, la transformacidn de células por ciertos oncogenes se
ha relacionado con este hecho, En hepatocilos, vasopresina, bombesina, ATP y EGF
producen gran acumulacidn de dcido fosfatfdico mediada por PLD asociada a protefnas
G (16).

Hasta ¢l momento no se ha encontrado ningin papel a la colina en la
transmision de sefales, pero sl se conoce un acoplamiento entre la hidrdlisis de PC

y la sftesis de acetileolina en ¢l cerebro, donde la PLD es muy abundante,

Otra vfa en el metabolismo de la PC es la hidrélisis por PLC, dando origen a
fosfocolina y DAG. El papel fundamental del DAG (de distinta composicidn que el
procedente de los fosfatidilinositoles) es la activacién de la protefna quinasa C,
aunque también puede afectar a olros enzimas como diacilglicerol quinasa,
citidiliransferasa y PLD (13,117). La principal caracterfstica del DAG sobre la
protefna quinasa C es su activacién a largo plazo. La generacién sostenida de DAG

podrfa jugar un papel fundamental en procesos de proliferacidn (164),
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4.2. METABOLITOS DERIVADOS DE FOSFATIDILINOSITOL

Los fosfoinos(tidos son un pequeiio grupo de fosfolfpidos de membrana, cuyo
grupo mio-inositol puede ser fosforilado en multiples sitios. Constituyen un
componenie minoritario, alrededor del 8%, en la mayorfa de las células eucaridticas
en las que se presentan tres especies mds abundantes: fosfatidilinositol,
fosfatidilinositol 4-monofosfato y fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato. Estas formas son

interconvertibles in vive por la accién de quinasas y fosfatasas especfficas (11,85).

o dcido, o
____cop-diacilglicerol . fosfatidico monoglicé ridos
| deido
LIGANDO v DAG araquidonica
RECEPTOR| ™ 4 .

) PKC
e PTD In§ e PTD, 4 P e [PTDAE B, lGPtL-C._. *

cat
| ottt oo

/ Ins 14F, .._____I I_, [ns 1.345F

e Inositl e Ins 4P
\mssA P, a5 1,34

ESQUEMA 5. Proceso de sefializacion a través de la hidrélisis de fosfatidilinositoles
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Como la mayorfa de los glicerofosfoltpidos, los fosfoinosftidos constan de un
esqueleto  de sn-12-diacilglicerol, esterificado por un 4eido graso saturado
(normalmente estedrico) en la posicidn 1 e insaturado (araquidénico) en la posicién 2,

El resto mio-inositol se une en la posicién 3 por un enlace éster (136).

Ln respuesta a diversos estfmulos, como neurotransmisores, hormonas o
factores de crecimiento, se produce la hidrdlisis de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato por
una fosfolipasa C especftica de fosfatidilinositol (PI-PLC), La importancia de este
hecho radica en la generacidn de dos segundos mensajeros, diacilglicerol (DAG) e
inositot 1,4,5-trisfosfato (1), y precursores de mensajeros, con acciones de especial

trascendencia en el funcionamiento celufar (esquema 5),

i 1Py tiberado en el citoplasma moviliza Ca?* de reservorios internos, mientras
¢l DAG activa la proteina quinasa C, Este sistema mensajero de dos vias opera
durante todo el cielo vital de una célula, empezando con la gametogénesis,
fertilizacidn, proliferacidn y desarrollo temprano y continuando con la diferenciacidn
para llevar a cabo funciones de control muy precisas en una gran cantidad de células

especializadas en ¢l mundo cucaridtico. (9,115).

4.2. 1. Inositolfoslatos.

El 1P, generado direclamente por la PI-PLC puede seguir dos rutas
metabdlicas. Ein la primera, participan fosfalasas especfficas que dan lugar a inositol
{,3-P,, inositol 1-P y finalmente inositol (6,10). En la segunda ruta se genera inositol
1,3,4,5-P,, que a su vez por la accidn de fosfatasas produce inositol, o por la accién

de quinasas se convierte en inositol 1,3,4,6-B,, inositol 1,3,4,5,6-P; e inositol-Pg.

Recientemente se estd investigando el papel de 1Py e IP; en la transmisién de
sefiales intracelulares a corto plazo, pero los resultados no demuestran ninguna
funcién. La sfntesis de novo de estos compuestos es muy lenta (varios dfas hasta
alcanzar ¢l equilibrio) y se sugicre una funcién pasiva como reservorios de inositol y/o

de fosfato (119).
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El papel fundamental de IPy € 1Py, demostrado por el grupo de Berridge en
1982, es la elevacion de Ca’* citosdlico (147). Este efecto se produce por la unidn de
IP; a receptores especfficos de depésitos intracelulares de calcio, clonados
recientemente. Pero en su mecanismo de accidn también parece estar implicada una

estimulacion de 1a entrada de Ca** extracelular.

Los receptores  intracelulares de 1P, comparten numerosas analogfas
estructurales y funcionales con los receptores de rianodine. El rianodine es un
alcaloide que produce clevacidn del Ca* citosélico mediante Ia unién a receptores
localizados en reservorios intracelulares de caleio, principalmente en tejido muscular

esquelético y cardiaco (2).

Tanto ¢l receptor de 1Py como ¢l de rianodine son estructuras homotetraméricas
dispuestas formando un poro central, posiblemente el canat de Ca®*, Constan de los
tfpicos dominios transmembrana en la regidn carboxilo terminal, cuatro de los cuales
s¢ combinan para formar ¢l canal. El largo dominio amino terminal queda libre en el
citoplasma con ¢l sitio de unidn de [Py en su extremo, muy alejado del canal de salida
de Ca*t (152). Bn la zona intermedia del receptor se localizan sitios que modulan los
efectos de 1P, La losforilacién por la protefna quinasa A de dos residuos de serina
desacopla la unién de 1P, La unidn de nucledtidos de adenina, como ATP, puede
tener electos estimulatorios o inhibitorios dependiendo de la concentracién de ligando.
Asimismo, ¢l propio Ca** también modula la apertura del canal, pero los sitios de

unidn todavfa no han sido identificados (156).

Segiin el tejido considerado, y como resultado de distintos acoplamientos entre
los receptores intracelulares y canales de calcio extracelulares, se han encontrado
varios modelos cn ¢of control de la liberacidn de Ca®t. En el mdsculo esquelético el
receptor de dihidropiridina dependiente de vollaje controla la apertura del receptor de
rianodine del retfculo sarcopldsmico. En el mdsculo cardiaco, la entrada de una
pequedta cantidad de Ca?* a través de canales dependientes de voltaje activa el receptor

de rianodine (156). Sin embargo, en ¢l caso de la generacidn de IPy a través de
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receptores de membrana acoplados a prolefnas G, es este segundo mensajero el que,
medianie su unidn a receplores de depésitos intracelulares, estimularfa la entrada de
Ca?* desde el exterior de la célula (74).

Un modelo propuesto en la regulacidn de la entrada de Ca** desde el exterior
de la célula también implica al inositol 1,3,4,5-P; (69). Segiin estudios realizados por
el grupo de Irvine, ¢l control de la entrada de Ca?* estarfa regulada indirectamente por
la capacidad de 1Py de liberar Ca** del retfculo endopldsmico, La accién de IR,
requicre la presencia simultdnea de IPy, lo cual sugiere que 1P, podrfa regular la
transferencia de calcio entre dos reservorios distintos: uno sobre el que directamente
actda ¢l [Py y otro que servirfa para rellenar el anterior cuando se produjera la

liberacidn de calcio en respuesta a un estfmulo (75).

4,2.2. Diacilglicerol

El diacilglicerol (DAG), conocido desde hace tiempo como un intermediario
de la sfntesis y degradacién de glicerolipidos, es ademds un segundo mensajero
activador de la protema quinasa C, reconocido por primera vez por Nishizuka (115).
El sn-1,2-DAG aumenta la afinidad de la prolefna quinasa C por Cal* y
fosfatidilserina, causando la aclivacién del enzima con niveles de Ca?* basales. Sin
embargo, dicha activacién a concentraciones subéptimas de DAG, puede ser

incrementada por elevaciones fisioldgicas de Ca** intracelular (30),

A diferencia del DAG procedente de la fosfatidilcolina, el sn-1,2-DAG de los
fosfatidilinositoles de membrana se¢ halla esterificado mayoritariamente por dcido
estedrico y deido araquiddnico en las posiciones | y 2, respectivamente, Se han
realizado numerosos estudios sobre Jas caracterfsticas estructurales del DAG necesarias
para activar a la protefna quinasa C (107). De ellos se deduce que es fundamental el
grupo hidroxilo en la posicién 3 y el grupo éster en la posicién 1, para presentar

actividad. Tampoco son activos diacilgliceroles sustituidos en 1,3 6 2,3.

El DAG que forma parte de la molécula de los fosfatidilinositoles es producido
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a liempos muy corlos, en los primeros segundos tras la estimulacién de los agonistas.
También su degradacidn es muy rdpida, asf como sus efectos sobre translocacidn y

activacidn de la protefna quinasa C (6,136),

5. SENALLES DI CALCIO

La importancia del calcio para el normal funcionamiento y supervivencia de
fa célula animal es conocida desde hace mds de un siglo. Actualmente, se conoce una
amplia variedad de funciones en las que interviene el calcio. Entre ellas cabe destacar:
funciones estructurales (citoesqueleto), cofaclor de protefnas (protefna quinasa C,
PLA,, calpamas), regulacion de procesos intracelulares (regulacién hormonal,

metabolismo gluefdico y lipfdico), transmisidn del impulso eléetrico,
5.1. HOMEOSTASIS DEL CALCIO

La mayorfa del calcio en los vertebrados estd inmovilizado en el esqueleto en
forma de hidroxiapatito, y solo alrededor del 1% se encuentra en fluidos intra y
extracelulares, donde se alcanzan concentraciones aproximadas de },6 mM (en
hepatacitos) y 3 mM respectivamente. La concentracidn de Ca** libre en condiciones
basales en el citosol de la céluia hepdtica se mantiene entre 0,1 y 0,2 uM. Como
consccuencia, entre ¢l exterior y el interior celular, hay una diferencia en la
concentracién de Ca** de cuatro dérdenes de magnitud, que se mantiene gracias a

distintos sistemas de control (28).

Los sistemas que mantienen la homeostasis del calcio estdn principatmente
localizados a cuatro niveles: membrana plasmdtica, retfculo endopldsmico, mitocondria
y niicleo. Los dos primeros juegan el papel fundamental en las variaciones de Ca*
citosdlico en respuesta a estfmulos extracelulares. I.a regulacién de calcio por el
nticleo no estd bien establecida, pero se supone un sistema de captacién asociado a los

poros de su membrana y un sistema de salida de calcio dependiente de 1Py (114),
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5.2, ELEMENTOS REGULADORES DE LA CONCENTRACION
INTRACELULAR DE CALCIO

El nivel de Ca®* citosslico estd regulado por multiples canales, bombas e
intercambiadores localizados en la membrana plasmdltica o en depdsitos intracelulares.

La presencia de estos sistemas depende del tipo de célula considerado.

Los canales de Ca?* de la membrana plasmdtica permiten la entrada de dicho
ion y pueden ser dependientes de voltaje, operados a través de segundos mensajeros
y asociados a receplor (59,78). La salida de Ca®*, contra gradiente, se produce por
medio de una bomba de Ca’* con actividad ATPasa, y de un intercambiador
Nat/Ca?*. Estudios en los dllimos afios han permitido la caracterizacién de dos
reservorios intracelulares implicados en las variaciones de Ca®* citosélico tras la
estimulacion celular; uno de cllos, el retfeule endopldsmico, es sensible a 1Py, y posee
ademids una bomba de Ca** dependiente de ATP para rellenar el retfculo tras su

vaciado (185).

En hepatocitos, como en otros tipos de células, las hormonas movilizadoras de
Ca’* producen variaciones en la concentracién intracelular de Ca** por mecanismos
de entrada y salida a través de la membrana plasmdtica y por la liberacion de
depdsitos intracelulares dependientes de [Py (62,134). Las distintas etapas de estas
variaciones han sido ampliamente estudiadas, pero por su complejidad se han

propuesto diferentes modelos para su interpretacion.,

Estudios recientes en poblaciones de hepatocitos proponen un doble papel para
1P, en el aumento de Ca?* citosdlico. Por una parte, la liberacién de Ca** del retfculo
endopldsmico por unién directa a su receptor especffico, El olro componente es una
entrada de Ca?* del exterior condicionada por el contenido de Ca?* del retfculo, Otra
tercera via de entrada de Ca®* desde el exterior depende de la ocupacidn del receptor
por el agonista y parece requerir un segundo mensajero (inositolfosfatos) para su

aclivacién (96). Tras ¢l aumento répido y lransitorio del nivel de Ca** citosélico, la
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cafda de la sefial se debe a una salida de Ca’* de la célula regulada por la propia

hormona (102),

A diferencia de lo que se aprecia en poblaciones celulares, el estudio de las
variaciones de calcio sobre una sola célula ha puesto de manifiesto Ia existencia de
oscilaciones en la seifal de calcio tras un vnico estfmulo (79,105). Las técnicas
fluorescentes introducidas por Tsien, han supuesto un avance espectacular en la

caracterizacidn del patrén espacio-temporal de las variaciones de calcio (57).

Las oscilaciones de calcio en una célula aislada mediadas por la generacién de
18y, pueden explicarse sepidn el modelo conocido como liberacién de Ca?* inducida
por Ca** (CICR). Scpin este modelo, una de las funciones del estfmulo externo es
promover la entrada de Ca® del exterior, frecuentemente mediada por 1P,, para llenar
los depdsitos intracelulares de Ca?*, Es el propio Ca?* el responsable de su liberacién
de reservorios sensibles a IPy, en la siguiente etapa. Bl Ca** funciona como un
sepundo mensajero que propaga la sefial a los reservorios vecinos. Finalmente, el Ca*
es transportado al exterior de la céluta por bombas, como control negativo, quedando

preparada [a célula para empezar un nuevo ciclo.

6. PROTEINA QUINASA C: ENZIMA ACTIVADO POR SEGUNDOS
MENSAJEROS

La protefna quinasa C comprende una familia de serina y treonina quinasas
especfficas que han sido identificadas funcionalmente por propiedades enziméticas,
como unidn a ésteres de forbol o actividad catalftica dependiente de fosfol(pidos, o por

caraclerfsticas estructurales comunes (117,127).

La actividad enzimdtica de la protefna quinasa C fue inicialmente identificada
en cerebro de rata por ¢l grupo de Nishizuka como un nuevo tipo de serina/treonina

protefna quinasa citopldsmica que podfa ser activada proteolfticamente (150,151). Sin
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embargo, poco después se vio que el enzima podfa ser reversiblemente activado i
viero por DAG en presencia de fosfolfpidos dcidos como fosfatidilserina. Esta
observacion proporciond la primera posible relacién entre la hidrdlisis de

fosfatidilinositoles mediada por receplor y la fosforilacién de protefnas (115).

Los efectos activadores del DAG pueden ser reproducidos por los ésteres de
forbol, conocidos promotores wmorales, lo cual sugiere un papel de la protefna
quinasa C en el proceso neopldsico (30).

Las implicaciones fisioldgicas de la protefna quinasa C como respuesta a un
estfmulo celular son muchas y muy variadas. El enzima participa en la regulacién de
numerosas funciones que incluyen desde transmisidn sindptica, transporte a través de
membrana, modulacion de canales idnicos, contraccién muscular y secrecidn, hasta

procesos a largo plazo como proliferacidn y diferenciacién celular (77,115).
6.1, CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

La unién de dsteres de forbol al enzima y la activacion de la actividad quinasa
de la protefna quinasa C por estos compuestos, se ha empleado para purificar
polipéptidos de protefna quinasa C de un gran nimero de tejidos, Basdndose en la
secuencia de péptidos de protefnas purificadas a homogeneidad, se han aislado muchos

clones de ¢DNA que codifican por protefna quinasa C (126,122) (esquema 6).

6.1.1, Distribucién isoenzimdtica

Segiin su organizacién estructural pueden considerarse dos grandes grupos en
la familia de isoenzimas de protefna quinasa C: el grupo A que comprende «, I, SII
y v (117), que son dependicentes de Ca?*, y el grupo B que comprende 5, ¢ Cyn
(95). Recientemente, se han aistado dos subespecies mds, 0 y A, pero todavia no se

conocen sus requerimientos de activacion.
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BESQUEMA 6. Clasificacién isoenzimdtica de la prolefna quinasa C
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En cuanto a su distribucién, todos los isoenzimas se encuentran presentes en
casi todos los tejidos del organismo, excepto v que es exclusivo de sistema nervioso
central y y muy abundante en piel y pulmdn (117). Esta expresién diferencial podrfa
estar relacionada con la funcidn de distintos isoenzimas en distintos tipos de células:
asf, el isoenzima «, distribuido en todos los tejidos, podrfa estar implicado en
funciones generales, mientras otros mayoritarios en un tejido, podrfan tener papeles

mids especificos.

6.1.2. Estructura molecular

La comparacién de la secuencia de aminodcidos, segiin estudios de los cDNAs,
muestra un alto grado de homologfa entre distintos isoenzimas de protefna quinasa C,
aunque no todos presentan cada una de las regiones que se describen a continuacion.
Lxisten cuatro regiones muy conservadas, C,-Cy, separadas por cinco regiones de
homologfa variable, V|-V,, La regién V, se encuentra entre el dominio regulador (N
terminal) y el catalitico (C terminal) (39,130).

Fin el extremo del dominio N terminal se encuentra una secuencia denominada
pscudosustrato, por la analogfa estructural que presenta con [os verdaderos sustratos
fisiolégicos de la protefa quinasa C a los que impide el acceso cuando el enzima
presenta una conformacién inactiva (131). La unidn de activadores en el dominio
regulador supone el cambio conformacional que deja libre el sitio catalftico,

permitiendo la entrada del sustrato y su consiguiente fosforilacién (19,120).

Dentro del dominio regulador se incluye la regién Cy, cuyos residuos de
cistefna forman una estructura similar a los llamados dedos de zinc (125); esta
conformacién se considera esencial para la unidn de los ésteres de forbol y
andlogamente para el DAG, hecho relacionado con las interacciones protefna quinasa
C-membrana, La secuencia de Ja regién C, es similar a la de muchas otras protefnas

y podrfa estar implicada en la activacion dependiente de Ca®* de la protefna quinasa

C (72).
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El dominio carboxilo terminal contiene las regiones C; y C, esenciales para la
actividad catalitica, ya que concretamente en C, se ha localizado el sitio de unidn del
ATP (60).

6.2. MECANISMOS DE ACTIVACION

6.2.1. Hidrdlisis de fosfollpidos

El primer mecanismo conocido para la activacién de la protelna quinasa C fue
la hidrdlisis de los fosfatidilinositoles, descubierto por el grupo de Nishizuka a
principios de la década de los ochenta. Desde entonces, numerosos estudios han puesto

de manifiesto la participacidn de otras vias en este proceso (8).

La protema quinasa C fue inicialmente considerada como un enzima
dependiente de Ca*™ y fosfol(pidos para su activacién (80). Sin embargo, aunque todos
los isoenzimas requieren fosfolfpidos y DAG, las necesidades de Ca** son muy
diferentes entre los miembros de distintas familias, El Ca?* aumenta la afinidad del
enzima por los fosfolfpidos y algunos autores le consideran el componente fundamental
en la interaccidn de la protefna quinasa C con las membranas (6). Este aspecto podrfa
tener consecuencias fisioldgicas importantes en cuanto a una activacidn selectiva de

isoformas dependientes o no de calcio.

El DAG, concretamente el s1-1,2-DAG necesario para la activacion de protefna
quinasa C, puede tener distinto origen. En respuesta a agonistas, el DAG producido
inicialmente procede de la hidrélisis del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato, que también
genera IP,, y es rdpidamente metabolizado en los primeros minutos tras la
estimulacién (10,115). En una segunda fase més tardfa, la formacién de DAG es el
resultado de la hidrélisis de la fosfatidilcolina por la activacién de una PC-PLC
especffica (3,13,112), Sin embargo, diversos estudios proponen a la PLD como otro
enzima cuya accién sobre fosfatidilcolina genera dcido fosfatfdico, que como sustrato

de la fosfalidato fosfohidrolasa produce a su vez DAG (16).
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Ademds, la protefna quinasa C puede ser activada por 4dcidos grasos cis-
insaturados como oleico, linoleico o araquiddnico, que pueden proceder de fosfolfpidos
de membrana por la accion de {osfolipasa A,, o acceder a la célula desde el exterior
(44).

6.2.2. Aclivacién proteolitica y "down-regulation”

[a protefna quinasa C fue originalmente detectada como un enzima
proteolfticamente activado por la accidén de calpafnas (150). De hecho, la proteolisis
limitada genera un fragmento catalflica mente activo en ausencia de Ca** y
fosfolfpidos, denominado protefna quinasa M (86,113), La protefna quinasa M
presenta distintas caracter{sticas en cuanto a especificidad de sustrato e inhibicién (76),
y aunque su papel fisioldgico no estd bien establecido, podria constituir un modo de

activacidn persistente de la protefna quinasa C (103).

Estudios desarrollados por el grupo de Castagna, pusieron de manifiesto la
activacién de la protefna quinasa C por los ésteres de forbol, de los cuales se le
considera el principal receptor biolégico. El parecido estructural de estos agentes
tumorales con ¢l DAG, hace que le sustituyan como activador de la quinasa tanto in
vivo como in vitro (30,115), pero su accidn es mds potente y prolongada. Ademds,
s6lo los isémeros 8 de los forboles activan la protefna quinasa C, mientras que los «

no presentan efecto.

Los ésteres de forbol producen la translocacidn de la protefna quinasa C a la
membrana con su consiguiente activacidn, pero en determinadas condiciones de tiempo
y concentracién producen ¢l fendmeno conocido como “down-regulation”, o
desaparicién del enzima de la membrana con la consiguiente pérdida de actividad
(113,169). Actualmente se¢ ha comprobado que no todos los isoenzimas de protefna
quinasa C responden de la misma manera al tratamiento con ésteres de forbol, ya que

por gjemplo la isoforma { no parcce ser afectada (121,167).
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6.3. IMPLICACIONES FISIOLOGICAS. MODULACION DE LAS VIAS DE
SENALIZACION

La protefna quinasa C no puede ser solamente considerada como uno de los
pasos bioqufmicos en el proceso de transduccidn de sefiales (estfmulo-efecto), ya que
juega un papel fundamental en la modulacién de los elementos de las vfas de

sefializacidn,

La fosforilacidn de protefnas es uno de los principales mecanismos reguladores
que tienen fugar en las células eucaridticas. Aunque en un principio las protefnas
citosdlicas fueron las (nicas reconocidas como sustratos de fosforilacién, los
conocimientos actuales demuestran la importancia fisiolégica de la fosforilacién de
protefnas de membrana., Entre estas dltimas se incluyen receptores, protefnas G y
efectores, perienecientes a cualquiera de las vlas de transduccidn de seiiales (142).

El uso de los ésteres de forbol como activadores de la protefna quinasa C ha
sido de gran ayuda a la hora de establecer las posibles implicaciones de la quinasa en
tos procesos de modulacién, aunque resulta complicado debido a la multiplicidad de
los efectos y la variabilidad celular (30). En el sistema de los fosfatidilinositoles, la
activacidn de la protefna quinasa C por ésteres de forbol conduce a un bloqueo de las
acciones mediadas por el receptor o-adrenérgico debido a su fosforilacién (51);
asimismo, en el receptor muscarfnico de acetileolina se produce un aumento de la
internalizacién y degradacién, Otros sustratos de la protefha quinasa C son fas
protefnas G, (24) y probablemnte el receptor de IP; del retfeulo endopldsmico.

En la vfa de transduccién acoplada al enzima adenilato ciclasa, el tratamiento
con ésteres de forbol afecta a varios niveles, El receptor B-adrenérgico es
desensibilizado por fosforilacién en eritrocitos de ave; sin embargo, en macréfagos o
eritrocitos de anfibio se produce estimulacidn de la adenilato ciclasa mediada por la
fosforilacidn de la subunidad catalftica (168). Por el contrario, en otras células como

hepatocitos, alteraciones a nivel de la protefna G, conducen a una desensibilizacién del
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sistema (26); otros experimentos demuestran la modificacién de la protefna G; por
fosforilacidn (65).

En cuanto a los receptores con actividad catalftica intr{nseca, se ha comprobado
que su fosforilacidn conduce a una disminucién de su actividad tirosina quinasa, como
es el caso del receptor de IEGF o de insulina (142). También los canales idnicos de la
membrana plasmédlica se ven afectados por la activacién de la protefna quinasa C:
mientras en células de aorta se inhiben los canales de calcio dependientes de voltaje,
en células cardiacas ¢s estimulada fa entrada de calcio, De la misma manera, efectos
contrarios se observan en los transportadores de ferritina o glucosa, cuya actividad se

ve aumentada o disminuida por fosforilacidn, respectivamente,

Todos los estudios realizados conceden un papel de primera importancia a la
prolefna quinasa C en la regulacién de las distintas vfas de transduccion de sefiales
extracelulares, asf como en la modulacién de funciones de membrana. La multiplicidad
de efectos y la variabilidad celular ofrecen un amplio campo de investigacién. En este
sentido, cabrfa 1a posibilidad de que algunas isoformas de protefna quinasa C actuaran
selectivamente sobre sustratos especfficos, produciendo la diversidad de las respuestas

observada en diferentes sistemas.
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2. OBJETIVOS



OBJETIVOS

Se propone estudiar los elementos que controlan etapas de transduccidén de

sefiales a través de la membrana;

L. Analizar las elapas que contribuyen a la generacién de segundos mensajeros

dentro del proceso de transmisién de la sefial hormonal,

2. Determinar la capacidad mdxima de respuesta de cada una de las etapas de
sefializacidn, mediante ¢l uso de activadores ¢ inhibidores que actiien espectficamente
sobre un elemento de la vfa, allerando la secuencia de reacciones inducida por la

formacidn del complejo ligando-receplor,

3. Analizar la posible exisiencia de variaciones cuantitativas en las respuestas
bioldgicas producidas por distintas hormonas, moduladas por la cantidad de segundos
mensajeros generados. En este punto se propone el estudio de la actividad de enzimas
Ca?*-dependientes, asf como la evolucidn lemporal de la concentracién de 1,2-

diacilglicerol.

4. Caracterizar los receptores de membrana de diferentes hormonas como

primer paso en la vfa de transduccién y su posible modulacién por otras sefiales.
5. Averiguar si el mecanismo de regulacién de las sefiales tempranas se

mantiene a lo largo de la diferenciacién tisular, mediante la utilizacion de distintas

poblaciones de hepatocitos a lo largo del desarrollo.

28



3. MATERIAL Y METODOS



MATERIALES
1. APARATOS

Se utitizaron balanzas de precisién y granatarios de Sartorius, modelos 1203
MP y 1207 MP-2, y pHmetros de Radiometer Copenhagen, modelo 52.

Ll hfgado se perfundid con una bomba de perfusién Miniplus-2 de Gilson, El
medio de perfusidn se oxigend con un pulmdén oxigenador de vidrio de Afora, modelo
U-80622. La termostatizacién del medio se realizd con un bafio Heto-Denmark, La
observacidn de las células se realizd en un microscopio 6ptico Wild-Herbrugg. Las

células se incubaron en un bafo termostatizado con agitacién Unitronic 320 OR,

La manipulacidn y siembra de hepatocitos para cultivo se realizé bajo campana
de flujo laminar Telstar modelo PV-100. Para la observacién de las células sembradas
sobre las ptacas se utilizé un microscopio de platina invertida Nikon/TMS. Las células

fucron incubadas en un incubador de células Heraeus con un 5% de CO,,

Las centrifugaciones hasta 2000g se realizaron a 4°C en una centr{fuga
refrigerada Heracus, modelo Minifuge T. Las centrifugaciones a alta velocidad se
realizaron en una centr(fuga refrigerada Kontron, modelo Centrikon H-401, y en una
microcentrifuga Eppendorf, modelo 5414, asf como en una ultracentr{fuga Centricon
T-2080 de Kontron.

La radiacién beta de los compuestos marcados con ¥P, *H, “C y »S se midié

en un contador de centelleo liquido Kontron, modelo Betamatic.

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

modelo 340 ATC,
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Las electroforesis se realizaron con fuentes de Bio-Rad, modelo 400,

Las medidas de calcio intracelular se realizaron en un fluorfmetro Perkin-
Elmer, modelo LS 50.

Para la amplificacion del DNA se utilizé un aparato PCR modelo Coy
tempocycler. La visualizacidn de los geles de DNA se realizé en un transiluminador
TDI para luz UV,

2. REACTIVOS

La fosfalidilserina, la histona HI, la protamina, la proteina bdsica de
micelina, el 8-forbol 12, [3-dibutirato, el 8-forbol 12-miristato 13-acetato, el «-forbol
12, 13-didecanoato, el oleil-acetilglicerol y el ATP fueron suministrados por Sigma,
al igual que la vasopresina, la bombesina, la angiotensina II, la ionomicina, el Fura-2-
AM vy el iondforo de calcio A23187. El plurénico fue suministrado por Molecular

Probes y la diacilglicerol quinasa por Calbiochem,

Los  productos radiactivos  (y-"P)ATP, (tirosil-*H)vasopresina(arg),
(MSHADPAS, (metil-*H)colina clorhidrato y CH)forboldibutirato fueron suministrados
por Amersham Ibérica, El (¥)GRP y la (**I)angiotensina II, por NEN Dupont. Los
lfquidos de cenlelleo Betamax y Ecolite(+) fueron de ICN Radiochemicals.

Ia dietil-aminoetil-celulosa fue de Whatman (DEAE-52) y el hidroxilapatilo

de Bio-Rad. El resto de productos quimicos fueron de Sigma, Merck o Boehringer,

Para retener las macromoléeulas desnaturalizadas en medio dcido se utilizaron
filtros de fibra de vidrio GF/C de Whatman,

Todos los productos utilizados para las electroforesis, inclufda la tincién de

geles, fueron de Bio-Rad.
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3. MATERIAL BIOLOGICO

En la mayorfa de los experimentos se utilizaron suspensiones de hepatocitos
aislados de rata y células en cultivo, tanto de animales adultos como de fetos de 22
dfas de geslacidn,

Las ratas fueron machos de la raza Wistar (200-300 g de peso), para la
obtencién de hepatocitos adultos. En el caso de los hepatocitos fetales se utilizaron
hembras prefiadas (300-350 g), de las que se obtuvieron los fetos a término por

aperacion cesdrea.
3.1. OBTENCION DE LOS HEPATOCITOS ADULTOS

L.os hepatocitos se obluvicron por perfusién in situ de higado de rata, con un
medio que contenfa colagenasa, segin el método descrito por Krebs y cols, (88), con
las modificaciones introducidas por Hue y cols. (73), que permile el aislamiento de

hepatocitos con un alto grado de viabilidad,

3.1.1. Sistema de perfusion

Bl sistema utilizado, representado en el esquema 7, constd de:

A un depésito colector del medio,

B : un baflo termostalizado con circuito externo de recirculacién de agua

C : un oxigenador de vidrio que se mantuvo a 38°C por medio del bafio
termostatizado.

D : una bomba de perfusidn,

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

La bomba clevaba el medio de perfusién desde el depdsito colector hasia el

oxigenador. Para conseguir que el nivel de lfquido se mantuviera constante, el
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ESQUEMA 7. Sistema de perfusién
(A) Depdésito colector; (B) Bafio termostatizado; (C) Pulmén oxigenador;
(D} Bomba peristditica; (B) Plalaforma
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oxigenador posefa un reservorio provisto de un rebosadero que devolvfa el exceso de
medio al depdsito colector, Tanto en dicho depésito como en el oxigenador, el medio
de perfusidn se gased constantemente con 0, y CO,, ya que se hacfa burbujear una
mezcla de dichos gases (95% O, , 5% CO,), previamente lavada y saturada de vapor

de agua a su paso a través de un frasco lavador que contenfa agua destilada,

En ¢l reservorio habfa una llave que permitfa controlar el flujo del medio, que
se mantuvo conslante a 35 ml/min, Del reservorio salfa un catéter que llevaba el
medio de perfusidn al higado, y que tenfa intercalado un atrapa-burbujas sumergido
en el baio lermostatizado a 38°C, de manera que se consegufa que el medio 1legara
al higado a 36°C. Tras atravesar ¢l higado el medio era recuperado por otro catéter
que lo devolvfa al depésito colector, El depdsito se colocé 15 em por debajo del nivel

del higado, con objeto de facilitar el drenaje del érgano por un efecto sifén.

3.1.2, Medio de perfusion

El hfgado se perfundié con 300 ml de medio Krebs-Henseleit sin calcio (89),
constituido por NaCl 118 mM, KCl 4,75 mM, KH,PO, 1,18 mM, MgSO, 1,18 mM,
y NaHCO; 25 mM, con glucosa 10 mM., Este medio se gased constantemente con una
mezela de Q,/CO, (95%/5%), de manera que el pH se mantuvo constante a 7,4,
Posteriormente se afiadié colagenasa y CaCl, 5§ mM, cuya finalidad fue digerir la
trama dc coldgeno del sistema conjuntivo, La ausencia de calcio del medio sin
colagenasa y su posterior adicidn al medio de digestién, facilitd la ruptura de las

uniones intercelulares,

3.1.3. Procedimiento quirdrgico

Las ratas fueron anestesiadas mediante una inyeccién intraperitoneal de
Nembutal a la dosis de 7 mg/100 g de peso. Una vez dormido, el animal se colocd
sobre la plataforma y se le inyectaron 0,5 ml de heparina (Leo) al 1% en la vena

femoral, para evitar la coagulacién sangufnea y facilitar el lavado del higado de su

contenicdlo hemdtico.
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"\\\ cdnula de salida

higado

vena porta
vena cave
inferior
rifidn
derecho cdnula de entrada
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ESQUEMA 8. Procedimiento quirdrgico
Las anotaciones (1), (2), (3) y (4) corresponden a las ligaduras
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Seguidamente se abrid la pared intestinal y se pusieron al descubierto la vena
porta y el hilio hepdlico, retirando hacia un lado las asas intestinales, En la vena porta
se introdujo una cdnula de pldstico (Braunula 1-G16, Braun Melsungen, RFA) que se
sujetdé y afianzé por medio de dos ligaduras (ver esquema 8). La cénula se conecté al
catéter que conducta el medio desde el oxigenador, de manera que empezé a perfundir
el higado con medio Krebs-Henseleit sin calcio, todavfa sin colagenasa, para lavar el
drgano de sangre. Para facilitar el drenaje se abrié una salida provisional en la vena

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

Ripidamente se abrid la cavidad tordcica y se seccionaron los dos nervios
frénicos, con objeto de evitar posibles espasmos en el diafragma que pudieran obstruir
el flujo de salida a nivel de la vena suprahepdtica, A continuacién se abrid un orificio
en la orejucla derecha det corazén, por el cual se introdujo un catéter de pldstico en
la porcién tordcica de la vena cava inferior, Posteriormente se cerrd la salida
provisional abierta antes en la porcidn abdominal de la vena cava inferior. Tras esto

el catéler recogia todo el flujo de salida procedente del higado.

Los primeros 200 ml de medio de lavado hepdtico se desecharon, mientras que
a los restantes 100 ml se les agregaron 65 mg de colagenasa (0,27 U/mg de
Bochringer), y se cerrd el circuito, Trascurricos 5 minutos a partir de la adicién de
la colagenasa, el medio de perfusidn comenzé a rezumar a través de la superficie del
higado. La perfusidn, desde el momento en que se afiadié la colagenasa, durd de 10

a 15 minutos.

3.1.4, Aislamiento de los hepatocilos adultos

Tras la perfusidn en presencia de colagenasa se procedid a la diseccidn del
higado, ltevdndolo a una placa Petri con medio de perfusién donde se separd la
cdpsula de Glison, y se disgregd el tejido hepdtico. A continuacién se pasé el higado
a un vaso de precipitados donde se continud la disgregacidn mecdnicamente, mediante
agitacién suave con una espdtula roma. Esta suspensién se filtré a través de varias

capas de gasas, para eliminar los trozos de hfgado no digeridos y los restos de trama
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conjuntiva, a continuacién se centrifugd durante 2 minutos a 50g. El sedimento de
células se resuspendié en medio Krebs-Henseleit sin colagenasa, y se centrifugd otras
dos veces para eliminar los restos de membranas. Bl sedimento de células final se
resuspendié en [0-40 ml de Krebs-Henseleit con CaCl, 1 mM. Todo el proceso de

lavado y centrifugacién de los hepatocitos se realizé a temperatura ambiente,

3.1.5. Viabilidad de los hepatocitos

La viabilidad de los hepatocitos se determing mediante el ensayo de tincién con
el colorante Azul de Tripdn. En una mezcla en proporcién 1:1 de la suspensidn de
hepatocitos y de Azul de Tripdn al 0,2% en medio Krebs-Ringer-fosfato, las células
muertas o con la membrana plasmdtica dafiada aparecen tefiidas al observarlas al
microscopio éptico, mientras que las que mantienen su membrana fntegra aparecen sin
tefiir. Bl contaje de los hepatocitos se realizé en una cdmara de Nelibauer, La

viabilidad de las células se considerd como buena cuando fue superior al 90%.
3.2, OBTENCION DE LOS HEPATOCITOS FETALES

Los hepatocilos se obtuvieron a partir de un homogeneizado de higado de fetos

de 22 dfas de gestacion, sin perfusién, segin el método descrito por Martin-Sanz (99).

3.2.1. Medios de digestitn

El homogeneizado se incubé con medio Krebs-Henseleit con la misma
composicidn que en el caso de los adultos, en proporcién (1:5), afladiendo ademds
EGTA 0,5 mM en la primera incubacién, Para la digestién se afiadieron colagenasa
y CaCl; 2,5 mM,

3.2.2. Procedimiento quirirgico
Las hembras prefiadas, en la mafiana del dfa 22 de gestacién, confirmado por

criterio standard, fueron sacrificadas por dislocacidn cervical y los fetos extrafdos por

operacién cesdrea y sacrificados por decapitacion.
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3.2.3. Aislamiento de los hepatocitos fetales

Los higados fetales fueron disgregados mecdnicamente y resuspendidos en 5
volumenes de medio Krebs-Henseleit con EGTA 0,5 mM, Posteriormente se incubaron
en matraces, lavados con BSA al 1%, en bafio a 37°C con gaseo de carbégeno y

agitacién constantes.

Transcurridos 30 minutos, se centrifugaron los homogeneizados durante 2
minutos a 50g. El sedimento de células se resuspendié en Krebs con colagenasa a una
concentracidon de 0,5 mg/ml y CaCly 2,5 mM y fue incubado en las condiciones
anteriores durante 60 minutos para su digestién, La suspensién de células se pasé a

través de un colador de red metdlica y se centrifugd a 35g durante 4 minutos.

Fliminado ¢l sobrenadante, en ¢l que quedan las células sangufneas y todo tipo
de fragmentos subcelulares, ¢l sedimento fue resuspendido en 2 volimenes de Krebs
y centrifugado de nucvo como anteriormente a fin de conseguir una suspensién de
hepalocitos fetales limpia de cualquier otro residuo. Asf, después de cada lavado, la
suspensién fue filirada a través de mallas de nylon con tamafio de poro de 200, 100

y 60 nm, siguiendo el mismo proceso,
3.2.4, Viabilidad de los hepatocitos fetales

La viabilidad de los hepatocitos fetales fue determinada por el mismo

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

METODOS
1. PREPARACION DE LOS HEPATOCITOS
Una vez oblenidas las células y comprobada su viabilidad, tanto los hepatocitos

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

I mM, y preincubados en un bafio termostatizado a 37°C con agitacién (50 ciclos/min)

y gaseo con carbégeno (O, 95%, CO, 5%).
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Las disoluciones de los ligandos también fueron preparadas en Krebs con CaCl,
1 mM a las concentraciones requeridas, y atemperadas para comenzar la incubacién.
Esta se llevd a cabo dispensando alfcuotas de la suspensién de hepatocitos sobre las

soluciones de ligandos.

Dependiendo del tipo de enzima o metabolito a determinar, las células fueron
incubadas a distintos tiempos y densidades celulares segin las condiciones mds
adecuadas en cada caso. Asimismo, para finalizar la incubacién también se procedi
de manera diferente en funcién del tratamiento posterior que requiriera la muestra para

su procesamiento.

2. CULTIVO DE HEPATOCITOS

Tanto la preparacién de los medios como la manipulacién 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. PREPARACION DE LAS PLACAS DE CULTIVO

Pata el cultivo de los hepatocitos, tanto fetales como adultos, se utilizaron
placas Costar estériles de 24 pocillos. El dfa anterior a la obtencién de las células, se
cubrieron las placas con una suspensién de coldgeno a 1 mg/ml en HCI 0,01 M,
aspitdndolo después con una pipeta y dejéndolas secar en la campana un mfnimo de

4 horas para asegurar que el coldgeno quede bien pegado.
Después se lavaron las placas con 1 ml de solucién salina por pocillo,

compuesta por NaCl 4,4 mM, NaH,PO, 6,5 mM y Na,HPO, 5 mM y finalmente con

2 m! de agua, dejdndolas secar en condiciones estériles hasta el dfa siguiente.
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2.2. SIEMBRA DE HEPATOCITOS

L.os hepatocitos obtenidos por el procedimiéhto anteriormente descrito, fueron
resuspendidos en medio Dulbecco modificado (DMEM) con antibidticos (penicilina,
estreptomicina y gentamicina a una concentracién de S0 mg/l) suplementado con un
2% de suero fetal de bovino, a una densidad de 0,5-1x10° células/ml. En cada pocillo

se sembrd | ml de la suspensién y se mantuvo en el incubador a 37°C en atmdsfera
de Q,/CO, (95:5).

Transcurrido un miimo de 4 horas para que las células quedaran bien
adheridas, se cambid el medio anterior por 1 ml de DMEM con 5 mg/mil de albiimina
bovina con el fin de evitar que el suero fetal pudiera interferir en la respuesta
hormonal. Las células se dejaron en ¢l incubador hasta el dfa siguiente o se procesaron

en el mismo dfa dependiendo de las condiciones del experimento a realizar,

3. DETERMINACION DE CALCIO INTRACELULAR

3.1, DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INTRACELULAR DE Ca**
EN HEPATOCITOS AISLADOS

3.1.1. Incubacién de tos hepatocitos con el indicador fluorescente

Para determinar la concentracién intracelular de calcio los hepatocitos aislados
fueron preincubados en un medio salino PBS cuya composicién fue NaCl 137 mM,
KCl 2,7 mM, Na,HPQ, 6,5 mM, KH,PO, 1,5 mM, MgSO, 0,4 mM, CaCl, 0,5 mM,
glucosa 5 mM y BSA 5 mg/ml, a pH 7,4,

Despuds de centrifugar las células a 50g durante 2 minutos, se llevaron a una
concentracién de 5x10%ml en PBS con 1 mg/ml de BSA y se incubaron en presencia
del indicador fluorescente Fura-2-AM vy del detergente anidnico plurénico F-127, en

concentraciones finales de 5 M y 20 pg/ml respectivamente.
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Las c€lulas se mantuvieron en baiio termostatizado a 37°C y con agitacién 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-2 en la solucidn.

Los hepatocitos fueron resuspendidos en PBS a una densidad de 0,5-1x10%ml
y mantenidos a temperatura ambiente para la posterior determinacién del calcio

intracelular,

3.1.2. Medida de la concentracién intracelular de Ca?*

Seguin describe el grupo de Tsien (57), para cuantificar el calcio intracelular
¢s necesaria la formacion del complejo fluorescente Fura-Ca**, para lo cual se
requicre la hidrélisis del enlace acetoximetil-éster del Fura-2-AM por las esterasas
intracelulares; este grupo éster confiere al Fura la neutralidad necesaria pata que dicho
compuesto eatre en la célula, ya que de otro modo no le serfa posible atravesar la

membrana plasmaltica.

La formacién del complejo Fura-Ca?* da lugar a una emisidn fluorescente cuyo
mdximo se registrd a una tongitud de onda de 510 nm, usando dos longitudes de onda

de 340 y 380 nm respectivamente como fuente de excitacién dual.

De la suspensién anterior cle hepatocitos se llevaron alfcuotas de 2 ml a cubetas
de cuarzo, que fueron atemperadas a 37°C mediante un sistema de termostatizacién y
agitacién que lleva acoplado el fluorfmetro, durante los 5 minutos previos al comienzo

de la reaccién.

El efecto de los distintos compuestos sobre la concentracién de Ca®*
intracelular, se determiné mediante la adicién de los ligandos en voliimenes tales que
no afectaran al total de la cubeta, previa estabilizacién de la lfnea base. El méximo y
mfnimo de fluorescencia se obtuvieron aftadiendo SDS a una concentracidn final del

1% y una solucién de EGTA 3 mM/Tris 0,5 mM pH 9,0, respectivamente.

40



El cdlculo de la concentracién de calcio a un tiempo t y asumiendo una
constante de disociacién para el complejo Fura-Ca** de 224 nM, fue realizado de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

(Ca2+’ nM)l = 224 (Fl " Fmill) Fﬂ\i|1380 / (Fmax - Ft) Fmax380 (35)

3.2. DETERMINACION DE LLA CONCENTRACION DE CALCIO EN RETICULO
ENDOPLASMICO AISLADO DE HEPATOCITOS

3.2.1. Aislamiento de la fraccién microsomal

Tanto los hepatocitos adultos como los fetales se homogeneizaron en una
relacién (1:5) peso/volumen en el mismo medio y condiciones que en el caso de la
proteina quinasa C, siguiendo el método utilizado por Dfaz-Guerra (43), Las muesiras
se centrifugaron a 40,000g durante 15 min a 4°C, resultando una fraccidn particulada
con nticleos, fragmentos de membrana plasmdtica y mitocondrias y un sobrendante que
fue centrifugado posteriormente a 100.000g, cuyo sedimento contenfa ta fraccién

microsomal separada asf del resto de orgdnulos celulares.

La fraccidn microsomal se resuspendié en un medio cuya composicién fue KCl
100 mM, MgCl, I mM, DTT | mM, sacarosa 250 mM y Hepes 20 mM pH 7,4, a

una concentracién de protefna de 10-20 mg/ml.

3.2.2. Medida de la liberacién de calcio
Ei Ca?* liberado por el retfculo endopldsmico se cuantificé mediante su unién

al Fura-2 como queda descrito en el apartado anterior. Las muestras contenfan 1

pg/ml de protefna,

En la cubela del fluorfmetro se afiadié Fura-2 1 uM y se registré la

fluorescencia. Posteriormente se calibré dicha emisién mediante la adicién de

concentraciones de calcio conocidas.

41



El calcio acumulado en el retfculo endopldsmico se determing afiadiendo
cantidades sucesivas de IP; hasta la saturacién de los receptores especfficos que los
microsomas poseen para dicho ligando. La unién del IP; a su receptor conduce a la
apertura de canales de calcio, resultando el calcio liberado proporcional a la

concentracién de IP; adicionado a la muestra.

4, DETERMINACION DE INOSITOL 1,4,5-TRISFOSFATO

Para la medida de inositol 1,4,5-trisfosfato (IPy} se utilizé un ensayo de
Amersham especffico para la delerminacién de D-mio-inositol 1,4,5-trisfosfato, El
ensayo se basa en la competencia que se produce entre el IP; de la muestra y una
cantidad establecida de IP, marcado con tritio, por un mimero limitado de sitios de

unidn espectficos.

Para una cantidad de protefna de unién y de ligando marcado determinadas, la
cantidad de radiactividad unida a la protefna es inversamente proporcional a la

concentracién de ligando no marcado presente en la reaceidn :
(CH)IP, -+ 1P, 4 PROTEINA ---~ (H)IP,-PROTEINA + IP,-PROTEINA

La reaccidn cruzada con otros inositolfosfatos es menor del 7%, segin ha sido
determinado por la casa comercial Amersham,

Las muestras de hepatocitos en suspension, previamente incubadas con LiCl
10 mM durante 10 minutos y posteriormente con los distintos ligandos, contenfan

200.000 células a las que se afiadieron 200 ul de HCIO, en bafio de hielo, quedando

al 5% en el volumen final, para acabar la incubacién.
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Para la extraccidn de IPy, las muestras fueron centrifugadas a 2000g a 4°C, se
tomd el sobrenadante que fue neutralizado con una solucién de K,COy 1 M y 100 mM
Hepes pH 7,4 volviendo a centrifugar éste durante 15 minutos y tomando la nueva

fase soluble para comenzar el ensayo.

Alfcuotas de estos sobrenadantes neutralizados se ensayaron paralelamente a
una curva pairén realizada sin extracto pero con cantidades establecidas de 1P, no
marcado, segtin las indicaciones del método para la reaccién de unidn especifica a la
protefna. Las cantidades de IP; de los extractos se obtuvieron por interpolacién en Ja

curva patrén,

3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATIDATO
FOSFOHIDROLASA

La actividad de la fosfatidato fosfohidrolasa se determind por la produccién de
(H)diacilglicerol a partir de (CH)dcido fosfatldico, segiin el método descrito por

Brindley y cols. (100).

Las células para la determinacién de la actividad del enzima (incubacidén de los
hepatocitos y parada de las reacciones) se obtuvieron siguiendo el mismo

procedimicnto que con la prolefna quinasa C. Se tomaron 2x10° células.

Las muestras se homogeneizaron en 0,5 ml de un medio cuya composicién fue
sacarosa 250 mM, EDTA 0,2 mM, DTT 0,2 mM y Hepes 20 mM pH 7,4 (medio A)
y se centrifugaron a 100,000g a 4°C durante 30 min. El precipitado se resuspendic en
0,2 ml de medio A. Se tomaron 0,2 ml, tanto de la fraccidn soluble como particulada,
a los que se aifadieron 50 ul de N-etil maleimida 10 mM con Triton X-100 al 2%. La
mezcla Se agitd vigorosamenle y se incubd a 37°C durante 10 min, La presencia de
N-etil-maleimida, un inhibidor del enzima fosfatidato fosfohidrolasa del retfculo

endopldsmico, asegura que la actividad medida en el ensayo corresponde sélo a la
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fosfolipasa de la membrana plasmdtica o citosélica,

Para medir la actividad del enzima la composicién final de la mezcla de
reaccidn fue: Tris maleato 100 mM pH 6,5, DTT 1,5 mM, EDTA | mM, EGTA 0,2
mM, albimina libre de 4cidos grasos 2 mg/ml y (H)dcido fosfatfdico 0,5 mM (5
pCi/ml). Las reacciones se incubaron durante 30 min, y se pararon con 2 mi de
cloroformo:metanol (19:1, v:v) con 0,08% de aceite de oliva. A la mezcla se afiadid
1 g de éxido de aluminio seco y se agitd fuertemente durante 2 min. Posteriormente
se centrifugd a 1000g durante 5 min. Se tomaron muestras de 1 ml del solvente, se
- secaron en viales de centelleo, y se determind el (H)diacilglicerol producido.,

6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUCOGENO FOSFORILASA

La valoracién de la aclividad glucdgeno fosforilasa a se llevd a cabo por el
método descrito por Stalmans y Hers (144) midiendo la liberacién de fosfato

inorgdnico segiin la reaccion:
GLUCOSA -+ GLUCOGENO «-sumen- -+ GLUCOGENO + P,

La incubacién de los hepatocitos, asf como el proceso hasta la congelacién de
Jas muestras en N, Ifquido, se llevé a cabo siguiendo el mismo procedimiento que con

la protefna quinasa C. Cada muestra contenfa 1x10% células,

El sedimento de células congelado se homogeneizé en 310 ul de un medio
compuesto por NaF 100 mM, EDTA 10 mM, Hepes 10 mM y 5% de glucdgeno a pH
7,4. Un volumen de 100 ul del homogeneizado se incubd con 100 ul de la mezcla de
ensayo por glucosa-1-fosfato 50 mM, NaF 100 mM, glucdgeno al 1%, cafefna 0,5

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

Las muestras se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente, y se afiadid
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a continuacién 0,5 mi de 4cido tricloroacético al 10% frfo para detener la reaccidn.
La mezcla se centrifugd en frfo durante 15 min a 2000g para eliminar el precipitado
insoluble. En los sobrenadantes se valoré la cantidad de P, formado, Las basales se
determinaron en controles a los que se adiciond antes el 4cido tricloroacético que la

muestra,

El P, formado durante la incubacién se determing colorimétricamente segtin el
método descrito por Fiske y Subbarow (138). A 25 ul de muestra se afiadieron 100
ul de molibdato aménico al 2,5% en H,S0, (cromégeno oxidado) y 100 ul de 4cido
1-amino-2-naftol-4-sutfénico (agente reductor), tras lo cual se dejaron incubar durante
5 min a temperatura ambiente con objeto de que la reaceién colorimétrica se
completase (el molibdato amdnico pasa a su forma reducida coloreada). La lectura de
absorbancia se realizé a 660 nm en un lector de placas. La cantidad de P, de las

muestras se determing por inlerpolacién de los valores en una curva patrén,
7. DETERMINACION DE METABOLITOS DERIVADOS DE GLICEROLIPIDOS
7.1. DETERMINACION DE sx-1,2-DIACILGLICEROL TOTAL

La cantidad de sn-1,2-diacilglicerol total se determiné mediante el enzima
diacilglicerol quinasa de E. coli, segiin describen Walsh y Bell (160), Este ensayo se
basa en la incorporacién de (v-*?P)ATP en el dcido fosfatfdico.

Las muestras, que contenfan 1x10% células en 0,5 ml, se incubaron con los
distintos liganclos {en las mismas condiciones que en el caso de la protefna quinasa C)
y se afiadieron 0,5 ml de cloroformo:metanol (95:5) a 4°C para finalizar la reaccidn,

Las muestras se centrifugaron en la centr{fuga Eppendorf durante 5 min a 4°C,

se¢ separd la fase orgdnica en la que quedardn solubilizadas las moléculas con

componente lipfdico, se eliminé el solvente a 50°C, y el residuo se resuspendié en 100
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pl de un medio cuya composicion fue: NaCl 100 mM, 8-mercaptoetanol 2 mM, MgCl,
50 mM, Nonidet P-40 1%, fosfatidilserina 2,2 mg/ml, (y-*P)ATP 50 uM (0,2 xCi)
y diacilglicerol quinasa 0,34 unidades/ml. La incubacién se realizé en bafio a 30°C
durante 60 min y se finalizé afiadiendo 100 ul de una solucién compuesta por 4cido
perclérico al 5%, ATP 10 mM y HyPO, 1 mM,

La extraccidn del diacilglicerol se realizé con 700 ul de cloroformo:metanol
(95:5), agilando vigorosamente. La fase orgdnica se separd, se lavd dos veces con
H,0 y metanol para eliminar los compuestos mds polares y se secé en viales para
conlar la radiactividad incorporada. La cantidad de diacilglicerol presente en las

muestras se determing mediante la interpolacidn de los valores en una curva patrén,

7.2. DETERMINACION DE METABOLITOS FORMADOS A PARTIR DE
("CYGLICEROL Y (H)COLINA POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Los hepatocitos en las placas de cultivo, oblenidos en las condiciones
anteriormente descritas, fueron tratados con ("C)glicero! y (*H)colina (0,5 ¢Cy/pocillo)
durante al menos 2 horas en incubador a 37°C, tras lo cual se elimind el medio y se
lavaron varias veces con DMEM, A conlinuacién se incubaron en 300 ul con diversos

ligandos, rccogiendo muestras a diferentes tiempos.

La toma de muestras se realizé eliminando previamente el DMEM, que se
centrifugd a mdxima velocidad en centrffuga Eppendorf y la radiactividad del
sobrenadante se determiné en cada caso para normalizar los resultados. Las células se

recogieron en 300 ul de metanol a 4°C, manteniéndose congeladas a -80°C,

La extraccién de los glicerolfpidos se llevé a cabo por adicidn de 150 ul de
CL,CH y centrifugacién a 2700g durante 2 minutos. Se tomd el sobrenadante al que
se afladieron 500 pl de H,0 y 500 ul de ClL,CH, se agité la mezcla vigorosamente y
se centrifugd a 4000g 5 minutos. La fase acuosa fue desechada y la fase orgdnica, en

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

Alfcuotas de 100 ul de las fracciones cloroférmicas se aplicaron a una placa
de sflica gel para resolver los distintos componentes de la muestra. Como patrén de
DAG se utilizd el oleil-acetilglicerol. La cromatograffa se desarrolld en un solvente
compuesto por ClCH:metanol:NH,OH 25% (65:25:5) y se reveld por exposicién a
vapores de iodo, fijdndose éste a los lipidos.

Las placas de sflica gel se cortaron en varias tiras y fueron introducidas en
viales de centelleo para determinar su radiactividad. Considerando el Ry y Ia
radiactividad de *H y “C incorporada se valoré la cantidad de fosfatidilcolina y

diacilglicerol presente en la muestra.

7.3, DETERMINACION DE METABOLITOS DERIVADOS DE (*H)COLINA POR
CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO (DOWEX-50W)

Los hepatocitos utilizados para esta determinacion se procesaron como en el
apartado anterior (excepto la incubacién en presencia de (“C)glicerol) hasta la

recogida de células en la fase metandlica.

Para separar aquellas moléculas que contengan colina se utilizaron columnas
de Dowex-50W (forma H*) signiendo el método descrito por el grupo de Wakelam
(37). El Dowex-50W es un gel de intercambio idnico que retiene las moléculas en
funcién de su carga y polaridad. Antes de empaquetar dicho gel en la columna, se
mantuvo en HCl { M y se lavé varias veces con H,O hasta pH 6,0. Se utilizaron
pipetas pasteur y 0,5 ml de gel para 200 ul de fase metandlica, que fue diluida hasta

4 ml con H,0 para ser aplicada en la columna,
Los 4 ml de eluato de la muestra contendrdn la fosfatidilcolina que se pega a

la columna; después se recogieron 3 fracciones de 2 ml de H,0, donde aparece la

fosfocolina, Finalmente, la colina unida mds fuertemente a la matr{z del gel eluyd con
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HCl | M en 2 fracciones de 2 ml. Alicuotas de 200 ul 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 protefna quinasa C se determind en extracto soluble parcialmente

purificado de hepalocitos adultos y fetales.

Los hepatocitos fueron incubados con diferentes ligandos en las condiciones
descritas en el apartado 2.1 de métodos, Cada muestra contenfa 3x10% células en un
volumen de 0,5 ml. A los tiempos establecidos para acabar la incubacidn, se
centrifugaron los tubos en centrifuga Eppendorf durante 5 segundos, se elimind el
sobrenadante y se congeld la fraccién particulada inmediatamente en nitrégeno lfquido,

almacenando las muestras a ~-80°C,
8.1. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR

Siguiendo el método descrito por Marais y Parker (98), las muesiras se
homogeneizaron en 0,5 mi de un medio cuya composicién fue EGTA 4 mM, EDTA
2 mM, S-mercaploctanol 10 mM y Pipes 20 mM a un pH 6,6, El medio de
homogeneizacién se suplementé con PMSF | mM y leupeptina 10 ug/ml, que son
inhibidores de proteasas, Todo el proceso se realizé a 4°C en bafio de hielo, utilizando

una varilla de vidrio para la total homogeneizacién de las células.

Para poder medir la actividad protefna quinasa C en la fraccion soluble y
particulada independientemente, las muestras fueron centrifugadas a 100,000g durante
30 minutos a 4°C, lo cual suponfa la separacién entre el citosol y un sedimento que
contenfa orgdnulos citoplasméticos (nticleos y mitocondrias) y restos de membranas

(plasmdticas y microsomales).
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El sobrenadante se mantuvo a 4°C y el precipitado se resuspendid en 0,25 ml
del medio de homogeneizacién con un 0,2% del detergente no iénico, nonidet P-40,
para extraer el enzima de las membranas (56). Esta fraccidn se mantuvo en hielo
durante 30 min y después de afiadir 0,25 nmil mds de medio sin detergente, se procedié
a la centrifugacion en las condiciones anteriores. En el sobrenadante se encontrarfa la

protefna quinasa C correspondiente a la fraccién particulada,
8.2. AISLAMIENTOQ DEL ENZIMA

Tanto el extracto de la fraccion soluble como particulada se purificaron
parcialmente por columnas de DEAE-celulosa para eliminar el detergente e inhibidores

de 1a actividad enzimdltica.

El gel se prepard cn agua, y una vez empaquetada la columna, se equilibré con
5 volimenes de tampén de lavado (medio B) cuya composicién fue 8-mercaptoetanol
10 mM, EDTA 1| mM, EGTA | mM, NaCl 20 mM y Hepes 10 mM pH 7,4, Las
muestras s¢ pasaron a través de la columna y se lavaron con 6 ml de medio B. La
protefna quinasa C se eluyé con 2 ml de tampdn 120 mM NaCl (medio C). En algunos
casos también se procedid al aislamiento de la protefna quinasa M (76); para ello, las
columnas se lavaron con 4 ml més de medio C y finalmente se eluyeron con 1 ml de

tampdn 350 mM NaCl (medio D).
8.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEINA QUINASA C

La actividad protefna quinasa C se siguid por su capacidad de fosforilacién de
la histona H1, siguiendo el procedimiento descrito por el grupo de Nishizuka (85). Los
ensayos se realizaron en presencia de calcio, fosfolfpidos y diacilgliceroles, y la
fosforilacién basal se realizé en ausencia de lfpidos y en presencia de EGTA para

complejar el calcio presente,

Las mezclas de reaccidn se incubaron durante 30 min, aunque el proceso fue
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lineal hasta 60 min. EI volumen de reaccién fue normalmente de 85 u! y contenfa ATP
150 uM (0,2 pC), MgAc, 10 mM, B-mercaptoetanol 5 mM, 25 ug de histona Hi,
Hepes 20 mM pH 7,4, CaCl, 0,6 mM, 10 pg/ml de fosfatidilserina, y 2 pg/mi de
oleil-acetilglicerol. Para las fosforilaciones basales la composicién del medio fue
similar, salvo que contenfa EGTA 2 mM en vez de lfpidos y CaCl,.

La fosfatidilserina y el oleil-acetilglicerol se mantuvieron disueltos en una
mezc¢la cloroformo/metanol (95:5, v:v). Alfcuotas se secaron a 4°C en atmdésfera de

N, y se sonicaron en la mezcla de reaccién.

Las reacciones se pararon con 3 ml de dcido tricloroacético al 5% con H;PO,
10 mM, y la histona se recogid sobre filtros de fibra de vidrio GE/C (Whatman), que
se lavaron {res veces con 3 ml de fdcido tricloroacético. Los filtros se secaron y se

contaron en viales con 2 ml de l{quido de centelleo,

La actividad protefna quinasa M se determind segin el ensayo general
establecido para la protefna quinasa C. La diferenciacidn entre ambas se establecié por
la dependencia e independencia de activacién en presencia y ausencia de calcio y

fosfolfpidos, y por su elucidn caracterfstica en columnas de DEAE-celulosa (24).

9. AISLAMIENTO DE RNA
9.1, OBTENCION DEL RNA TOTAL

Il RNA total s¢ obtuvo a partir de hepatocitos aislados mediante el método de
Chirgwin (34). Cada muestra, tanlo de hepatocitos adultos como fetales, contenfa
4x10° células y una vez sedimentadas se homogeneizaron a 4°C en una solucién que
contenfa 1 ml de un tampdn cuya composicidn fue tiocianato de guanidinio 4 M,
citrato sédico 25 mM pH 7,0, sarcosil al 0,5% y §-mercaptoetanol 0,1 M, 100 gl de
NaAc 2 M y 1 pl de fenol bidestilado. En esta solucién quedan desnaturalizadas las
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protefnas, para evitar que las RNAasas puedan degradar el RNA,

El volumen anterior se repartid en tubos Eppendorf y por cada ml se afiadieron
100 ul de mezcla de Chisam (cloroformo:dcido isoamilico, 50:1) y se agitaron
vigorosamente durante 30 segundos para solubilizar el RNA. Las muestras se
mantuvieron en hielo durante 15 minutos y se centrifugaron en centr{fuga Eppendorf
durante 15 min a 4°C. La fase superior se llevé a otro tubo Eppendorf al que se
afiadié un volumen de isopropanol manteniéndolo a -20°C durante 1 hora como

minimo para precipitar el RNA,

Las muestras se centrifugaron en las condiciones anteriores, se descartd
completamente ¢l sobrenadante, y el precipitado, que contenfa el RNA, se lavd con
450 u! de etanol al 75% a -20°C. Se centrifugd de nuevo durante 10 minutos y se

repitié el ciclo de lavado 3 veces, guardando finalmente las muestras a -20°C.

Para determinar la cantidad y calidad del RNA se elimind el etanol y el
precipitado se resuspendio en agua tratada con dietilpirocarbonato (agua DPC) y | mM
EDTA. La muestra se llevd al espectrofotémetro y se midid su absorbancia a 260, 280
y 310 nm cuyos valores corresponden a la cantidad de RNA, protefnas e impurezas

respectivamente,

La concentracién de RNA en pg/ml se calculé multiplicando el valor de 260
por el factor de absorbancia 40. La relacidn entre 260/280 es un fndice 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 utilizd la

téenica de PCR (Polymerase Chain Reaction) o reaccidn en cadena de la polimerasa

(111). Mediante este sistema se consigue una amplificacién del ¢DNA a partir de

oligonucleétidos especfficos de su secuencia.
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Utilizando un kit para sfntesis de cDNA de Boehringer, se tomaron 5 ug de
RNA y se incubaron a 42°C durante | hora en presencia de transcriptasa inversa para
obtener el cDNA, La reaccidn se paré calentando a 92°C durante 10 minutos. La PCR
se llevé a cabo en 50 ul de un medio de reaccidn y 0,5 ug de cDNA, como indica el
kit de Perkin Elmer Cetus, en presencia de taq polimerasa y 25 pmol de cada

nucledtido primer especffico para:

PKCo, By

(5' CTT CTG CAG CCA CTG CAC CGA C 37,
(5" GGA TCC CAT GAA GTC ATT CC 3");
PKC §

(5' TAA GCT CCA GCT TCA GCC TCG G 37),
(§' GGC ATT TGT GGT GCA CAT TCA T 3");
PKC ¢

(5' ATC AAA ATC TGC GAG GCC GTG A 3'),
(5' ACT GTT GGT GAT TTT GTC C 3").

Las muestras fueron amplificadas durante 30 ciclos (1 min a 92°C, 2 min a

55°C y 3 min a 72°C) y se tomé un 25% del DNA para su resolucidn 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

diferentes isoenzimas, se hicieron geles de poliacrilamida al 10% segtin el método de

Laemmli (90).

Tanto el gel de separacién de protefnas (running gel) como el gel de
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empaquetamiento (stacking gel) se prepararon degaseando el medio cuya composicién
fue: 10% acrilamida, 0,3% bis-acrilamida, 0,1% SDS, 0,06% persulfato amdnico,
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 electroforesis era un tampén de Tris 25 mM pH 6,8, glicina
0,19 M y SDS 0,1 %.

Previamente a su aplicacién en los geles, las muestras se cocieron durante 5
minutos a 80°C en el tampdn de Laemmli, en proporcién (1:5), compuesto por Tris-
HC! 63 mM pH 6,8, 2% SDS, 10% glicerol, 5% B-mercaptoetanol y 0,001% azul de

bromofenol, tras lo cual las protefnas quedan totalmente desnaturalizadas.

Los patrones de peso molecular utilizados fueron: albimina bovina (66 kDa),
ovoalbimina (43 kDa), gliceraldeh{do-3-fosfato-deshidrogenasa de miisculo de conejo
(36 kDa), anhidrasa carbdnica (29 kDa), tripsindgeno de pdncreas bovino (24 kDa),
inhibidor e tripsina de soja (20,1 kDa) y B-lactoalbiimina (14,2 kDa). La estimacién
de los pesos moleculares Se realizd interpolando 1a recta obtenida al representar el
peso molecular de los patrones (ordenadas) frente al logaritmo de su distancia relativa

de migracidn (abscisas).

Los geles se tifieron con una solucién de 20% metanol, 10% 4cido acético y
colorante Coomassie G al 0,1%. Las bandas de protefna se visualizaron al destefiir los

geles en una solucién como la anterior, pero sin el colorante.

Cuando la tincién con Coomassie no fue suficientemente sensible, se utilizé el

método descrito por Swilzer (149) para la tincién con plata.
10.2. ANALISIS DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

El Western blot se basa en el reconocimiento de una protefna por su anticuerpo

especifico, lo cual permite su identificacién.
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Una vez desarrollada la electroforesis, el gel se llevé a una cubeta para realizar
la transferencia de las protefnas a una membrana de nitrocelulosa, La composicidn del
medio de transferencia fue Tris 25 mM, glicina 192 mM pH 8,3 y 20% metanol.

Después de un tiempo minimo de 12 h a 4°C, la nitrocelulosa se mantuvo en
una solucién de gelatina al 3% en Tris 20 mM pH 7,5 y NaCl 0,5 M (TBS), para
saturar los puntos de uaidn inespecificos y se lavé con TBS y 0,05% Tween 20
(TTBS). El primer anticuerpo, obtenido de conejo, es especffico contra PKC y se
utilizé a una dilucién (1:200); el segundo (1:2000), antiinmunoglobulina, va acoplado
a peroxidasa y se unird al complejo anterior. Tanto las incubaciones con los
anticuerpos como los lavados con TTBS entre ambas se hicieron con agitacién

constante y a temperatura ambiente,

Para detectar la formacidn del complejo antfgeno-anticuerpo, se desarrolld una
reaccién coloreada incubando la nitrocelulosa en presencia ¢e una solucidn de PBS con
3,3’-diaminobenzidina (sustrato} y 0,0004 % H,0,. La peroxidasa acoplada al segundo

anticuerpo hace posible la aparicién de color que identifica la posicidn de la PKC.
10.3. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Para comprobar la existencia de DNA se utilizaron geles de agarosa al 1%, que
permiten la separacién e identificacidn de los fragmentos en funcidn de su carga y

nimero de kbases.

El medio de electroforesis era un tampén de 0,04 M Tris pH 8,5 y 2 mM
EDTA, que llevaba incorporado 0,5 mg/ml de bromuro de etidio. La composicién 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 lievé la 8-actina, El marcador de peso molecular

54



fue el fago N digerido con Eco Rl, con fragmentos comprendidos entre 23.130 y 125
pares de bases.

El bromuro de etidio permite la visualizacién de las bandas de DNA por

exposicién del gel en un transiluminador con luz UV a 312 nM.

11, CARACTERIZACION Y CUANTIFICACION DE RECEPTORES

Para la caracterizacion y cuantificacién de los receptores se utilizaron ligandos
radiactivos. Las células se prepararon en cultivo y fueron mantenidas en ¢} incubador

seglin ¢l procedimiento descrito en el apartado 2. de métodos.

Una vez climinado el medio DMEM, los pocillos conteniendo los hepatocitos
fueron lavados con 2 ml de PBS con 5 mg/ml de BSA e incubados posteriormente con
250 pl del mismo medio en presencia de los siguientes compuestos radiactivos:
(H)vasopresina, ('"*I)GRP, (‘**Dangiotensina II, (y-?P)ATP y (¥*S)ADPSS, segin el
receplor a identificar. Para descartar las uniones inespecfficas, las células se incubaron

ademds con una concentracién 10* veces superior de ligando no marcado,

Las placas se mantuvieron a 4°C durante 5 min y tras eliminar el medio se
lavaron con 6 ml de PBS/pocillo con 2,5 mg/ml de BSA a 4°C para finalizar la
reaccion. Las células se despegaron de los pocillos con 200 gl de NaCH 10 mM y
nonidet P-40 al 0,2%. El volumen se transfirid a viales con 2 ml de lfquido de

centetleo para cuantificar en el contador la radiactividad incorporada.

La unién especffica del ligando al receptor se calculd sustrayendo el valor de
la unién inespecffica del valor total de radiactividad obtenido sin afiadir en las
incubaciones el exceso de ligando frfo. La cuantificacidn de la formacién del complejo

ligando-receptor se realizé mediante la representacién de Scatchard.
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12. DETERMINACION DE PROTEINAS

_ La determinacidn de prote{na se realizé segiin el método descrito por Bradford
(20), usando albimina de suero bovino como patrén, Los cambios de absorcién a 595

nm son directamente proporcionales a la concentracién de protefna presente,

13. METODOS ESTADISTICOS

Los valores presentados son la media 4 el error standard de la media (SEM)
de los resultaclos obtenidos en ensayos valorados por duplicado o iriplicado de un

nimero variable de experimentos que se especifica en cada caso,

La significacién estadfstica de las diferencias entre distintos valores de
determinados experimentos se realizé mediante la t de Student (test paramétrico), el
test de Wilcoxon (test no paramélrico) y el test de l1a U de Mann-Whitney, segin se
consideren datos entre distintas condiciones o en distintos tipos de células, Todos los

test han sido calculados "doble cola" y la significacién ha sido considerada a P<
0,05.
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4. RESULTADOS



RESULTADOS

1. COMPONENTES IMPLICADOS EN LA REGULACION DE LA
CONCENTRACION INTRACELULAR DE CALCIO

La concentracién de calcio intracelular determina la activacién de un gran
nimero de enzimas implicados en procesos fundamentales para el metabolismo celular
y para su comunicacidn con otras células. Por ello, se ha elegido el higado como
tejido de gran actividad metabélica para analizar las variaciones de Ca®* citosélico
producido por diferentes hormonas, as{ como la procedencia de dicho ion. El estudio
de Ia respuesta tras la estimulacidn celular se ha llevado a cabo tanto en hepatocitos
fetales como adultos, lo cual permite comparar la transduccién de sefiales
extracclulares desde un punto de vista morfogénico, as{ como la regulacion de la vfa

a distintos niveles durante Ia diferenciacién hepdtica,

1.1, EFECTO DE DISTINTOS COMPUESTOS SOBRE LA CONCENTRACION
INTRACELULAR DE Ca** EN HEPATOCITOS AISLADOS

1.os cambios en la concentracién de calcio intracelular tras la adicidn de
diferentes compuestos, se estudiaron en hepatocitos adultos y  fetales aislados. 1.as
células fueron previamente incubadas con el indicador fluorescente Fura-2-AM en

presencia del detergente idnico plurdnico para facilitar su entrada en la célula,

La intensidad de emisi6én fluorescente es proporcional a la concentracién de
Ca? citosélico (35). En las variaciones de los niveles de calcio pueden participar los
depdsitos intracelulares, fundamentalmente el retfculo endopldsmico, y canales idnicos

y transportadores de la membrana plasmdtica (11).

Para cstudiar 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

participacion del calcio extracelular como elemento de la via de sefializacién,

Los agonistas utilizados fueron fundamentalmente vasopresina, bombesina o
GRP (péplido liberador de gastrina), angiotensina II y ATP a concentraciones
saturantes previamenie establecidas en cada caso. La bombesina es un tetradecapéptido
purificado de anfibio y el GRP es un equivalente en mam{feros; ambos compuestos
se unen al mismo receptor en hepatocitos produciendo las mismas respuestas, por lo

que pueden ser utilizados indistintamente (38,143).
1,1.1. Movilizacién de Ca’* en presencia de Ca?t extracelular

En presencia de CaCl, 1| mM en el medio extracelular, todos los compuestos
produjeron un aumento (ransitorio en la concenfracién de Ca** libre, aunque de
distinta intensidad septin la hormona y el lipo de célula considerado. Como se muestra
en la figura 1, tanto en hepatocitos adultos como fetales la mdxima respuesta se
produjo con ATP o con angiolensina, 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),

Después de un rdpido aumento en la fluorescencia en una primera fase, ésta
s¢ manticne aproximadamente 1 minuto y va disminuyendo progresivamente hasta
recuperar los niveles basales debido a una salida de Ca?* a través de canales de

membrana, proceso bastante bien caracterizado (48).

Cuando la sefial de fluorescencia queda estabilizada después de la adicién de
vasopresina o bombesina, Ia célula 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 de calcio intracelular, mientras que en el segundo (angiotensina, ATP), la
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FIGURA 1. MOVILIZACION DE Ca** POR HORMONAS EN HEPATOCITOS FETALES
Y ADULTOS. Las células (1x10% se incubaron con Fura-2AM (5 uM) y plurdnico F-127
(20 psg/ml) en medio PBS y tras suceslvos lavados con el mismo medio y I mg/ml de BSA
se mantuvieron en una cubeta espectrofluorimétrica termostatizada a 37°C, previa a la adicidn
de los ligandos y en presencia de Ca** | mM. A los tiempos indicados (flechas), los
hepatocitos fueron estimulados con VP (50 nM), GRP (50 nM}, ANG (50 nM) o ATP (50
uM). Los resultados corresponden a un experimento representativo de seis realizados y el
andlisis estadfstico del incremento méximo de Ca®* se refleja en la tabla 1.
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FIGURA 2. MOVILIZACION SECUENCIAL DE Ca** POR HORMONAS EN
HEPATOCITOS FETALES, Las células se incubaron como se indica en [a figura 1. A los
ticmpos indicados (flechas), los hepatogitos fueron estimulados con VP (50 nM) y ATP (50
#M) (A) 0 ATP (50 xM) y ANG (50 nM) (B). Los resultados corresponden a un experimento

representativo de tres realizados,
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depleccién inicial es mayor y los depdsitos no habrfan recuperado Ios niveles de calcio

necesarios para producir otra liberacién tan intensa,
1.1,2. Movilizacién de Ca?* en ausencia de Ca?* extracelular

Si las adiciones de los ligandos se efectian en ausencia de calcio extracelular
como muestra la figura 3, el incremento de Ca®* citosélico es menor en intensidad y
duracién, Estos efectos podrfan ser debidos en parte, a una salida de calcio de la

célula que no serfa contrarrestada por una entrada desde el exterior.

El mecanismo mds probable apunta a una entrada de calcio en la célula
proporcional al vaciamiento de los depdsitos intracelulares. Cuando existe calcio fuera,
el aumento de calcio citosdlico es mayor. En caso contrario, la fuente de calcio
extracelular no puede contribuir & la intensidad de la sefial, que sdlo se deberfa a una
movilizacién de caleio del retlculo endopldsmico. En cualquier caso, se pone de

manifiesto la participacidn del calcio extracelular en el aumento de calcio citosélico.

1.2, EFECTO DY 1.OS ESTERES DE FORBOL SOBRE LA MOVILIZACION
DE Ca?t

Como respuesta a diversos agonistas, se produce la activacién de enzimas que
modulan la via de transduccidn de la seiial actuando a distintos niveles de la misma
por fosforilacién de sustrato, Una de las quinasas implicadas es la protefna quinasa C,
receptor bioldgico de los ésteres de forbol (30,36,135). Con el fin de ver si la proteina
quinasa C participa en Ja via de sefializacién del calcio, los hepatocitos (preincubados
con Fura como en el apartado anterior) se incubaron con 100 ng/ml de forbol
dibutirato (PIDBu) durante 10 minutos previa a la adicién de los ligandos en presencia

de calcio extracelular | mM.

En las condiciones indicadas y segin muestra la tabla 1, la respuesta de los

ligandos sc vié drdsticamente disminuida en todos Jos casos cuando las células fueron
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FIGURA 3. ERECTO DEL Ca** EXTRACELULAR SOBRE LA MOVILIZACION DE
Cal* EN HEPATOCITOS FETALES. Las células se procesaron como se Indica en la ﬁgu}a
1. A los tiempos indicados (flechas), los hepatocitos fueron estimulados con ANG (50 nM)
en presencia (A) y ausencia (B) de Ca?* 1 mM, Bn ausencia de Ca’* extracelular el medio
contenfa BGTA 200 uM (pH 7,4). Los resultados corresponden a un experimento
representativo de tres realizados,
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. PDBu Ca¥™ (nM)
Ligando Fetal Adulto
Ninguno - 187 4 20 165 + 19
_ + 199 + 27 2
Vasopresina S0 nM - 427 + 26 69517:5;222‘37""
+- 230 + 39 225 + 38
GRP 50 nM - 492 + 27 317 4 2200
+ 190 + 28 2
Angiotensina 50 nM - 671 + 28 7(1)51' i gZ‘
+ 305 1 54 342 + 44
ATP 50 uM - 773 & 33+ 854 + 3ok
: + 367 + 71 457 & 63

TABLA 1. EFECTO DE HORMONAS Y ESTERES DE FORBOL SOBRE LA
MOVILIZACION DE Ca** EN HEPATOCITOS AISLADOS FETALES Y ADULTOS. Las
células (2x10%) preincubadas con Fura-2AM se incubaron en PBS con PDBu (100 ng/mi) a
37°C durante 10 minutos. Tras tres lavados con PBS y § mg/m! de BSA se estimularon corn
VP, GRP, ANG o ATP. Paralclamente, células tratadas en las mismas condiciones, pero sin
estimulacién previa con ¢l forbol, también fueron estimuladas con las citadas hormonas. La
concentracién intracelular de Ca?* se registré durante cinco minutos por métodos
espectrofiucrimétricos como se detalla en la seccidn 3.1.2. de métodos, Los resultados son
la media 4 SEM de tres o seis experimentos en células preincubadas con o sin PDBu,

respeclivamente,
tp < (0,05, adicion de hormona v no.
bp< (0,05, fetal vs adulto en cada condicidn.
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preincubadas con ésteres de forbol. Este comportamiento en hepatocitos presenta las
mismas caracter{sticas que lo observado por otros grupos en células de musculo liso
(32,145).

Los valores de calcio intracelular basales (sin estimulacién posterior con
hormonas) y tras incubacidn con ésteres de forbol no presentan diferencias
significativas. Asimismo, la concentracién intracelular de calcio en células
preincubadas con PDBu 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 adultos como fetales preincubados con PDBu,
angiotensina y ATP producen un ligero aumento de calcio respecto a las basales, 100
nM, pero éste es cuatro o cinco veces menor que en células sin incubacién previa con

el forbol, donde se alcanzan incrementos netos de hasta 600 nM,

A la vista de eslos resultados puede deducirse un papel de control negativo de
los ésteres de forbol en ¢l aumenio de calcio intracelular tras la estimulacién
hormonal. Estc hecho estarfa mediado por Ja activacién de la protefna quinasa C, El
mecanismo de este control negativo podrfa situarse a nivel del receptor, por
desensibilizacidn o por su 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

Con ¢l fin de tener una aproximacion relativa a la capacidad de las hormonas
para aumentar el calcio citosélico, las células fueron estimuladas con tres compuestos
que actian en diferentres niveles del sistema de transducci6n de sefiales extracelulares.
El estudio se realizé con mastopardn, fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol

hidroquinona, en presencia de CaCl, 1 mM.
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El mastopardn es un tetradecapéptido aislado de veneno avispa que posse
acciones mitogénicas, Los efectos del mastopardn sobre la hidrélisis de
fosfatidilinositoles y la movilizacién de calcio de reservorios intracelulares no implica
la unidn a receptores especificos de la membrana plasmdtica (158). Su mecanismo es
por accidn directa sobre protefnas G estimulando la unién e hidrélisis de GTP de
modo similar a lo que sucede en la formacidn del complejo ligando-receptor. Muchos
de los efectos moleculares y celulares del mastopardn pueden bloquearse por la toxina
pertdsica (inactiva G; y G,) (66,67),

El siguiente paso en el proceso de transduccién de sefiales después de protefnas
G es el efector. Para actuar sobre la via a este nivel se utilizé la fosfolipasa C
especffica de fosfatidilinositol (PI-PLC), procedente de Bacillus cereus, para estimular
las célutas (97).

La 2,5-di(t-butil)-1,4-benzohidroquinona es un inhibidor especifico de la
ATPasa de caleio del retfeulo endopldsmico, con lo cual queda bloqueada la
recaplacién de calcio. Sin embargo, y segin demuestra el grupo de Orrenius, no se
ven afectados los flujos de calcio de la mitocondria o la ATPasa de la membrana
plasmdtica (78,109).

La respuesta de las células a estos tres compuestos fue sostenida en el tiempo
y de igual o mayor intensidad que la presentada por cualquiera de los ligandos
anteriores como se muesira en la figura 4. En todos los casos se produce un aumento
de Ca* rdpido hasta niveles de 800 nM (hidroquinona y PI-PLC) en hepatocitos
adultos y felales, manteniéndose sin variacién alguna por periedos de tiempo
registrados hasta cinco minutos, a diferencia de los ligandos que actuan via receptor,
ya que éstos estimulan una salida de calcio de la célula, El mastopardn produce una
elevacién de Ca** algo menor, de acuerdo con lo observado por el grupo de Garcfa-

Sdinz (52).

Estabilizada la sefial de fluorescencia por mastopardn, PI-PLC o hidroguinona,
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FIGURA 4. MOVILIZACION DE Ca** POR SUSTANCIAS QUE AFECTAN LA
RESPUBSTA CELULAR EN HEPATOCITOS FETALES Y ADULTOS. Las células se
procesaron como se indica en la figura 1. A los tiempos indicados (flechas), las células
fueron estimuladas con hidroquinona (20 uM), PLC de fosfatidilinositol (0,5 U) o mastopardn
(50 uM). Los resultados cotresponden a un experimento representativo de tres realizados con

distintas preparaciones de células.
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FIGURA 5. MOVILIZACION DE Ca'* POR ADICION SUCESIVA DE LIGANDOS EN
HEPATOCITOS FETALES Y ADULTOS. Las células se procesaron como se indica en la
figura 1. A los tiempos indicados (flechas), las células se estimularon con ANG (50 nM) o
HQ (20 #M) previa a la adicién de ANG. Los experimentos son representativos de tres

realizados con distintas preparaciones de células,
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las células se estimularon de nuevo con vasopresina, bombesina, angiotensina o ATP.
Un gjemplo 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

estimulacién con hidroquinona,

Como se ha visto anteriormente, y coincidiendo con lo descrito en hepatocitos
adultos por Kass y cols. (78), el aumento de Ca®* por angiotensina es répido y
transitorio, pero en células previamente estimuladas con hidroquinona y tras alcanzar
niveles mdximos en la concentracién de calcio intracelular, la angiotensina produjo una
disminucién dréstica de la sefial. La cafda de la fluorescencia podrfa corresponder a
una apertura de los canales de la membrana permitiendo la salida de calcio de la

célula,
1.4, LIBERACION DE CALCIO DE RETICULO ENDOPLASMICO POR 1P,

El calcio procedente de orgdnulos intracelulares, fundamentalmente no
mitocondriales, constituye una fuente importante en el aumento de calcio citosdlico
tras estimulacién celular (10), La aperiura de canales de calcio del reticulo
endopldsmico se produce por la unién 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 mimero de
receptores para IP; o en ¢l contenido de calcio del retfculo endopldsmico. Con el fin
de estudiar este hecho se utilizaron preparaciones microsomales de ambos tipos
celulares obtenidas mediante centrifugaciones diferenciales segiin se describe en el

apartado 3.2.1. de métodos.

El calcio contenido en el retfeulo endopldsmico fue cuantificado por el aumento
de fluorescencia que presentaron las muestras en presencia de Fura-2 1 uM, pero sin

calcio en el medio. La hidrofobicidad de este compuesto fluorescente impide que
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FIGURA 6. MOVILIZACION DE Ca’* EN PREPARACIONES MICROSOMALES DE
HEPATOCITOS FETALES Y ADULTOS. La fraccién microsomal se prepard por
centrifugacidn diferencial segtin se detalla en la seccidn 3.2.1. de métodos y se ensayé a una
concentracidn de protefna de 1 pg/mi en hepatocitos fetales (@) y adultos (©). Los resultados

son la medla de dos preparaciones microsomales distintas,
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atraviese la membrana del retfculo endopldsmico (35), por tanto, sélo se vers un

aumento en la seilal cuando salga calcio del retfeulo,

En la figura 6 se observa la cinética de liberacién de calcio de los microsomas
por adicién de cantidades sucesivas de IP; hasta la saturacién de los receptores del
retfculo endopldsmico. A igualdad de protefna, la cantidad de calcio liberada fue la
misma para el caso de los hepatocitos fetales y adultos, alcanzdndose valores de 0,5

nmol/mg de protefna,

La liberacidn de calcio obedece a una cinédtica de primer orden. La K, fue 1
#M en los dos tipos de células. A concentraciones de 1Py de 5 uM el sistema queda
prdcticamente saturado, quedando estabilizada la respuesta a 10 uM. Estos datos
muestran un comportamiento idéntico en hepatocitos fetales y adultos relativo al

nimero y caracler(sticas de los receptores de 1P, del reticulo endopldsmico.

2. GENERACION DE INOSITOL 1,4,5-TRISFOSFATO A PARTIR DE
FOSFATIDILINOSITOL. 4,5-BISFOSFATO

El 1P, generado a partir de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato constituye una sefial
lemprana en ia cascada de acontecimientos que tienen lugar desde la unién de un
ligando a su receptor (147), La cuantificacién de este metabolito tras la estimulacién
celular da informacién sobre la vfa de transduccién utilizada por diferentes

compuestos.

Para la determinacién de IP, las células fueron preincubadas con LiCl durante
10 minutos previos a la estimulacién para prevenir la accién de las inositol fosfato o
inositol bisfosfato fosfatasas (11). Las células fueron incubadas con los ligandos a
saturacién a tiempos muy cortos, entre 30 y 90 segundos debido a la gran rapidez en
la generacion y la desaparicién de [P, por la accién enzimdtica de quinasas y fosfatasas

(25); de hecho a los 30 segundos ya se consiguié el mdximo efecto.
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La valoracién de I, en las muestras se basd en el desplazamiento de CH)IP,
unido especfficamente a su receptor como queda detallado en la seccidn 4. de
métodos. Cuanto menor valor de radiactividad se obtenga, mayor habrd sido la

generacién de IP; en la muesira y mayor por ¢llo el CH)IP, desplazado del sistema.

Todos los compuestos utilizados, excepto la hidroquinona, produjeron un
aumento en los niveles de IP;, como se observa en la tabla 2. Con la hidroquinona,
de acuerdo con su mecanismo de accidn exclusivamente a nivel del retfculo
endopldsmico, no se vieron variaciones significativas respecto a valores basales: entre

2 y 3 nmol IPy/mg de protefna,

El mayor incremento en los dos tipos de células se observé en presencia de
mastopardn, con el que se alcanzaron valores de 18 nmol/mg protefna, siete veces
superiores a muestras control. Algo menor, pero el siguiente en magnitud, fue el

efecto de la PI-PLC en ambos c¢asos.

Una diferencia importante entre hepatocitos adultos y fetales y de acuerdo con
el aumento en la concentracion de calcio intracelular, se manifestd con la vasopresina
y ¢l GRP? o la bombesina. La primera, en hepatocitos adultos, genera niveles de 1P,
préximos a los observados en células tratadas con PLC, mientras que con bombesina
quedan prdcticamente en los niveles basales., El caso conirario se observa en los
hepatocitos fetales con un valor de IP; mayor con bombesina que con vasopresina,

aunque esta tltima también produce una respuesta significativa,

Respecto a angiotensina y ATP, en ambos tipos de células hepdticas se superan
los niveles del control al menos cuatro veces, aunque sin alcanzar los valores del
mastopardn o PI-PLC, que actdan sobre eventos distales respecto al receptor de
membrana. Bl hecho de que estos compuestos produzean el mismo aumento en la
concentracién intracelular de calcio pero que existan diferencias significativas en la
produccién de 1P, puede interpretarse como una saturacién en la liberacién de calcio

del retfculo endopldsmico con los niveles de IP, alcanzados por an giotensina o ATP
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. IP; (nmol/mg protefna)
Ligando Fetal Adulto
Ninguno 2,340,3 2,0 +0,2
Vasopresina 50 nM 6,7 + 1,1* 10,9 + 2,0
GRP 50 nM 10,5 4- 1,80 3,0 £ 0,4%
Angiotensina 50 nM 12,8 4 1,9*® 7,8 £ 1,0M
ATP S0 uM 11,2 £ 2,6 8,5 + 1,3
PI-PLC 0,5U 14,7 4 2,4* 10,2 + 1,8
Mastopardn 50 uM 8,8 + 2,3 18,3 + 2,3
Hidroquinona 20 uM 3,4 + 0,5 2,4 1 0,

TABLA 2. BEECTO DE DISTINTAS SUSTANCIAS SOBRE LA PROBDUCCION DE IP,
N HEPATOCITOS FETALES Y ADULTOS. Las células (2x10%, preincubadas con LiCl
durante 10 minulos, sc incubaron en medio PBS con las sustancias indicadas durante 30
segundos, tras lo cual se afiadié HCIO, a 4°C para finalizar la reaccién. Las muestras se
ceatrifugaron y se tomd la fase soluble para la determinacién de inositol 1,4,5-trisfosfato
(IPy), mediante un ensayo de competencia con (H)IP; por un ndmero limitado de sitios de
unién como se detalla en la scccién 4. de métodos, Los resultados son la media 3 SEM de
tres experimentos ensayados por duplicado o triplicado.

‘P < 0,01, adicién de sustancia v§ no.

‘P < 0,05, fetal vs adulto en cada condicidn.

P 0,05, adicidn de sustancia vs no.
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del orden de 10 uM.

A la vista de esta generacion de IPs, podria implicarse a 1a via de los inositoles
en la transmisién de sefiales extracelulares con los compuestos utilizados. Estos
resultados también estdn de acuerdo con que el aumento de calcio citosélico procede
mayoritariamente de la liberacién del retfculo endopldsmico, en relacién directa con

el IPy producido.

3. GENERACION DE GLICEROLIPIDOS Y METABOLITOS DERIVADOS

Con objeto de analizar uno de los pasos principales en 1a via de transmision de
sefiales extracelulares se estudiaron diversos glicerolfpidos y otras moléculas derivadas

del glicerol, generadas en respuesta a distintos estimulos hormonales.
3.1. PRODUCCION DE sn-1,2-DAG A TIEMPOS CORTOS

A través de los compuestos que utilizan la vfa de la fosfolipasa C especffica de
fosfatidilinositol (PI-PLC) se generan IP; y DAG, ambos procedentes de la hidrdlisis
de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (9). El DAG detectade a tiempos cortos, en los dos
primeros minutos después del estfmulo, debe ser proporcional al IP;, ya que ambos
proceden de la misma molécula. Pequefias diferencias entre ambos pueden ser debidas
a la presencia de otro DAG residual de la membrana plasmdtica o del retfculo

endopldsmico (3,43).

Las células se incubaron durante 90 segundos con los ligandos a saturacidn y
el DAG de 1a muestra extrafdo en fase cloroférmica se valord con la diacilglicerol
quinasa especffica de sn-1,2-DAG, que incorpora (PP)P, del (y-?P)ATP en el DAG
(160),

Para determinar la cantidad de DAG presente en los extractos se ensayaron
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. 1,2-DAG (nmol/mg protefna
Ligando Fetal : Iz)\dulto )
Ninguno 5,1 40,7 4,3 40,5
Vasopresina 50 nM 10,8 + 0,2* 9,9 4+ 1,2*
GRP 50 nM 11,7 + 0,2+ 7,5 £ 1,1°¢
Angiotensina 50 nM 9,3 + 1,1* 10,6 + 1,9
ATP S0 uM 11,2 £ 1,9 13,1 + 2,3
PI-PL.C 0,5U 14,2 4 2,00 16,3 + 2,5
Mastopardn 50 uM 8.4 + 1,2° 12,0 £ 2,2¢
Hidroquinona 20 uM 6,9+ 1,4 5,9 + 0,7

TABLA 3. EFECTO DE DISTINTAS SUSTANCIAS SOBRE LA PRODUCCION DE sn-
[,2-DAG EN HEPATOCITOS FETALES Y ADULTOS, Las células (1x10%) se incubaron
en medio PBS durante 90 segundos con las sustancias indicadas, tras lo cual se afiadié un
volumen de cloroformo:metanol (95:5) para finalizar la reaccidn, Las muestras s¢
centrifugaron y ¢l contenido de sn-1,2-DAG solubilizado en la fase orgdnica se determiné
mediante el enzima diacilglicerol quinasa como se detalla en la seccidn 7.1, de métodos. Los
resultados son la media & SEM ('Ic tres experimentos,

‘P < 0,01, adicién de sustancia vs no.

bp < 0,05, fetal vs adulto en cada condicidn,

P < 0,05, adicién de sustancia v§ no.
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distintas concentraciones conocidas de didecanoilglicerol puro para construir una curva

patrén y calcular los valores correspondientes a cada muestra,

En la tabla 3 se muestran los datos de sn-1,2-DAG donde se observa que de
todos los compuestos utilizados, sélo la hidroquinona dio un valor préximo al control,
alrededor de 5 nmol/mg de protefna, En los demds 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, angiotensina y mastopardn también se detecta produccién de
DAG superior a los valores basales, pero cuantitativamente no hay diferencias muy
acusadas entre células adultas y fetales. El GRP, en hepatocitos fetales, es de los
ligandos que mayor cantidad de DAG produce, mientras que en los adultos su efecto

es mucho menor,

L.os resultados conjuntos de DAG e IP, podrfan apuntar a una utilizacién de la
vfa de los fosfatidilinosiloles a través de la PI-PLC en todos los compuestos
estudiados, exceptuando la hidroquinona, que una vez mds, confirma su accién

exclusivamente a nivel del retfculo endopldsmico.
3.2, PRODUCCION DE DIACILGLICEROL A TIEMPOS LARGOS

Para estudiar 1a posible generacién de DAG a partir de glicerolipidos diferentes
de los fosfatidilinositoles, se estudié el DAG producido a tiempos largos, entre 2 y 90
minutos. El DAG puede proceder de la hidrélisis de la fosfatidilcolina, fosfolfpido
muy abundante de la membrana plasmdtica, por la accion de dos fosfolipasas: la
fosfolipasa C espeeffica de fosfatidilcolina (PC-PLC) que produce fosfocolina y DAG
directamente, mientras que la fosfolipasa D (PLD) da lugar a colina y dcido
fosfatfdico, el cual es fosforilado por la fosfatidato fosfohidrolasa generando también

DAG (49,133).
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El estudio de la produccién de DAG se realiz6 en hepatocitos fetales en cultivo
incubados con ("C)glicerol y (H)colina y estimulados a distintos tiempos con
vasopresina, bombesina, angiolensina y ATP. Los glicerol{pidos se extrajeron con
Cl,CH tras sucesivos lavados con H,0 y metanol, como se detalla en la seccién 7.2.
de métodos. Las muestras se aplicaron en una placa de silicagel para su separacién y
andlisis por cromatograffa en capa fina (TLC).

Tomando como referencia la posicidn del DAG patrén en la placa revelada con
vapores de iodo, que se fija temporalmente a los lipidos, pudieron visualizarse las
manchas de las muestras. Asimismo, se valoraron la formacién de fosfatidilcolina y
de DAG considerando la radiactividad de Jas placas en aquellas posiciones donde

coincidieran *H y "C o sélo ¥C, respectivamente.

La posicidn de la fosfatidilcolina, deducida por valores de radiactividad, se vio
retrasada respecto al DAG, pero con los datos obtenidos no pudieron apreciarse
diferencias entre las distintas condiciones, por lo cual la fosfatidilcolina fue valorada

por otros procedimientos.

Visualizado por las manchas de iodo, el R, del dioctanoilglicerol patrén en
las condiciones de la cromatograffa descritas fue 0,60. Asf, para valorar el conjunto
de los diacilgliceroles de las muestras se consideraron las dreas comprendidas entre
0,50 y 0,75 de R, donde ademds se detectan los incrementos de radiactividad, como

se ve en la figura 7,

Las manchas mds 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 oblener una relacién cuantitativa del diacilglicerol producide en cada
condicién respecto al control (figura 8A) y de su evolucion a través del tiempo (figura

8B), se midid la radiactividad del “C en las 4reas correspondientes a dicho
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FIGURA 7. EFBECTO DE HORMONAS EN LA PRODUCCION DE DIACILGLICEROL,
EN HEPATOCITOS FETALES A TIEMPOS CORTOS. Las células en cultivo (0,5x10) se
incubaron a 37°C con (“C)glicerol y (H)eolina (0,5 uCyml) en medio DMEM durante 2
horas, Tras sucesivos lavados con DMEM se incubaron con VP (50 nM), GRP (50 nM),
ANG (50 nM) o ATP (50 uM). Las muestras se recogieron a los 2 minutos como se detalla
en la seccidn 7.2, de métodos. La extraccién de los glicerolipidos de las células se realizé
con cloroformo y las muestras se resolvieron por cromatograffa en capa fina (TLC), Las
placas se cortaron en tiras en Jas que se determind el R, y a radiactividad correspondiente
al “C. Los resultados representan un experimento de dos realizados con las muestras

procesadas por duplicado,
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FIGURA 8. EFECTO DE HHORMONAS SOBRE LA FORMACION DE DIACILGLICEROL
EN HEPATOCITOS FETALES A TIEMPOS LARGOS. Las células se procesaron como se
detalla en la figura 7. Las muesiras se recogieron a tiempos 0, 2, 30, 60 y 90 minutos y se
resolvieron por T1.C. Los resultados de las figuras corresponden al 4rea comprendida entre
0,50 y 0,75 de R,. Los valores de radiactividad se han calculado como incrementos netos
respecto al conlrol (células sin estimular) y quedan representados en funcidn de la hormona

considerada (A) o del tiempo de incubacién en cada condicidén (B).

78



glicerolfpido, ya que el glicerol va marcado con este is6topo.

La vasopresina fue la hormona con mayor efecto en los dos primeros minutos,
con un aumento del DAG tres veces superior al control. A partir de los 30 minutos
ya se vieron pocas diferencias. También destaca la accién de la bombesina durante
todo ¢l proceso, ya que sus efectos san mds retardados y sostenidos, produciéndose
el mayor incremento a los 30 minuwtos pero manteniendo diferencias significativas hasta

los 90 minutos.

Ll perfil de 1a produceion de DAG en células estimuladas con angiotensina fue
parecida a la bombesina, pero cuantitativamente menor, El ATP précticamente no tuvo
efecto en los primeros minutos, pero desde los 30 minutos los niveles de DAG se

mantuvieron hasia el final de la incubacidn,
3.3, FORMACION DE FOSFATIDIL.COLINA Y METABOLITOS DERIVADOS

La deteccidn de metabolitos derivados de colina (fosfatidilcolina, fosfocolina
y colina) sintetizados en la célula puede relacionarse con la participacién de distintas
fosfolipasas en la transmisién de sefiales extracelulares, como se describe en el
aparlado anterior, La deteccidén de altos niveles de colina en las muestras apuntarfa a

una participacidn de la PLD.

Segiin queda descrito en ¢l apartado 7.3. de métodos, la fosfatidilcolina,
fosfocolina y colina se determinaron en hepatocitos fetales incubados con (H)colina
y recogidos sobre fase metandlica, en Ja cual son muy solubles todas aquellas

moléculas que contengan colina,

Las muestras se aplicaron en columnas de Dowex-50W, que permiten una
separacién de los compuestos en funcién de} pH del medio utilizado para su elucién.
La fosfatidilcolina no quedard unida a la columna ya que la parte lipofflica del DAG

(dcidos grasos) no interacciona con el gel equilibrado con agua, pero s{ Io hardn la
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FIGURA 9. LIBERACION DIZ COLINA AL MEDIO EN HEPATOCITOS FETALES, Las
cétulas en cultivo (0,5x10%, fueron incubadas a 37°C con (*H)eolina (0,5 pCi/ml) en medio
DMEM durante 2 horas. Tras eliminar ¢f medio, se incubaron con VP (50 nM) (@),
Bombesina (50 nM) (A), ANG (50 nM) (©) y ATP (50 #M) (). A los tiempos establecidos
se cuantificd la radiactividad del sobrenadante, Los resultados corresponden a la media

SEM de dos experimentos distintos.
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fosfocolina y la colina. Estos metabolitos, mucho mds hidrofflicos que ¢l anterior,

quedardn retenidos; la fosfocolina eluird con agua y la colina lo hard con HCI 37).

Los hepatocitos fetales fueron estimulados durante 2, 10, 30 y 60 minutos en
presencia de vasopresina, bombesina, angiotensina y ATP para comparar los niveles
de fosfatidilcolina, fosfocolina o colina generados en cada caso. A los tiempos citados
se transfirié el medio DMEM a viales con lquido de centelleo, cuya radiactividad
permite cuantificar la liberacidn de colina al medio. La figura 9 representa la

liberacién de colina, donde no se aprecian diferencias con los distintos ligandos.

En el extracto metandlico de las muestras procesadas por las columnas, la
racliactividad incorporada cs proporcional a la cantidad de metabolito, En la
fosfatidilcolina recogida directamente al pasar Ja muestra por la columna, ya que no
queda retenida, no se apeciaron diferencias entre células incubadas con bombesina,
angiotensina o ATP respecto a las células sin tratar; sin embargo con vasopresina se
vio una disminucidn importante hasta los 10 minutos. Los resultados fueron los
mismos ¢n ¢l caso de la fosfocolina. Respecto a la colina, una vez mds, sélo la
vasopresina produjo un aumento, lo cual estarfa de acuerdo con la disminucion de las
otras dos cspecics a los tiempos cosiderados. Entre los 10 y los 60 minutos ya no se

apreciaron efectos en ningtin caso,

4. ACTIVIDAD DE LA FOSFATIDATO FOSFOHIDROLASA

Como enzima implicado en el metabolismo del 4cido fosfatidico, se estudid la
contribucién de la fosfaticlato fosfohidrolasa en la transduccién de sefiales
extracelulares. La medida de la actividad de la fosfatidato fosfohidrolasa se llevé a
cabo valorando la produccién de DAG a partir de 4cido fosfatidico, El enzima se
ensayé en muestras procedentes de hepatocitos adultos y fetales, tanto en la fraccién

soluble como en la correspondiente a la membrana plasmética como se describe en la

seccién 5, de métodos,
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FIGURA 10, PRODUCCION DE DIACILGLICEROL A PARTIR DE DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE  ACIDO  FOSFATIDICO POR LA ACTIVIDAD
FOSFATIDATO FOSFOHIDROLASA HEPATICA. La actividad fosfatidato fosfohidrolasa
de enzima procedente de membrana de hepatocitos adultos se valord mediante la produccidn
de CHYDAG a partir de CH)dcido fosfatidico, segdn se detalla en la seccldn 5. de métodos.
Los resultados corresponden a la media + SEM de tres experimentos,
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FIGURA |1, EFECTO DE PDBu Y GLUCAGON SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
FOSFATIDATO FOSFOHIDROLASA. Los hepatocitos (5x10%) se incubaron en medio PBS
con glucagén (100 nM) o PDBu (100 nM) a 37°C durante 10 minutos. Tras purificar las
membranas plasmdlicas, se midié la aclividad de la fosfatidato fosfohidrolasa a distintas
concentraciones de susirato, como s¢ detalla en la seecién 3. de métodos, Los resultados

corresponden g 1a media f; SEM de cuatro experimentos distintos.
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FIGURA 12. BEFECTO DE DISTINTAS HORMONAS EN LA DISTRIBUCION
SUBCELULAR DE LA FOSFATIDATO FOSFOHIDROLASA EN HEPATOCITOS. Las
células (2x10°% se incubaron a 37°C durante 10 minutos en medio PBS en presencia de VP
(50 nM), GRP (50 nM), ANG (50 nM) o ATP (50 xM). La actividad de la fosfatidato
fosfohidrolasa en la fraccién soluble (barras abiertas) y particulada (barras rayadas) se
determind por la formacién de CHYDAG a partir de CH)4cido fosfatidico como se detalla en
la seccidn S, de mélodos. Los valores de actividad en citosol y membrana se representan
normalizados en porcentaje. Los resullados corresponden a la media + SEM de tres

experimentos.
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De acuerdo con lo descrito por el grupo de Brindley (151), la actividad residié
en un 95% en la membrana plasmdtica, excluyendo el enzima asociado al retfculo
endopldsmico en presencia de N-elil-maleimida, Asf, se consideré solamente esta
fraccién particulada para la mayorfa de los ensayos de actividad en las distintas

condiciones,

Para establecer las condiciones dptimas del ensayo, se estudié primero la
constante de afinidad del enzima purificado de membrana de hepatocitos adultos. La
figura 10 muestra la produccidon de CH)DAG ensayando con concentraciones

crecientes de (H)dceido fosfatidico hasta | mM. La saturacién se alcanza a 500 uM.

Para esludiar la posible modificacidn de la actividad de la fosfatidato
fosfohidrolasa, por protefna quinasa C y prolefna quinasa A, hepatocitos adultos
fueron incubados durante 10 minutos con PDBu (activador de protefna quinasa C) o
con glucagdn (activador de prote(na quinasa A), a distintas concentraciones de 4cido
fosfalfdico., Como muestra la figura 11 la activacidn de las quinasas no presentd

diferencias respecto a las células sin tratar,

La actividad enzimdtica en fraccidn soluble y particulada se ensayé en
hepatocilos fetales tras 10 minutos de incubacién con vasopresina, bombesina,
angiotensina y ATP. En ningin caso la aclividad se vio afectada como se aprecia en
Ia figura 12, donde ha sido normalizada al 100% la actividad de ambas fracciones en

el control. Los resultados en hepatocitos adultos resultaron similares a los obtenidos

en células fetales.

5. ACTIVACION DE LA GLUCOGENO FOSFORILASA a
La glucdgeno fosforilasa a es un enzima citosdlico que in vivo cataliza la

degradacién del glucdgeno, pero in vitro, en presencia de un gran exceso de

glucosa-1-P permile la reaccién contraria. Para la activacion del enzima es suficiente
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una concentracidn de calcio por debajo de 400 nM, por lo cual constituye un buen

sensor para delectar pequeias variaciones intracelulares en dicho ion (157).

La actividad de la glucdgeno fosforilasa se determind en Ia fraccién soluble de
homogeneizados celulares mediante la valoracién del fosfato liberado al incorporarse
glucosa-1-P en el polfmero de plucdgeno. Las incubaciones con los distintos
compuestos se realizaron a tiempos cortos dentro de los primeros minutos, ya que

después la actividad del enzima cae pricticamente hasta niveles basales,

La mdxima activacidn de la glucdgeno fosforilasa se considerd la alcanzada con
el ionéforo A23187 5 uM. Los resultados del estudio comparativo entre hepatocitos
adultos y fetales estdn de acuerdo con el aumento en la concentracién de calcio

intracclular en ambos tipos de c¢élulas.

En hepatocitos adultos (figura [3B) la mdxima activacidn, tres veces superior
al control, se consiguid con vasopresina, angiotensina y ATP en el primer minuto.
Estos tres compuestos producen un aumento de calcio intracelular suficiente para la
activacidén del enzima. Sin embargo, ¢l efecto de la bombesina o el GRP fue sdlo de
un 50%, lo cual concuerda con una concentracién citosélica de calcio por debajo de
300 nM. La actividad de la fosforilasa fue disminuyendo con el tiempo hasta alcanzar
valores préximos a las basales. Esto sucedié a los cinco minutos en todos los casos,
exceplo con vasopresina, que mantuvo fa actividad del 200% durante ese tiempo, de

acuerdo con lo observado por otros grupos (43).

Por el contrario, en hepatocitos fetales (figura 13A) se vieron activaciones
cercanas al 300% con angiotensina y ATP y algo menores con las otras dos hormonas,
pero en el caso de la vasopresina el efecto fue menor en intensidad y duracién que con
la bombesina. Al igual que con hepatocitos adultos, a partir del primer minuto se
observd una disminucién progresiva de la actividad. Este hecho podrfa relacionarse

con la evolucién de los niveles de calcio citosélico,
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FIGURA 13. ACTIVACION DE LA GLUCOGENO FOSFORILASA POR DIFERENTES
HORMONAS BN HEPATOCITOS RETALES Y ADULTOS. Los hepatocitos (1x10%) fetales
(A) y adultos (13) se incubaron 'en medio Krebs-Henseleit con CaCly 1| mM a 37°C durante
2 minutos en presencia o ausencia (©) de VP (50 nM) (@), GRP (50 nM) (¥), ANG (50 nM)
(¥) o ATP (50 uM) (k). La actividad de la glucogeno fosforilasa se determind por la
liberacién de fosfato inorgdnico mediante métodos espectrofotomélricos, como se detalla en
la seceidn 6. de métodos, Los resultados se expresan como porcentaje de activacion respecto
a células incubadas con ol iondforo A23187 (5 uM) y corresponden a la media & SEM de
cualro preparaciones  distinlas, Las actividades basales fueron de 1442 y 2243

nmol/min/mg de protefna en hepatocilos adultos y fetales, respectivamente.
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6. CARACTERIZACION DE SUBESPECIES DE PROTEINA QUINASA C EN
HEPATOCITOS FETALES Y ADULTOS. DISTRIBUCION SUBCELULAR POR
EFECTO DE HORMONAS in vivo

Ampliamente estudiada durante mds de una década, la protefna quinasa C,
distribuida en todos los tejidos del organismo, se caracteriza por ser un enzima
dependiente de calcio y fosfolfpidos para su activacidn. Se encuentra tanto en la
fracci6n soluble como particulada de la célula, pero in vivo requiere la translocacién
a la membrana para ser catalfticamente activa, Esta se produce por un aumento de los
niveles de calcio intracelular y la presencia de los diacilgliceroles de la membrana

(85).

Se han identificado al menos nueve isoenzimas que difieren en cuanto a los
requerimientos de cofactores para su activacién (84). La presencia de distintos
isoenzimas de protefna quinasa C en hepatocitos fetales y adultos se estudié a tres

niveles: actividad enzimdtica, deteccién de protefna y andlisis de RNA,

6.1. AISLAMIENTO Y DISTRIBUCION DE PKC EN HEPATOCITOS
INCUBADOS CON DISTINTOS LIGANDOS

Los hepatocitos fetales y adultos aislados fueron incubados con distintos
ligandos: vasopresina, bombesina o GRP, angiotensina I[ y ATP a saturacién, y las
muestras recogidas como se indica en la seccién 1, de métodos. La purificacidén de la
proteina quinasa C se realizé a partir de los extractos solubles procedentes de citosol
y membrana celular de hepatocitos, extrafda de esta {ltima por tratamiento con el

detergente no iénico nonidet P-40,

Las muestras se aplicaron a una columna de DEAE-52. En este gel de
intercambio i6nico la protefna quinasa C y todos los derivados del fragmento
catalftico, quedan retenidos por las interacciones idnicas del enzima, El perfil de

elucién de la quinasa fue previamente caracterizado con enzima procedente de higado
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en gradiente de NaCl de 20 a 500 mM.

El enzima se eluyé con un medio con NaCl 120 mM. El fragmento proteolitico
de la protefna quinasa C correspondiente al dominio catalitico, protefna quinasa M,
eluye a una concentracién superior a 280 mM y se utilizé una concentracién de 350

mM para su aislamiento.

La actividad se valord por la incorporacién de (?P)P; del (v-**F)ATP en histona
H1, tanto en presencia como en ausencia de calcio y fosfolipidos a sobresaturacion.
La protefna quinasa C es un enzima dependiente de calcio y fosfolipidos para su
activacién, lo cual permite su diferenciacién de otros enzimas asf como de la proteina
quinasa M ya que al carecer este enzima del dominio regulador es activo en ausencia

de los dos cofactores.

La actividad enzimdtica de la protefna quinasa C resulté diferente en cuanto a
su distribucién en la fraccién soluble o particulada, en funcién del tipo de c€lula. En
hepatocitos adultos, a igualdad de protefna, la actividad residié en un 50-60% en el
citosol, mientras que en los fetales fue entre 70-80%. Los niveles de protefna quinasa

M resultaron ligeramente superiores en hepatocitos fetales.

El efecto de las hormonas en la activacidn y translocacién del enzima en ambos
tipos de células se muestra en la tabla 4, en la cual se considera la actividad

correspondiente a los 2 minutos.

En hepatocitos adultos no se observé translocacién con ninguno de los ligandos
utilizados (vasopresina, bombesina, angiotensina, ATP), ya que la relacién actividad
soluble/actividad particulada no presenté diferencias respecto al control, como puede
también observarse en la figura 15 y de acuerdo con lo descrito por Diaz-Guerra y

cols. (43).

En el caso de los hepatocitos fetales se apreciaron diferencias significativas
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Actividad PKC (%)

Ligando Fetal Adulto
Vasopresina 50 nM 138 + 11 108 + 12
GRP 50 nM 158 + 14 95 + 13
Angiotensina 50 nM 187 £ 2t 111 4 11
ATP 50 uM 191 £+ 19 115+ 9
Hidroquinona 20 uM 04 + 7 99 + 8

TABLA 4. EFECTO DE DIFERENTES LIGANDOS SOBRE LA DISTRIBUCION
SUBCELULAR DE LA PROTEINA QUINASA C EN HEPATOCITOS FETALES Y
ADULTOS. Las células (3x10% se incubaron a 37°C en medio Krebs-Henseleit con CaCl,
1 mM en presencia o ausencia de VP (50 nM), GRP (50 nM), ANG (50 nM), ATP (50 uM)
¢ HQ (20 uM), a los tiempos indicados. Tras homogeneizacién de las células, la actividad
PKC se determind en la fraccién soluble y particulada separadas por centrifugacién y
parcialmente purificadas por DE-52, como se detalla en la seccidn 8.2. de métodos, Los
datos corresponden a la actividad de PKC en la fraccidn particulada expresados en porcentaje
respecto al control (células sin estimular). La actividad total en el control fue de 12,34+1,8
y 7,5+0,9 U/mg de protefna en hepatocitos fetales y adultos, respectivamente. Los resultados

son la media 4 SEM de cinco experimentos.
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FIGURA 14, EFECTO DE DISTINTOS LIGANDOS SOBRE LA DISTRIBUCION DE
PROTEINA QUINASA C EN HEPATOCITOS FETALES. Las células (3x10%) se incubaron
4 37°C en medio Krebs-Flenseleit con CaCl, | mM en presencia o ausencia (O} de VP (50
nMj (@), GRI (50 nM)} (v), ANG (50 nM) (w), ATP (50 pM) (%) e HQ (20 M) (i), a los
tiempos indicatos. Tras homogeneizacién de las céinlas, la actividad PKC se determin en
Ia fraceién soluble y particulada separadas por centrifugacidn y parcialmente purificadas por
DE-52, como se detalla en la scecidn 8.2, de mélodos, Los datos de actividad de PKC
corresponden al porcentaje de actividad enzimdtica de la fraccién particulada respecto al
conlrol. La actividad total de PKC en el control fue de 12,34:1,8 U/mg de protefna. Los
resultados son media 4 SEM de cinco preparaciones de células distintas. (*, P< 0,05; **,

P< 0,01, hormona v conirol).
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FIGURA 15. EFECTO DE DISTINTOS LIGANDOS SOBRE LA DISTIRBUCION DE
PROTEINA QUINASA C EN HEPATQCITOS ADULTOS. Las células se procesaron como
se detalla en la figura 14, Los datos de actividad en la fraccidn soluble (barras abiertas) y
particulada (barras rayadas) se expresan como porcentaje de la actividad total en cada
condicién. La actividad total en el control fue de 7,5+0,9 U/mg de protefna. Los resultados
son media 1+ SEM de cuatro preparaciones de células distintas.
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entre los distintos ligandos, tanto en la intensidad como en la duracién del efecto. Esto
puede observarse en una curva con muestras tomadas a distintos tiempos, hasta los 15

minutos de incubacién, como refleja la figura 14.

Con angiotensina y ATP la actividad del enzima en la membrana fue doble a
la del control, La bombesina aumentd en un 60% y en un 40% la vasopresina. El
efecto maximo se produjo en todos los casos en los primeros minutos, pero éste se
mantuvo sin apenas disminucién con bombesina y angiotensina, mientras que con
vasopresina y ATP sf sucedié en los minutos siguientes. El efecto sostenido de

bombesina y angiotensina estarfa de acuerdo con la produccién sostenida de DAG.

Para que se produzea la translocacién a la membrana se requiere un cambio
conformacional del enzima, que puede producirse en presencia de fosfolipidos con
concentraciones de calcio en el rango de 1 uM o bien por el efecto de los ésteres de
forbol durante periodos de tiempo alrededor de los 10 minutos (19,56). La diferencia
entre estos dos efectores radica en que los forboles producen una activacién y unidn
a la membrana permanentes, mientras que en el primer caso, a concentraciones de
calcio fisioldgicas, se requieren sinérgicamente niveles de diacilglicerol para la

estabilizacién del enzima.

El hecho de que no se produzea translocacion del enzima adulto, a diferencia
del fetal, podrfa deberse en parte al grado de distribucién del enzima entre la fraccion
soluble y particulada. Una posible explicacion es que en hepatocitos adultos, al
detectarse una mayor proporcién de enzima particulado que en los fetales, la
movilizacién de la forma soluble podria requerir sefiales mds intensas para su

translocacién a la membrana,

Por otra parte, la diferencia también podria radicar en una desigual proporcion
de isoenzimas en los tejidos, pudiendo ser uno de ellos responsable mayoritario del
proceso de translocacidn. Teniendo esto en cuenta se analiz6 la presencia de distintas

subespecies de protefna quinasa C en ambos tipos de células,
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6.2, CARACTERIZACION DE LLAS SUBESPECIES DE PKC EXPRESADAS EN
HEPATOCITOS FETALES Y ADULTOS A NIVEL DEL RNA MENSAJERO

El estudio de las subespecies de protefna quinasa C presentes en hepatocitos
fetales y adultos, se realiz6 partiendo del aislamiento del RNA con el fin de analizar
sus posibles diferencias en ambos tipos de células. A patir del RNAm, que da
informacién sobre los isoenzimas de protefna quinasa C que se expresan en la célula,
gs posible la obtencién del cDNA in virro y su amplificacién y andlisis en geles de

agarosa,

Con el fin de anlizar el RNA, se recurrid a la técnica de PCR (Polymerase
Chain Reaction), mediante la cual se consiguen un gran mimero de copias de cDNA
a partir de oligonucledtidos especificos cuya secuencia es complementaria de la
molécula de DNA que se quiera amplificar (111), Para ello es necesario el DNA
patrén o bien el RNA a partir del cual se obtendrd el cDNA por la transcriptasa

inversa,
6.2.1. Andlisis de las isoformas de proteina quinasa C por PCR.

El aislamiento del RNA total se llevd a cabo partiendo de hepatocitos adultos
y fetales aislados como se describe en la seccién 9.1. de métodos. Las células se
homogeneizaron en un medio con inhibidores de RNAsas para evitar la degradacidn

del RNA.

Para amplificar el DNA especffico de las distintas subespecies de protefna
quinasa C por PCR, con el fin de evidenciar su presencia o no en células adultas y
fetales, es necesario conocer previamente su secuencia para disponer de los

oligonucledtidos necesarios en cada caso (122,126).

Una vez obtenido el RNA total de las muestras y disponiendo de

oligonucleétidos especificos para los isoenzimas a/f/y (secuencia comun), 6, ¥ ¢, el
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procesa de amplificacién se desarrollé como se describe en Ia seccién 9.2. de
métodos. Tambicn se llevé un control positivo con oligonucledtidos de B-actina para

asegurar que ¢l proceso habfa funcionado correctamente.,

Las muestras de DNA se analizaron sobre geles de agarosa al 1%. El DNA
amplificado correspondiente a los isoenzimas o/8/y se analizé en un mismo carril, Bn
carriles separados se analizaron el isoenzima 8 y ¢, Como marcador se usé el fago A
1 Kb.

La visualizacidn de las bandas del gel al UV como se aprecia en la figura 16,
puso de manifiesto la presencia de isoenzimas de la primera familia (a/8/7), asf como
& en ambos tipos de células. Sin embargo el ¢, de acuerdo con lo comprobado por

Western blot (descrito en el siguiente apartado 6.3.), no aparecié en ningin caso.

Listas obscrvaciones estdn de acuerdo con numerosos estudios relativos a la
distribucidn de distintos isoenzimas en distintos tejidos. Los isoenzimas « y 8 estdn
representados en todo el organismo (117), BUBII en la mayorfa de las células,
micntras que el isoenzima vy es exclusivo de tejidos neurales. La isoforma ¢ aparece

mayoritariamente en cerebro (123),

El tamaio esperado de las bandas, seguin los oligonucledtidos elegidos, fue de
970 pares de bases para el isoenzima ¢ (carril 1), 900 pares de bases para el & (carril
2) y 600 pares de bases para los isoenzimas de la primera familia &, SI/B11'y « (carril
3.

En ¢l caso de los isoenzimas o/8/y y & se observa la banda correspondiente al
tamafio esperado aunque también aparecen algunas de menor tamafio, La aparicidn de
otras bandas s¢ debe al proceso de amplificacion, ya que la presencia de cantidades
de DNA contaminante del orden de pg puede dar origen a la amplificacion de DNA

inespecifico.
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FIGURA 16. ANALISIS DE SUBESPECIES DE PROTEINA QUINASA C EN
HEPATOCITOS FETALES Y ADULTOS PARTIENDO DEL AISLAMIENTO DE RNA.
El DNA se obtuvo por transcripcién inversa partiendo del aislamiento del RNA y fue
amplificado mediante el uso de oligonucleétidos especfficos por la técnica de PCR, como se
describe en la seccién 9.2. de métodos. La fotograffa muestra una electroforesis en gel de
agarosa al 1% con el DNA correspondiente al isoenzima ¢ (1), & (2) y a, SUSIy v (3) de
PKC procedente de hepatocitos fetales (F) y adultos (A). El tamafio esperado de los
fragmentos amplificados fue 970, 900 y 600 pares de bases, respectivamente. La
amplificacién con oligonucledtidos especificos de B-actina (4) se usé como control y el fago
A 1 Kb (5) como marcador. El experimento es representativo de dos realizados obteniendo
los mismos resultados.
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6.3. IDENTIFICACION DE ISOENZIMAS DE PKC CON ANTICUERPOS
ESPECIFICOS

Otro método para identificar los distintos isoenzimas de protefna quinasa C es
el reconocimiento de la proteina por anticuerpos especificos. El enzima procedente de
la fraccidn citoslica y particulada de hepatocitos adultos y fetales (10x 10%, se
purificé parcialmente por una columna de DEAE-celulosa y se determing su actividad

como queda descrito en la seccién 8. de métodos.

A igualdad de protefna, las muestras se desnaturalizaron a 80°C con medio de
muestras Laemmli para ser aplicadas a un gel de poliacrilamida al 10% en el cual se
incluyeron también marcadores de peso molecular, Tanto las muestras de protefna
quinasa C de hepatocitos adultos como de fetales se cargaron en el gel por triplicado

para incubar luego cada una de ellas con un anticuerpo distinto.

Cuando se hubo desarrollado la electroforesis, se realizé la transferencia de
las proteinas a membranas de nitrocelulosa segiin se detalla en la seccién 10,2, de
métodos. La banda de los marcadores se tifié con una solucién de azul de Coomassie

para visualizar las bandas de protefna.

La membrana de nitrocelulosa se incubé con anticuerpos especificos para las
formas @, 8 y e (primer anticuerpo) y a continuacién con un segundo anticuerpo
acoplado a peroxidasa, que permitird la  visualizacién  del complejo
ant{geno-anticuerpo cuando en presencia de un croméforo se desarrolle la reaccion

coloreada.
El Western blot (figura 17) reveld la existencia de isoformas o y £, tanto en
el estado fetal como en el adulto. La forma e, muy abundante en tejidos neurales, no

se present$ en ningtn caso. Estos resultados coinciden con los obtenidos por PCR.

A la vista de los resultados referentes a la composicién isoenzimdtica de la

87



wa B AGEGAGE S

66 =

FIGURA 17. ANALISIS DE SUBESPECIES DE PROTEINA QUINASA C DE
HEPATOCITOS FETALES Y ADULTOS POR WESTERN BLOT. La PKC procedente de
la fraccién soluble y particulada de hepatocitos fetales (F) y adultos (A) (5-10x10°) fue
extrafda y parcialmente purificada por DE-52, segiin se detalla en la secci6n 8.2. de métodos.
Las fracciones con actividad se purificaron por centrifugacién y se procesaron para su
anélisis por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%. La fotografia muestra el andlisis
por Western blot desarrollado con anticuerpos especificos para los isoenzimas a, B y € de
PKC hepdtica. El experimento es representativo de dos realizados obteniendo los mismos
resultados.
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protefna kinasa C puede deducirse un paralelismo en ambos tipos de células en cuanto
a la distribucién de las isoformas, aunque las correspondientes a la primera familia (o
y Bl/B11) parceen ser mds abundantes en el estado fetal.

7. CARACTERIZACION Y CUANTIFICACION DE RECEPTORES DE
MEMBRANA

La presencia de receptores en la superficie celular permite la transmisién de
seilales desde el exterior al interior de la célula por unién de ligandos especificos. El
ndmero y tipo de receptores de los ligandos estudiados en este trabajo podrfa ser un
paso limitante y diferenciador entre fa etapa fetal y adulta que permitirfa elaborar una

posible explicacién a la distinta respuesta que presentan a algunas hormonas,

Los estudios de caracterizacién y cuantificacién de los receptores de la
membrana plasmdlica se realizaron en hepatocitos adultos y fetales en cultivo, Las
células fetales se mantuvieron un mdximo de 4 h en las placas después de la siembra,
pero las adultas requirieron al menos 18 h para asegurar una buena adhesién. Todos

los experimentos se realizaron en paralelo en células adultas y fetales sometidas al

MISMO Proceso.

La identificacidn de los distintos tipos de receptores se llevé a cabo mediante
la incubacion de las células con el ligando radiactivo especffico del receptor a
caraclerizar, Las uniones inespecfficas pueden descartarse cuando el ligando sin
marcar estd presente en una concentracién muy superior al radiactivo.

Tras incubar los hepatocitos durante 5 minutos a 37°C con los ligandos

marcados correspondientes y eliminar el medio por sucesivos favados, como se detalla

en la seccién 11. de mélodos, la radiactividad se determing en las células una vez
despegadas de los pocillos, transfiriendo Jas muestras a viales con lfquido de centelleo

para su cuantificacidn.
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7.1. ANALISIS DE LA SATURACION Y AFINIDAD DE LOS RECEPTORES DE
VASOPRESINA, GRP Y ANGIOTENSINA Il

Para la caracterizacién de los receptores de la membrana plasmdtica, las células
s¢ incubaron con (H)vasopresina, (IGRPy (*I)angiotensina en un rango de
concentraciones de 0,5 nM a 100 nM para la representacién de la curva de saturacién

y el cdlculo de la constante de afinidad de cada ligando.

Ademds de la unidn especifica a su receptor, los ligandos pueden unirse
inespecificamente a otros clementos celulares; este tipo de interacciones distorsionan
¢l estudio de la cinética y por ello se han realizado paralelamente incubaciones de las
caraclerfsticas anteriores pero en presencia de un gran exceso de ligando no marcado,

de 10* veces superior a la concentracidn del ligando radiactivo.

Bl exceso de ligando {rfo desplazard de los sitios inespecificos al marcado, con
lo cual la radiactividad obienida de la diferencia entre ambos corresponderd solamente
a la union especifica. Los valores ulilizados para construir la curva de saturacién son
los pmoles de ligando unidos al receptor (unién espec(fica) considerando la misma

cantidad de protefna en hepatocitos adultos y fetales.

Il andlisis de los resultados se ha realizado desde dos puntos de vista; por una
parte, s¢ han analizado las diferencias entre las tres hormonas consideradas en un
mismo tipo de célula, Por otra parte se ha llevado a cabo un estudio comparativo entre
hepatocitos adultos y fetales respecto a cada hormona y su relacién con el resto de los

elementos que participan en la via de transduccion de seflales.

Como se observa en las figuras 18, 19 y 20 la saturacion de los receptores de
las tres hormonas estudiadas se consigue a concentraciones inferiores a 10 nM, La

reaccidn sigue una cinética de primer orden como se deduce de la gréfica hiperbdlica

al hacer una representacién directa de la concentracién de ligando utilizado frente a

la cantidad incorporada.
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FIGURA 18. CURVA DE SATURACION DE RECEPTORES DE VASOPRESINA,
Cultivos primarios de hepatocitos fetales @) y adultes ¢ se incubaron durante cinco minutos
a 37°C en medio DMEM con diferentes concentraciones de CH)VP y las muestras se
procesaron como se describe en la seccién L1. de métodos. La unién especifica fue calculada
como la diferencia entre la unién total y la inespectfica. A concentraciones saturantes de
ligando se representa el valor £ SEM. Cada punto es el valor medio de tres experimentos
distintos procesados por duplicado,

En el andlisis de Scatchard (dentro de la figura) las rectas s¢ ajustaron mediante el programa

de optimizacién Biosoft P (Fig P},
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FIGURA 19. CURVA DE SATURACION DE RECEPTORES DE GRP. Las células se
incubaron con ("PI)GRP en las condiciones descritas en la figura 18, as{ como el

procesamiento de las muestras y ia representacidn de los resultados.
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FIGURA 20, CURVA DE SATURACION DE RECEPTORES DE ANGIOTENSINA, Las
células se incubaron con (*BI)ANG en las condiciones descritas en la figura 18, asf como el

procesamiento de las muestras y la representacién de los resultados.
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Segtin los datos de la constante de disociacion y la unién mdxima del ligando
a su receptor, reflejados en la tabla 5, en hepatocitos adultos Ja constante de
disociacién de los receptores de vasopresina y angiotensina estd en torno a 1 nM,
mientras que la de GRP es 2,5 nM. También esta similitud entre los dos péptidos
vasoactivos (vasopresina y angiotensina) se observa en la velocidad mdxima y por
consiguiente en el nimero de receptores, que asimismo resulta menor en GRP, Otros
grupos han obtenido valores similares con preparaciones de membranas de hepatocitos

incubadas con vasopresina (40,71},

En el caso de las células fetales los resultados referentes a las constantes de
disociacién estdn en la misma lfnea que los adultos, Sin embargo hay una dréstica
diferencia en cuanto al nimero de receptores ya que en el caso del GRP resulta 10

veces mayor que en los otros dos ligandos.

Para estudiar 1a posible existencia de mds de un tipo de sitios de unién de los
ligandos a sus receptores se realizd la representacion de Scatchard, como muestran las
figuras 18, 19 y 20. En todos los casos el ajuste de los puntos a una sola recta reveld
la existencia de un tinico sitio de alta afinidad. Con vasopresina y angiotensina se
observa un total paralelismo entre células adultas y fetales, siendo ligeramente distinto

con GRP.

Todos los resultados referentes a la caracterizacidn y cuantificacién de
receptores estdn de acuerdo con los obtenidos en la generacién de segundos
mensajeros, movilizacién de calcio y activacién de enzimas, deduciéndose una vez mds
que de los compuestos estudiados, el GRP es el péptido de mayor relevancia en el

estado fetal.

7.2. ANALISIS DE LA SATURACION Y AFINIDAD DE RECPTORES
PURINERGICOS POR ATP Y ADPSS

Para el estudio de los receptores purinérgicos se utilizaron (v 2P)ATP y
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FIGURA 21. CURVA DE SATURACION DE RECEPTQRES DE ATP. Las células se
incubaron con (MP)ATP en las condiciones descritas en la figura 18, as{ como el

procesamiento de las muestras y Ia representacidn de los resultados.
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FIGURA 2. CURVA DE SATURACION DE RECEPTORES DE ADPAS. Las células se
incubaron con (S)ADPAS en las condiciones descritas en fa figura [8, asf como el

procesamicnlo de las muestras y la representacidn de los resultados.
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Fetal Adulto
Ligando K, (nM) B K, (nM) B
Vasopresina 0,9 3,1 0,9 9,7
GRP 1,4 33,5 2,5 6,5
Angiotensina 1,3 4,5 1,1 9,3
ATP 0,3x10* 160 0,2x103 510
0,1x10°3 490

ADPSS 7,4x10% 102 4,6x10° 1010

TABLA 5. ANALISIS DE SATURACION Y AFINIDAD DE RECEPTORES. Los datos

corresponden a los valores obtenidos de las curvas de saturacidn representadas en las figuras

18 a 22.
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(¥S)ADPBS, sicndo este dltimo un ligando més especfico del receptor Ppy (83). Las
ectonucleoticasas existentes en cada tipo de célula fueron previamente valoradas para
evitar que posibles diferencias en cuanto a concentracin pudieran interferir en la
interpretacién de resultados (159). Las concentraciones de ATP estaban comprendidas
entre 1 y 100 «M, mientras que el ADPSS iba de 0,1 a 1 uM. Las figuras 21 y 22

muestran la curva de saturacién de ambos ligandos,

Haciendo la representacién de Scatchard (figura 21), para el ATP
encontramos  una  buena lincalidad entre los puntos correspondientes a los
hepatocitos fetales deduciendo la existencia de un solo sitio de unidn del ligando; el
valor de Ia constante de disociacién del complejo resultd 0,3x10* nM. Pero en el caso
de los adultos, la grdfica se ajustarfa mejor con dos lineas de distinta pendiente, lo
cual s interpreta como la existencia de dos sitios de unién de diferente afinidad: uno
de alta afinidad semejante a los fetales y otro de menor afinidad cuyas constantes
tienen valores de 0,1x10* y 0,2x10° nM respectivamente. En cuanto a la velocidad
médxima también se encuentran diferencias entre los dos tipos celulares, El mimero

de receptores de ATP es casi seis veces mayor en hepatocitos adultos que en fetales.

Segin se aprecia también en Ia figura 22, la cinética de saturacién es
similar en hepatocitos adultos y fetales en el caso de los receptores de ADPSS. La
constante de afinidad es mayor en células adultas, en las cuales el nimero de
receptores es diez veces superior. Sin embargo, y a diferencia de lo que ocurrfa con

el ATP, con ADPSS se deduce un solo tipo de unidn ligando-receptor €n ambos casos.

7.3, MODULACION ALTERNATIVA DE RECEPTORES POR SENALES
HETEROLOGAS

Con el propdsito de ver si la unién de un ligando a su receptor afectaba de
alguna manera la unién de otros ligandos distintos a sus receptores correspondientes,
las células se incubaron con compuestos no marcados durante 2 minutos, previa a la

adicién de! ligando radiactivo sobre cuyo receptor se quiera estudiar el efecto.
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% unién ATP % unién ADPSS
Tratamiento previo Fetal Adulto Fetal Adulto
Vasopresina 100 nM [t6 108 100 122
GRP 100 nM 109 152
Angiotensina 100 nM 100 97 106 176
EGF 10 nM 115 211

TABLA 6. MODULACION HETEROLOGA DE RECEPTORES PURINERGICOS.
Cultivos primarios de hepatocitos fetales y adultos (0,5-1x10°) se incubaron a 37°C en medio
DMEM en presencia o ausencia de las hormonas o factores de crecimiento indicados. A los
2 minutos se afiadié CPP)ATP (50 uM) ¢ (°S)ADPSS (25 nM) y las muestras se procesaron
de acuerdo con lo descrito en la seceidn 11, de métodos, Los valores se¢ expresan como
porcentaje de la radiactividad incorporada por las muestras fratadas con hormonas respecto
al control, Los resultados son la media de dos experimentos procesados por duplicado,

109



% unidn ATP

Ligando Fetal  Adulto
ApA 100 nM 138 106
AMP 100 nM 99 115
Adenosing 100 nM 33 95
GTP 100 nM 40 98

TABLA 7. ESPECIFICIDAD DEL RECEPTOR DE ATP EN HEPATOCITOS FETALES
Y ADULTOS. Cultivos primarios de hepatocitos fetales y adultos {0,5-1x10% se incubaron
a 37°C en medio DMEM en presencia ¢ ausencia de los andlogos de ATP indicados. A los
dos minutos se afiadid (PPYATP (50 uM) y las muestras se procesaron de acuerdo con lo
descrilo en la seecién 11, de métodos. Los valores se expresan como porcentaje de la
radiactividad incorporada po; las muestras tratadas con hormonas respecto al control. Los

resultados son Ja media de dos experimentos procesados por duplicado.
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Hepatocitos adultos y fetales fueron incubados durante 2 minutos con
vasopresina y angiotensina, ambas a concentracién de 100 nM. Después se afiadid ¢y-
PYATP a una concentracién saturante de 50 gM, llevando paralelamente un control

de este compuesto para poder compararlo con las células previamente tratadas.

Haciendo una valoracién de la radiactividad incorporada como refleja la tabla
6, no se apreciaron diferencias significativas en ningun tipo de células respecto a los
controles. Por este dato podrfa deducirse que la unién del ATP a su receptor no se ve
afectada por las hormonas anteriores en las condiciones consideradas. El grupo de De
Wulf ha descrito desensibilizacién heterdloga del receptor purinérgico P, por
incubacién més prolongada con vasopresina, midiendo el efecto sobre la activacién de

Ia glucdgeno fosforilasa (82).

El mismo estudio se realizé sobre el receptor de ADPAS incubando en este
caso con vasopresina, GRP y angiotensina 100 nM y EGF 10 nM durante 2 minutos,
previa a la adicién de (S)ADPSS 25 nM. En hepatocitos fetales no se observé
ninglin efecto. Sin embargo, la unién del ADPBS en células adultas se vio
incrementada en todos los casos, aprecidndose la mayor diferencia con angiotensina

y EGF como queda reflejado en la tabla 6.

También se probd un grupoe de andlogos de la propia molécula como son ApA,
adenosina, AMP y GTP 100 nM para estudiar la especificidad del receptor (tabla 7),
La concentracién de (*S)ADPSS fue 25 nM. Contrariamente a la situacién anterior,
los hepatocitos adultos no se vieron afectados. Con adenosina y GTP se produjo una
importante disminucién del nimero de sitios de unién del receptor de ADPSS en los

hepatocitos fetales,

7.4. EFECTO DEL PDBu SOBRE LA FORMACION DEL COMPLEJO LIGANDO-
RECEPTOR

En numerosos casos se ha comprobado que los ésteres de forbal, cuyo receptor
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bioldgico es la protefna quinasa C, producen desensibilizacion de receptores. Para ver
si el PDBu afecta en algin sentido a los receptores que han sido caracterizados, se

realizaron incubaciones con este forbol a distintas concentraciones y tiempos.

Las células fueron incubadas en presencia de PDBu a una concentracién de 160
ng/ml, 10 y 30 minutos antes de afiadir el ligando radiactivo sobre cuyo receptor se
trataba de ver el efecto. Los receptores estudiados fueron vasopresina, GRP y

angiotensina; estos compuestos se afiadieron en concentraciones de 5 y 50 nM.

Las diferencias con el control no resultaron significativas en hepatocitos fetales.
En células adultas tampoco se vio afectada la afinidad, y apenas la velocidad méxima,
Se deduce asf que en la primera media hora ]a unién de los ligandos anteriores a su

receptor no se ve afectada por los ésteres de forbol.

Para estudiar un posible efecto a largo plazo se forzaron las condiciones
anteriores: se aumentd la concentracion de PDBu a 400 ng/ml y se mantuvo durante
3 horas. En este caso las incubaciones se realizaron con vasopresina, ATP vy

ADPBS marcados radiactivamente a concentraciones saturantes,

Tanto en hepatocitos adultos como en fetales se produjo un aumento en la
unién al receptor previo tratamiento con PDBu, excepto para el ATP que no presentd
diferencias con el control. El efecto mds importanie se vio sobre el receptor de
vasopresina, ya que en células adultas el incremento en las incorporaciones fue de tres

veces sobre las muestras sin tratar, como queda reflejado en [a tabla 8.

Por el contrario, estudios en hepatocitos adultos sobre el receptor de EGF
demuestran que el tratamiento con TPA (forbol miristato acetato) produce una
disminucién del nimero de receptores de alta afinidad, pero una potenciacidn de los
efectos de EGF (55). En lineas celulares como MDA468 (carcinoma de pecho
humano), una exposicién rdpida a TPA produce una disminucién de los sitios de

unidn, contrariamente a lo que sucede durante una incubacién a tiempos largos con
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% unidn ligando
Receptor Fetal  Adulto
Vasopresina 137 370
ATP 01 125
ADPSS 128 174

TABLA 8, EFECTO DE LA INCUBACION CON PDBu SOBRE LOS RECEPTORES DE
VASOPRESINA, ATP Y ADPAS. Cultivos primarios de hepatocitos fetales y adullos (0,5-
1x10% se incubaron a 37°C en medio DMEM en presencia o ausencia de PDBu (400 ng/m!).
Transcurridas 3 horas se .afiadid CH)VP, (*P)ATP o (*S)ADPAS y las muestras se
procesaron como se describe en la seccidn 11, de métodos. Los valores se expresan como
porcentaje de la radiactividad incorporada por las muestras tratadas con hormonas respecto
al control. Los resultados son la media de dos experimentos procesados por duplicado,
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el forbol (14).

A la vista de estos resultados, el incremento en la unién de algunos compuestos
a su receptor después de una exposicién prolongada a ésteres de forbol, podrfa
interpretarse como un aumento en el nimero de receptores de la membrana que
aunque sin ser funcionales, servirfa para suplir el desacoplamiento de la sefial

producido por el PDBu,
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DISCUSION

La caracterizacién de las vfas de transduccién de sefiales extracelulares
presentada por distintos agonistas tras la estimulacion celular constituye una lfnea de

enorme interés en el campo de la biologfa celular.

La gran variedad de receptores a nivel de la membrana plasmética conirasta
con el reducido nimero de sistemas utilizados por las células para transmitir la
informacicn de los estfmulos externos, Por tanto, es probable que la intensidad de las

sefiales generadas juegue un papel importante en la producci6n de la respuesta celular,

Aunque existen numerosos trabajos sobre la identificacién del mecanismo de
transmisién de sefiales intracelulares en diversos sistemas celulares, consideramos
importante la realizacién de un estudio para analizar la contribucién cuantitativa de los
distintos elementos implicados en la regulacidn final de la respuesta.

Ademis de Ia utilizacién de ligandos con estucturas y funciones muy diferentes,
el uso de hepatocitos fetales y adultos como células diana nos permite comparar
respuestas celulares en dos estados de diferenciacidn hepética bien definidos y en este

sentido establecer la versatilidad del sistema.

1. MOVILIZACION DE CAILCIO.

Con el fin de estudiar si hormonas que comparten la via de sefializacién del
fosfatidilinositol como mecanismo comin en la transmisién de sefiales extracelulares
pueden generar respuestas intracelulares tempranas cuantitativamente diferentes, se
analizaron los cambios en la concentracién de calcio citosélico. El nivel de Ca?* libre

estd regulado por canales e intercambiadores idnicos localizados en la membrana

plasmatica o en orgénulos intracelulares (11,28).
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El tipo de respuesta a ligandos que actdan por unién a receptores de la
membrana plasmética (vasopresina (VP), bombesina o GRP, angiotensina II (ANG)
y ATP) en cuanto a la movilizacién de calcio, resulté cualitativamente similar en
hepatocitos adultos y fetales, pero cuantitativamente distinta (figura 1), y se produjo
en los primeros segundos tras la estimulacién hormonal, A concentraciones fisioldgicas
de calcio extracelular, mientras que con angiotensina y ATP se alcanzan los mayores
aumentos de Ca?* citosélico (hasta 700 nM), en ambos tipos de células, el efecto de
la vasopresina resuita mayor en adultos. La bombesina o su andlogo en mamiferos,
el péptido liberador de gastrina (GRP), han sido utilizados indistintamente ya que
producen los mismos efectos, habiéndose comprobado en fibroblastos que actian a
través del mismo receptor (143); ambos ligandos incrementan el calcio citosélico en

mayor medida en células fetales que en adultas,

El retfculo endopldsmico es una de las fuentes que participan en el aumento de
calcio citosélico producido por compuestos que utilizan la vfa de los fosfatidilinositoles
(11,134). En nuestro sistema, ademds de la movilizacién de calcio de reservorios
intracelulares (de acuerdo con los datos de produccidn de 1P,), se ven implicados
canales de la membrana plasmitica, ya que la presencia de quelantes de calcio en el
medio extracelular produce una sefial menos intensa (figura 3). Este hecho podria
explicarse como una entrada de calcio en la célula proporcional al vaciamiento de los
depdsitos intracelulares tras 1a estimulacién hormonal, lo cual no sucede en ausencia

de calcio en el medio extracelular.

Un hecho claramente reconocido es la interaccién sinergfstica entre la protefna
quinasa C y el Ca’* en respuesta a una gran variedad de estfmulos extracelulares
(11,117), Muchas de las funciones fisiolégicas de la protefna quinasa C estdn
relacionadas con la modulacién de canales idnicos y otras vfas de sefializacién que
implican Ca?* (26,142). La activacién de la protefna quinasa C por los ésteres de
forbol (promotores tumorales que se unen.y activan directamente la quinasa) (30)
conduce al blogueo de las acciones mediadas por varios tipos de receptores (135,145).

A este nivel, resulta interesante el estudio de la movilizacién de Ca?* en células

116



estimuladas con forbol,

Un punto comdn en el mecanismo de transduccion de VP, GRP, ANG y ATP
en hepatocitos fetales y adultos es la dréstica disminucién de la sefial de calcio en
células preincubadas con PDBu (tabla 1}. Aunque con agonistas a,-adrenérgicos se ha
comprobado que el control negativo se produce por fosforilacién de su receptor, en
la mayorfa de los casos no hay suficientes evidencias en este sentido y el bloqueo
podria producirse a nivel de protefnas G o de receptores especificos de IP; (142).
Ademds de esta respuesta coordinada en células fetales y adultas al PDBu, la cinética
de liberacién de calcio del retfeulo endopldsmico (analizado en preparaciones
microsomales, como muestra la figura 6) también presenté un perfil equivalente en
ambos estados de desarrollo; de ello se deduce que la movilizacién de calcic del

reticulo endopldsmico no se ve afectada tras la diferenciacién hepética.

Dadas las diferencias cuantitativas en la movilizacién de calcio presentadas por
las hormonas en hepatocitos fetales y adultos, consideramos importante la
determinacion del aumento de calcio producido tras estimulacién mdxima de la via de
los fosfatidilinositoles, mediante sustancias que actden directamente sobre uno de los

elementos del sistema.

El uso de mastopardn (activador de protefnas G), fosfolipasa C especifica de
fosfatidilinositol procedente de Bacillus cereus'y 2,5-di(t-butil)-1,4-benzohidroquinona
(blogueante de la ATPasa que libera calcio del reticulo endopldsmico) nos ha
permitido la saturacién de la via de sefializacioén a nivel de protefnas G, fosfolipasa C
y retfculo endopldsmico (67,97,109). Como muestra la figura 4, la movilizacién de
calcio con estos compuestos presenta distintas caracterfsticas a la producida por
ligandos que actien vfa receptor de membrana (aumento de calcio transitorio), ya que
es sostenida en el tiempo. La concentracién de calcio con fosfolipasa C e hidrogquinona
es del mismo rango que la alcanzada con ANG o ATP, y algo menor en el caso del
mastopardn, Estos resultados apuntan a que uno de los principales elementos de

control en la produccién de segundos mensajeros debe estar situado en los primeros
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pasos de la via de transduccién de sefiales.

Otra ventaja de Ia hidroquinona es que nos ha permitido diferenciar el origen
del caleio movilizado tras la estimulacién hormonal, ya que Ja sefial de calcio
sostenida producida por este compuesto sufre una cafda inmediata al afiadir una
hormona (figura 5). Estas observaciones sugieren que Ias hormonas, ademés de una
movilizacién de calcio del retfculo endopldsmico mediada por IP, (11), también
afectan a canales de calcio de la membrana plasmética provocando una salida de dicho

ion de la célula.

2. PRODUCCION DE SEGUNDOS MENSAJEROS: INOSITOL TRISFOSFATO Y
DIACILGLICEROL

El inositol 1,4,5-trisfosfato (IPy) y el diacilglicerol procedentes de la hidrdlisis
del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato de la membrana plasmdtica tras la estimulacién
celular, constituyen dos segundos mensajeros implicados en la regulacién de una

amplia variedad de procesos metabdlicos y funcionales (9).

El IP, generado a partir de los fosfolipidos de membrana constituye una sefial
temprana en la cascada de acontecimientos que tienen lugar desde la unién de un
ligando a su receptor (9,147). El papel fundamental del IP,, demostrado inicialmente
por el grupo de Berridge (8), es la elevacién del calcio citosélico procedente del
reticulo endopldsmico a través de la unidn a los receptores especfficos de IP; que éste
posee (11). La determinacion de este metabolito en células tratadas con distintas
sustancias permite establecer una relacién entre la cantidad de 1P, generado y la

liberacién de calcio de depésitos intracelulares (tabla 2).
1os niveles de IP, alcanzados con vasopresina y GRP en hepatocitos fetales y

adultos es proporcional al aumento de Ca’t observado en ambos. De acuerdo con su

mecanismo de -accién, la hidroquinona no produce variaciones significativas. Sin
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embargo, el IP, producido por el mastopardn y por la fosfolipasa C especffica de
fosfatidilinositol es muy superior cuando se compara con cualquiera de las hormonas.
Esta observacién resulta sorprendente ya que el calcio movilizado por mastopardn,
fosfolipasa C, angiotensina II o ATP es similar, lo cual sugiere que la liberacién de
calcio del reticulo dependiente de IP; ya estd saturada con los niveles de 1P, generados

por los citados ligandos.

Las altas concentraciones de IP; detectadas en hepatocitos estimulados con
mastopardn sobrepasan la capacidad del retfculo para liberar calcio, hecho que permite
sugerir papeles adicionales a este segundo mensajero, El 1P;, ademds de funcionar
como ligando de los receptores del retfculo, es sustrato de numerosos enzimas que
participan en el metabolismo de los fosfatidilinositoles (11), cuyos metabolitos, como
el inositol 1,3,4,5-tetrafosfato, estdn probablemente implicados en el control de la

homeostasis del calcio (46,61).

El diacilglicerol (DAG) producido en la célula tras la llegada de un estimulo
puede proceder de distintos fosfolfpidos segiin el sistema implicado en la transduccidn
de la seflal. Las dos fuentes mayoritarias son el fosfatidilinositol y la fosfatidilcolina,
que por medio de fosfolipasas especfficas dan lugar a moléculas de DAG de diferente

composicion y producidas a distintos tiempos.

El aumento de DAG detectado en los primeros minutos tras la unién de un
ligando a su receptor, proviene de la hidrélisis de los fosfatidilinositoles de la
membrana plasmitica y deberd ser proporcional al IP; producido, ya que ambos
proceden de Ia misma molécula. Sin embargo, como muestra la tabla 3, aunque existe
una relacidn cualitativa entre IP; y DAG, los niveles de este 1iltimo son mds elevados
en algunos casos, La ausencia de un completo paralelismo entre ambos mensajeros
puede ser debida tanto a la presencia de DAG en otros depdsitos intracelulares
(principalmente el retfculo endopldsmico), indistinguible mediante nuestra técnica de
ensayo del procedente del recambio de los fosfatidilinositoles, como a la activacidn

de otras fosfolipasas o enzimas del metabolismo de glicerolipidos.
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Los resultados conjuntos de IP; y diacilglicerol apuntan a la utilizacién de la
via de los fosfatidilinositoles por todos los compuestos estudiados (VP, GRP, ANG,
ATP y mastopardn), tanto en hepatocitos adultos como fetales, a excepcién de la
hidroquinona, confirmando su accidn exclusivamente a nivel del reticulo

endopldsmico.

Extensos estudios que analizan la composicién de icidos grasos, indican que
la formacién de DAG en una fase tardfa de la estimulacién celular procede de la
hidrélisis de fosfatidilcolina en varios tipos de células, incluidos hepatocitos,
neutrdéfilos o algunas Ifneas celulares (12,13). La fosfatidiletanolamina parece una
fuente minoritaria. El aumento sostenido de DAG ocurre en respuesta a varios
mitdgenos, factores de crecimiento o ésteres de forbol, que ademds activan la protefna
quinasa C. Asf, la estimulacién de células Swiss 3T3 con bombesina produce efectos
mediados por la protefna quinasa C a largo plazo, pero esto no sucede en fibroblastos

incubados con a-trombina (127).

En nuestro sistema de hepatocitos fetales, tratamos de estudiar por
cromatograffa en capa fina los metabolitos derivados de la hidrdlisis de la
fosfatidilcolina como otra de las posibles v{as implicadas en la transduccidn de sefiales.
La valoracién del DAG producido hasta los 90 minutos per VP, GRP, ANG y ATP
no presenté diferencias muy marcadas con los niveles encontrados en células no
estimuladas (figura 8). La VP produjo un notable y rdpido aumento en los primeros
minutos, pero no fue sostenido en el tiempo; esta observacién coincide con los valores
de DAG analizados con Ia DAG quinasa, donde los niveles de DAG en el primer
minuto exceden a los de IP;. Sin embargo, otros trabajos demuestran que en
hepatocitos adultos tratados con VP la fuente mds importante de DAG (excepto en los
primeros momentos) es la fosfatidilcolina (15,49). También .con GRP se detectaron
aumentos de DAG, mayores a partir de los 30 minutos, mantenidos hasta el final de

Ia estimulacion.

Una posible causa de los pequefios incrementos de DAG detectados a tiempos
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largos es la existencia de un sistema rdpido y especifico que controla la produccién
y degradacion de esta molécula de muy corta vida media (6). En plaquetas, el DAG
es rdpidamente transformado en #cido fosfatfdico por una DAG quinasa (77), mientras
que en linfocitos T es hidrolizado por DAG lipasa y otras esterasas inespecfficas.
Como se comentard més adelante, también se analizé la activacién de la fosfatidato
fosfohidrolasa, que produce DAG a partir de dcido fosfatfdico, como posible enzima

implicado en el mecanismo de accién de algunos agonistas (22).

Ademds de DAG, en la hidrélisis de fosfatidilcolina también se producen
fosfocolina (por accién de una fosfolipasa C especffica) y colina (por accién de la
fosfolipasa D) (49,133). A partir de la incorporacién de (H)colina en la célula, se
analizaron la formacién de fosfatidilcolina, fosfocolina y colina en hepatocitos fetales
estimulados con VP, GRP, ANG y ATP, mediante cromatograffa de intercambio
iénico. A diferencia de lo observado por otros grupos en fibroblastos estimulados con
factores de crecimiento, mitégenos y ésteres de forbol (37), nosotros sélo detectamos
variaciones en los niveles de los metabolitos analizados en células tratadas con VP;
en este caso, y sélo hasta los 10 minutos, se apreciaron menores niveles de
fosfatidilcolina y un consecuente aumento en la cantidad de colina respecto al control,
La implicacion de una fosfolipasa C 6 D en este proceso no resulta precisa, ya que las
distintas especies generadas por su accién son fdcilmente interconvertibles por la
participacién de otros enzimas, como fosfatidato fosfohidrolasa 0 DAG quinasa
(22,164).

La activacién del enzima fosfatidato fosfohidrolasa de la membrana plasmdtica
(diferente del caracterizado en retfculo endopldsmico) por distintas hormonas se
estudié como posible fuente en la generacién de DAG a partir de 4cido fosfat{dico,
Trabajos realizados por el grupo de Brindley (22,100) demuestran la activacién por
dcidos grasos insaturados y ésteres de forbol del enzima presente en retfculo
endopldsmico. Sin embargo, en nuestros experimentos con hepatocitos adultos y fetales
estimulados por VP, GRP, ANG y ATP, no se ve afectada la actividad o distribucién

subcelular del enzima (figura 12).
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La participacién de protefnas quinasas en la regulacién de Ia fosfatidato
fosfohidrolasa se estudié mediante la estimulacién con glucagén o ésteres de forbol,
activadores de la protefna quinasa A y protefna quinasa C, respectivamente {figura
11). Tampoco en estas condiciones se apreciaron variaciones respecto a Ia situacién
control. Estudios en neutréfilos sefialan una inhibicidn de la actividad catalftica del
enzima por mecanismos independientes de protefna quinasa C (112). A la vista de
estos resultados no parece probable 1a participacién de la fosfatidato fosfohidrolasa en
la via de transduccién utilizada por los ligandos estudiados, al menos en las etapas

tempranas de la seiializacién,

3. ACTIVACION DE ENZIMAS DEPENDIENTES DE CALCIO

La actividad de la glucégeno fosforilasa y la distribucién subcelular de la
proteina quinasa C pueden considerarse como dianas sensibles para determinar los

efectos de las variaciones de calcio citosélico sobre enzimas intracelulares.

La glucdgeno fosforilasa es wun enzima transitoriamente activado a
concentraciones de calcio entre 200 y 500 nM (43,157), siendo por tanto una actividad
enzimdtica muy sensible para la cuantificacin de pequefios cambios en el Ca’*
citosélico, Lo contrario ocurre con la redistribucién subcetular de la protefna quinasa
C, que es afectada por un amplio rango de concentraciones de Ca?* dependiendo del
tipo de célula estudiado (11,84), v concretamente en higado adulto requiere niveles

superiores a los necesarios para activar la glucégeno fosforilasa (43).

La activacién de la glucgeno fosforilasa por vasopresina, GRP, angiotensina
y ATP estd de acuerdo con la movilizacién de calcio producida tanto en hepatocitos
fetales como adultos, ya que las concentraciones de Ca®* alcanzadas en todos los casos
estdn por encima de 300 nM. En los primeros (figura 13A), todas las hormonas
presentan un mismo patrén de activacidn, pero el efecto de la VP es menor en

intensidad y duracién. Por el contrario, en hepatocitos adultos (figura 13B) la
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activacién producida por GRP corresponde a menos del 50% del mdximo conseguido
por los otros ligandos; de hecho, esta hormona resulta menos eficaz en cuanto al
aumento de Ca®* citosdlico. Los trabajos relizados con oleato en hepatocitos adultos
{44) muestran una movilizacién de calcio inferior a 300 nM, que concuerda con una

muy pequefia activacidn de la glucdgeno fosforilasa.

Estos resultados permiten relacionar el aumento alcanzado en la concentracién
de Ca?* citosdlico con la activacién de la glucdgeno fosforilasa, pero la actividad del
enzima también podrfa ser modulada por otros mecanismos tales como fosforilacidn
por protefna quinasa C o por protefna quinasa dependiente de AMP ciclico, La
contribucién de la proteina quinasa C no es ficilmente evaluable, ya que los ésteres
de forbol activan en cierta medida la fosforilasa, pero el papel de la protefna quinasa
A no parece ser relevante en este proceso considerando la via de transduccidn de

sefiales utilizada por los agonistas estudiados.

La proteina quinasa C es un enzima ampliamente distribuido en todos los
tejidos (21,118,167). Se encuentra presente tanto en la fraccién citosélica como unido
a las membranas de la célula, en proporcién variable segin el tejido considerado
(116). Sin embargo, requiere su translocacién a la membrana para ser activa, ya que
es en esta estructura donde se encuentran los factores necesarios para su activacién
(6,115). La proteina quinasa C fue inicialmente caracterizada por Nishizuka en 1977
(150) como un enzima dependiente de calcio y fosfolfpidos para su activacién. Sin
embargo, actualmente se conocen hasta nueve isoenzimas que difieren en cuanto a las

necesidades de Ca** u otros cofactores para ser activos (115,123),

Dependiendo de la funcién y el metabolismo que presenten las células, se han
observado distintos porcentajes de distribucién subcelular, Asf, en células quiescentes
o con reducida actividad metabdlica, como fibroblastos o linfocitos, la quinasa se
encuentra mayoritariamente en la fraccidn soluble y es translocada a la membrana tras
estimulacién con diversos ligandos (50,163). En otros tejidos con mayor actividad

funcional, como el nervioso, el enzima unido a la fraccién particulada es
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significativamente mayor (34),

En cuanto a la distribucién subcelular de la quinasa en el higado, encontramos
variaciones segun ¢l grado de diferenciacién hepdtica (tabla 4). En condiciones
basales, la proporcién de enzima citosélico en hepatocitos fetales es del 75% frente
a un 60% cn adultos. Cuando las células son estimuladas con VP, GRP, ANG y ATP,
se observan claras diferencias entre ambos tipos de células. En el estado adulto no se
producen variaciones en el grado de distribucién enzimdtica respecto a los valores
control (figura 14), Esta situacién habfa sido previamente descrita para la VP (43),
donde se demostré que sélo con niveles de DAG y Ca** muy superiores a los
producidos fisioldgicamente por la hormona, se incrementa la fraccidn de enzima

unido a membranas,

El comportamiento del hepatocito fetal tras la estimulacidn con los citados
agonistas resultd diferente al adulto (figura 15). Se aprecia un aumento del contenido
en enzima en la membrana dependiente del tiempo y relacionado con et nivel de Ca**
citosSlico alcanzad tras la estimulacidn, Con ATP y GRP se produjo el efecto
mdximo, que resulla doble en magnitud comparado con VP, Es interesante observar
que la hidroquinona, que actia inhibiendo la recaptacién de calcio en el reticulo
endopldsmico (78), carece de efecto sobre fa translocacién de la quinasa a pesar de
producir los mdximos aumentos en la concentracién de Ca®* citosdlico. Este hecho
sugiere la necesidad de componentes adicionales generados tras la union de un ligando

a receptores de la membrana plasmdtica para promover la translocacién

(probablemente diacilglicerol),

Una posible causa de la diferencia entre hepatocitos fetales y adultos respecto
tefna quinasa C, podrfa enconirarse en una desigual

proporeidn de formas isoenziméticas en ambos (7,84). Los jsoenzimas presentan
én diferencial en tejidos, as{ como

a la movilizacién de la pro

distintas caracterfsticas catalfticas y expresi

localizacién intracelular especffica (117).
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Hasta ahora, las técnicas de clonaje y andlisis bioquimicos han puesto de
manifiesto 1a existencia de al menos nueve subespecies clasificadas en tres familias.
La primera comprende o, SI/BI1 y y; requieren Ca>* y DAG para su activacion, que
se ve aumentada por 4cidos grasos cis-insaturados y lisofosfatidilcolina (117). A la
segunda familia pertenecen 8 y e (independientes de Ca®*, pero responden bien a
ésteres de forbol, al igual que la primera familia), 9 y 6, cuyos cofactores de
activacién se desconocen (95). El tercer grupo, ¢ y A, ha sido recientemente

identificado y tiene caracterfsticas atfpicas (117).

A pesar de los extensos estudios realizados, no se conoce mucho acerca de las
funciones espectficas de cada subespecie. Sin embargo, es evidente que los miembros
de esta gran familia no responden de la misma manera a Ca®*, DAG u otros productos
de la degradacién de fosfolipidos, presentando distintos patrones de activacion respecto
a la extensién y duracién de la respuesta, y quizds respecto a su locatizacién
intracelular (39,116). Es probable que cada subespecie esté presente en el
compartimento adecuado en el tiempo adecuado y con sus sustrafos especificos
accesibles. Tales aspectos espacio-temporales de la degradacién de fosfolipidos y
activacién de las subespecies de protefna quinasa C en la célula es un campo que

requiere todavfa mucha investigacién.

Todos estos aspectos nos llevaron a estudiar los isoenzimas de protefna quinasa
C existentes en hepatocitos fetales y adultos. El andlisis de ambas poblaciones de
células por Western blot (figura 17), mediante el uso de anticuerpos especificos para
las formas a, 8 y ¢, revelé un patrdén de distribucién andlogo, estando ausente la
forma e. Estas observaciones coinciden con lo descrito sobre la existencia de los
isoenzimas « y & en todos los tejidos del organismo (117), y la presencia mayoritaria

de ¢ en tejidos neurales (123).
Resultados similares se obtuvieron tras el aislamiento y posterior amplificacién

del RNA de hepatocitos por la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR), mediante el uso de oligonuctedtidos especificos para las isoformas «, SI/8I
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y v, 6 y e. Como se ve en los geles de agarosa de la figura 16, la amplificacién de
DNA (procedente del RNA por transcripcidn inversa) resultdé positiva para el
isoenzima & y los pertenecientes a la primera familia, pero de nuevo ausente para la
forma e, que sin embargo presenta caracterfsticas catalfticas y reguladoras muy
similares a la & (L06). Todos los experimentos de PCR se hicieron en paralelo,
resultando menos abundantes los isoenzimas «, 8 y +y en el estado adulto. Aunque la
amplificacién por PCR no puede considerarse una técnica cuantitativa para la
evaluacién del contenido de RNAm, las diferencias detectadas en la amplificacién de
a, By v estdn de acuerdo con la cantidad de protefna inmunodetectada por Western
blot. Estos resultados muestran que la expresién de 1as subespecies de protefna quinasa

C analizadas es similar en el higado fetal y adulto,

La presencia de los isoenzimas n y ¢ no ha sido estudiada, pero no parecen ser
responsables de la diferente distribucidn subcelular de la protefna quinasa C en ambos
tipos de hepatocitos, ya que por lo que se sabe hasta ahora, la segunda familia de
isoenzimas es independiente de Ca?* (7), y las formas aisladas en hfgado son en gran
medida dependientes de Ca’*. En conclusién, estos resultados podrfan reflejar la
existencia de una cantidad de enzima unido permanentemente a la membrana en
hepatocitos adultos (6), aunque se desconoce la trascendencia funcional de esta

distribucién. En otros tejidos también se han descrito situaciones parecidas (18,54,77).

4, CARACTERIZACION DE RECEPTORES

Las diferencias cuantitativas en la movilizacién de Ca** presentadas por los
agonistas estudiados en este trabajo, y la observacidn de que la generacién de la sefial
de Ca’* e IP, con los ligandos a saturacidn es menor que la producida por la
activacion mdxima de los elementos implicados en el sistema de transduccidn
(protefnas G, fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol, Ca** procedente del reticulo
endopldsmico), nos llevd a estudiar si la respuesta hormonal podria estar relacionada

con la abundancia de receptores de la membrana plasmdtica.
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La vasopresina es un neuropéptido con efectos vasopresores y antidiuréticos,
que como otras muchas hormonas y neurotransmisores ejerce sus acciones a través de
distintos tipos de receptores. En higado adulte se une al denominado por criterios
farmacolégicos V,,, acoplado a la fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositoles a
través de protefnas G (10), mientras que en otros drganos los receptores V, estdn
acoplados al sistema adenilato ciclasa. El receptor de la bombesina, tetradecapéptido
purificado de anfibio, o su homélogo en mamiferos el péptido liberador de gastrina
(GRP) (143), ha sido caracterizado en células Swiss 3T3 como perteneciente al grupo
de receptores con siete dominios transmembrana asociades a protefnas G; en otras
células, como carcinoma humano de pulmdn, se expresan dos subtipos de receptores
(38). En fibroblastos estimulados con VP o bombesina se produce fosforilacién de
protefnas en residuos de tirosina, pero este efecto no estd mediado a través de
receptores con actividad tirosina quinasa (170,171). La angiotensina es un octapéptido
con acciones a nivel vascular, neuronal y regulador del transporte de electrolitos (92).
En el higado, el receptor estd acoplado a dos sistemas de transduccién, por una parte
estimulando la via de los fosfatidilinositoles y por otra inhibiendo el sistema adenilato

ciclasa,

Los nucledtidos piricos, ATP y ADP, implicados en procesos biolGgicos tan
diversos como agregacién plaquetaria, contraccién muscular, funcién cardiaca o
glucogenolisis, ejercen sus funciones a través de receptores de membrana y son
rdpidamente degradados por ectonucleotidasas {159). En el higado se unen a los
llamados receptores del tipo P,y que transducen la sefial a través de la hidrdlisis de los
fosfatidilinositoles (33,81,82), al igual que otras hormonas glucogenoliticas como

vasopresina y angiotensina II.

El andlisis de receptores de vasopresina, GRP y angiotensina I en hepatocitos
fetales y adultos demuestra que la cantidad de receptores por célula varfa
apreciablemente durante el desarrollo, aunque la afinidad es similar (tabla 5). En
hepatocitos adultos el niimero de receptores de ANG o VP es dos y tres veces mayor

que en células fetales, pero lo contrario sucede con receptores de GRP (seis veces
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superior en el estado fetal) (figuras 18-20). Los resultados obtenidos en cuanto a
movilizacién de Ca’* y segundos mensajeros por VP y GRP, guardan paralelismo con
la abundancia relativa de receptores en ambos tipos de células, lo cual indica que el

GRP es una hormona con papel preponderante en el estado fetal.

Sin embargo, el andlisis de los resultados obtenidos con el receptor purinérgico
resulta m4s complejo. La saturacidn de la curva para ATP o para ADPSS, agonista
mds especifico del receptor P,y (figuras 21 y 22), presenta enormes diferencias en la
cantidad de receptores entre hepatocitos fetales y adultos, resultando hasta siete veces
superior en estos ltimos. La afinidad es similar en ambos tipos de células y queda en
el rango de la concentracién de ATP requerida para observar los efectos mdximos en
la movilizacién de Ca’*. A pesar de la diferencia en el nimero de receptores
purinérgicos, el aumento de Ca®* citosdlico o la activacién de la glucdgeno fosforilasa
es equivalente en hepatocitos fetales y adullos, lo cual sugiere que presumiblemente
la via de transduccién estd siendo utilizada a niveles méximos de actividad incluso en

células fetales,

Otros estudios realizados sobre receptores purinérgicos incluyen modulacion
heterdloga y andlisis de la especificidad del receptor, La desensibilizacion es un
mecanismo fundamental en la regulacién de respuestas celulares ante estimulos
externos producidos por la propia hormona (desensibilizacidn homoéloga) o por
ligandos estructuralmente diferentes (heteréloga). En células de muisculo liso los
receptores de VP estdn modulados de las dos maneras (58); en este caso, el tiempo de
exposicion al agonista es un factor diferenciador entre ambos comportamientos. La VP
produce desensibilizacién heteréloga de receptores de bombesina (104) y de ATP (81)

en distintos tipos celulares.

Los experimentos de modulacién heterdloga (tabla 6) realizados sobre el
receptor de ATP y ADPSS con VP, GRP, ANG o EGF, no afectan al nimero de
sitios de unién de su propio agonista en hepatocitos fetales. Por el contrario, se ha

detectado un incremento en la unién del ADPSS a su receptor en hepatocitos adultos,
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mds acusado con ANG y EGF.

La especificidad del receptor purinérgico P,y frente a adenosina, Ap;A
(diadenosina tetrafosfato), GTP y AMP, no se ve afectada en células adultas (tabla 7).
Esto estd de acuerdo con lo observado en higado adulto por el grupo de De Wulf,
donde muestran que adenosina y AMP se unen a receptores acoplados a la via
adenilato ciclasa denominados P, (33). Sin embargo, en nuestro sistema de hepatocitos
fetales, adenosina y GTP producen una notable disminucidn en la unién de ATP a su
receptor. Estos resultados muestran una diferencia entre células fetales y adultas

respecto a la especificidad del receptor Pyy.

Los ésteres de forbol, a través de la activacidn de la protefna quinasa C, su
receptor biolgico, son capaces de modular los efectos producidos por diversos
ligandos, por actuacién a distintos niveles de la via de transduccidn de sefiales
utilizada por éstos, Estudios realizados en hepatocitos sobre el receptor de EGF,
demuestran una disminucién de la unién de este factor de crecimiento a su receptor
por incubacidn previa con ésteres de forbol (55). Efectos similares se han observado
en fibroblastos debido a una disminucién de la afinidad del receptor de EGF de alta

afinidad, inducida por su fosforilacién por protefna quinasa C (23).

En nuestro sistema de hepatocitos, la unién de VP, ATP o ADPBS a sus
receptores correspondientes no se ve afectada por los ésteres de forbol en los 30
primeros minutos de la incubacién de las células, El efecto es distinto forzando las
condiciones de tiempo y concentracién (400 ng/ml PDBu durante 3 horas) (tabla 8);
en este caso se produce un aumento de tres veces en la union de la VP a su receptor
en células adultas, resultando asimismo significativo, aunque mucho menor en células
fetales. Resultados de caracterfsticas similares se obtuvieron en el receptor de ADPSS,
pero el de ATP no se vio afectado. Una interpretacion del incremento de la unién de
un ligando a su receptor tras incubacién prolongada con ésteres de forbol (en
condiciones tales que se produce inactivacién de la protefna quinasa C), es el aumento

del nimero de receptores en la membrana plasmdtica, para suplir el posible
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desacoplamiento de la seiial producido por el forbol,

Como conclusidn del andlisis detallado del proceso de transduccién puede
sefialarse que algunos agonistas utilizan la via a su maximo nivel de estimulacién, En
otros casos, el elemento limitante puede situarse en la abundancia relativa de
receptores de membrana funcionalmente activos, el cual confiere caracteristicas

diferenciales entre distintas hormonas as{ como entre distintas etapas del desarrollo

celular,
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6. CONCLUSIONES



CONCILUSIONES

1. Se han estudiado tanto las fuentes implicadas en las variaciones de calcio
citosdlico en respuesta a agonistas, como la intensidad de la sefial producida respecto
a una estimulacién médxima de la via de transduccidn.

a) El aumento de Ca?* citosdlico tras estimulacién con vasopresina,
bombesina o GRP, angiotensina II y ATP procede de la movilizacién de Ca®* del
reticulo endopldsmico mediada por inositol trisfosfato y de una entrada del exterior a
través de canales de la membrana plasmdtica, La respuesta es cuatitativamente similar
en hepatocitos fetales y adultos, pero cuantitativamente resultan mds importante la
vasopresina en el estado adulto y el GRP en el fetal,

b) Las concentraciones de Ca** intracelular alcanzadas con mastopardn,
fosfolipasa C de fosfatidilinositol exdgena e hidroquinona, compuestos que actdan
especificamente sobre distintos elementos de la via de transduccidn, son equivalentes
al Ca®* movilizado por ATP o angiotensina. Sin embargo, a diferencia de las
hormonas, 1a sefial de calcio es sostenida en el tiempo. La estimulacién posterior con

otros agonistas produce una cafda de la seiial,

2. La generacién de inositol 1,4,5-trisfosfato procedente de la hidrdlisis de los
fosfatidilinositoles, concuerda cualitativamente con la respuesta de calcio observada.
Sin embargo, la cantidad de inositol trisfosfato producido por mastopardn y fosfolipasa
C es significativamente mayor que la obtenida tras estimulacién hormonal, lo cual
sugiere un paso limitante para la liberacién de calcio del retfculo a nivel de los

receptores de inositol trisfosfato que éste posee.

3. El DAG producido hasta las dos horas fue de mayor intensidad y duracién
con GRP en hepatocitos fetales, mientras que en los primeros minutos tras la
estimulacién hormonal la vasopresina tuvo importantes efectos en ambos tipos de

células,
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4. La actividad de la glucégeno fosforilasa, alcanza los mdximos valores con
ATP y angiotensina en los dos tipos de células estudiados, y de acuerdo con las
variaciones de Ca®* citosélico observadas. Por el contrario, el efecto del GRP es doble
en hepatocitos fetales que en adultos, resultando m4s importante la activacién por

vasopresina en éstos 1ltimos,

5. Se ha realizado un estudio comparativo en hepatocitos fetales y adultos en
cuanto a la distribucidn subcelular y perfil isoenzimético de la protefna quinasa C.

a) la protefna quinasa C se encuentra mayoritariamente en la fraccién soluble
de la célula fetal, frente a una distribucién equilibrada entre fraccién soluble y
particulada en la célula adulta. Esta diferencia en funcién de las distintas etapas del
desarrollo, puede estar relacionada con el aumento de actividad del enzima en la
membrana del hepatocito fetal en presencia de hormonas, hecho que no se produce en
el estado adulto.

b) los isoenzimas de protefna quinasa C expresados en células adultas y
fetales analizados a nivel de protefna y de la expresién del RNA mensajero, no
presentan diferencias en ningtin caso. Se ha comprobado la presencia de isoenzimas
correspondientes a la primera familia (@ y £), asf como la forma &, pero no se expresa

la forma e.

6. Existen apreciables diferencias en la modulacién y nimero de receptores de
vasopresina, GRP, angiotensina II, ATP y ADPSS, en cuanto a los receptores entre
si y entre el estado adulto y el fetal, aunque las afinidades resultan similares,

a) El nimero de receptores de vasopresina y angiotensina en céfulas adultas
es dos y tres veces superior que en fetales, Por el contrario, los receptores de GRP
son seis veces mds abundantes en el estado fetal. En todos los casos se observa un

solo sitio de unién para estas hormonas.
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b) El nimero de receptores purinérgicos de ATP y ADPgS es entre siete y
diez veces mayor en células adullas, presentando el ATP dos sitios de unidn de
diferente afinidad en estas células. La modulacién por otras hormonas y la
especificidad del receptor purinérgico P,, también resulté diferente.

¢) La incubacidn prolongada de las células con ésteres de forbol conduce a
un aumento en la unidn de vasopresina y ADPSS a sus receptores, comparativamente

mayor en hepatocitos adultos, mientras que el de ATP no parece ser afectado.

7. El andlisis detallado del mecanismo de transduccidn de sefiales extracelulares
de vasopresina, GRP, angiotensina y ATP revela que el principal elemento de control
del proceso es la abundancia relativa del nimero de receptores de membrana
funcionalmente activos, pudiéndose alcanzar en algunas condiciones, la saturacién en

la movilizacién de calcio intracelular,
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