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A mi mejor madre

A mis amigos



Es preciso que nos entendamos.
Yo hablo de algo seguro y de algo posible.

Seguro es que todos coman
y vivan dignamente
y es posible saber algun dia
muchas cosas que hoy ignoramos­
Entonces, es necesario que esto cambie.

El carpintero ha hecho esta mesa
verdaderamente perfecta
donde se inclina la niña dorada
y el celeste padre rezonga­
Unebanista, un albañil,
un herrero, un zapatero,
también saben lo suyo­

Dadle al hombre todo lo que necesite­
Las pesas para pesar,
las medidas para medir,
el pan ganado altivamente,
la flor del aire,
el dolor auténtico,
la alegria sin una mancha­

No- No se puede ser libre enteramente
ni estrictamente digno ahora
cuando el chacal está a la puerta
esperando
que nuestra carne caiga, podrida­

Subiré al cielo,
le pondré gatillo a la luna
y desde arriba fusilaré al mundo,
suavemente,
para que esto cambie de una vez­

Raúl Gonzalez Tuñón (1905-1974)
La luna con gatillo

55558?

profesor: " Bueno. Aritmeticemos un poco ­
alumna: " Con mucho gusto, señor- "
profesor: ' No le molesta decirme ---? "
alumna: " De ningún modo, señor, continue­
profesor: ' Cuánto son uno más uno “
alumna: ' Uno más uno es dos- “
profesor: (admirado por la sabiduría de la alumna)

" Oh- Muybién!- Me parece muy adelantada
en sus estudios! Obtendrá fácilmente su
doctorado total, señorita! "

Eugene Ionesco (1912- )
La lección
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ABREVIATURAS

ADNc. . . . . . . . ..ácido desoxiribonucleico copia
ADP. . . . . . . . . ..adenosina difosfato
AMPc. . . . . . . . ..adenosina 3‘-5‘-monofosfato cíclico
ARNm. . . . . . . . ..ácido ribonucleico mensajero (RNAm)
ATP. . . . . . . . . ..adenosina trifosfato
BCIP. . . . . . . . ..5-bromo,4-cloro,3-indolil-fosfato
BSA. . . . . . . . . ..sero albúmina bovina
DEAE. . . . . . . . ..dietil amino etil
DG. . . . . . . . . . ..diacilglicerol
DTT. . . . . . . . . ..ditiotreitol
EDTA. . . . . . . . ..ácido etilén diamino tetraacético
GDP. . . . . . . . . ..guanosina difosfato
GMPc. . . . . . . . ..guanosina 3'-5‘ mono fosfato cíclico
Gpp(NH)p. . . . ..5'-guanilil—imidofosfato
GTP-X-S. . . . . ..guanosina 5'-0-(3-tiotrifosfato)
GTP. . . . . . . . . ..guanosina trifosfato
HCl. . . . . . . . . ..ácido clorhídrico
Hepes. . . . . . . ..ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N‘—2—etanosulfónico
hs . . . . . . . . . . .-horas

IPs. . . . . . . . . ..inositol 1,4,5-trifosfato
Kb. . . . . . . . . . ..Kilobase
kD. . . . . . . . . . ..Kilodaltones
Mg2+. . . . . . . . ..catión magnesio
min . . . . . . . . . ..minutos
MIX. . . . . . . . . ..isobutil metil xantina
ml. . . . . . . . . . ..mililitro
mM. . . . . . . . . . ..milimolar (milimol por litro)
M. . . . . . . . . . . ..molar (mol por litro)
Mn2+. . . . . . . . ..catión manganeso
NaCl. . . . . . . . ..cloruro de sodio (halita)
NAD+. . . . . . . . ..nicotinamida dinucleótido (estado oxidado)
NADP. . . . . . . . ..nicotinamida adenina dinucleótido fosfato
NBT. . . . . . . . . ..azul de tetrazolio
NEM. . . . . . . . . ..N-etil maleimida
PDE. . . . . . . . . ..fosfodiesterasa



Pi . . . . . . . . . . ..anión fosfato
PIP2. . . . . . . . ..fosfatidil inositol 4,5-difosfato
PLC. . . . . . . . . ..fosfolipasa C
PMSF. . . . . . . . ..ácido fluoruro p-metil sulfónico
PPi . . . . . . . . . ..anión pirofosfato
PSA. . . . . . . . . ..persulfato de amonio
RIS. . . . . . . . . ..segmento interno de bastones de retina
ROS. . . . . . . . . ..segmento externo de bastones de retina
SDS. . . . . . . . . ..dodecil sulfato de sodio
TCA. . . . . . . . . ..ácido tricloroacético
TC. . . . . . . . . . ..toxina de Víbrio cholerae
TEMED. . . . . . . ..N,N,N’,N' tetrametil etilendiamina
Thy. . . . . . . . . ..timidina
TP. . . . . . . . . . ..toxina de Bbrdetella pertussis
Tris . . . . . . . . ..2-amino-2-hidroximetil-1-3-propano diol
ug . . . . . . . . . . ..microgramo
ul . . . . . . . . . . ..microlitro
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Buffér:

Binding:
cracking buffer:
Splicíng:
Mating:
Sea urchin egg:
Fbot printing:

Siempre son concentraciones finales salvo que se indique
diferente.

Solución de sustancias químicas que mantienen
constante el pH.
Unión específica de un ligando.
Buffer de craqueo.
Procesamiento de ARNprimario.
Aparcamiento.
Huevos de erizo de mar.

ADNasa.

Código de una letra para aminoácidos:
A

PWHIQ’I'JFJUO

Alanina H
Cisteína H
Aspartato H
Glutamato u
Fenil alanina H
Glicina H
Histidina u
Isoleucina H

Z<Hm5UDWZZLisina H
Leucina H Y

X Cualquier aminoácido

Ensayo de protección contra la acción de una

algo

Metionina
Asparagina
Prolina
Glutamina
Arginina
Serina
Treonina
Valina
Triptofano
Tirosina
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Con la irrupción a la célula del primer mensajero (hormonas, neu­
rotransmisores, fotones, etc.) se desencadenanvariados y sucesi­
vos eventos intracelulares que culminan en la producción de una
determinada respuesta final. Estas etapas son necesarias para que
la información a transmitir sea detectada, decodificada, amplifi­
cada, integrada y transformada en una señal bioquímica intracelu­
lar. Dentro de esta cadena metabólica, las proteinas G son las
encargadas de transducir la señal desde la proteina receptora del
estimulo externo, a las proteinas efectoras que sintetizarán se­
gundosmensajeros citoplasmáticos, verdaderos ejecutores de la
respuesta celular.

Las evidencias indican que todas las proteinas G llevan a cabo su
función a través de un mecanismoúnico que se conserva a lo largo
de toda la familia, y a medida que se avanza en la caracteriza­
ción de sistemas de transducción de señales, queda cada vez más
clara su creciente participación en la mayoría de dichos sistemas
celulares.

Es por ello que esta Introducción, hgx, ya resulta incompleta.
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Proteinas G

Las proteínas G son heterotrimeros formados por

subunidad a (39-54 kD)

subunidad B (35-36 kD)

subunidad 3 (8-10 kD) que luego de
activarse se disocian en la subunidad a y en el dímero B X.

Las subunidades a unen e hidrolizan GTP, definen la especificidad
de interacción con el receptor y el efector, y difieren de prote­
ina G en proteina G. El dimero estructural BFX, que en realidad
se lo deberia considerar comomonómero desde el punto de vista
funcional, Jugaría el papel de anclar la proteina G a la membra­
na, pero también le han sido asignadas funciones adicionales den­
tro de los mecanismos de activación y desactivación, que aún no
han sido completamente elucidadas.

SUBUNIDADES °(

Ya sea por purificación o por clonado molecular, hasta la fecha
se han reportado 13 subunidades a distintas en vertebrados, y es­
te número aumenta dia a día.

Cada subunidad a contiene un sitio de alta afinidad para nucleó­
tidos de guanina y posee una actividad GTPásica intrínseca. Tam­
bién presenta por lo menos un sitio para cationes divalentes
(Mg2+es el ligando fisiológico) y aminoácidos especificos para
una modificación covalente llevada a cabo por toxinas bacterianas
que catalizan la transferencia de grupos ADP-ribosaa partir de
NAD+(ADPribosilación).
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Fue primero definida funcionalmente por su capacidad de
activar la adenilil ciclasa. Dos trabajos del grupo de
Rodbell (Rodbell et al, 1971a)(Rodbell et al, 1971b) so­
bre la necesaria presencia de GTPpara la activación de
la adenilil ciclasa por glucagón, fueron el primer indi­
cio de la existencia de un transductor de la señal desde
un receptor a un efector (adenilil ciclasa). Luego, se
descubrió que aquella era una mezcla de dos polipéptidos
a diferentes (de 45 y 52 kD) con subunidades B y X indis­
tinguibles (Northup et al, 1980)(Sternweis et al, 1981).

El grupo de Bray en 1986 aisló 4 cDNAsdiferentes de la
subunidad as de cerebro humanoy caracterizó su estructu­
ra (Bray et al, 1986); asi y aga son idénticas, excepto
que a aaa le falta un trayecto de 45 nucleótidos que
coincide con el exón 8; aaz y an4 presentan 3 nucleótidos
adicionales del intrón 4 (CAG)que generan un residuo
serina con respecto a del y aga. Luego, en 1988, a partir
de una biblioteca genómica se aisló el gen de ag humano
que contenía 13 exones y 12 intrones con un largo total
de 20 Kb (Kozasa et al, 1988). Esta información y la com­
paración de todas las secuencias de cDNAs aisladas
sugirió que los 4 tipos de mRNAson generados a partir de
un solo gen por splicing alternativo y por la diferente
utilización de un sitio aceptor secundario (Figura 1).

osa-3 (2.1.) GSR-l. (2‘12)

GAlT GAG GAICnAGT GAG
Asp Gm Nm Sa-Gw
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A pesar de que ambas proteínas (45 y 52 kD) interactúan
de manerasimilar con la adenilil ciclasa, con las sub­
unidades BSy con sus respectivos receptores, la veloci­
dad de disociación del GDPde la forma de 52 kD es alre­
dedor de 2,5 veces más rápida que la de 45 kD. Esto im­
plicaría que la activación de la adenilil ciclasa produ­
cida por la proteina de 52 kD (G.1) es más rápida que la
llevada a cabo por la de 45 kD (a.4)(Graziano et al,
1989). Ambas formas están distribuidas diferencialmente
en los distintos tejidos: mientras cerebro e higado con­
tienen ambas formas (52 y 45 kD), en eritrocitos sólo
aparece la forma de 43 kD. Tanto a4s como asz pueden ser
ADP-ribosiladas por toxina del cólera, provocando una ac­
tivación permanente (Graziano et al, 1987).

La proteína G. también activa canales de Ca2+sensibles a
dihidropiridina en músculo esquelético y cardíaco (Brown
et al, 1988). Luego se comprobó que las 4 especies de de
humanaspueden activar tanto la adenilil ciclasa comodi­
chos canales de Ca2+ (Mattera et al, 1989). Esto aporta
un nuevo rasgo a los mecanismos de transducción de seña­
les:

las proteinas G no sólo interactúan con diferen­
tes receptores pasando la información a un solo efector,
sino que también activan múltiples efectores ampliando -y
complicandoa la vez- las posibilidades del traspaso de
la información.

Poco se sabe sobre la regulación de la expresión de a.. A
nivel de la transcripción hay evidencias de que los glu­
cocorticoides incrementan los niveles del mRNAde a.
(Chang et al, 1987). Un trabado reciente muestra que la
sintesis de a. está bado el control de la hormona tiro­
trófica (TSH)en células tiroideas, en una relación de­
pendiente de la dosis, lo cual sugiere que la transcrip­
ción del mRNAde a. estaria mediada por un proceso depen­
diente de CAMPinvolucrando algún elemento en cis en la
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zona 5' del gen de a. (Saunier et al, 1990); ulteriores
investigaciones serán necesarias para corroborar dicha
suposición, ya que se esperaría que las proteinas G pre­
sentaran, por el tipo de funcion que desempeñan, una ex­
presión constitutiva. También, comofue explicado ante­
riormente, existe regulación por intermedio del splicing
alternativo, que genera distribución especifica de teji­
do; de igual manera, aa1 aparecería como la de más expre­
sada en diferentes tipos de células.

Originalmente se la conoció estudiando la inhibición de
la adenilil ciclasa en una línea celular, S49, que era
deficiente en Ge (Hildebrandt et al, 1983a y b). Luego,
se identificó a 61 comoel primer sustrato de la acción
ADP-ribosilante de la toxina de Bbrdetella pertussis, y
se la caracterizó como un heterotrímero con subunidad a
entre 40 y 41 kD (Bokoch et al, 1984).

El nombre G1(correspondiendo la "i" a inhibición de la
adenilil ciclasa) es un nombre genérico y mal empleado
pues, en realidad, nunca se ha demostrado una acción in­
hibitoria sobre los niveles basales de dicha enzima, sino
sólo una inhibición de la estimulación de la adenilil ci­
clasa producida por Ga.

El clonado molecular reveló la existencia de tres distin­
tas proteínas que provienen de tres distintos genes: au.
(Nukada et al, 1986), G12 (Itoh et al, 1986), y G13
(Jones et al, 1987). Tanto au.como aaa tienen un peso mo­
lecular de 41000, mientras que 012, 40000. Los tres cDNAs
presentan altísima homologia de aminoácidos entre si
(90%). Utilizando antisueros contra secuencias específi­
cas que permitan diferenciar los tres subtipos, se encon­
tró que au_(46 kD) está distribuida en mayor cantidad en
cerebro y eritrocitos y que a12 (40 kD) lo está en dife­
rentes teJidos de forma homogénea.El significado funcio­
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nal de esta distribución no se conoce aún.

La familia de G1 (asi como ao, como luego se verá), es
candidata para ser protagonista en sistemas de transduc­
ción que son bloqueados por la toxina de B. pertussis.
Hasta la fecha sólo se ha reportado (Yatani et al, 1988)
que los tres subtipos de G1 son capaces de activar cana­
les de K+en músculo atrial, indicando esto su multifun­
cionalidad. Por esta razón algunos autores las llaman Gx
(Yatani et al, 1987).

Mientras se realizaba el aislamiento de G1en cerebro, se
encontró una proteína con las caracteristicas de proteína
G y que también era sustrato de la toxina de B. pertussis
(Sternweis et al, 1984)(Neer et al, 1984). Esta "otra"
proteina (de ahi su subíndice), tenia un peso molecular
de 39000, y era la responsable de la altísima actividad
de binding de GTP3[35S]en cerebro, ya que ella sola
constituye el 1%de la proteina de membrana (Asano et al,
1987).

A pesar de que su función aún no ha sido totalmente acla­
rada, su descubrimiento produjo un gran impacto, ya que
su presencia en cerebro (y no asociada a adenilil cicla­
sa, comosí lo estaban las hasta ese momentoconocidas a.
y a1), planteaba la posibilidad de un papel muchomás am­
plio de la familia de proteinas G.

En 1987, dos grupos reportaron la secuencia completa de
ao (Van Meurs et a1, 1987)(Jones et a1, 1987), y se ob­
servó que presentaba alta homología con la familia de las
a1 (82%con au). Sin embargo, la cinética de binding de
GTPdifería con la de a1, siendo la velocidad de inter­
cambio GTP-GDPun orden mayor para ao. Evidencias elec­
troforéticas y cromatográficas (Goldsmith et al, 1988),
mostraban la presencia de otra subunidad a de 39 kD, de
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menor abundancia de ao (también de 39 kD), e indistingui­
ble desde el punto de vista inmunológico. En ese trabado
se especulaba sobre la posibilidad de que fuera otra for­
ma de ao, con diferencias en las modificaciones postra­
duccionales más que en la secuencia primaria. Luego, en
1990 (Hsu et al, 1990), se aclaró el entredicho ya que se
reportó el clonado de la nueva variante de ao, producida
por el splicing alternativo de un mensajero primario
(Murtagh et a1,1991)

Comose apuntó anteriormente, Go se encuentra altamente
concentrada en cerebro y está pobremente expresado en te­
Jidos periféricos (Asano et al, 1987). Esto sugiere que
Go estaria involucrado en funciones que se encuentran al­
tamente expresadas en cerebro. Sin embargo, su distribu­
ción no es homogénea ya que es más abundante en corteza,
hipotálamo y cerebelo. También se lo ha reportado en re­
tina (Terashima et al, 1987).

Mediante experimentos de reconstitución heteróloga de ca­
minos metabólicos, utilizando perfusión de Go purificado
en células o en liposomas, se ha visto que Goestaria in­
volucrada en el enlace bioquímico de:

* receptores quimioatractantes y fosfolipasa C inte­
rrumpida por toxina de B. pertussis (Kikuchi et al,
1986)

* receptor adrenérgico a2 (Cerione et a1, 1986)

* canales de Ca2+ regulados por opiodes (Hescheler et
al, 1987)

* estimulación de 4 canales distintos de K+ (Van Dongen
et al, 1988)

* incremento del Ca2+ intracelular luego de la inyec­
ción en ovocitos de xenopus laevi activando fosfoli­
pasa C (Moriarty et al, 1990).
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Todavia resulta poco claro si el efecto de Go sobre los
canales iónicos se debe a una interacción directa o si es
mediado por algún segundo mensajero (vgr; fosforilación
producida por proteina quinasa A o C).

En 1988, dos grupos aislaron cDNAsde cerebro bovino que
codifican para una única proteína G (subunidad a) que
presentaba dos diferencias fundamentales con la mayoría
de las a de cerebro (Fong et al, 1988)(Matsuoka et a1,
1988)

* 3 residuos aminoacidicos de la primera porción del
sitio principal de binding de GTP(altamente conser­
vado) resultaron ser distintos al de todos los demás
integrantes de la familia

LLGSGK do,di,do,a.1:
LLGSGK az

* No estaba presente la cisteina en la zona COOHtermi­
nal, sitio de ADPribosilación por toxina de B. per­
tussis, es decir que G. estaria involucrada en even­
tos insensibles a dicha toxina.

a; se expresa primordialmente en cerebro y bazo, y más
débilmente en hígado y presenta una bajísima velocidad de
intercambio (0,02 min-1, 40 veces menor que la de ao),
una muybaja actividad GTPásica, y no es ADP ribosilada
tampocopor toxina del cólera, a pesar de que presenta la
arginina blanco (su entorno es bien diferente al de ag)
(Casey et al, 1990)(Premont et a1, 1989). Entonces, cual­
quier sistema de señales que se encuentre bajo el control
de Ga deberia ser refractario a la disrupción por ambas
toxinas. Sistemas candidatos incluyen alguna regulación
reportada de la fosfolipasa C (Cockcroft, S., 1987a)(Ne­
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gishi et al, 1987), y la inhibición de canales de K+ in­
ducida por sustancia P (Nakajima et al, 1988).

A pesar de la gran importancia del sistema de fosfoinosi­
tidos dentro de los procesos de transducción de señales
celulares y de la cantidad de trabajos sobre el tema, aún
queda poco claro el mecanismo de regulación. Hasta hoy
dia se conocen dos subformas de fosfolipasa C, la cito­
plasmática y la asociada a membranas. La más estudiada ha
sido la citoplasmática y una gran cantidad de información
obtenida a partir de ésta se aplica a la asociada a mem­
branas. La relación entre las varias formas de fosfolipa­
sas C celulares permaneceaún sin definirse. En contraste
con la citoplasmática, la enzima asociada a membranas es
regulada por agonistas especificos (Pfeilschifter et al,
1986), es activada por nucleótidos de guanina (Cockcroft
et al, 1985), y presenta un pH óptimo de acción más bási­
co (Martin et al, 1986). Innumerables datos sugieren que
la activación de fosfolipasa C se produciría por un meca­
nismo dependiente de GTP:

1) GTPy análogos no hidrolizables reducen la afinidad
de receptores acoplados a fosfolipasa C con sus ago­
nistas (Goodhardt et al, 1982)(Hwanget al, 1986)

2) dichos receptores estimulan actividad GTPásica
(Grandt et al, 1986)

3) agonistas estimulan la fosfolipasa C en membranas
aisladas de una manera dependiente de GTP(Smith et
al, 1985)

4) análogos no hidrolizables de GTPmimifican el efecto
del agonista + GTPde estimular la enzima (Smith et
al, 1985)
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5) algunos autores reportan inhibición de la estimula­
ción de fosfolipasa C por efecto de la toxina de V.
cholerae (Imboden et al, 1986)

6) hay datos de inhibición por intermedio de la toxina
de B. pertussis en varias líneas celulares (Ohta et
al, 1985), aunque en otros tejidos, comohepatocitos,
la toxina no afecta la hidrólisis de los fosfoinosí­
tidos (Uhing et al, 1986).

La activación de la fosfolipasa C podría entonces ocurrir
mediante un mecanismoparalelo al de la adenilil ciclasa,
pero dicho esquemarequiere la identificación, aislamien­
to y reconstitución de los elementos constituyentes. To­
das las observaciones, hasta ahora, sugieren la presencia
de una proteína G —llamada Gp o GPLc- que seria la encar­
gada de transmitir la señal desde los receptores corres­
pondientes hasta la fosfolipasa C. El hallazgo (Moriarty
et al, 1988) de que la exposición de la cara citoplasma­
tica de la membranaa altas concentraciones de BS bloquea
la estimulación por agonista de la fosfolipasa C, es un
indicio de que Gch seria un heterotrimero aflS. A pesar
de esto, no se conoce su peso molecular, no se lo ha pu­
rificado ni caracterizado, y muchosautores dudan de su
existencia (Brass et al, 1988). Toda esta linea de hipó­
tesis se basa no sólo en la imposibilidad de haber halla­
do una proteína G diferente que regule la fosfolipasa C,
sino también en experimentos de reconstitución en los
cuales Gao Go pudieron interactuar con la fosfolipasa C
(Kikuchi et al, 1986)(0kajima et al, 1985). Pero así como
resulta arriesgado asegurar la presencia de Gch, también
hay que tener bastante cuidado con los experimentos ante­
riores. Birnbaumer bien aclara que "se ha mostrado que G1
y Go acoplan la fosfolipasa C a receptores quimioatrac­
tantes, función que uno no esperaría de proteinas G que
interactúan con adenilil ciclasa y con canales de K*,
respectivamente, y no con fosfolipasa C. Cuánpuras esta­
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ban esas preparaciones?" (Birnbaumer, L., 1987).

En 1988, Brass purificó a homogeneidad la a4; de plaqueta
(a1 inhibitoria de la adenilil ciclasa), y demostróque
esa banda única de ADPribosilación en geles de una di­
mensión, se resolvia en dos manchas en geles bidimensio­
nales (Brass et al, 1988).

Recientemente se purificó y clonó una nueva subunidad a,
llamada ag de 42 Kd, que no era reconocida por ninguno de
los antisueros contra los demás subtipos de subunidades
a, que no era sustrato de la ADP-ribosilación por toxina
de B.Pertussis aunque si presentaba todas las zonas con­
senso de Halliday (Pang et al, 1990)(Strathmann et al,
1989). Realizando ensayos de actividad de fosfolipasa C
(PLC)en vesículas fosfolipidicas con aq pura, el grupo
de Sternweis encontró que aq era capaz de estimular a di­
cha enzima mientras ao, aii, a42 y BKno lo eran (Smrcka
et al, 1991). Estos datos sugieren que ag activaria a PLC
aunque sería necesaria la presencia de alguna otra prote­
ína G para poder explicar los trabajos sobre la hidróli­
sis de fosfatidilinositol-4,5,bifosfato (PIP2) en eventos
regulados por la toxina de B.pertussis.

Por eso, hasta el día de hoy, hay una gran falta de in­
formación y muchaconfusión referida a la identidad y
presencia de una proteina G acoplada a la fosfolipasa C.

Estudios electrofisiológicos y bioquímicos sugerian la
posibilidad de que los odorantes induJeran respuesta en
neuronas sensoras olfatorias mediante la activación de la
adenilil ciclasa acoplada a una proteina G (Pace et al,
1986)(Sklar et al, 1986). En 1989 se clonó un cDNAde una
proteína G involucrada en el olfato (Jones et al, 1989).
El mRNAque se expresa en neuroepitelio olfatorio pero no
en cerebro, higado, riñón, intestino y corazón codifica
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para una proteína (noxe) de 44 kD con una identidad de
aminoácidos del 88%con G.3; aouzno parece ser un pro­
ducto del gen ag, aunque su expresión en linfoma S49 res­
taura la estimulación de la adenilil ciclasa por agonis­
tas B-adrenérgicos.

La distribución exclusiva de Gor: implica que Jugaría un
papel especializado en transducción olfatoria, análogo al
de la transducina en transducción visual.

Recientemente se ha reportado el clonado de una familia
de genes que codifican para receptores de odorantes que
serían los encargados de interaccionar con Golf y activar
finalmente a la adenilil ciclasa, desencadenandola señal
eléctrica hacia el cerebro (Barinaga, M., 1991).

Hasta la fecha sigue siendo un misterio el hecho de que
una proteína G (llamada GEpor exocitosis) esté involu­
crada en el control de la exocitosis. La existencia de
esta subforma diferente fue propuesta en 1986 por el gru­
po de Gomperts. Anteriormente se había sugerido que un
modo de acción del GTP en la secuencia de eventos de la
exocitosis podria ser la activación de la fosfolipasa C a
través de la potencial Gp (Cockcroft et al, 1985)(Smith
et al, 1985). Pero luego, se vio en neutrófilos que la
secreción de B-glucuronidasa de los gránulos lisozomales
podia ser estimulada tanto por Ca2* como por GTP, y sus
efectos eran aditivos (Barrowman et al, 1986). A partir
de estos datos se postuló que el GTPpodría actuar a tra­
vés de otro mecanismoindependiente de fosfolipasa C,
produciendo un segundo mensajero desconocido que contro­
laría la exocitosis (Figura 2).
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En mastocitos también se postula la presencia de GEen la
secreción de histamina, a través de un mecanismoindepen­
diente de fosfolipasa C —proteína quinasa C. Se vio
para la liberación de histamina no había requerimiento de
ATPy también que la presencia de neomicina (inhibidor de

que

la fosfolipasa C) no afectaba el proceso de exocitosis
(Cockcroft et al, 1987b).

Sin embargo, en una célula secretoria comosea urchin
egg, análogos de GTPno estimulan la exocitosis.

Sólo posteriores experimentos decidirán si en realidad
hay una proteína G involucrada en el proceso de exocito­
sis.

Es el mayor componente proteico de los discos de los seg­
los bastones de la retina. Su fácil

con GTP sin el uso de
mentoS exte rnos de
purificación (se extrae detergen­
tes)(Kühn H., 1980) y su alta concentración, hicieron de
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esta proteína el mejor modelo para el estudio del meca­
nismo de acción de las proteinas G. Gracias al uso de in­
numerable cantidad de anticuerpos especificos y al cono­
cimiento de su secuencia aminoacidica (Hurley et al,
1984), pudo ser clonada la subunidad a en varios labora­
torios a la vez (Lochrie et al, 1985)(Medynskiet al,
1985)(Tanabe et al, 1985)(Yatsunami et al, 1985a y b).
Dos tipos de ac han sido clonados: uno expresado en bas­
tones at-r y el otro en conos at—c. Presentan 80%de ho­
mología entre ambos, un peso molecular de 39000, y poseen
sitio de ADPribosilación para toxina de V. cholerae y B.
pertussis, aunque la demostración bioquímica de la fun­
cionalidad de esos residuos fue demostrada sólo para ac­
r.

Eucariotes inferiores y procariotes

El reciente descubrimiento de proteinas G en eucariotes
inferiores indica que dichas proteinas han sido conserva­
das a lo largo de la evolución.

En Shocharomyces cerevisiae han sido identificadas dos
subunidades a: SCGmque codifica para una proteina homó­
loga a la a de vertebrados (Dietzel et al, 1987) con un
peso molecular de 54000, con altísima identidad en zonas
consenso y que estaria involucrada en el camino metabóli­
co de respuesta a feromonas, esenciales para el mating de
levaduras. Pocas evidencias surgen acerca del papel que
jugaría el producto del segundo gen clonado, SCG2,aunque
se sugiere que podria regular los niveles de CAMP.

En [fictyostellium discoideum han sido clonados dos genes
a : G01 y Gaz, de 30000 kD con 45% de homología total con
otras subunidades a, pero con 100%de homologia en zonas
consenso. Nopresentan la cisteina blanco para la ADPri­
bosilación por toxina de B. pertussís. Datos aportados
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sugieren que Gaz acopla receptores quimiotácticos con
fosfolipasa C, y que la sobreexpresión de G01afecta as­
pectos del ciclo celular (Kumagaiet al, 1989).

Tambiénha sido caracterizada bioquímica e inmunológica­
mente la presencia de por lo menosuna proteína del tipo
G en ïTypanosomacruzi (Eisenschlos et al,1986b)(Coso et
al, 1991 comunicación personal).

La aparición de proteínas G en eucariotes inferiores y
plantas (tal como se presenta en esta tesis) al mostrar
una similaridad funcional y en algunos casos (S. cerevi­
siae, D. discoideum) alta homologia de secuencia con los
eucariotes superiores, refleja la presencia de una impor­
tante presión evolutiva para mantener la función fisioló­
gica especifica de cada una de las proteínas G (Figura 3)

Gsx
SCGI
SCGZ
Gúx
Gúx
GHx
Dd1
Gox
Gz
GHK

Gt2«
l l 1 l l 1444

¿o 50 60 70 80 90 100

°/. de Homologl'a (aa)
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SUBUNIDADES M

A pesar de que las subunidades B y X no se encuentran unidas co­
valentemente, ambas conforman una sola unidad funcional. Origi­
nalmente se pensaba que la diversidad en las proteínas G provenía
exclusivamente de la subunidad a, pero se ha visto que existen
múltiples formas de B y 3.

Hasta la fecha se han reportado dos genes que codifican para sub­
unidades B: Bas y Bas (Fong et al, 1987)(Gao et al, 1987), con un
90%de homología entre ambas. En la mayoria de los tejidos es
predominante Bas (Woolkalis et al, 1987), pero en placenta es al
revés (Evans et al, 1987). En retina sólo existe la forma Bas y
es idéntica a la de hepatocitos (Codina et al, 1986). A pesar de
la alta homologiade secuencia hay reportes de anticuerpos dife­
renciales para ambas subformas (Roof et al, 1985).

Las dos proteinas B provienen de genes separados (Amatruda III et
al, 1988) que están localizados en diferentes cromosonas (Bee en
el cromosoma 1 y Bas en el 7)(Lochrie et al, 1988).

Poco se sabe con respecto a la subunidad 3 ya que su detección se
vio dificultada por su baja tinción y su dificil localización en
geles (Hildebrandt et al, 1984a).

Existen evidencias inmunológicas, bioquímicas y de secuencia, so­
bre la diferencia entre la 3 de retina y la de los demástejidos
(Roof et al, 1985)(Hildebrandt et a1, 1985). Hasta 1989 se pensa­
ba que la retina contenía una sola X, que había sido clonada y
secuenciada (VanDopet al, 1984c)(Yatsunami et al, 1985a), con un
peso molecular de 8700. Pero en 1989 se purificaron y caracteri­
zaron dos subunidades X distintas de retina: Bai, con un peso mo­
lecular de 8000 y 3:2 de 6000 D. También se observó que el com­
plejo 632 aumenta el binding de GTPa at en presencia de rodopsi­
na, unas 30 veces más que 681. Esto indica que 3:2 es esencial
para el binding de GTPa transducina, mientras que aún no se sa­
be el papel de Zu; (Fukada et al, 1989). Asimismo se encontró que
ac, en su forma GDP, presenta mucha más afinidad por 882 que por
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Büi en ausencia de membranas (Ohguro et al, 1990), y que mientras
682 es proclive a ser modificada en una cisteina en su extremo
COOH,por un grupo farnesilo, 631 no (Fukada et a1, 1990). Esto
indica que el grupo farnesilo unido covalentemente a la subunidad
X es indispensable para la actividad de binding de GTPde la
transducina.

Otros tejidos presentan hasta tres posibles subunidadesX distin­
tas resueltas en geles (Giulian et al, 1988) y en 1989 se aisló
un clon de X en cerebro bovino que presentaba una identidad sólo
del 55%con la de retina (Gautam et al, 1989), dato que corrobora
la importante diferencia entre las dos subunidades.

Unade las diferencias encontradas entre BS de retina y de otros
tejidos, es la asociación a membranas: mientras Ext pueden ex­
traerse de la membranade los discos de los bastones de retina
sólo con GTPsin necesidad de sal y de detergente (KühnH.,1980),
para extraer las BKde los demás tejidos se debe añadir imperio­
samente una solución de detergente iónico.

Estudios previos demostraron que los complejos 68 de G1o Gt eran
intercambiables para interactuar con a1 o at en un sistema re­
constituido de estimulación por rodopsina de la actividad GTPási­
ca (Kanaho et al, 1984).

Pero luego se descubrió que el complejo Ext era mucho menos efec­
tivo, unas 25 veces, que el BBde cerebro, para inhibir la adeni­
lil ciclasa estimulada por Gg-fluoruro (Casey et al, 1989a) o por
GppNHp-G.(Cerione et al, 1987). Las diferencias funcionales en­
tre las dos BKpodrían ser el reflejo de las diferencias estruc­
turales en sus subunidades 3, sugiriendo esto un posible papel de
las 3, diferente al de las subunidades a, en la especificidad
funcional de las proteinas G.

La secuencia aminoacidica de la 8 de cerebro bovino presenta una
homologia del 45%en la región NH2terminal (20 aminoácidos) con
las proteinas ras. En esta región se encuentra también la mayor
divergencia entre 3 de retina y 8 de cerebro. Esto podria impli­
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car que la zona NH2terminal de las 3 interactuaria con un efec­
tor o con un receptor que también estuviera asociado con proteí­
nas ras. También ambas subunidades 3 presentan en su extremo COOH
terminal el tipico tracto C-A-A-X,siendo A un aminoácido alifá­
tico y X cualquier aminoácido, tipico de las proteinas ras y
esencial para el anclado a membranas (Gautam et al, 1989).

Poco es lo que se puede aportar, en forma clara y precisa, sobre
la función de 63 en los mecanismos de transducción de señales,
aunquesobran los datos y las controversias entre los distintos
laboratorios.

El grupo de Gilman proponía que el descenso de los niveles de aa
debido a su reasociación con la BBproveniente de G1era el meca­
nismo a través del cual G1inhibia la adenilil ciclasa (Katada et
al, 1984 a y b). Mientras tanto, el grupo de Birnbaumer proponía
una interacción directa de a1 con la adenilil ciclasa (Hilde­
brandt et al, 1984b)(Codina et al, 1984).

Hoy dia, se ha demostrado que ambos mecanismos más la interacción
directa de BS con el componentecatalitico, ocurren de igual ma­
nera en el proceso de inhibición (Katada et a1, 1986).

En 1987, Eva Neer postuló que, concentraciones nanomolares de BK
de cerebro bovino activan canales de K+regulados por receptor
muscarinico en corazón de pollo (Logothetis et al, 1987), mien­
tras que al mismotiempo se reportó que, concentraciones picomo­
lares de ak, 2229 ng BK, abren los mismos canales en corazón de
cuis (Codina et al, 1987).

Paralelamente fue reportada la activación de fosfolipasa A2 en
retina bovina por las subunidades fiat, mientras que at inhibia
dicha estimulación (Jelsema et al, 1987).

En 1987, Bourne niega la doctrina que todos los receptores aco­
plados a proteinas G actúen con el efector vía ag, "doctrina pro­
clamada sobre la base de débiles evidencias” (Bourne, H., 1987).
Esas débiles evidencias, según Birnbaumer, sólo se adecuan al he­
cho de que a. no interactúa en la inhibición de la adenilil ci­



INTRODUCCION - 20 ­

clasa y en los canales de K+, mientras que 83 si. Luego aclara:
“Mediante el razonamiento, mi gato es negro, Pedro es negro, en­
tonces Pedro es un gato, las subunidades 63 fueron declaradas me­
diadoras de la acción de algunos receptores“ (Birnbaumer, L.,
1987).

Unhallazgo interesante que aportó nuevos datos a esta controver­
sia fue el hecho de que, en Shccharomyces cerevisiae, como se ex­
plicó con anterioridad, se descubrió una proteina G, heterotrime­
ro con subunidades a, B y 3, que estaba involucrada en el meca­
nismo de mating.

Análisis genéticos demostraron que deleciones en el gen de B
(STE4) o de 3 (STE15), abolía la capacidad de la levadura a res­
ponder a la feromona, no ocurriendo lo mismo cuando se mutaba el
gen a (SCGl)(Whiteway et al, 1989).

Estos datos sugerian que la unión de la feromona al receptor
(STE2)produce la disociación de la subunidad a de las subunida­
des BK, y que las subunidades BKlibres inician la respuesta ce­
lular a la feromona. Acota Henry Bourne, refiriéndose a estos
trabajos en levadura: "Los chauvinistas de las cadenas a han re­
cibido un gran golpe proveniente de un área inesperada” (Bourne,
H., 1989).

Aúnhoy, la controversia continúa.

SUPERFAMILIA Ras

E - l . SIR

En los últimos años hubo un gran avance en la caracterización de
proteínas monoméricas (22-30 kD) que unen GTPy que muestran ho­
mología con la familia de proteinas ras. Alrededor de 30 protei­
nas distintas de mamíferoshan sido estudiadas, y diferentes sub­
familias han sido definidas de acuerdo a su secuencia primaria.
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Todas las proteinas de esta superfamilia se diferencian de la
subunidad a de las proteinas G en que:

* no son sustratos de ADP-ribosilación, ni por toxina de V. cho­
lerae o B. pertussis

* no interaccionan con las subunidades BK

* las secuencias aminoacidicas divergen con respecto a la de las
subunidades a y presentan diferentes tamaños (20-23 kD frente
a 39-54 kD)

La tabla A muestra los miembros conocidos de la Superfamilia de
ras agrupados en familias y subfamilias.

SUPERFAMILIA RAS

FAMILIA Ras FAMILIA Rho FAMILIA Rab

Ha-ras (p21) rhoA rablA-lB
Ki-ras (p21) rhoB rab2
N-ras (p21) rhoC rabGA-BB
C-ras (p21) rab4
raplA-lB racl rab5

racZ rab6
rap2 rab7
R-ras (p23) G25K
ralA YPTl
ralB SEC4

Los primeros integrantes descubiertos fueron los productos de los
oncogenes de dos virus: sarcoma de rata de Harvey (Harvey, J.
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1964) y de Kirstein (Kirstein et al, 1967). Estas proteínas, lla­
madas pZIV‘Ha-ras Y p21V-31-r85, eran las responsables de la capa­
cidad transformante de dichos virus. Luego, a partir de una línea
celular de neuroblastoma, fue aislada pZPFTflfl, también con capa­
cidad transformante pero no transducida por un retrovirus (Shimi­
zu et al, 1983). La proteína normal celular, p21c-r‘9 (el produc­
to del proto-oncogen) une GTPy, luego de desencadenar la señal,
lo hidroliza a GDPpermaneciendo en la forma inactiva. Esta es la
diferencia con los productos oncogénicos, que por causa de muta­
ciones específicas en el sitio de unión con los fosfatos fix del
nucleótido, presentan una actividad GTPásica muyreducida, perma­
neciendo siempre en forma activa y desencadenando la transforma­
ción.

Control celular de p21r89

La figura 4 muestra uno de los últimos modelos tentativos sobre
el modo de acción de 1321139.
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La forma GDP de p21 es la inactiva e interacciona con alguna
“proteína activadora del intercambio de nucleótido” (GDS); asi
libera GDPy une GTPconvirtiéndose en p21 activa. Luego se pro­
duce la interacción con la molécula efectora que finalmente
transmite la señal. La activación finaliza cuando GAP (“GTPasa
Activating PTotein”) reacciona con p21rafly la obliga a hidroli­
zar el GTP, pasando nuevamente a su estado basal inactivo.

La proteína GAP, fue descubierta en 1987 (Trahey et al, 1987),
presenta un peso molecular de 120000 e interacciona con leI1m
con baja afinidad, estimulando alrededor de 100 veces la activi­
dad GTPásica de p21 normal. Aunque interacciona con p21 transfor­
mante, falla en su actividad estimulatoria, comoera de esperar
(McCormick et al, 1989).

A pesar de que se considera a GAPsimplemente como un regulador
negativo de pZF‘S, existen algunas evidencias que le asignan el
papel de verdadero efector de la acción de ras:

* GAPinteractúa con p21 en el sitio definido como"sitio efec­
tor“. Mutaciones en dicho sitio que bloquean su capacidad
transformante también inhiben la interacción con GAP(Calés et
al, 1988)

* GAPinteractúa con todos los tipos conocidos de p21 indicando
que se trata de un regulador posterior a la acción de ras

* El complejo (¡Elr83—GAP)bloquea la apertura de canales de K+
en células atriales, sin interferir con la acción de Gx (Yata­
ni et al, 1990)

* La proteína raplA interacciona con GAP con una mayor afinidad
que pZIPCB;sin embargo, GAPno puede estimular la actividad
GTPásica de rapLA(Hata et al, 1990). Si GAPno fuera efector
y sólo un regulador negativo, el secuestro por parte de rapUk
produciría una activación permanente de p21'i9, y posterior
transformación celular. En cambio, se ha reportado que rapU\
es capaz de revertir células transformadas por pZPuFr‘Ba un
fenotipo normal (Kitayama et al, 1989). Ninguna de estas ase­
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veraciones constituye una prueba de que GAP sea efector de
ras. Es más bien como se pregunta Alan Hall: "GAPcontrola a
ras o ras controla a GAP? La respuesta parece ser: Si" (Hall,
A., 1990).

Otro dato que complica el panorama y a la vez lo abre, es que el
receptor para factor de crecimiento derivado de plaquetas
[(PDGF)-R] fosforila en un residuo tirosina a GAP, formando pos­
teriormente un complejo Junto a otras proteinas fosfolipasa C­
X,3‘fosfatidil inositol quinasa y proteina Ref-1. Sin embargo, en
células transformadas por p21c-Hn-ri', que son defectivas para
ciertas respuestas a PDGF,GAPno es fosforilada ni interacciona
con el receptor (Kaplan et al, 1990).

Comose puede observar, el control del crecimiento celular en ma­
míferos se presenta comouna compleja red de entidades proteicas
con iguales caracteristicas pero diferente acción funcional.

También ha sido reportado el clonado de un nuevo miembro de las
proteínas ras en Néurospora crassa (Altschuler et a1, 1990) y la
caracterización inmunológicade otro integrante en procariotes,
Agrobacterium tumefaciens y Agrobacterium rhizogenes (Martinetto
et al, 1991 comunicación personal).

Aparte de las proteinas ras, otras tres subfamilias coexisten
dentro de la famflia ras:

* subfamilia rap

* subfamilia pZSR-r.­

* subfamilia ral; ninguna de ellas tiene ca­
pacidad transformante.

Comose ha dicho anteriormente, raplA (también conocida como
Krev-l o smgp21), seria la contraparte de las acciones transfor­
mantes de ras. A pesar de que GAPno estimula la actividad GTP­
ásica de rapLA,éste seria un inhibidor competitivo de la unión
p21ri° con GAP.Ha sido identificada una proteina distinta de
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(ras)-GAPque si estimula la hidrólisis de GTP de raplA (Hata et
al, 1990), llamada üÉEÚ-GAP,complicando aún más los modelos de
acción.

La función de las otras dos proteinas, p233-ras y ral, aún no se
conoce (Downward, J., 1990).

Familia Rho

Las proteinas Rho son una serie de proteinas de peso molecular
entre 20000 y 25000 que, Junto a las rac, son sustratos de ADP­
ribosilación de la exoenzima C3 de Clostridium botulinum que mo­
difica una asparragina en la zona efectora.

Algunos resultados sugieren que las proteinas RhoJugarian un pa­
pel importante en el control de la organización celular del cito­
esqueleto (Rubin et al, 1988), mientras que las rac estarían in­
volucradas en procesos secretorios (Didsbury et al, 1989). Algu­
nas proteinas que influencian las actividades de Rhohan sido ca­
racterizadas:

* uüuv-GAP, activador de la GTPasa de Rho

* aúna-GDS, estimulador del intercambio GTP-GDPde Rho

* (rhoy4flfl, inhibidor del intercambio GTP-GDPde Rho
(Fukumoto et al, 1990)

Familia rab

Las primeras proteinas caracterizadas de esta familia, fueron
YPTly SEC4de S. cerevisiae (Gibbs et al, 1989), que intervienen
en procesos secretorios. Utilizando sondas de YPTl, fueron clona­
dos los genes correspondientes a la subfamilia rab y, por su ho­
mologia con las parientes de levadura, se piensa que actúan tam­
bién en mecanismos de secreción. Ademas se descubrió un Üïflfl-GDI



INTRODUCCION - 26 —

que regularía de manera inhibitoria el intercambio GTP-GDPde las
proteinas rab.

Comopuede apreciarse en esta pequeña pero densa lista, para cada
proteina de la superfamilia ras ha sido identificada, o está en
vías de serlo, (Figura 5)

una proteina activadora de la actividad GTPásica GAP

una proteina estimuladora del intercambio GTP-GDP GDS

una proteina inhibidora del intercambio GTP-GDP GDI

Euna proteína efectora\ /
EFECTOR

(GAPH

a pesar de que dia a dia se
las

De acuerdo con los datos aportados,
diversifica la cantidad de procesos en los que intervendrian

superfamilia ras (proliferación celular, arqui­
transporte intracelular), el modelode traspaso

proteínas de la
tectura celular,
de la información sigue siendo el mismoen todos los casos.
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ARF(Factor de ADP-ribosilación)

ARFes una proteina de 21 kD, que une GTPy que es un cofactor
necesario para la reacción de ADP-ribosilación por la toxina de
V. cholerae. Está localizada abundantemente en citoplasma aunque
desarrolla su acción en la cara citoplasmática de la membrana.

Ha sido purificada (Kahn et al, 1984) y clonada de cerebro bovino
y levadura (Price et al, 1988)(Sewell et al, 1988), muestra homo­
logía con p21c-HR-ras en las zonas involucradas en la unión de
GTP,y presenta un residuo aspártico en la posición 26 correspon­
diente a la glicina 12 de p21, reemplazo que resulta en una dis­
minución de la actividad GTPásica (McCormicket al, 1985) en la
p21ri9. Este “cambio”es consistente con la nula actividad de hi­
drólisis de GTPobservada en ARF(Kahn et al, 1986). Tampoco se
detectó hidrólisis cuando se incluye G. en el ensayo. Este resul­
tado sugiere que ARF tiene una actividad latente que se expresa
comoresultado de alguna interacción con otra proteína no carac­
terizada hasta el momento, una posible (ARE-GAP.

Las condiciones de binding de GTPpara ARFson totalmente dife­
rentes a las requeridas por las subunidades a y pZIPlB. ARFnece­
sita alta fuerza iónica (vgr 0.8 Men NaCl) y un entorno hidrofó­
bico (dimiristoil fosfatidil colina 3 mM).Los mecanismoscelula­
res de activación y desactivación de ARFserían distintos de los
modelos propuestos para la regulación de otras proteínas que unen
GTP.

MECANISMO DE ACCION DE PROTEINAS G

Las proteinas G utilizan un único mecanismomolecular de acción
independientemente de la diversidad de señales recibidas y de los
mensajes intracelulares generados. Este mecanismode acción pre­
senta dos caracteristicas: direccionalidad y amplificación.

La direccionalidad es obra de la actividad GTPásica, instrumento
exclusivo de las proteinas G, que impide que la información re­
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grese hacia el receptor. En este caso, la inactivación de la se­
ñal, producto de la hidrólisis del GTP,es irreversible y para
volver a activarse es necesario que la proteína G se una al re­
ceptor. Es decir, la activación y la inactivación ocurren por ca­
minos y mecanismosmoleculares distintos, a diferencia del alos­
terismo.

La amplificación, caracteristica imprescindible para una trans­
ducción de señal eficiente e inmediata, ocurre a dos niveles
(Figura 6):

GK o GDP o GW
¡ls
l
l

g E

SEÑAL __, 2

EXTERNA G“ . GTP

GM——+

E)€

RESPUESTA CELULAR

Í 1 1 102-103 102-103 105- mi]

FACTOR DE
AMPUFmAGON

El primero consiste en la activación de gran cantidad de protei­
nas G a partir de una sola molécula de receptor activada. En el
caso del proceso de visión, la amplificación es máxima, ya que
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una sola molécula de rodopsina activada por un fotón interactúa
con unas 500 a 1000 moléculas de transducina (Fung et al, 1980)
(Lynch et a1, 1986). El segundo nivel en la amplificación de la
señal ocurre en la interacción transductor-efector y es indepen­
diente del primer evento de amplificación. La proteína efectora,
al interaccionar con la proteina G activada, produce gran canti­
dad de segundos mensajeros antes de que la actividad GTPásica
apague la señal

La figura 7 muestra el mecanismogeneral de acción de las protei­
nas G, descripto hasta hoy.

e A .
¿- m¿5-337

El heterotrímero a-(GDP)BZ(forma inactiva) se une al receptor
que ha sido previamente activado (R*); dicha interacción cataliza
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el intercambio de GTPpor GDP, pues acelera la disociación del
GDPdel sitio de unión al nucleótido. La entrada de GTP produce
la separación de a-(GTP)BX de R* que se encuentra listo para
unirse a otra proteina G inactiva. El complejo a-(GTP)BX tiene
vida corta, y rápidamente se disocia en a-(GTP) (forma activa) y
B3; a-(GTP) se une a la molécula efectora (E) y la activa (E*),
generando asi el segundo mensajero correspondiente (A-vB). La
actividad GTPásicaintrínseca apaga la activación del efector,
pues el complejo a-(GDP) se disocia del mismo. Finalmente, a­
(GDP)se une a BKlibre y se encuentra el heterotrimero formado,
nuevamentelisto para otro ciclo de activación-desactivación.

ESTRUCTURA DE LA SUBUNIDAD a

Las estructuras cristalinas de la pZIPRBy del factor bacteriano
de traducción EF-Tu (Jurnak et al, 1985)(Pai et al, 1990), son
muysimilares. Ya anteriormente se habia visto que alineando la
secuencia aminoacidica de estas dos proteinas y la de la subuni­
dad a aparecia un arreglo característico con cuatro zonas alta­
mente conservadas (Halliday, K., 1984). Estas cuatro regiones,
designadas A, C, E y G juegan un papel preponderante en las ac­
ciones que son comunes a todas las proteinas G, como se ha com­
probado mediante la cristalografia de rayos X, mientras que las
secuencias no conservadas son las que les otorgan especificidad
de acción a los distintos integrantes de la familia. En 1986 Mas­
ters y Bourne,(Figura 8), mediante predicción de secuencia, to­
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mandola estructura cristalográfica de Ef-Tu, realizaron una ver­
sión esquemática de una subunidad a (Masters et al, 1986). Alli
se puede ver la molécula de GTPinsertada en su sitio de unión y
las cuatro zonas a las cuales se refería Halliday.

La región A constituye un rulo en donde se forman los enlaces en­
tre la proteina y los fosfatos a y B del nucleótido (Pai et al,
1989). Esta zona estaría involucrada en la regulación de la hi­
drólisis del GTP. La secuencia aminoacidica GXXGXGKS(GAGESGKS
para las subunidades a, con excepción de aa) está presente sin
variaciones en proteínas transductoras de señales (proteínas G,
superfamilia Ras y factores de traducción) y con mínimos cambios
en enzimas que unen GTPcomopor ejemplo, adenilil y guanilil ci­
clasas (Green, M., 1989), replicasas virales (Hodgman,T., 1988),
etc. La mutación en la glicina 12 en p21ri° produce una proteína
con una alta actividad transformante (Tong et al, 1989) y con ba­
ja capacidad de hidrólisis de GTP(Barbacid et al, 1987).

La región C (DXXG)está conservada en todas las proteínas con ac­
tividad GTPásica. El residuo aspartato (D) se uniría, mediante
una molécula de agua, al Mg2+(catalizador)(Pai et al, 1990),
mientras que el protón de la glicina (G) formaría un enlace puen­
te de hidrógeno con el fosfato X del GTP. Comoera de esperar, la
conformación de esta zona, a diferencia de la región A, difiere
notablemente en sus dos formas posibles (unida a GTPo a GDP).

La región E, que contiene aminoácidos hidrofóbicos (FXAAL),Junto
a la zona G (NKXD)forman un “bolsillo hidrofóbico” para la unión
de la base (especificidad de nucleótido). Los oxígenos del carbo­
no del aspartato (D) formarian enlaces puentes de hidrógeno con
la base y los protones de la asparragina (N) y lisina (K) estabi­
lizarian la unión. Mutacionesen el aspartato reducen la especi­
ficidad, no pudiendo discriminar entre GDP e IDP (Sigal et al,
1986).

Otros grupos (Lochrie et al, 1988)(Bourne et al, 1991) consideran
otra región (I para subunidad a y G5para pZF“) que estaría in­
volucrada en la unión del nucleótido, estabilizando la región G.
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MECANISMO MOLECULAR DE ACCION DE LAS PROTEINAS G

1) Estado inactivo. Interacción de a con BK

La forma a-(GDP) debe unirse a las subunidades BS antes de hacer­
lo con el receptor, ya que éste presenta mayor afinidad con el
heterotrímero que con las partes separadas (Florio et al, 1989).
De igual manera, BE "prefiere unirse" a a-GDPque a a-GTP, produ­
ciendo una reducción (alrededor de 100 veces) en la disociación
del GDPde la subunidad a. Esto incrementa la eficiencia de la
señal ya que el intercambio GTP-GDPsólo se dará cuando se una al
receptor y no de manera espontánea. Hay evidencias que sugieren
que la zona NHz-terminal de a es necesaria para la interacción
con BS. La remoción proteolitica de los primeros 20 aminoácidos
de la transducina anulan la unión con HS (Navon et al, 1987),
aunquela alta variabilidad en esta región y su alta hidrofilici­
dad no ayudan en nada a afianzar esta teoría. Quizás sea más im­
portante para dicha interacción la estructura secundaria (a héli­
ce) que la secuencia primaria. Es posible también, que las sub­
unidades 8 sean las que proporcionan la especificidad de esta in­
teracción.

2) Intercambio GTP-GDP.Interacción con el receptor

Los receptores de membranapara hormonas, luz u otro tipo de es­
tímulos encargados de formar el estado activo [a-(GTP)], presen­
tan secuencia primaria conservada y similar topología, como se
verá luego (Lefkowitz et al, 1988).

Existen variadas evidencias sobre la participación de la zona
COOH-terminalde las subunidades a en la interacción con el re­
ceptor:

* La ADP-ribosilación por toxina de B. pertussis de una cisteina
localizada a 4 residuos del extremo COHH-terminal de a1, ao y
az, bloquea la respuesta de estas proteinas G a sus respecti­
vos receptores (Ui et al, 1984)(Van Dop et al, 1984a).



El modelo de dicha interacción sugiere que la unión del
a la zona COOH-terminalrelajaría las uniones entre la base y los
aminoácidos de las zonas
cientemente (Osawa et al,
ca ag/a42 (figura 10) se activó constitutivamente a la adenilil

ciclasa, aún en ausencia de agonista,
estuviera activando el intercambio,
tución de esos 33 aminoácidos finales no pueden suprimir la libe­
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La mutación UNCen ag provoca los mismos cambios, el desacople
de Ga con los receptores que estimulan la adenilil ciclasa
(Haga et al, 1977).

Anticuerpos dirigidos contra la zona COOH-terminalde at blo­
quean su interacción con la rodopsina (Cerione et al, 1988).

La arrestina que compite con la transducina en su unión con la
rodopsina (ver mecanismode visión), desactivando el sistema,
presenta alta homología con at en la zona GOGH-terminal
(Wistow et al, 1986).

La proteína quimérica aL/aa (figura 9) produce en células S49
(deficientes en de) una respuesta estimulatoria de la adenilil
ciclasa a hormonasB-adrenérgicas (Masters et a1, 1988).

receptor

G e I, liberando el GDPal medio. Re­
1990) utilizando otra proteína quiméri­

NH2 COOH

J kl

1 356 397

comosi el receptor siempre
lo cual sugiere que la susti­
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ración de GDP,propia de la ag cuando ésta no interactúa con el
receptor.

3) Estado activo- Interacción con el efector

La localización de la región de interacción de a con el efector
no es precisa.

Se había propuesto que dicha zona se hallaba entre la zona A y C
de Halliday, pero experimentos de 1988 en los que se utilizaron
proteinas quiméricas descartaron dicha suposición (Masters et al,
1988). Actualmente se especula que es la zona GOGH-terminal, la
encargada de transmitir la señal al efector, aunque experimentos
con otro gen quimérico demostraron que 36 residuos del extremo
COOH-terminal de ag no llevan dicha información (Woonet al,
1989).

El grupo de Johnson en 1990, utilizando también la estrategia de
quimera de genes, concluye que la zona de unión a la adenilil ci­
clasa comprendeun tracto de 130 aminoácidos dentro del cual es­
tán las zonas E y G. También proponen que la secuencia NH2-termi­
nal regularia la velocidad de la activación por GTP independien­
temente de la actividad GTPásica, es decir, actuaria comoun ate­
nuador y sugieren un modelo de los dominios reguladores de la
subunidad a (Osawaet al, 1990)(Figura 11 ; aclaración: TC: toxi­
na de Víbrío cholerae ; TP: toxina de Bbrdetella pertussis ).

ZONAS DE A c G I

HALLIDAY t hP Interaccion ln eraccnon
Atenuador Efector Receptor

NH2
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4) Fin del ciclo. Hidrólisis del GTP

Luego de que el complejo activado a-(GTP) interacciona con muchas
moléculas de efectores, se produce la hidrólisis del GTPpor me­
dio de la actividad GTPásica, intrínseca en el caso de las sub­

en el caso de la superfamilia Ras. Para queunidades a o por GAP,
el complejo activado debeaquel paso de amplificación ocurra,

permanecer comotal durante un considerable periodo temporal
[hasta algunos segundos en el caso de transducina (Navon et al,
1984)]. Esto se supone claro para el caso de las proteínas de la

para hidrolizar el GTP, la apa­superfamilia Ras pues necesitan,
pero aún es un verdadero mis­rición de una nueva proteina (GAP),

terio cómocontrolan ese “tiempo” las subunidades a.

La zona de actividad GTPásica en las subunidades a estaria loca­
lizada entre las zonas A y C, y se propone, comose ve en la fi­
gura 12, un dominio parecido a GAPdentro de la proteina a.

REGIONES Í Í (Í l

COOH

Corroborando este dato se descubrieron mutaciones oncogénicas en
genes a que reemplazan la arginina 201 por otros aminoácidos,
produciendo la inhibición de la actividad GTPásica (Landis et al,
1989)(Lyons et al, 1990).

Comose ha visto hasta ahora, alteraciones en las proteinas G (en
las subunidades a) producen desequilibros metabólicos que deri­
van, en algunos casos, en proliferación de células anómalas.

Han sido bien definidas, por ejemplo, las mutaciones en genes
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Ras, las mutaciones cyc- en el linfoma S49 (Salomon et al, 1981),
y la mutación UNCque desacopla el sistema de transducción de se­
ñal. Asimismo, se descubrió que:

* pacientes con pseudo hipoparatiroidismo del tipo I asociado
con la enfermedad hereditaria de osteodistrofia de Albright
tienen una deficiencia genética en el gen de, no producida por
deleción ni rearreglos (Levine et al, 1988).

* la proteína F del virus HIVdel SIDAes una fosfoproteina que
une GTPcon comportamiento similar a p21r8° (Guy et al, 1987).

* la diabetes tipo I está acoplada con una pérdida de la expre­
sión de G1en higado de rata (Spiegel et al, 1985).

* tumores pituitarios (no todos) llevan una mutación somática
(gsp) que inhibe la actividad GTPásica de ag, activando cons­
titutivamente a la adenilil ciclasa, sin necesidad de la hor­
monadel crecimiento (GH)(Landis et al, 1989). Luego, testean­
do genes para otras subunidades a en dichos tumores encontra­
ron mutaciones en el gen de 012 (gipZ) que provoca la inhibi­
ción de la acumulación de AMPciclico (Lyons et a1 , 1990)(Wong
et al, 1991).
Ambosoncogenes, gip2 y gsp, serian los responsables de dichos
tumores.

Estos resultados, y especialmente este último, inducirian a con­
siderar a las proteinas G comoproductos proteicos de protoonco­
genes, de tal manera que mutaciones que alteren su funcionamiento
desencadenarian una respuesta tumorigénica. Pero es peligroso ge­
neralizar, pues bien lo dice Henry Bourne: "Es importante consi­
derar que los efectos transformantes de a. postulados pueden ser
llevados a cabo sólo en un pequeño conjunto de células diferen­
ciadas, programadaspara proliferar en respuesta a altos niveles
de AMPC,tales comoovario, corteza adrenal, tiroide y algunas
células de la hipófisis”.

Estas afirmaciones son bastante criteriosas y correctas, aunque
es importante destacar que la transcripción del oncogen c-fos se



INTRODUCCION - 37 ­

encuentra regulada por la acción de la proteina quinasa depen­
diente de AMPc,que proteinas que controlan el ciclo celular tam­
bién son reguladas por fosforilación y que Ha-ras aumenta la ac­
tividad de c-Jun (Binetruy et al, 1991). De igual manera, es re­
levante mencionar que la alteración funcional de otras proteinas
G, tal como G1, Go, Gt o G2, que no se encuentran acopladas a
adenilil ciclasa, podrían desencadenar eventos de transformación
celular a través de modificaciones en las actividades de protei­
nas efectoras, tales comofosfolipasa C, proteina quinasa C, ca­
nales de Ca2+ o de K+. Frank McCormickya especula sobre estas
bases: "Es posible que la activación de proteína G pudiera desen­
cadenar transformación maligna. Es por eso que estamos expectan­
tes sobre esta nueva serie de oncogenes, la mayoria con función
biológica conocida”.

MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES

1) ADP-RIBOSILACION

La ADP-ribosilación comprende un grupo de modificaciones pos­
traduccionales en las que se une un grupo ADP-ribosa a aminoá­
oidos específicos de determinadas proteínas (vgr, proteínas G)
utilizando NAD+como donor (Figura 13). Hoy día, se considera

C
NHZ \\ I‘NHZ

N l
/

N l > 9 9 N/k N o CHZ’O'P'O'P'O'CHZO Q
N ' '

OH OH

Ho OH HO OH

a-NAD‘

que la ADP-ribosilación es una de las mejores maneras que pre­
sentan los organismos vivos para modificar sus estructuras
proteicas, y por consiguiente, sus funciones (Wold, F., 1981).
Los dos grupos de reacciones de ADP-ribosilación, monoADP-ri­
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bosilación y poli ADP-ribosilación, no sólo difieren en la
longitud de la cadena sino también, en las caracteristicas del
residuo aminoacidico blanco, en el tipo de enzima modificadora
y en el sitio de reacción.

poliADP-ri­
bosilación nuclear con vejez y eutanasia celular y reparación
del DNA(Gaal et al, 1987). ADP­
ribosilación predomina, en un factor de 10, sobre la poli ADP­

Hoydía existen bastantes datos que relacionan la

Se ha reportado que la mono

ribosilación (Uedaet al, 1985), lo cual resalta la importan­
cia de aquélla en células eucariotas, bajo condiciones fisio­
lógicas.

Hasta ahora, la ADP-ribosilación de proteinas G ha sido apro­
vechada comoherramienta en los ensayos de purificación y ca­
racterización de las mismas, utilizando comoenzimas modifica­
doras a toxinas bacterianas. Pero lo que aún no se ha diluci­
dado es si realmente la ADP-ribosilación interviene, como me­
canismo regulatorio, en los procesos de transducción de seña­
les mediados por proteínas G. Un importante avance se logró al
caracterizar diferentes tipos de monoADP-ribosiltransferasas,
a saber (Tabla B):

AMINOACIDO PESO FUENTE LOCALIZA­
TIPO QUE MODIFICA MOLECULAR EXTRACCION CION CITAS

A arginina 25500 eritrocitos citosólica Mosset a1,1980
higado Moss et al,1981

B arginina 32000 eritrocitos citosólica Yost et ¿1,1983

C arginina 35000 eritrocitos membrana West et a1,1986

A' arginina 27500 eritrocitos nuclear Tanigawaet a1,
1984
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La existencia de una ADP-ribosil-arginina hidrolasa apoya fuer­
temente la hipótesis de que la ABF-ribosilación de proteínas
puede ser reversible y que Juega un papel importante en la re­
gulación de células animales (Moss et al, 1985). En 1988, uti­
lizando la ADP-ribosil transferasa C de glóbulos rojos humanos,
se realizó la primera ADP-ribosilación de una proteína G (a1) en
condiciones que se podrían considerar fisiológicas (Tanumaet al,
1988). Esto sugiere que esta enzima podria regular endógenamente
los sistemas de transducción de señales mediante la ADP­
ribosilación de proteinas G.

Desde el punto de vista no fisiológico, se ha visto que las
toxinas de Víbrio cholerae, Bbrdetella pertussís y Cüostridium
botulinum, producen la ADP-ribosilación de proteínas G. Esto fue
utilizado comocriterio de existencia de alguna proteina G y de
su clasificación en subfamilias.

Toxina de Vïbrio cholerae

Este producto proteico es el responsable de las devastadoras con­
secuencias del cólera. Su efecto resulta en una activación perma­
nente de la adenilil ciclasa, provocando un aumentodescontrolado
del AMPcíclico. Esto se debe a que la ADP-ribosilación de ag,
por ejemplo, produce una drástica disminución en la actividad
GTPásica (Cassel et al, 1977), manteniendo irreversiblemente la
forma ag-GTPque activa permanentemente a la adenilil ciclasa.

La holotoxina está compuesta por una subunidad A y cinco subuni­
dades B, con un peso molecular total de 84000. La subunidad A es
la encargada de olivar el B-NAD+y de transferir covalentemente
el grupo ADP-ribosa a la subunidad a de las proteinas G, mientras
que las subunidades B son responsables de la entrada de la toxina
a la célula. Los sustratos de esta toxina más estudiados son las
subunidades ag (Northup et al, 1980) y transducina (Van Dop et
al, 1984b), viéndose en ambas que el aminoácido modificado era
una arginina. No se pudo encontrar ADP-ribosilación de a1, ag, ao
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aunque por análisis de secuencia se comprobóla presencia de ar­
ginina blanco (Figura 14):

PROTEINA SECUENCIA BLANCO ADP-RIBOSILACION

aa L L R C R V L T S +

au V L R S R V K T T +

aora L L R C R V L T S +?

a1 V L R T R V K T T

ao V L R T R V K T T

dz I L R S R D K T T ­

Esto sugiere que la presencia de la arginina blanco es necesaria,
pero no suficiente, para la ADP-ribosilación por toxina de V.
cholerae requiriendo además de ésta un entorno aminoacidico pecu­
liar para actuar. En el caso de COLE, la secuencia aminoacidica
concuerda en un 100%con la de a. en dicha zona blanco y, además
en preparaciones crudas de cilios olfatorios se encontró la pre­
sencia de bandas de ADP-ribosilación (Bruch et al, 1987). Aunque
para tener la certeza, habria que realizar los mismosensayos con
el producto del clon recombinante puro.

Se ha descubierto en 1986, la presencia de un factor necesario
para la ADP-ribosilación por toxina de V. cholerae. Dicho factor
(ARF)comoya fue descripto anteriormente, es una proteina de 21
kD de membrana, que une GTP y forma el complejo ag-ARF-(GTP), que
sería el verdadero sustrato de la toxina.

La presencia de ARFen todas las células eucarióticas hasta ahora
probadas y la alta conservación sugieren un papel más importante
que el de ser cofactor de una toxina que no es un integrante fi­
siológico de la célula. Aún no se conoce el efector de ARF y,
hasta ahora no se lo ha podido adjudicar comocofactor para nin­
guna de las ADP-ribosil transferasas endógenas.
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Toxina de Bbrdbtella pertussis

El producto proteico secretado por la bacteria B. pertussis causa
activación de las células de los islotes pancreáticos , aumenta
respuesta secretoria a glucosa, glucagón y epinefrina; estos
efectos tanto comola sensibilización a histamina pueden contri­
buir con algunos de los síntomas de la tos convulsa (Pittman, M.,
1984). La toxina es un oligómero de 117000 D compuesta por cinco
subunidades diferentes de la siguiente manera: 81-(82-84)(SB)
(Sa-S4). La subunidad 81 es la que posee la actividad ADP-ribosil
transferasa y la NAD-glicohidrolasa (Mosset al, 1986), transfi­
riendo el grupo ADP-ribosa a las subunidades a de G1 (Neer et al,
1984), transducina (West et al, 1985) y Go (Tsai et al, 1987). El
sitio de la modificación es una cisteina cercana (a 4 aminoáci­
dos) al extremo COOH-terminalde algunas subunidades a (Figura
15):

PROTEINA SECUENCIA BLANCO ADP-RIBOSILACION

a1 N L K C G L F +

ao N L R C G L V +

at N L K C G L F +

a. H L R Y E L L ­

az N L K I G I C

La ADP-ribosilación por esta toxina bloquea la transmisión de la
señal de la proteína G sobre la que actúa, ya que acelera la li­
beración de GTPestimulando la hidrólisis del mismo, dejando a la
proteina en su conformación inactiva, (ríGDPKB.Asi interfiere
con la inhibición de la adenilil ciclasa por G1, mediada por ago­
nistas inhibitorios (Katada et al, 1980), con la interacción de
Go con receptores muscarinicos (Kurose et al, 1986), y con la ac­
tivación de Gt (VanDopet al, 1984).
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2) ACILACION

La mayoría de las proteinas G, con excepción de la transducina,
sólo pueden ser extraídas de las membranasutilizando soluciones
de detergentes; este comportamiento, que no se condice con su na­
turaleza hidrofilica, puede ser explicado mediante el mecanismo
de acilación con lípidos que permitiría el anclaje de las proteí­
nas G a la membrana(figura 16)
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Las proteinas de la familia ras se encuentran asociadas a la cara
citoplasmática de la membrana,siendo éste el primer paso para
desencadenar su actividad transformante. Todas las proteinas ras
presentan el dominio C-A-A-X(C, cisteína; A, aminoácido alifáti­
co; y X, cualquier aminoácido), y cisteínas adicionales a pocos
aminoácidos de dicho extremo.

Comose ve en la figura 16, un grupo farnesilo se une a la ciste­
ina 186 mediante un enlace tioester (Casey et al, 1989b); luego
se produce la remoción de los tres últimos aminoácidos (A-A-X)y,
finalmente, la cisteína 186, ahora extremo COOH-terminal, sufre
un proceso de carboximetilación (Anderegg et al, 1988) (Clarke et
a1, 1988).

Tambiénlas demáscisteínas son propensas a las modificaciones
por palmitato, siendo éste un evento posterior a la farnesila­
ción. A pesar de que la palmitoilación parece contribuir al an­
clado a membrana, no se lo requiere ni para la asociación con
membranani para su actividad oncogénica (Hancock et al, 1989).

Aunque el motivo C-A-A-Xtambién se encuentra presente en ao, a1
y at (siendo la cisteína -4 el residuo blanco de la acción de la
toxina de B. pertussis), no ha sido reportada aún ninguna modifi­
cación postraduccional en dicha zona (Buss et al, 1987).

Coincidente con la apreciación anterior hay un trabajo en el cual
sólo obtienen isoprenilación efectiva de au_luego de cambiar sus
4 últimos aminoácidos (CGLF)por la zona COOH-terminal de H-ras
(CVLS). Esto indica que la secuencia original (CGLF)no es reco­
nocida por la enzima que lleva a cabo la isoprenilación, y que
esta reacción no es característica de las proteínas G (Jones et
al, 1990).

Sin embargo, se ha descripto la farnesilación y posterior metil­
esterificación en la zona C-A-A-Xde la subunidad 32 de la trans­
ducina, mientras que en Bu; dichas modificaciones no ocurren. Es­
ta diferencia seria la responsable de la diferente afinidad de dt
por 3ta y th, es decir que la acilación de 3 estaria involucrada
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en la interacción con Gt y fic más que en el anclado a membrana
(Fukada et al, 1990).

Numerosasproteínas son capaces de incorporar un residuo miristi­
co, en la glicina +2, y aunque se cree que sirve para el anclaje
a membrana, su función real no ha sido totalmente dilucidada; a1,
ao, az y ac presentan dicho consenso, y en 1987 fue reportada la
miristilación de estas subunidades a mediante inmunoprecipitación
y análisis del residuo lipidico incorporado (Buss et al, 1987).I­
gualmente el significado funcional de ésta modificación no ha si­
do aún aclarado.

RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

La mayoria de las hormonas y drogas inician su acción biológica
interactuando con receptores celulares.

El 80%de las hormonas y neurotransmisores conocidos ("mensajeros
primarios”), desencadenansu respuesta celular especifica a tra­
vés de proteínas G que se encuentran acopladas a los receptores.
Hasta este momentohan sido purificados y clonados 23 de dichos
receptores de mamíferos.

Ellos son:

01** cuatro opsinas (Nathans e a1, 1986)
* tres receptores B-adrenérgicos 61,92YB3,

(Kobilka et al,1987a)
(Frielle et al,1987)
(Emorine et a1,1989)

* tres receptores a-adrenérgicos (Cotecchia et a1,1988)
(Kobilka et al,1987b)
(Regan et 31,1986)

* cinco tipos de receptores muscarinicos (Martin et al,1990)
* receptores para neurosustancia K (Masu et a1,1987)
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(Fargin et a1,1988)
(Bunzow et al,1988)
(Van Tol et al,1991)
(Sunahara et al,1991)

* receptores para 5-HT
* receptores dopaminérgicos Dh-Ds

Basados en el análisis de predicción de conformación a partir de
la secuencia, todos estos receptores pertenecen a una superfami­
lia de proteínas que atraviesan siete veces la membranaplasmáti­
ca y que tienen un extremo GOGH-terminal citoplasmático y un NH2­
terminal extracelular (Figura 17).
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Los receptores 131 y 82 adrenérgicoe son capaces de estimular la
adenilil ciclasa a través de la proteína Ga. La desensibilización
homóloga o específica de agonista del receptor B es mediada, como
en el caso de la rodopsina, por una proteína quinasa especifica
(quinasa del receptor B—ARK—).Esta enzima, de 80 kD, fosforila
al receptor en su forma activa, unido al ligando, en una relación
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de 8 moles de fosfato por mol de receptor (Benovic et al, 1987).
Recientemente, se descubrió el cofactor de la quinasa necesario
para inhibir la función del receptor, siendo aquél una proteina
de 45 kD (B-arrestnun que se uniria al receptor fosforilado, im­
pidiendo la interacción de este Ge (Lohse et al, 1990). Como se
ve, no sólo existe homologíaestructural, de secuencia entre la
rodopsina y el receptor B-adrenérgico, sino que los mecanismosde
activación-desactivación, así comolos constituyentes proteicos
encargados de llevar a cabo estos procesos, son similares.

El receptor d2-adren6rgnm:inhibe la adenilil ciclasa, via la
proteína G1, mientras que ai-adrenargmcoestimula la fosfolipasa C
mediante la acción de una pobremente caracterizada proteína G.

Recientemente se aisló y caracterizó una potencial proteina G
(llamada Gh) de 74 kD con una subunidad B de 50 kD que estaría
acoplada al receptor de ai en membranas de higado (Im et al, 1990
a y b). El futuro clonado de dichas subunidades a y B despejarán
las dudas sobre la aparición de una nueva proteina G con pesos
moleculares diferentes al de todas las conocidas hasta ahora.

FOTORECEPTORES

La transducción de señales a través de fotoreceptores se basa en
el cambio de conformación del grupo prostático de la proteina fo­
toreceptora, con la subsecuente activación de la mismay el tras­
paso de la información hasta la aparición de la respuesta final.

La rodopsina es uno de los fotoreceptores más estudiados y carac­
terizados, y del cual se conoce a fondo la forma en que transduce
la señal luminosa. Asimismo, han sido clonados y caracterizados
los fotoreceptores de conos, responsables de la visión en colo­
res, proteinas que presentan alta homología (43%)con la rodopsi­
na (Nathans et al, 1986).

En procariotes, el fotoreceptor más estudiado es la bactericro­
dopsina de Hblobacterium halobium, que contiene una molécula de
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"todo-trans-retinal” unida a un residuo de lisina; un fotón causa
la isomerización del cromóforo al isómero 18-013; este cambio
produce la translocación de un protón hacia el medio exterior y
dicho gradiente es el responsable de la generación de ATPpor la
enzima ATPasa (Khorana, H., 1988).

Las plantas superiores contienen variados fotoreceptores que jue­
gan un papel fundamental en el desarrollo vegetal. El más estu­
diado y caracterizado es el fitocromo, una cromoproteina cito­
plasmática de 120 a 127 kD covalentemente unida a un tetrapirrol
lineal.

FITOCROMO

El fitocromo existe en la planta en dos isoformas que presentan
diferencias espectroscópicas, inmunológicas y, fundamentalmente,
funcionales. La forma Pr tiene su máximo de absorción a 680 nm, y
la otra (Pïr) a 730 nm, siendo ambas interconvertibles por absor­
ción de la luz correspondiente. La luz roja (660 nm) convierte Pr
en PÏr, y la luz roja lejana (730 nm) revierte el efecto, pasando
Ptr a Pr (figura 18).

LUZ ROJA
(660nm)_A RESPUESTA

Pr ,——— Ptr BIOLOGICA
LUZ ROJA

LEJANA
(730 nm)

La fotoconversión a Pfr en la célula induce numerosas respuestas
morfogénicas, tales comogerminación de las semillas, elongación
de tallos, expansión de hojas, floración y senescencia, y la re­
conversión a Pr cancela la inducción de dichas respuestas. Es de­
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Cir, el fitocromo funciona comoun switch biológico reversible,
en el cual la forma PÏr es la activa, y la Pr es la inactiva.

Regulación de los niveles de fitocromo

La concentración celular de fitocromo es producto de los distin­
tos niveles de control.

La molécula es sintetizada de novo en la forma Pr, acumulándose
en el citoplasma de los tejidos crecidos en oscuridad hasta al­
canzar un estado estacionario que depende del balance entre la
velocidad de sintesis y la de degradación (Quail et al, 1973). La
irradiación de dichos tejidos vegetales genera una rápida dismi­
nución de los niveles de fitocromo, pues la velocidad de degrada­
ción de Pïr es 100 veces mayor que la de Pr. En plantas transfe­
ridas a luz blanca continua, se establece un nuevo nivel constan­
te de concentración de la proteína de alrededor del 3%del fito­
cromoinicial, producto del balance entre la sintesis de Pr y la
degradación ahora, del Pïr (Hunt et al, 1979). El retorno del te­
jido iluminado a la oscuridad produce la reacumulación del fito­
cromo, en su forma Pr por síntesis de novo continua (Shimazaki et
al, 1985). Este control puede observarse en la figura 19.

¿SL LUZ
Pr Pfr

KD KD

DEGRADACION

siendo KsPr la constante, de orden cero, de la síntesis de Pr

KDPTla constante, de orden uno, de degradación de Pr

KDPïr la constante, de orden uno, de degradación de Pïr
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En 1985, el grupo de Peter Quail descubrió otro mecanismo de re­
gulación de los niveles de fitocromo (Colbert et al, 1985). Se
observó, ya a los 15 min de haber dado un pulso de 5 segundos de
luz roja (660 nm) a una planta crecida en oscuridad, una abrupta
disminución de los niveles de mRNAde fitocromo, siendo completa
la degradación a las 2 hs. El efecto de la luz roja pudo ser re­
vertido aplicándosele inmediatamente después de la irradiación,
un pulso de 6 segundos de luz roja lejana (730 nm). Esto indicó
que existia una autoregulación sobre los niveles citoplasmáticos
de su propio mRNA. Entonces, el esquema de regulación se amplió
(figura 20).

‘ I
RNA Pr

GEN m mRNA LUZ
—-__Ji» Jum- —KS—* —*<——

DEGRA D ACION

en el cual KstNA es la constante, de orden cero, de la síntesis
del mensajero

KDERNAes la constante, de orden uno, de degradación
del mensajero

La fotoconversión a PÏr no sólo estimula la degradación de la
cromoproteina, sino que también reduce la velocidad de sintesis
por una disminución en los niveles de mRNA.

Comopuede observarse, todos estos mecanismos de regulación hacen
que la activación del fitocromo con sus consiguientes respuestas
finales, sea un proceso rápido, efectivo, comosi estuviéramos
considerando al traspaso de la señal luminosa, como “cuántos de
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transducción”; estos se generan (activación a PÏr), se utilizan
(transducción de la señal), y desaparecen (autoregulación negati­
va del fitocromo).

En realidad, también se debe tener en cuenta que las plantas no
reciben, en su medio ambiente natural, radiaciones discriminadas;
la luz solar contiene mayor proporción de luz roja que de roja
lejana, pero también la transmisión de la luz diurna, a través de
un entorno natural de plantas, causa una aguda disminución de la
banda de luz roja frente a la de roja lejana, debido a la absor­
ción de aquélla comoradiación fotosintéticamente activa (Smith,
H., 1982). Entonces, la variación de las proporciones en dichas
bandas causa cambios en el fotoequilibrio in vivo del fitocromo,
muydiferentes a los que se logran en experimentos in Vitro con
radiaciones discriminadas.

Pero, ¿cuál es la función in vivo de la fotoreversibilidad? El
fitocromo de la hoja, particularmente de una planta en una zona
de densa vegetación está, comose dijo anteriormente, expuesto a
una luz con baja proporción luz roja/luz roja lejana (R/F). Esta
característica del medio ambiente puede haber sido el motivo de
la presión de selección que ha sufrido en la evolución el fito­
cromo comodetector de luz. Quedaria claro entonces, que la fun­
ción más importante del fitocromo en la naturaleza es detectar
variaciones en la cantidad de luz y modificar el crecimiento de
acuerdo a esos cambios.

Unclaro ejemplo es la elongación de los entrenudos de los tallos
de plantas que no pueden crecer en zonas sombrias, cuando se dis­
minuye la relación R/F, generándose plantas hasta 4 o 5 veces más
altas, como en el caso de Chenopodiumalbum (Kendrick et al,
1983)(Morgan et al, 1976). Se reportó también, que cuando se
transferian los brotes de Sinapsis alba a zonas con plantas de
igual estatura, aquellas respondian elongando sus entrenudos; es­
ta respuesta se reprimía cuando se bloqueaban los internodos a la
radiación roja lejana reflejada por las demásplantas (Ballaré et
al, 1990).
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La germinación de semillas de Püantago major disminuye de un 95%,
-cuando R/F es 1,18- a un 5% (R/F de 0,10) demostrando que las
semillas no germinan si "detectan" que las futuras plantas no po­
drán fotosintetizar lo necesario para asegurar un crecimiento
adecuado (Frankland et al, 1980).

Modode acción del fitocromo

Los primeros trabajos en los cuales se observaba activación de
algún proceso fenotípico en la planta (germinación de la lechuga,
por ejemplo) por luz roja y reVersión del mismopor el efecto de
luz roja lejana, se remontan a más de 50 años (Flint et al,
1937).

Ya en 1972, se propuso que el fitocromo mediaba los efectos sobre
el desarrollo vegetal, ya sea por activación o represión de genes
específicos y de sus productos. En 1977, Schopfer publicó una
lista de 52 enzimas cuya expresión se modificaba por acción del
fitocromo (Schopfer, P., 1977).

Ahora es ampliamente conocido que el fitocromo regula la trans­
cripción de numerososgenes. Esta regulación puede ocurrir rápi­
damente, comoes el caso de su autoregulación negativa y la regu­
lación positiva de los genes de la subunidad pequeña de la ribu­
losa bifosfato carboxilasa (rch)(Silverthone et al, 1984), o
lentamente como en el caso de B-amilasa (Sharma et al, 1982).

Ademásde una diferenciación temporal, existe una diferenciación
espacial, ya que mientras el fitocromo inhibe la arginina de car­
boxilasa en hipocótilos, al mismotiempo activa la enzima en ca­
pullos (Dai et al, 1981).

Las grandes diferencias temporales y espaciales para cada una de
las proteinas reguladas por fitocromo, sugiere la existencia de
moléculas transductoras o transmisoras de la señal que serian di­
ferentes para cada fotorespuesta, a pesar de que el inicio de la
cadena de regulación sea el mismo (activación de fitocromo). Ya
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la acción primaria del fotoreceptor podria diferir, con respecto
a cada respuesta individual, aumentandola multiplicidad de las
vias de transducción. Hasta ahora la naturaleza molecular de es­
tas moléculas transmisoras no es conocida, asi como tampoco a qué
nivel del evento de transcripción ocurre la regulación.

En los últimos años hubo un gran avance en el estudio de las zo­
nas promotoras de los genes regulados por fitocromo y sus corres­
pondientes factores de transcripción. Estas secuencias especifi­
cas (LRE: light responsíve elements) fueron principalmente estu­
diadas en el promotor de rch utilizando técnicas de retardo en
geles y fbotprinting. Las zonas y sus correspondientes factores
hasta ahora descriptos son:

* BOX II, III, II* y III* (o GT-l boxes) en cuyas zonas se une
especificamente el factor GT-l (Green et al, 1988). Estas se­
cuencias aparecen en numerosos genes regulados por fitocromo
(Gilmartin et al, 1990).

* G-BOX,secuencia que se encuentra en otros genes igualmente
regulados, y en la cual se une el factor CG-l (Staiger et a1,
1989).

* SAFl-SITE, es la zona más cercana al inicio de la transcrip­
ción, y su papel en el promotor de rch aún no está totalmen­
te dilucidado, aunque seguramente su contribución estaria da­
da por la interacción con otras proteinas unidas a secuencias
adyacentes.

* AT-l SITE, se lo considera un sitio de activación de la
transcripción, ya que su deleción reduce la transcripción
drásticamente (Ueda et al, 1988).

* MOTIVOSGATA,al cual se le unirian por lo menos tres facto­
res distintos, GAF-l, ASF-2 y SAF-l.

La capacidad de secuencias regulatorias de conferir regulación de
la expresión en plantas heterólogas, sugiere que estos mecanismos
están de alguna manera conservados.
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La regulación ejercida por el fitocromo no ocurre solo a nivel de
la transcripción sino que también regula la traducción, activa­
ción o inactivación enzimática, etc. Por ejemplo a los 5 minutos
de irradiar con luz roja hay un considerable aumento de la acti­
vidad de nitratoreductasa, aparentemente producto de una simple
activación post-traduccional (Johnson, C. 1976).

Eventos primarios en la activación del fitocromo

El mayor problema en descifrar el modode acción del fitocromo es
que éste interviene en una gran variedad de procesos en todas las
fases del ciclo de vida de las plantas.

Existen también un gran número de fotorespuestas que se inician
dentro de los minutos o segundos luego de la irradiación de la
planta con la luz correspondiente, comopor ejemplo:

* movimiento de hojas de Mimosapúdica (planta sensitiva) a los
20 min después de haber dado un pulso de 2 min con luz roja
(Fondeville et al, 1966).

* cambio en la permeabilidad iónica de las membranasde ápices
de raíz, lo cual le permite adherirse a vidrio negativamente
cargado; esta variación se observó a los 30 seg de irradiar
con luz roja (Tanada, T., 1968).

* movimiento de los cloroplastos en el alga verde Mbugeotia
(Haupt, W., 1982).

* mitocondrias aisladas reducen NADP+exógeno a alta velocidad
en presencia de luz roja, mientras que luz roja lejana re­
vierte dicho efecto (Manabeet al, 1974).

La rapidez de dichas efectos sugiere que una de las primeras ac­
ciones del fitocromo en iniciar una fotorespuesta debe correla­
cionarse con la fototransformación de la proteina a su forma ac­
tiva. Pero, la mayoria de la cadena de transducción de la señal
luminosa luego de la formación del Prr hasta la aparición de una
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fotorespuesta, permanece aún comouna “caja negra” (figura 21).
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DIFERENCIACION CELULAR

Normalmenteel efecto de la luz roja sobre la fotorespuesta puede
ser revertido por un pulso de luz roja lejana dado inmediatamente
después de la primera irradiación. Si se inserta un intervalo de
oscuridad entre ambospulsos, se observa un escape de la reversi­
bilidad dependiendode la duración del intervalo. Esto significa
que cuando el fitocromo completa su acción primaria, la señal se
traspasa hacia el componenteposterior en la cadena. En este mo­
mento se pierde la fotoreversibilidad, pues la señal ya ha sobre­
pasado el campo de acción del fitocromo (Das et al, 1985)(Oelze—
Karowet al, 1982). Se ha podido establecer estudiando la cinéti—
ca del escape, que los eventos primarios del fitocromo se comple­
tan dentro de los segundos o minutos, y que la manifestación de
la fotorespuesta recién se desencadena horas o dias después.

La concreción, en tan poco tiempo, de los eventos primarios del
fitocromo requiere una interacción eficiente entre Pbr y el/los
siguiente/s componente/s de la cadena de transducción de señales
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luminosas en la planta.

Hansido propuestas dos hipótesis concernientes a la primera ac­
ción del fitocromo:

1) la forma Prr interacciona directa o indirectamente con la
membranaplasmática o con algún componente proteico de ella
(Marmé et al, 1973), o que

2) el fitocromo activado interactúa con el genomaregulando los
niveles de expresión (Tobin et a1, 1985).

Estudios inmunocitoquimicos demostraron que el fitocromo en co­
leoptilos de avena crecidos en oscuridad, se encuentra uniforme­
mente distribuído en el citoplasma en su forma Pr (Colemanet al,
1974). Luegode la fotoactivación, la cromoproteina es secuestra­
da formando numerosas áreas discretas (Verbelen et al, 1982). Es­
ta distribución, obviamente, presenta reversibilidad luego de
irradiar con luz roja lejana. En 1986, el grupo de Lee Pratt de­
muestra por experimentos inmunocitoquímicos, que el secuestro
ocurre dentro de los 2 primeros segundos e involucra la asocia­
ción rápida de PÏr, con algún sitio de unión, seguido de la agre­
gación de dichas zonas de secuestro. Esta distribución intracelu­
lar no es inhibida ni por colchicina ni por citocalasina B, indi­
cando que estos eventos celulares no requieren la acción de mi­
crotúbulos o microfilamentos (McCurdyet al, 1986).

La naturaleza de este reordenamiento permanece aún sin aclararse.
De cualquier manera, el secuestro del fitocromo representa un
ejemplo único de una rápida, especifica y altamente controlada
redistribución celular de una proteína en respuesta a un estímulo
externo.

Fitocromo y segundos mensajeros

Queda realmente claro que deben existir pasos de transducción de
la señal entre la acción primaria del fitocromo (segundos a minu­
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tos luego de la fotoactivación) y la expresión final de la foto­
respuesta (horas o días, en algunos casos). Estos componentes,
llamados segundos mensajeros, en analogía a las células animales,
deben ser moléculas pequeñas, difusibles y que amplifiquen de ma­
nera especifica la señal recibida. Muypoco, o casi nada, se ha
avanzado en lo que respecta a la caracterización de los componen­
tes protéicos de dicha cadena de transducción, a pesar de la gran
cantidad de trabajos publicados y de las décadas dedicadas a re­
solver este enigma. En 1989, el grupo de Nam-Hai Chua, en uno de
los pocos trabajos concluyentes sobre el tema, demuestra que in­
hibidores de calmodulina bloquean la inducción de la transcrip­
ción del gen de la proteína a-b que une clofbrila (CAB), llevada
a cabo regularmente por fitocromo. Proponen que la activación de
la calmodulina por irradiación es necesaria pero no suficiente
para inducir expresión máxima del gen CAB(Lam et al, 1989).

Otro aporte interesante se realizó tomandocomorespuesta final,
el engrosamiento o hinchazón de los protoplastos. Este proceso
responde a fitocromo y puede ser a la vez inducido por análogos
no hidrolizables de GTP(GTP-X-S) y bloqueado, aún irradiando con
luz roja, por inhibidores de PLC (neomicina) y por análogos no
hidrolizables de GDP(GDP-B-S)(Bossen et al, 1990).

Todos estos aportes sugieren que en el sistema de transducción de
señales asociado a fitocromo intervendrían proteinas (proteínas
G, calmodulina) y enzimas (PLC, proteína quinasa C), con caracte­
rísticas similares a la de los sistemas animales.

Aúnobviamente resta caracterizar y probar fehacientemente sus
intervenciones, y aclarar de qué manera un solo receptor podría
activar tantos caminosdiferentes de transducción a partir de una
misma señal.

Fitocromo y hormonas vegetales

La similitud en algunas de las respuestas provocadas por la foto­
activación del fitocromo y por hormonasvegetales, sugiere que el
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fotoreceptor controlaría los niveles hormonales, y ambos serían
los encargados de generar las fotorespuestas finales.

En algunos casos, la acción del fitocromo es imitada por el agre­
gado exógeno de la hormona, comopor ejemplo, el ácido giberélico
(GA) aumenta el tamaño de los protoplastos, tal como lo provoca
la luz roja (Blakeley et al, 1983); también el ácido indol-acé­
tico (IAA) y el ácido abscicico (AA)producen la adherencia de
los ápices de raiz, igual que la fotoactivación de la cromoprote­
ína (Tanada, T., 1973).

Algunos reportes indican que el fitocromo regularia los niveles
hormonales. Un pulso de luz roja aumenta, luego de 20 min, los
niveles de GA(Hilton et a1, 1980). Datos contradictorios han si­
do publicados para el caso de auxinas, citoquininas y etileno
(Sharma, R., 1984).

También se ha propuesto que la acción del fitocromo y hormonas
estarían ligadas, aunque numerosos trabajos sugieren que ambas se
desarrollarian independientemente.

Hasta la fecha resulta imposible cubrir todos los reportes refe­
ridos al fitocromo y su modode regulación del desarrollo vege­
tal. Queda claro que el primer evento de la fotomorfogénesis es
1a activación de la cromoproteina a su forma Prr. Numerososestu­
dios sobre la fotoquimica del receptor avalan esta afirmación
(Aramendia et al, 1987). También quedan definidas las fotores­
puestas inducidas por fitocromo, ya sea la activación de la
transcripción de numerosos genes hasta la respuesta fenotipica
final de la planta. Pero para una comprensión completa del proce­
so de fotomorfogénesis se requiere una elucidación total del es­
quemade la regulación de los caminos metabólicos del fitocromo,
y para ello habrá que esperar, pues han transcurrido sólo 50 años
desde los primeros experimentos.
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EFECTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

Adenilil ciclasa

as investigaciones sobre los procesos de transducción de señalesL‘"

comenzaron en 1957, año del descubrimiento del AMPc.

A partir de esa fecha, y hasta nuestros dias, infinidad de publi­
caciones, muchos descubrimientos y, a la vez, muchas contro­
versias han conseguido contestar gran cantidad de preguntas, pero
aún esta lista continúa siendo extensa.

En 1962, Sutherland y Rall demostraron la existencia de una ade­
nilil ciclasa que era la responsable de la formación, a partir de
ATP, de AMPcíclico, metabolito intracelular de gran relevancia
en la respuesta a una cantidad de hormonas, neurotransmisores,
drogas, etc.

Ya era importante el concepto de que las hormonas podían afectar
el metabolito celular sin necesidad de entrar a la célula, apare­
ciendo en escena de manera inevitable, la molécula receptora (Fi­
gura 22).

Membrana
cehflar

ATP

Hormona—> R C —> l
AMPC
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Luego, se descubrió que diferentes hormonas podían estimular una
sola adenilil ciclasa a través de diferentes moléculas receptoras
(Rodbell et al, 1970)(Figura 23).

Glucagon TSH ACTH LH Epinefrinacese Receptores
Hormonahs

Adenflfl dchsa

Mg ATP AMPc

Inmediatamentesurgió la teoria de la existencia de un transduc­
tor que era el encargado de transmitir la señal desde el discri­
minador (receptor hormonal) hasta el amplificador (adenilil ci­
clasa)(Rodbell et al, 1971a)(Figura 24).

i x [ATPl l

DISCRIMI- ' TRANSDUCTOR ' AMPLIFICADOR
HORMONA.’> NADOR 'I l,

l

‘\ ‘ AMPC\ \

}———MEMBRANA PLASMAT!CA———-—|

El papel del GTPen la eStimulación hormonal de la adenilil ci­
clasa fue descubierto en 1971; se vio que sin GTP, el glucagón no
tenia efecto sobre la formación de AMPcíclico (Rodbell et al,
197lb), y que análogos no hidrolizables de GTP(vgr, GTPZtSJ) ac­
tivaban la adenilil ciclasa en forma irreversible (Londoset al,
1974), hecho que sugirió que el GTPera un activador más próximo
a la adenilil ciclasa que la hormonay que el sitio regulatorio
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de unión del GTPtendria que tener actividad GTPásica. Estos ha­
llazgos obligaron a ampliar el modelo (Figura 25)

GLUCAGON

ADENlu
ÜCLASA

TRANSDUG­
TOR

MSCRHWP

En 1976 se descubrió la existencia de una actividad GTPásica en
membranasde eritrocitos de pavo, estimulada por hormonas e inhi­
bida por toxina de V. cholerae. Para ese entonces, se propuso el
primer ciclo regulatorio de la "GTPasa",en el cual la hidrólisis
del GTPtermina con la estimulación del efector, y las hormonas
facilitan el intercambio GTP-GDF(Cassel et al, 1978)(Figura 26).

Toxina
del colera

Acmmsa(ïp
achva

0°”

É
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GTP Adenilíl piclasa GDP’Pi
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En 1977, Pfeuffer demuestra, en un excelente trabajo, que el com­
ponente regulador que une GTPera una proteína de 40 kD distinta
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del receptor y de la adenilil ciclasa (Pfeuffer, T., 1977). Ese
componente regulador fue llamado originalmente Ne (N por nucleó­
tido) o G/F (por sus efectos de GTPy fluoruro). Paralelamente se
descubrió que el efecto hormonal inhibitorio de la adenilil ci­
clasa estaba bajo el control de GTPy que, asi comoexistía una
Ga, también estaba presente una G1encargada de transmitir la in­
hibición (Hildebrandt et al, 1983b). Entonces era necesario rede­
finir el modelo (Hildebrandt et al, 1984a)(Figura 27).

Hormonas Hormonas
Estimulantes Inhibitorias

RS Ri
J

AMPc

A partir de allí comienza la controversia sobre el verdadero me­
canismo de inhibición mediado por G1, controversia aclarada ante­
riormente.

Pero se tornaba imperioso demostrar que dichas interacciones ocu­
rrían realmente en la célula. Entonces comenzarona ser frecuen­
tes los experimentos de reconstitución entre receptores, proteí—
nas G y la adenilil ciclasa utilizando preparaciones puras de las
proteínas en vesículas fosfolipídicas (Cerione et al, 1984).

A pesar de haber sido el primer componente proteico descubierto,
la adenilil ciclasa sucumbió, en lo que a caracterización se re­
fiere, frente al avance de las proteinas G y receptores hormona­
les.

Recién en 1989 se consiguió clonar la adenilil ciclasa de cerebro
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bovino (Krupinski et al, 1989). A partir de la secuencia de sus
1134 aminoácidos se puede inferir la presencia de dos dominios.
Cada uno de ellos contiene seis pasos transmembrana (región hi­
drofóbica) separados por regiones intracelulares (hidrofílicas),
donde se produciría la unión del nucleótido y la catálisis (Figu­
ra 283

cüoMasma

,P KC C

PKA

Desde el punto de vista topográfico, presenta alta homologia con
proteinas transportadoras de membranay proteinas del canal aun­
que no se encuentra apoyada por una similitud en la secuencia
aminoacidica. Posee también una secuencia consenso para la fosfo—
rilación por proteina quinasa C y otra para la dependiente de AMP
cíclico.

La adenilil ciclasa se encuentra presente en la mayoria de los
organismos a lo largo de la escala evolutiva, comopor ejemplo en

bacterias Eboherichia coli (Aiba et a1,1984)
Bbrdetella pertussis (Ladant, D.,1988)
Anabaena sp. (Bianchini et al, 1990)

hongos Efictyostellium discoideum (Kachatrian et al,1987)
Saccharomycescerevisiae (Kataoka et al,1985)
Neurospora crassa (Flawiá et al,1972ayb)
MUcorrouxii (Cantore et a1,1982)
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protozoos ITypanosomacruzi (Torruella et al,1986)
plantas Mbdicagvsativa (Carricarte et 31,1988)
mamíferos B. taurus

hígado (Pohl et a1,1969)
cerebro (Coussen et ¿1,1985)
eritrocitos (Davorenet a1,1963)

(Figura 29)
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En eucariotes inferiores el AMPcíclicodesarrolla variadas fun­
ciones tales como, conidiación, elongación de hifas, agregación
celular, germinacion de esporas, transporte, producción de meta­
bolitos, etc.

Las adenilil ciclasas de bacterias y eucariotes inferiores pre­
sentan sólo el componentecatalitico, siendo su sustrato exclusi­
vamente ATP-Mn2+(protociclasas), mientras que las de eucariotes
superiores que se encuentran reguladas por proteínas G, utilizan
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ATP-Mg2+como sustrato (holociclasas).

Las protociclasas presentan actividad sólo en presencia de ATP­
Mn2+,son insensibles al fluoruro, a los nucleótidos de guanina,
a forskolina y a las toxinas ADP-ribosilantes; algunas de ellas,
como la de N. crassa, interaccionan además, con Ca2+ y calmoduli­
na, siendo estimuladas en presencia de Mg2+(Reig et al, 1984).

TRANSDUCCION VISUAL

El proceso de transducción visual comienza con la conversión de
los paquetes de energia electromagnética (fotones) en una res­
puesta celular eléctrica (hiperpolarización celular) que será de­
tectada a nivel de la sinápsis del nervio óptico y finalmente
analizada en el cerebro.La transducción visual es llevada a cabo
por las .células fotoreceptoras del ojo (Figura 30), que se en­
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cuentran ubicadas sobre la superficie de la retina. La córnea y
el cristalino del ojo forman una imagen del mundoexterior sobre
la capa celular de los fotoreceptores. Cadacélula absorbe la luz
de cada uno de los puntos de la imagen y genera una señal
eléctrica proporcional a la luz absorbida.

En la retina de la mayoría de los vertebrados existen dos tipos
de células fotoreceptoras:

* bastones encargados de formar imágenes en blanco y negro bajo
luz débil.

* conos células especializadas para la visión en colores en
condiciones de luz diurna.

Los conos y los bastones presentan desde el punto de vista fun­
cional, tres características fundamentales:

* Altisima sensibilidad, ya que un solo fotón puede activar a
toda una célula.

* Reproducibilidad en la amplitud y tiempo de la respuesta fi­
nal.

* Simplicidad y eficiencia, ya que toda la maquinaria encargada
de tan trascendente proceso se encuentra concentrada en una
porción discreta de la célula, el segmentoexterno, separada
del resto, segmento interno, que es el encargado de generar la
energia y sintetizar las proteínas necesarias para dicho meca­
nismo.

Células de los bastones

La estructura de los segmentos externos de bastones de retina es
la de un sistema de doble membrana. Alrededor de 2000 discos se
encuentran apilados en el segmento externo que, a su vez, posee
su membranaexterna propia y un citoplasma dividido en capas in­
terdiscales de alrededor de 15 nm. La membranaplasmática luego
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se invagina formando el oilio que conecta con el segmento interno
de los bastones (Figura 31).
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En oscuridad, las células fotoreceptoras no permanecen en un es­
tado de latencia, sino que se encuentran activas. La membranace­
lular externa separa soluciones que presentan diferentes concen—
traciones de iones. El entorno externo está concentrado en iones
Na+, mientras que el citoplasmático en iones K+. Este gradiente
de concentración en ambos iones, es mantenido por la acción de
una "bombaNa+/K+”localizada en el segmento interno, que utiliza
energia para expulsar Na+ e introducir K+. Comola membrana del
fotoreceptor es permeable al K+especialmente en el segmento in­
terno, este tiende a salir al medio extracelular generando un po­
tencial interno negativo en la célula. También, en oscuridad, el
fotoreceptor presenta una apreciable permeabilidad al ión Na+ (en
la zona del segmento externo), permitiendo la entrada del mismo.
Así entonces se produce una “corriente eléctrica oscura" que re­
sulta del balance de una corriente hacia el citoplasma (producida
por la entrada de Na+), y de una corriente desde el citoplasma
(por la salida de K+)(Figura 32).

OSCURDAD LUZ

(Na‘) Na‘

Corriente Na"
oscura

(K‘)

gana! deGMPc
Na‘-—> Na’—'

Cuando la célula absorbe un fotón, el influjo de iones Na+ se
bloquea reduciendo la corriente oscura e hiperpolarizando negati­
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Esta hiperpolarización es necesaria y
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respecto al medio externo. El
la oscuridad a -70 mV

suficiente para controlar el flujo de información a través de la
sinápsis con otras neuronas del aparato visual.

La transducción de
abarca desde la absorción del fotón hasta el cierre de los

señales, desde el punto de vista bioquímico,
cana­

les de Na+ sensibles a GMPcíclico y es llevada a cabo en su tota­
lidad sólo por 8 proteínas que se enumeran en la tabla C:

Peso Mole­
No.de moléculas
activadas por

PROTEINA cular (kD) Ubicación un fotón

Rodopsina 39 Intrínseca l
(membrana disco)

Transducina 80 Periférica 100-1000
(39+37+6) (membrana disco)

Fosfodiesterasa 200 Periférica 100-1000
de GMPc (88+84+13+13) (membrana disco)

Arrestina 48 Soluble 1

Rodopsina quinasa 65 Soluble 1

Guanilato ciclasa ? Soluble

Canal de Na+ 66 Intrinseca 100-1000
sensible a GMPc (Segm.externo)

Bomba Na+/K+ Intrinseca
(Segm. interno)



SegmentoExterno

SegmentoInterno
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La molécula de rodopsina es un componente intrínseco de la mem­
brana del disco, mientras que la transducina y la fosfodiesterasa
de GMPcson periféricas, y la arrestina y rodopsina quinasa, so­
lubles. (ATP,
GMPc,GTPy Ca2+) viajan rápidamente desde el compartimento in­

Los metabolitos y segundos mensajeros generados

terdisco a la zona citoplasmática cercana a la membrana externa.
La guanilato ciclasa no se encuentra asociada con los discos,
mientras que el canal de Na+ sensible a GMPces un componente in­
trínseco de la membranaexterna. Ambasproteínas regulan de manes
ra positiva y negativa, respectivamente, el contenido de GMPcin­
tracelular (Figura 33).

ÜÜÜÜÜOÜÜÜ

SEGMENTOEXTERNO(bastoncito)

MEMBRANAExt

sCUERPO
SNAPHCO

CELULA FOTORRECEPTORA
(bastoncito de retina)
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Rodopsina

La rodopsina es la molécula receptora de la señal (fotón), encar­
gada de iniciar este proceso de transducción de señales. Su con­
centración es muy alta (alrededor de 3 mM,unas 1000 veces más
que un receptor B-adrenérgico), comprendiendo alrededor del 90%
de las proteinas integrales del disco. Esta cantidad se hace ne­
cesaria debido al carácter fisico de la señal a recibir, ya que
los fotones no difunden en el medio extracelular, como las hormo­
nas, antes de ser capturados por el receptor. Presenta siete pa­
sos de hélice a a través de la membranade los discos, dos sitios
de N-glicosilación en la zona NHz-terminal y la zona COOH-termi­
nal es la zona blanco de la fosforilación por la rodopsina quina­
sa (Figura 34). El grupo cromóforo (ll-cis-retinal) se une me­
diante un enlace base-Schiff a una lisina localizada en la mitad
de la séptima hélice, permaneciendo en la mitad de la membrana,
paralelo a su superficie.
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1) Estado basal oscuridad

En oscuridad, el cromóforo de la rodopsina permanece en su forma
inactiva (ll-cisretinal), y el sitio proteico lo protege de algu­
na posible isomerización térmica. La transducina se encuentra
unida a la membrana de los discos en su formatríGDPXM pero de
manera débil, ya que puede ser extraída de los segmentos externos
utilizando un buffér de baja fuerza iónica (Kühn, H., 1980)
(Figura 35).

69.9
ni

N

2) Primer paso- Interacción rodopsina-transducina inducida por
luz

La luz isomeriza el cromóforode su forma inactiva (ll-cissreti­
nal) a la forma "todo-trans“. Luego de pasar por varios interme­
diarios, el proceso se detiene en la forma Metarodopsina II, en
la cual la base de Schiff no está protonada y el cromóforo aún
unido a la lisina se encuentra en la forma todo-trans retinal
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(Emeis et al, 1982)(Figura 36).

Ya activada la rodopsina, comienzan a producirse nuevos cambios
conformacionales en su cara citoplasmática (Vuonget al, 1987) de
tal maneraque los residuos serina y treonina se tornan suscepti­
bles a la fosforilación por rodopsina quinasa, y esto se correla­
ciona con una mayor sensibilidad de la zona COOH-terminala la
degradación proteica (Chabre et al, 1989).

Sin embargo, el más importante cambio es la aparición en la zona
citoplasmática del sitio de unión para la transducina, a tal pun­
to que, si se suprime el GTP del medio, dicha interacción es
permanente.

A pesar de que la acción catalitica de la rodopsina activada (R*)
es sobre at, solamente,es necesaria la presencia de la holoprote­
ína avíGDPrífi en la membranapara que se produzca dicha interac—
ción (Fung et al, 1983).

En este momento se modifica la conformación de at y el GDPunido
se libera rápidamente debido a una enorme variación en su cons­
tante de disociación. El desplazamiento hacia el estadío au-(GTP)
no estaria dado por una mayor constante de asociación para GTP
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