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La protefna cinaca C, al activarse, es capaz de bloquear la accion alfa,-adrenérgicas. Se logra dicha activa-
cion por medio de agentes farmacoldgicos como los ésteres del forbol o por la accidn de hormonas que activan
el recambio de fosfoinositidos como. la misma epinefrina, la vasopresina o la angiotensina 1. Dichos abati-
miento de la accién alfa,-adrenérgica se bioguea por inhibidores especificos de la proteina cinaca C. Los resul-
tados obtenidos, claramente indican que la actividad de esta cinasa juega un papel modulador de la accidn

alfa,-adrenérgica de la epinefrina.

La comunicacidbn celular a través de mensajeros
quimicos, a los que en forma genérica se denomina-
rA hormonas, pero que incluye a hormonas,
neurotransmisores, autacoides, factores de creci-
miento y de diferenciacién, es uno de los aspectos
més apasionantes de las ciencias médicas. No es po-
sible la existencia de vida en un organisme plurice-
lular si no existe comunicacion entre sus células; el
fenémeno salud-enfermedad, esta intimamente re-
lacionado con la comunicacién celular. En los tlti-
mos cinco afios se han producido grandes avances
en este campo; el laboratorio de los autores ha pro-
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ducido algunas contribuciones importantes. En este
trabajo se presentan algunos datos nuevos sobre la
regulacién de la accion alfa,-adrenérgica hepética y
un panorama del area.

Como es bien sabido, la accidn de las hormonas
y, en general, de los mensajeros quimicos, se inicia
con la interaccion de éstos con proteinas, que los re-
conocen con exquisita selectividad, a las que llama-
mos receptores, Estos receptores se localizan en la
membrana plasmatica de las células ¢ intracelular-
mente. Se hablard aqui exclusivamente de agentes
cuyos receptores se encuentran localizados en la
membrana plasmatica de las células.

La accidon de estas hormonas a nivel celular se
puede dividir en tres etapas: la interaccién hormo-
na-receptor, la transduccion y la progesion de la se-
fial hormonal. I.a interaccién hormona-receptor
ocurre en la cara externa de la membrana plasmati-
ca. Consiste en la asociacidbn guimica de la hormona
con el sitio activo del receptor, en una forma suave,
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no covalente, Dicha asociacion hace que el receptor
se active y permita continuar el proceso. La fase de
transduccién incluye desde la activacion del recep-
tor hasta la generacidn de una sefial intracelular o
segundo mesajero. La propagacidn de la sefial con-
siste en los fendmenos citoplasmaticos, desde la ge-
neracidon del segundo mensajero hasta la produc-
cion del efecto hormonal.

Sin duda, el sistema mas conocido es el de la ade-
nilate ciclasa. Si se piensa en cédmo el glucagon acti-
va la glucogendlisis hepatica, se veré que la fase ini-
cial es la interaccibn del glucagon con su receptor y
la consecuente activacion del altimo. El proceso de
transduccion, incluye la interaccién del receptor ac-
tivado con una proteina membranal acopladora
(llamada Ns), que a su vez se activa v estimula la ac-
tividad de la adenilato ciclasa, para que a partir del
ATP celular se genere AMP ciclico. Este nucledtido
ciclico inicia la propagacion de Ia sefial al activar a
la proteina cinasa A (dependiente de AMP ciclico),
que fosforila a una serie de proteinas, entre ellas a
la fosforilasa b cinasa, que activa a la fosforilasa
para que rompa el glucdgeno hepatico, liberando
glucosd a la circulacion. Otro fendmeno tan impor-
tante como el anterior pere menos conocido, es al
que nos referiremos a continuacién,

Recambio de fosfoinositidos y accion hormonal

Después del descubrimiento del AMP ciclico y de su
papel como segundo mensajero, practicamente to-
das las acciones hormonales eran atribuidas a
aumentos o disminuciones en los niveles de este
nucledtido ciclico, Poco a paco fue resultando claro
que podian existir otros segundos mensajeros, y el
calcio libre citosolico fue uno de los candidatos mas
importantes, Por otro lado, ya desde los afios cin-
cuenta se habia observado que algunas hormonas
producian un aumento en el recambio (sintesis y
degradacién aceleradas) del fosfatidilinositol. Sin
embargo, fue hasta 1975 que Michell' asocid estos
dos fenomenos y propuso que el recambic de
fosfoinositidos [fosfatidilinositol y sus derivados
fosforilados: el fosfatidilinositol-fosfato y el fosfa-
tidilinositol-bifosfato (PIP,)] desempefiaban un pa-
pel clave en la accién de hormonas que actuaban a
través del calcio citosblico. Estas ideas provocan
una verdadera revolucion en la bioquimica de la ac-
cion hormonal y este proceso se ha convertide en
una de las fronteras de investigacion mas activas. A
continuacion se presenta en forma simplificada v
esquemdtica el funcionamiento de este sistema de
transduccion (Fig. 1),

La interaccidén hormona-receptor en la cara exter-
na de la membrana plasmatica, activa al receptor;
éste a su vez activa a una proteina transductora a [a
que se le ha dado el nombre de Np, que estimula a
una fosfolipasa de tipo C (FL-C) especifica para el
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Fig. 1. Modeio esqueméatico de la accibn de fosfoinositidos, H,
hormona; R, receptor; Np, proteina acopladora; FL-C, fosfoli-
pasa C; PIPz, foslalidilinositol bifosfate; DG, diacilglicerido;
IP,, inositol trifosfato; PC-C, proteina cinasa C.

fosfatidilinositolbifosfato (P1P,), €l cual es hidroli-
zado a dos compuestos: el inositol trifosfato (1P,)
hidrosoluble, que difunde al citoplasma celular, y el
diacilglicerol (DG), compuesto hidrofébico que
permanece, por lo menos en.parte, ¢n la membrana
plasmatica. Estos dos cornpuestos, el IP, y el DG,
son los segundos mensajeros del sistema,

El IP, se fija a receptores intracelulares existentes
en el reticulo endoplasmico y ocasiona liberacion de
calcio al citosol.? Como es bien conocido, el calcio
libre se mantiene en niveles muy bajos en el ci-
toplasma de las células (entre 100 y 300 nanomolar).
Bajo la accidn de algunas hormonas y por medio del
IP;, la concentracibn de calcio en el citoplasma
puede aumentar entre tres y diez veces. Dicho
aumenio en la concentracion de este cation activa a
una gran variedad de enzimas, entre ellas algunas
proteinas cinasas, lo cual conduce al desencadena-
miento de los efectos hormonales.

Por otre lado se ha descubierto una enzima que
es activada por DG, la proteina cinasa C. Esta
proteina existe en dos localizaciones: soluble en el
citoplasma y asociada a la membrana plasmétiea y
es capaz de fosforilar a multiples proteinas, tanto
citosolicas como de membrana.’ Es por lo tanto ba-
jo la accion de esta proteina cinasa C y de las enzi-
mas activadas por el calcio {cinasa y otras enzimas),
que se propaga la accidn de las hormonas que utili-
zan este sistema de transduccion.?# Dentro de los re-
ceptores que se sabe utilizan este sistema de trans-
duccidn se encuentran los siguientes: el receptor
alfa,-adrenérgico de la epinefrina, el V, de vasopre-
sina, el A, de la angiotensina II, el H, de la histami-
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na, el 5-HT, de la serotonina y el M, de los agentes
colinérgicos muscarinicos, entre otros.

Esteres del forbol y respuesta alfa,-adrenérgica

Los ésteres del forbol son una serie de agentes pro-
motores de tumeores que han sido utilizados por
muchos afios en investigacion. Sin embargo, no fue
sino hasta hace muy pocos afios que se logrd definir
su mecanismo de accidén.’ Estos agentes, ejercen sus
efectos al activar a 13 proteina cinasa C, ya que po-
seen cierta semejanza estructural con el DG}

En hepatocitos aislados de rata, se ha demostra-
do que las hormonas que acthian activando ef re-
cambio de fosfoinositidos inducen ta fosforilacion
de entre 10 y 12 proteinas citosélicas.s Este patron
de fosforilacion de proteinas es reproducido total-
mente por la combinacion de iondforos de calcio v
ésteres del fortbol; estos datos sugieren que los efec-
tos de estas hormonas son mediados por cinasas de-
pendientes de caicio y por la proteina cinasa C.%

Con el fin de determinar con precision el papel de
la proteina cinasa C en los efectos metabdlicos, se
decidi6 estudiar qué acciones eran reproducidas por
los ésteres del forbol. Para sorpresa de los autores,
los ésteres activos del forbol nos reproducen los
efectos de las hormonas, pero son capaces de blo-
quear selectivamente la accion alfa,-adrenérgica he-
patica.™!? Esto se ilustra en la figura 2, donde se
puede observar que la epinefrina produce una esti-
muliacién de la ureogeénesis hepatica en hepatocitos
de rata; este efecto de la epinefrina estd mediado
por la activacion de los receptores alfa -adrenérgi-
cos. En la misma figura puede apreciarse que sia las
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Fig. 2. Efecto de la adrenalina y de los ésteres de forbol sobre 1a
ureogénesis en hepatocitos aislados. Los hepatocitos fueron in-
cubados en ausencia (circulos vacios) o presencia de forbol-
miristato-acetato 100 nmolar (circulos lienos) con diversas con-
centractones de epinefrina (con propranolol 10 mtcromolar pa-
ra bloquear toda accidén beta-adrenérgica). Los resultados se
expresan ¢omo porcentaje de la ureogénesis basal que fue
20 + I nmoles/ mg de células peso himedo. Se presenta ¢l pro-
medio y las Kneas verticales indican el error esténdar de 6 2 7 de-
terminaciones, usando diferentes preparaciones de células.

ctlulas se les agrega forbol 12-miristato-13-acetato
(PMA) a una concentracién de 100 nanomolar, el
efecto de la epinefrina practicamente desaparece.
Este efecto del forbol activo no bloquea las acciones
de otras hormonas, como las de la vasopresina o las
de la angiotensina I en hepatocitos.™2 El orden de
potencia de los diversos ésteres del forbol para blo-
quear la accién alfa,-adrenérgica es idéntico al co-
nocido para activar a la proteina cinasa C;78.10 éste
es un criterio farmacologico importante, que permi-
te sugerir el papel de esta cinasa.

Este descubrimiento causé rapidamente un gran
impacto y ha sido comprobado por otros autores en
hepatocitost*$ y en otros muchos sistemas modelo,
como son: musculo liso vascular en cultivo,'s reba-
nadas de hipocampo,”” aorta de rata,’®'® células
DDT1- derivadas de un tumor de msculo lise de
hamster, células neuronales PC12.2! Es interesante
sefialar que existe por lo menos una excepcién; no-
sotros observamos que en la aorta de conejo, la esti-
mulacion del recambio de fosfoinositidos inducida
por los agentes alfal-adrenérgicos no es bloqueada
por los ésteres del forbol activos.® Datos similares
han sido publicados estudiando la contraceibn mus-
cular como parametro,?

Una pregunta importante es: ;c6mo se produce el
bloqueo inducido por los ésteres del forbol? Dado
gue la accion es selectiva sobre las acciones alfa,-
adrenérgicas y que la proteina cinasa C lo que hace
es fosforilar proteinas, nosotros sugerimos como
mecanismo responsable la fosforilacion del recep-
tor.”? Por otro lado, la fosforilacion de receptores
puede cambiar su afinidad por agonistas; varios
grupos, incluyendo el nuestro, han podido de-
mostrar que los ésteres del forbol disminuyen la afi-
nidad para agonistas del recepior alfa,-adrenérgico
en células intactas.'0.1620 Ademds, recientemente el
grupo de Lefkowitz? logrd demostrar directamente
la fosforilacion del receptor alfa,-adrenérglco indu-
cida por ésteres del forbol, en células de origen mus-
cular. En resumen los datos indican lo siguiente: la
activacion de la proteina cinasa C por los ésteres del
forbol induce la fosforilacibn del receptor alfa,-
adrenérgico, lo cual disminuye su afinidad por la
hormona y conduce a un bloqueo de las acciones de
la epinefrina mediadas a través de este receptor.

Estimulos fisiologicos e inhibidores de la proteina
cinasa C

La siguiente pregunta que nos hicimos fue la si-
guiente: ;los estimulos fisiologicos son capaces de
reproducir el bloqueo alfa,-adrenérgico que causan
los ésteres del forbol? El principal problema es ob-
tener condiciones en las cuales la epinefrina, a tra-
vés del receptor alfa;-adrenérgico, sea capaz de pto-
ducir efectos metabdlicos, mientras que otras hor-
monas que estimulen fisiolbgicamente a la proteina
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cinasa C, como la vasopresina ¥ la angiotensina II,
no lo sean. Afortunadamente contamos con tres
condiciones en las cuales se expresa la accion metd-
bélica de la epinefrina, pero no la de los péptidos
vasopresores, vasopresina y angiotensina I1." Ello
ha permitido sugerir la existencia de dos mecanis-
mos en la accién alfa -adrenérgica, ambos sensibles
a la accién de la proteina cinasa .22 Una de estas
condiciones es el hipotiroidismo; en hepatocitos de
un animal hipotiroideo la epinefrina es capaz de es-
timular la ureogénesis, pero tanto la vasopresina co-
mo la angiotensina Ii son incapaces de hacerlo,
aunque si estimulan el recambio de fosfoinositidos.?

Como se ilustra en la figura 3, la accién alfa,-
adrenérgica de la epinefrina’ se manifiesta en una es-
timulacién dosis-dependiente, de la ureogénesis en
hepatocitos de una rata hipotiroidea. Se presenta
ademas como la vasopresina es capaz de inhibir el
efecto de la epinefrina; esta inhibicidn es depen-
diente de la concentracién de vasopresina empleada
y tiene un caracter claramente de tipo no competiti-
vo (Fig. 3). Hemos realizado experimentos similares
usando diversas condiciones experimentales, tanto
con vasopresina como con angiotensina II; los datos
indican claramente que la estimulacioén fisiologica
de ia proteina cinasa C es capaz de bloquear la ac-
cion alfa,-adrenérgica, 12

Con el fin de asegurarse ain méas de la participa-
cién de la proteina cinasa C, se tratd de bloquear es-
ta accién con inhibidores de esta cinasa. Hemos uti-
lizado varios inhibidores, y todos ellos son capaces
de inhibir el bloqueo de la accién alfa,-adrenérgica.?
En la figura 4 se ilustra un experimento usando a uno
de estos inhibidores, la N-(6-aminohexil)-5-cloro-1-
naftalensuifonamida (conocida como W-7 y que es
ademés un buen inhibidor de la calmodulina). Como
puede apreciarse, en las cglulas control se produce un
claro incremento de la ureogénesis por la estimulacion
alfa-adrenérgica que la vasopresina inhibe en forma
no competitiva, Sin embargo, en céiulas incubadas
con el inhibidor, la estimulacién alfa-adrenérgica
produce un claro efecto, pero éste ya no es inhibido
por la vasopresing (Fig. 4}, Debe mencionarse que el
W-7 no antagoniza el recambio de fosfoinositidos in-
ducido por la vasopresina.X

Translocacion de la proteina cinasa C

Como se ilustra en la figura 1, en algunos tejidos se
ha observado que la activacidon de la proteina cinasa
C por los diacilglicéridos hace que ésta se asocie a la
membrana plasmatica de las células, posiblemente
con la participacion del calcio. Nosotros nos pre-
guntamos qué ocurre con la actividad de esta cinasa
asociada a la membrana en los hepatocitos, bajo la
accién de estimulos farmacoldgicos (ésteres activos
del forbol), fisiolbgicos (hormonas) ¥ con inhibido-
res de la cinasa. Resultados preliminares de nuestro
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Fig. 3. Efecto de la vasopresina sobre la estimulacidn alfal-
adrenérgica de la ureogénesis en hepatocitos de rata hipoti-
roidea. Las células fueron incubadas con prepranolot 10 micro-
molar y diferentes concentraciones de epinefrina en la ausencia
{(circulos vacios) o presencia de 1 nanomolar (circulos llenos) 0 10
nanomolar (tridngulos llenos) vasopresina, Se grafican los pro-
medios y las lineas verticales indican el error estandar de 6-7 de-
terminaciones usando diferentes preparaciones celulares, La pro-
duccidn basal de urea fue de 18 + 1 nanomoles/ mg de células
peso hiimedo.

laboratorio indican que tanto los ésteres de forbol
como las hormonas vasopresina, angiotensina II e
incluso la epinefrina, son capaces de aumentar la
actividad asociada a la membrana de dos a cuatro
veces, v ocasionar disminucién de la actividad en el
citoplasma; es decir, que estos estimulos inducen
una translocacion de la enzima del citoplasma a la
membrana plasmatica. Por otro lado, los inhibido-
res de la proteina cinasa C bloguean este efecto,
tanto en células tratadas con ésteres del forbol co-
mo en las estimuladas por hormonas.
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Fig. 4. Efecto del W-7 sobre la inhibicidén de la accién alfa -
adrenérgica inducida por la vasopresina. Hepatocitos de rata hi-
potiroidea fueron incubados con propranolol 10 micromolar y
diferentes concentraciones de epinefrina, £n ausencia (circulos
vacios) o presencia de 1 nanomuolar vasopresina y sin (linea conti-
nua) o con (linea discontinua) 10 micromolar W-7. Ni la vasopre-
sina ni el W-7 afectaron la produccion basal de urea, que fue de
20 + I nmol/ g de células peso himeda. Otras indicaciones
como en la figura anterior.

Perspectivas

Hemos realizado, a lo largo de los Oltimos aflos, un
estudio sistematico expilorando el papel de la
proteina cinasa C como modulador de la respuesta
alfa,-adrenérgica hepética. Los resultados indican
claramente que la actividad de esta enzima regula la
capacidad de respuesta de la célula. La fosforila-
cion del receptor determina si la célula ‘““escucha’™ o
no el mensaje alfa,-adrenérgico. Este proceso es ra-
pido y muy dinAmico; puede o no ser reyversible .22
El nimero de agentes que estimulan el recambio de
fosfoinositidos es enorme,!? y todos ellos potencial-
mente activan a la proteina cinasa C cuando actan.

Por otro lado, debe tomarse en cuenta que la activa-
cién de esta proteina cinasa no sdlo conduce a la
fosforilacibn del receptor alfa,-adrenérgico, sino
que existen sblidas evidencias de que otros recepto-
res, como el de la insulina y el del factor de creci-
miento epidérmico, también son susceptibles de ser
fosforilados por esta cinasa. La fosforilacion de los
receptores puede tener varios papeles; como s¢ ha
presentado a lo largo de este trabajo, uno de éstos
es desacoplarlo del sistema transductor. Por otro la-
do, existen sugerencias de que la fosforilacidn
puede ser una seftal para que los receptores y otras
proteinas de la mémbrana plasmética (como algu-
nos transportadores) sean internalizados y procesa-
dos por la maquinaria cefular.

Los ésteres del forbol, cuya inica accidén bicqui-
mica conocida es la de activar a la proteina cinasa
C, son agentes promotores de la produccion de tu-
mores. Ellos, por si mismos, no causan las tumora-
ciones, pero favorecen que los inductores actiien.
Es decir, permiten la generacidon de condiciones
propicias para que las células sean transformadas
por los agentes tumorigénicos. Es posible que la
fosforilacibn de las proteinas, tanto citoplasmicas
como membranales, desempefie un papel critico en
todas estas acciones.

La actividad de la proteina cinasa C parece tener
un papel fundamental en diversos procesos biolbgi-
cos de enorme importancia, y tan variados como
son: la comunicacidon celular, la desensibilizacion y
la transformacidn maligna. Sin duda, o conocido
es 5610 una mindscula fraccién de lo gue hay por co-
nocer.
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COMENTARIO OFICIAL

ENRIQUE HONG*

El trabajo de ingreso del doctor J. Adolfo Garcia
S&inz representa una propuesta interesante y nove-
dosa que nos permite entender mejor los fenémenos
relacionados con la transmisién adrenérgica. Ini-
cialmente se consideraba que la estimulacion de las
terminales adrenérgicas nerviosas daba lugar a la li-
beracion de noradrenalina hacia el espacio sinaptico
y que la unién de dicho mediador quimico al recepior
adrenérgico constituia el gatillo necesario para que ¢l
efector se activara. Posteriormente se empezd a
complicar el esquema de transduccion de la respues-
ta adrenérgica, al proponerse que adicionalmente a
la unién de la noradrenalina con el receptor adre-
nérgico, era necesaria la liberacibn de un segundo
mensajero intraceiular, el cual era responsable de
comunicar €l estimulo adrenérgico.

Se han postulado varios segundos mensajeros,
dependiendo del receptor involucrado. Asi, el AMP
ciclico parece ser el responsable de la transduccitn
del mensaje en el caso de los receptores adrenérgi-
cos beta, mientras que el recambio de los fosfoinosi-
tidos desempefia un papel importante en el caso de
los receptores adrenérgicos alfa,, ya que dicho re-
cambio produce incremento en la concentracién
plasmatica de calcio, y esto activa una gran canti-
dad de enzimas.

* Académico numerario.

En el trabajo presente se postula que la estimula-
cibn adrenérgica resulta en la activacion de la
proteina cinasa C, una enzima que posee la capaci-
dad de fosforilar a diversas proteinas, Uno de los si-
tios en donde actiia es el propio receptor alfa, lo
cual resulta en un cambio conformacional del re-
ceptor; por lo tanto, en disminucién de su afinidad
por los agonistas alfa,, y consecuentemente, en me-
nor respuesta adrenérgica. Otra forma de explicarlo
seria considerar gue la proteina cinasa C consiste en
un sisterna de retroalimentacion negativo, que hace
que cuando la estimulacion exagerada de los recep-
tores alfa, produzca una gran concentracién intra-
celular de fosfoinositidos (como el diacilglicerol), se
active la proteina cinasa C, la cual al fosforilar al
receptor alfa, tenderia a disminuir la respuesta
adrenérgica. Adicionalmente se encuentra que
dicho sistema enzimatico también puede ser estimu-
lado por otras substancias endégenas, como la va-
sopresina o la angiotensina 1I, o bien por compues-
tos exbgenos como los ésteres de forbol. Por lo tan-
to, podria considerarse que las substan¢ias men-
cionadas anteriormente potencian el efecto de retro-
alimentaciéon negativo de la proteina cinasa C sobre
la transduccion adrenérgica alfa,.

El trabajo presente, como muchos otros publica-
dos previamente por el doctor Garcia Séinz, nos
muestra la gran calidad cientifica y originalidad de

PROTEINA CINASA C.
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uno de los investigadores jovenes méas productivos
del pais, En ocasiones resuita dificil clasificar al
doctor Garcia Sainz en relacion a la especialidad
que cultiva. Ello se debe en parte a que si bien utili-
za procedimientos bioquimicos, sus enfoques son
generalmente farmacologicos, pero quizis la pazon
principal es que tanto farmacblogos como

biogquimicos se enorgullecen de que el doctor Garcia
Sainz pertenezca a sus comunidades cientificas.

Quisiera mencionar que 'es un placer y un distin-
guido honor el haber sido elegido para comentar el
trabajo del doctor Garcia Sainz y quiero aprovechar
la presente ocasion para darle la mas cordial bienve-
nida a nuestra Corporacion,
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