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PS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..fosfatidilserina

TnC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..troponina C

TRH. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..hormona liberadora de tirotrofina
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1. ENFERMEDAD DE CHAGAS

1-1- Enfermedad

La enfermedad de Chagas es una enfermedad parasitaria, cuyo agen
te causal es un protozoario, denominado Trypanosomacrusi. Este
es vehiculizado por un insecto que se alimenta de sangre, conoci
do científicamente con el nombre de TTiatoma infestans. y popu
larmente en nuestro medio y regiones de idioma quichua con el
nombre de vinchuca.

El parásito TTypanosomacruzi efectúa parte de su ciclo biológico
en el tubo digestivo de la vinchuca. El período final de su evo
lución se realiza en la parte terminal del intestino del insecto
y durante la picadura y succión de sangre por aquél se produce la
expulsión de tripanosomas a la piel; el prurito y rascado poste
rior facilitan su penetración y vehiculización a la circulación
sanguínea.

La enfermedad se vincula a un cuadro agudo, más o menos inmediato
y a otro crónico, alejado y de mucha mayor importancia. El prime
ro puede no advertirse en una gran mayoría de casos, aunque lle
guen a darse manifestaciones cardíacas transitorias; en general,
se resuelve hacia la curación completa, lo que depende, entre
otras cosas, del estado físico previo del individuo infectado.

Desde esa fase aguda, que es inaparente o que presenta manifesta
ciones minimas, en otras circunstancias se pasa lentamente a la
más seria que es la fase crónica: entonces, se producirán lesio
nes en el corazón, en el aparato digestivo y en el sistema ner
vioso central.

Esta enfermedad es estrictamente americana y no guarda relación
en ningún aspecto con su homónimaafricana. Se extiende desde el
sur de Estados Unidos, particularmente en los estados de Califor



nia y Texas, hasta el sur de nuestro pais considerándose comolí
mite de su extensión el paralelo 43° S; descontando algunas áreas
del Caribe que están exentas de ella.

Se ha considerado a la enfermedad de Chagas como una enfermedad
socioeconómica típica, inseparable de la pobreza y el subdesarro
llo por la vinculación entre la proliferación de los insectos y
las viviendas precarias donde pueden guarecerse, proliferar y
alimentarse. También se ha vinculado a la enfermedad con altera
ciones ecológicas producidas por desmontes masivos y a una ubicua
adaptación de los insectos hospedadores de la tripanosomiasis no
sólo en los domicilios sino también en los peridomicilios.

1.2. La Historia

Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, médico brasileño, fue comi
sionado por el Ministerio de Salud Pública de Brasil para estu
diar la presencia de focos de paludismo en el nordeste de Brasil,
más específicamente en la población de Lassance, perteneciente al
estado de Minas Gerais. Cuando estudiaba esa población en 1909
(Chagas, 1909) halló enfermos que en la sangre presentaban un pa
rásito, Trypanosoma,al cual denominó cruzi en honor al investi
gador y epidemiólogo brasileño Oswaldo Cruz. Estas personas pre
sentaban diversas alteraciones clinicas, fundamentalmentecardia
cas y en el aparato digestivo; además, sufrían agrandamiento de
la glándula tiroidea, bocio.

Entre sus investigaciones, logró infectar y reproducir en monos
la enfermedad que él observaba en humanos, mediante la inocula
ción de tripanosomas que había hallado en la sangre de los pa
cientes.

En 1912, Carlos Chagas viajó a Buenos Aires y presentó en los am
bientes cientificos porteños la enfermedadpor él descubierta y
el resultado de sus estudios efectuados en Brasil. Su visita le
significó críticas cientificas y una desilusión personal, ya que



se le demostró el error de haber incluido comomanifestación es
pecífica de la nueva tripanosomiasis recién descripta, a enfermos
con alteraciones de la glándula tiroidea. Ocurría que esa patolo
gía correspondía a otras entidades y estados pluricarenciales de
la región en la que Chagas efectuó el descubrimiento. Se suponía
entonces que la tripanosomiasis era un hallazgo casual y que no
representaba necesariamente una enfermedad.

Salvador Mazza, médico argentino con formación en bacteriologia y
patología, no había sido indiferente, a la inversa de muchos, a
los estudios de Carlos Chagas y a su transitorio fracaso en Bue
nos Aires. Quizá todos los datos aislados, aunque contradicto
rios, que había escuchado sobre la nueva enfermedad y sus propias
investigaciones en animales, lo llevaron a sugerir la creación de
un instituto en nuestro país que se dedicara a estudiar las en
fermedades propias de la región.

En el año 1926, Mazzaorganizó la primera sociedad científica de
Jujuy. En los meses y años siguientes se van creando sucesivas
filiales de esa primitiva sociedad en distintas provincias. En
1928 se crea oficialmente la "Misión de Estudios de la Patologia
Regional Argentina" (MEPRA).La MEPRAno sólo ratificó la enfer
medad de Chagas cuando ésta era negada internacionalmente y en
especial en el orden nacional, sino que logró grandes adelantos
en el estudio de los síntomas y lesiones causados por la enferme
dad. En resumen, ratificó lo efectuado por Carlos Chagas.

2. Izmngmumzi
2.1. Ubicación sistemática

El Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Cha
gas (Trypanosomiasis americana). Su ubicación sistemática es la
siguiente (Hoare, 1972; Levine et al, 1980):



Tipo: Protozoa (Goldfuss, 1818)

Subtipo: Sarcomastigophora (Honigberg y Balamuth, 1963)

Superclase: Mastigophora (Dresing, 1866)

Clase: Zoomastigophora (Calkins, 1909)

Orden: Kinetoplastida (Honigberg, 1963; emend Vickerman,
1976)

Suborden: Trypanosomatina (Kent, 1880)

Familia: Trypanosomatidae (Doflein, 1901)

Género: Trypanosoma (Grubv, 1843)

Subgénero: Schizotrypanum (Chagas, 1909)

Especie: cruzi (Chagas, 1909)

La familia Trypanosomatidae se caracteriza por poseer un flagelo
y un cinetoplasto únicos. En el género Trypanosomaestán compren
didos parásitos digenéticos que tienen en uno de sus estadios de
desarrollo la forma tripomastigote. Este género (Hoare 1972) se
divide en dos secciones: Salivaria y Estercoraria. En la primera
están comprendidos tripanosomas patógenos que se multiplican en
el estadio tripomastigote en el mamífero, completan el desarrollo
en la parte anterior del vector, y son transmitidos por inocula
ción.

En la segunda se agrupan especies no patógenas (con excepción de
TFYPanosomaCÍUZi). Se multiplican en el mamífero como amastigote
o epimastigote, completan su desarrollo en la parte posterior del
vector y son transmitidos por contaminación.

En esta clasificación existen excepciones: el Trypanosoma equi
Perdümperteneciente a la sección Salivaria, que se transmite
directamente de mamífero a mamífero; y el Trypanosoma rangeli,



perteneciente a la sección Estercoraria, que completa su desarro
llo en la parte anterior del vector y es transmitido por inocula
ción.

En cuanto al subgénero Schizotrypanum, éste sólo se encuentra en
el hemisferio Occidental. Infecta a más de cien especies de mamí
feros, pertenecientes a las órdenes Marsupialia, Edentata y Ro
dentia y también a los Primates, Carnívora, Lagomorpha, Artiodac
tyla y Chiroptera, y pueden transmitirlos más de ochenta especies
de triatómidos.

2.2. Ciclo de vida

Trypanosomacruzi presenta 3 estadios morfológicos relacionados
con el ciclo de vida: la forma amastigote no flagelada y las for
masepimastigote y tripomastigote flageladas.

El amastigote y el epimastigote se pueden multiplicar; en cambio,
el tripomastigote no tiene capacidad de multiplicarse, pero es la
forma infectiva.

El ciclo de vida del Trypanosoma cruzi involucra el desarrollo
dentro de dos huéspedes: un huésped definitivo (mamífero) y un
huésped intermediario (insecto vector)(Figura 1).

FLAGELO

CINETOPLASTO FLAGELO

NÚCLEO/@/
AMASTIGOTE

NÚCLEO
CINETOPLASTO

TRIPOMASTIGOTE EPIMASTIGO1 E

Figura 1: Diagrama de las formas morfológicas de I+_gznzi (Es
quemapublicado en el Boletín de la Oficina Sanitaria
Panamericana, marzo 1976).



Los epimastigotes proliferan en el insecto vector y eventualmente
se diferencian en el recto a la forma tripomastigote metacíclico.
Cuandolos tripomastigotes metacíclicos contenidos en las heces
del insecto penetran en el huésped mamífero, no se multiplican en
la sangre sino que invaden células de varios tejidos (músculo
cardíaco e intestino) y se diferencian a amastigotes y pasan a
través de varios ciclos de división.

Los amastigotes finalmente se diferencian a tripomastigotes que
son liberados por ruptura de la célula huésped, reingresando en
la corriente sanguínea. Podrán entonces infectar nuevas células o
podrán ser ingeridos por el insecto vector, cuando éste de ali
mente de la sangre del mamífero infectado.

Los tripomastigotes sanguíneos provenientes del mamífero se dife
rencian a epimastigotes al llegar al intestino mediodel insecto
vector y así se completa el ciclo (Figura 2).

3. SISTEMAS DE TRANSDUCCION DE SEÑALES

3.1. Eucariotes superiores

En la superficie externa de las células existen antenas molecula
res, llamadas receptores, que reciben señales externas y activan
determinados caminos que regulan procesos celulares tales como
secreción, contracción, metabolismo y crecimiento. La principal
barrera en este flujo de información es la membrana plasmática,
donde los mecanismosde transducción traducen las señales exter
nas en señales internas que son llevadas por "segundos mensaje
ros".

Desde el punto de vista molecular este proceso depende de deter
minadas proteínas ubicadas en la membranacelular, que transmiten
información induciendo cambios conformacionales en otra proteína.
Másadelante esta información es transmitida a moléculas pequeñas
o a iones ubicados en el citoplasma celular. Estos son los segun
dos mensajeros, que al difundirse permiten que la señal se propa
gue rápidamente a través de la célula.
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Figura 2: Ciclo de vida del Izypangsgma_gznzi (Sacado de Tropi
cal Disease Research: TDR Eight Programme Report.
UNDP/WORLDBANK/WHO, Geneva, 1987).

Se conocen dos caminos principales de transducción de señales. En
uno de ellos el segundo mensajero es el AMP cíclico y el otro
utiliza una combinación de segundos mensajeros que incluyen iones
Ca2+, inositol 1,4,5-trisfosfato (IPs) y diacilglicerol (DG).

Estos dos caminos tienen muchas características en común. En am
bos una molécula receptora ubicada en la superficie celular
transmite información a través de la membranaplasmática hacia el



interior de la célula por intermedio de una familia de proteinas
G, que solamente se activan cuando unen GTP. Estas proteínas G
activan una enzima “amplificadora” que está ubicada en la cara
interna de la membrana.Esta enzima convierte precursores en se
gundos mensajeros. Por regla general estos precursores están fos
forilados. Por ejemplo la enzima "amplificadora" adenilil ciclasa
convierte ATPen AMPcíclico, mientras que la enzima "amplifica
dora" fosfolipasa C (PLC)cliva el lipido de membranafosfatidil
inositol 4,5-bisfosfato (PIP2) en DGe IPs.

En los dos caminos los estadios finales son similares: los segun
dos mensajeros inducen cambios estructurales en proteínas celu
lares. Los segundos mensajeros pueden actuar principalmente de
dos maneras. En una actúa directamente uniéndose a una proteína,
lo que induce un cambio conformacional en la misma. En la otra el
segundo mensajero actúa indirectamente, activando una quinasa de
proteínas que fosforila otra proteína; esta última es la que su
fre un cambio conformacional.

El camino que utiliza al AMPc como segundo mensajero involucra
dos tipos de proteinas G, una estimulatoria (Gs) y la otra inhi
bitoria (Gi)(Figura 3a).

En este camino el último paso está mediado por una quinasa de
proteinas, la PKA,que fosforila una proteína particular cuando
es activada por AMPc.La PKAestá constituida por 2 subunidades,
una catalítica y la otra regulatoria. El AMPCse une a la subuni—
dad regulatoria, liberando a la catalitica que está libre para
fosforilar proteinas.

Enel otro camino interviene el fosfatidilinositol, un típico
fosfolípido situado primariamente en la parte interna de la bica
pa lipídica (Figura 3b).
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Figura 3: Caminosde transducción de señales celulares

a: camino que utiliza el AMPc.
b: caminode hidrólisis de los fosfoinositidos.

Este se convierte en el PIPz que tiene 3 grupos fosfato en lugar
de l, como todos los lípidos de membrana. En este caso una pro
teina G acopla los receptores de membranaa una proteína amplifi
cadora, la PLC (Litosch y Fain, 1986; Cockcroft, 1987; Smrcka et
al, 1991). Esta última proteína oliva al PIPz dando comoresulta
do DG e IPs.

El DGinteractúa con la quinasa de proteínas C (PKC). Esta enzima



requiere Ca2+y fosfolipidos para su actividad. El DGal unirse a
la PKCla activa, aumentando la afinidad de la misma por el Ca2+
y los fosfolípidos, fosforilando distintos sustratos celulares.

El IPs se une a un receptor de membranaintracelular (Supattapone
et al, 1988) provocando la liberación de Ca2+ al citosol. El Ca2+
liberado se une a una familia de proteinas, que incluyen calmodu
lina (CaM)y troponina C (TnC). A su vez, la calmodulina activa a
una quinasa de proteinas, y la troponina C estimula directamente
la contracción muscular.

La calmodulina, proteina ubicua y multifuncional, que une calcio
en el rango de concentración micromolar, es la transductora de la
acción del ión, activando un variado grupo de enzimas (Klee et
al, 1980). Estas enzimas cumplen a veces, reacciones de una misma
ruta metabólica, en direcciones opuestas, por ejemplo: la activa
ción de la adenilato ciclasa (Salter et al, 1981) y de la fosfo
diesterasa del nucleótido cíclico (Sharmaet al, 1980).

Tambiénhan sido descriptas quinasas de proteinas dependientes de
calcio/calmodulina, comopor ejemplo: la quinasa de la cadena li
viana de la miosina (Adelstein y Klee, 1981) y la fosforilasa
quinasa (Carlson et a1, 1979).

Estudios recientes sugieren que la fosforilación de proteinas en
varios tejidos está regulada por el complejo calcio/calmodulina
(Schulman y Greengard, 1978; Alper et al, 1980; Landt y McDonald,
1980). Por ejemplo, en cerebro la calmodulina estimula la fosfo
rilación de un gran número de proteínas solubles (Walaas et a1,
1983; O'Callaghan et al, 1980) y de proteinas asociadas a membra
nas (Schulman y Greengard, 1978; Walaas et al, 1933)_ E5 probable
que la diversidad de fosforilaciones dependientes de calcio/cal
modulina esté mediada por una familia de quinasas de proteinas
(Adelstein Y Klee, 1981; Carlson et al, 1979; Yamauchi y Fujisa
wa, 1980; Kennedy y Greengard, 1981; Ahmad et al, 1932), algunas
de las cuales serian específicas de sustrato (Adelstein y Klee,



1981; Carlson et al, 1979).

3.2. Eucariotes inferiores

En eucariotes inferiores, a diferencia de lo que ocurre en euca
riotes superiores, la modulación del metabolismo por señales ex
tracelulares es en general un proceso muypoco conocido.

En tripanosomas, se ha postulado que el AMPcestá relacionado con
la diferenciación de los parásitos in vivo (Strickler y Patton,
1975; Mancini y Patton, 1981). Sin embargo, aún no está aclarado
qué papel cumpliría dicho nucleótido cíclico en estos eucariotes.
La enzimaque sintetiza este nucleótido, la adenilil ciclasa, fue
descripta en Yïwpanosomabrucei (Voorheis y Martin, 1980, 1981,
1982) y en Trypanosomacruzi (da Silveira et al, 1977; Eisenchlos
et al, 1986a, 1986b). También se detectó en Tripanosomátidos la
fosfodiesterasa que hidroliza al nucleótido cíclico: en T. gam
biense (Walter y Hoppe-Seyler's, 1974), en T. brucei (Walter y
Opperdoes, 1982) y en T. crusi (Goncalves et al, 1980; Téllez
Iñón et al, 1985).

En Tripanosomátidos también se encontró una proteína que une es
pecíficamente al nucleótido cíclico y cuya función no se conoce
(Rangel-Aldao et al, 1983, 1984, 1985). En T. cruai se describió
una actividad de quinasa de proteínas dependiente de AMPc (Ulloa
et al, 1988). De acuerdo a estos resultados, la acción del nu
cleótido en Tripanosomátidos estaría mediada de la misma manera
que en eucariotes superiores.

En los últimos años, no sólo se determinó la importancia de los
niveles de calcio en el control de muchossistemas enzimáticos,
sino que se demostró que el mismo puede ser mediador (segundo
mensajero) intracelular. de varias señales que actúan a nivel de
la membranade las células (Means y Chafouleas, 1982).

En el protozoario ciliado faramecjum, a1 menos dos procesos bien
conocidos, el movimientode cilias y la exocitosis, son sensibles



a los niveles de calcio. El ión CaZ+influye en el movimiento de
cilias y flagelos en una variedad de protozoarios (Naitoh y Kane
ko, 1972; Holwill y McGregor, 1975). Es posible que algunos o to
dos los efectos del Ca2+ sobre el movimiento de las cilias estén
mediados a través de fosforilaciones de proteínas dependientes de
Ca2+. En Chlamydomonas, por ejemplo, el Ca2+ juega un papel im
portante en la fototaxis y en el control de la ondulación del
flagelo (Stavis y Hirschberg, 1973; Schmidt y Eckert, 1976).

En Parameciumtetraurelia han sido descriptas dos actividades de
quinasa de proteinas dependientes de Ca2+, independientes de cal
modulina o lípidos (Gundersen y Nelson, 1987).

Conrespecto a calmodulina en eucariotes inferiores, ésta ha sido
descripta en Tripanosomas africanos (Ruben et al, 1983) y en T.
cruzi (Téllez-Iñón et al, 1984). En cuanto a quinasas de protei
nas dependientes de Ca2+/CaMse encontraron en Saccharomyces ce
revisiae (Londesborough y Nuutinen, 1987), en Aspergillus nidu
lans (Bartelt et al, 1988) y en Neurospora crassa (Ulloa et al,
1991).

Recientemente han sido descriptas quinasas dependientes de Ca2+/
fosfolípidos en: Neurospora crassa (Favre y Turian, 1987), Sa
ccharomycescerevisiae (Ogita et al, 1990), Dictyostelium disoci
deum(Ludérus et al, 1989) y también en los protozoarios parási
tos TTypanosoma cruzi (Gómez et al, 1989) y TTypanosoma brucei
(Keith et al, 1990).

4. QUINASA DE PROTEINAS TIPO "C" (PKC)

4.1. Generalidades

Desde su descubrimiento en 1977 (Inoue et a], 1977), 1a PKCse ha
convertido en el foco de atención de los investigadores interesa
dos en la tumorigénesis y en los mecanismos por los cuales se



transmiten las señales externas al interior de las células.

La PKCes una enzima dependiente de calcio y fosfolipidos, y es
activada por diacilglicerol (Takai et a1, 1979; Kishimoto et al,
1980). El diacilglicerol está normalmente ausente de las membra
nas celulares, pero es producido a partir de inositol fosfolipi
dos en respuesta a señales extracelulares. Pequeñas cantidades de
diacilglicerol incrementan la afinidad de la PKCpor el calcio,
activando totalmente a la enzima sin variación en los niveles de
calcio intracelular (Kishimoto et al, 1980; Kaibuchi et al, 1981;
Nishizuka, 1984).

En reacciones enzimátiCaS in Vitro, varios diacilgliceroles sin
téticos son capaces de activar a la PKC.Los diacilgliceroles con
dos cadenas de ácidos grasos largos, como la dioleína, no pueden
ser intercalados fácilmente en las membranascelulares, pero si
uno de los ácidos grasos es reemplazado por un grupo acetilo, el
diacilglicerol resultante (1-oleoil-2-acetilglicerol, OAG)puede
ser dispersado fácilmente en la membranalipídica y activar a la
PKCen células intactas (Kaibuchi et al, 1983).

La enzima consiste en una única cadena polipeptidica de 77 kDa,
compuesta por dos dominios funcionalmente diferentes que pueden
ser separados por tiol proteasas dependientes de calcio (Kikkawa
et al, 1982; Kishimoto et al, 1983). Uno de los dominios es hi
drofóbico y se une a membranas;el otro es hidrofílico y lleva el
centro activo. Este último fragmento es activo aun en ausencia de
Ca2+,fosfolipidos y diacilglicerol.

In vitro, la PRCtiene un amplio rango de sustratos, fosforilando
residuos serina y treonina; no así, residuos tirosina (Nishizuka,
1980; Takai et al, 1982). No se conoce aún la naturaleza de los
sustratos fisiológicos de la quinasa de proteínas "C" en casi to
dos los tejidos investigados.



4.2. Distribución de la enzima

La PKCestá ampliamente distribuida en tejidos y órganos de mamí
feros (Inoue et al, 1977; Nishizuka, 1980; Kuo et al, 1980; Ki
kkawa et al, 1982; Minakuchi et al, 1981); el cerebro es el órga
no donde hay mayor actividad enzimática. En cerebro, una gran
proporción de la enzima está asociada a las membranassinápticas,
mientras que en otros tejidos la enzima está presente principal
mente en la fracción soluble como forma inactiva (Kikkawa et al,
1982). Cuandolas células son estimuladas, la PKCse translocaría
a las membranas (Kraft y Anderson, 1983). Sin embargo, no se co
noce su exacta ubicación intracelular debido a que la extracción
de la enzima usualmente se realiza en presencia de altas concen
traciones de quelantes de 063+para prevenir la proteólisis por
proteasas dependientes del catión.

En condiciones de arresto del crecimiento celular, el porcentaje
de PKCunido a membranas es muy bajo, probablemente debido a que
la enzima se disocia de las membranas al remover el calcio. Me
diante procedimientos inmunocitoquímicos, con anticuerpos mono
Clonales anti PKC, se demostró que la enzima está ausente en el
núcleo (Kikkawa et al, 1986). Aunque recientemente se demostró
que al tratar células NIH3T3con el éster de forbol, PMA, aumen
taba especificamente la PKCen el núcleo (Leach et al, 1989). En
núcleos de hígado de rata ha sido purificada parcialmente una
quinasa de proteínas C que es reconocida por un anticuerpo poli
clonal anti-PKC de rata, revelándose una banda entre 80 y 82 kDa
(Masmoudi et al, 1989).

La PKCtendría un rol importante en la regulación del crecimiento
y diferenciación celulares en tejidos de mamíferos (Kuo et a1,
1980) y también en otros metazoarios incluyendo a Drosophjla
(Rosenthal et al, 1987) y a Cáenorhabditis alesana (Tabuse y
Mirva, 1983; Maruyana y Brenner, 1991).

Es posible que la PKCtenga un rol similar en plantas. En zapa



llitos italianos, zucchini, se demostróactivación de la fosfori
lación de histonas en presencia de fosfatidilserina (Schafer et
al, 1985). En cultivos de células de trigo se purificó y caracte
rizó parcialmente una quinasa de proteínas tipo "C" y se demostró
que existen proteínas endógenas que sirven comosustrato de esta
enzima (Olah y Kiss, 1986).

Michell en 1975 describió en hongos la presencia de polifosfoino
sítidos, pero su significado no fue investigado en ese momento.
Posteriormente, en el hongo Neurospora crassa se demostró la
existencia de PKC y se la caracterizó parcialmente (Favre y
Turian, 1987). Esta enzima es acídica, requiere calcio en el ran
go micromolar para su actividad y entre los lípidos ensayados la
fosfatidilserina es el mejor activador. La principal diferencia
con la enzima de tejidos de mamíferos fue la aparente falta de
efecto del diacilglicerol y de los ésteres de forbol en la acti
vación de la misma.

En otro hongo, Saccharomyces cerevisiae ha sido descripta una ac
tividad de quinasa de proteínas tipo C (Ogita et al, 1990) codi
ficada probablemente por un gen llamado PKClque es esencial para
su división celular (Levin et al, 1990). La PKCde este hongo no
es activada por ésteres de forbol, como la de mamíferos.

En el hongo Dictyostelium discoideum se describió una actividad
de quinasa de proteínas regulada por Ca2+, fosfatidilserina y
diacilglicerol, y estimulada por ésteres de forbol (Ludérus et
al, 1989).

En Trypanosomabrucei se ha descripto un polipéptido que tiene
homología con el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGF) de mamíferos (Hide et al, 1989). En células de mamíferos,
cuando un ligando se une al receptor de EGFse produce una casca
da de reacciones que llevaría finalmente a la activación de la
PKC. Entonces, la presencia en Trypanosoma brucei de una proteí
na homóloga al receptor de EGFy de una proteína tipo PKC (Keith
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et al, 1990) sugiere que el crecimiento y diferenciación de estos
parásitos serian controlados de manera similar que en mamíferos.

4.3. Heterogeneidad Molecular de la PKC(Isoformas)

La enzima PKCfue descripta por primera vez en el año 1977 (Inoue
et al, 1977; Takai et al, 1977; Nishizuka y Takai, 1982). La PKC
es una quinasa de proteínas especifica de serina y treonina, de
pendiente de Ca2+ y fosfolípidos para su activación (Ullrich et
al, 1984, 1985; Coussens et al, 1985).

Inicialmente, la PKC fue purificada comouna única enzima, pero
ahora se la conoce como a una familia de enzimas muy relacionadas
(Nishizuka, 1988). En cerebro de varias especies de mamíferos han
sido identificadas, por técnicas de clonado molecular, 7 subtipos
de PKC, PKC-a, BI, 911,:s,8 .E. y 3 (Nishizuka, 1988).

Recientemente, han sido identificados otro dos subtipos: el pri
mero, PKC-‘7 en pulmones y piel de ratón (Osada et al, 1990), y
el segundo, PKC-L, que se expresa en pulmones, piel y corazón hu
manos (Bacher et al, 1991).

Mediante cromatografía en columna de hidroxilapatita han sido
identificados, a partir de preparaciones de cerebros de conejo,
mono y rata (Jaken y Kiley, 1987; Huang et a], 1987; Huang et al,
1986a) y de corazón de rata (Qu et al, 1991) tres subtipos de
PKC. Estos 3 subtipos son denominados PKCtipo I, II y III.

Basados en análisis inmunoquimicos se ha demostrado que las PKCs
tipo I, II y III son los productos de los cDNAsX, BI/BII y a
respectivamente. Las enzimas nativas codificadas por los cDNAs5,
É_,3' ,"7 y L todavía no han sido identificadas (Huang et a],

1989; Osada et al, 1990; Bacher et al, 1991).

4.3.1. Estructura de las EKQ-g. B 1 X.

Los cDNAsinicialmente aislados en varios laboratorios pueden ser
agrupados en 4 isotipos= a, BI, BI! y x (Parker et al, 1989), y
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son derivados de 3 genes distintos ubicados en los cromosomashu
manos 17 (a), 16 (B) y 19 (X)(Coussens et al, 1986). Las secuen
cias para estos 4 ADNcse muestran en la figura 4.

Los CDNASBI y BII derivan de un splicing diferencial en el ex
tremo 3' del gen B dando lugar a 2 proteinas con secuencia idén
tica hasta el aminoácido 621, seguido por 52 (para BI) y 50 (para
BI!) aminoácidos con un 50%de identidad entre ellos. Estas dos
secuencias 3'B derivarian de 2 exones distintos en el extremo 3'
del gen B (Kubo et al, 1987a, 1987b); la homologia implicaría que
estos 2 exones derivaron de un evento de duplicación.

Por comparación de las secuencias de la figura 4, estas proteínas
contienen 4 regiones altamente conservadas (Cl-C4) rodeadas por 5
regiones variables (VI-V5). Cuando se compara con la secuencia de
otras quinasas de proteínas, se observa que la región C-terminal
de las PKCs(Ca-V5) corresponderían al dominio catalitico (Parker
et al, 1986). Esto sería corroborado por estudios proteolíticos,
que indican que por clivaje en un sitio de la región V3 se genera
un fragmento cataliticamente activo de PKC-a (Young et al, 1988).

En la región C-terminal hay secuencias características de todas
las quinasas de proteínas: GXGXXG...Kque formarían parte del si
tio de unión a ATP (Kamps et al, 1984).

Por fuera del dominio catalítico de la quinasa, existen regiones
de interés, aunque no hay mucha homología con otras proteinas co
nocidas. En PKC-a los residuos 19-36 constituirían un sitio de
seudosustrato (House y Kemp, 1987), que es el responsable de ocu
par el sitio de unión al sustrato en ausencia de efectores (figu
ra 4).

Este sitio de seudosustrato localizado cerca de las regiones V1/
C1 está bastante conservado en las PKC-a. B Y 3. Inmediatamente
después de este sitio (hacia el extremo C-terminal) existe un si
tio rico en cisteínas (región Cl).



Está constituido por una repetición en tándem que contiene seis
residuos de cisteinas: CXzCX130X2CX7CX7C.Las repeticiones en
tándem de cisteinas se asemejan a los dominios "dedgs_dg_zing“.
Un dominio de "dedos de zinc” comprende una repetición de
aproximadamente 30 aminoácidos con un átomo de zinc entre pares
de residuos cisteína e histidina. La secuencia CXzCX1aCX2Cha
sido observada en varias metaloproteínas y también en ciertas
proteínas que unen ADN (Berg, 1986, 1990). La presencia de este
patrón repetido es de gran interés, por lo que sería importante
establecer si la PKCes una metaloproteína en sí misma, o si esta
estructura juega un papel en la interacción con los fosfolípidos
(por analogía con las interacciones hidrofóbicas e iónicas de
estas estructuras con el ADN) o directamente con el ADN.
Recientemente, se ha propuesto que la región rica en cisteinas
sería requerida para la unión de los ésteres de forbol a la PKC
(Ono et al, 1989a; Gschwendt et al, 1991).

Después de las repeticiones de cisteinas y antes del dominio ca
talítico existe una región de aproximadamente 200 aminoácidos.
Dentro de esta secuencia (región C2) existiría el único sitio po
tencial de unión a Ca2+. muycercano a la estructura "E-F hand"
caracteristica de la calmodulina y de otras proteinas que unen
Ca2+ (van Eldik et al, 1982). Este sitio se encuentra en la PKC
a, pero no está conservado ni en la PRC-Bni en la PKC-X, aunque
ambas muestran dependencia a Ca2+.4.3.2.WWW
Mediante rastreo de librerías de cDNAsde cerebro han sido
identificados 3 transcriptos de PKCque son productos de genes
únicos (Ono et al, 1987a, 1988a, 1988b; Ohno et al, 1988; Schaap
et al, 1989) y que se denominaron 5g E y's Aunque estas 3 pro
teínas muestran homología significativa general con las PKC-a, B
y 8, están menos relacionadas con ellas. Comose observa en la
figura 5, hay colinearidad en los dominios catalíticos de las
PKC-8, E 37€, pero en los dominios regulatorios hay muchas dele
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ciones.

La región Cz (donde existiría el sitio de unión a Ca2+) falta en
estas 3 enzimas. Las 2 regiones ricas en cisteinas, C2, están
presentes en las dos primeras y en la PKC- solamente existe una.

Recientemente, se ha demostrado la existencia de un miembro adi

cional de la familia PKC, la PRC/7 (Osada et al, 1990). Se prepa
raron anticuerpos policlonales contra un péptido deducido de la
secuencia de cDNAy éstos reconocen una proteina de 82 kDa en ex
tractos de pulmón de ratón y en células COSltransfectadas con el
cDNAde la PKC'Ú. Esta PKCtiene las secuencias C1 (secuencia ri
ca en cisteinas) y Ca (dominio catalítico) que son comunesa to

das las PKCs (figura 5). La PKC ¡y al igual que las PKC5¡E
y no tiene la región Cz. En epidermis de ratón también han sido
detectados mRNAspara PKC.

Este año ha sido aislado y caracterizado un cDNAhumanoque codi
fica para una quinasa de proteínas relacionada con la familia de
PKC (Bacher et al, 1991). Tal como las PRC-6, É y‘g no contiene
la región Ca, implicada en la interacción con el Ca2+ (figura 5).
La ausencia de un dominio regulatorio de Ca2+ distingue a la PKC
L y los otros miembros de esta subfamilia (6, E y S) de las molé
culas clásicas de PKC(a, B Y 3).

A diferencia de las otras PKCs, cuyas expresiones están enrique
cidas en cerebro, la PKC-Lse expresa principalmente en pulmón y
también se encuentra en piel y corazón. La presencia de ésta en
pulmóny piel indicaría que se expresa en células que tienen un
rápido recambio.

A pesar de que las PKC-Ly PKC'7 se expresan en distintos orga
nismos (humano y ratón respectivamente) tienen un 93%de homolo
gía total entre si. Por tanto, es bastante probable que se trate
de una única isoforma.
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Figura 4: Comparación de las secuencias de las PKC-a, BI, B II y
3

Las secuencias muestran regiones variables (V1-V5) y conservadas
(Cl-C4). El dominio catalítico (Ca-V5) contiene secuencias (¡A )
características de quinasas de proteínas. Los residuos marcados
(O) en Cl pertenecen al dominio de repeticiones de cisteínas. Los
residuos básicos (I) están en el sitio primario del clivaje de la
PKC-a. La flecha indica el punto de divergencia de las secuencias
de BI y BII.
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Figura 5: Estructura comúnde las isoformas de PKC.

C, G, K, X y Mrepresentan cisteina, glicina, lisina, cualquier
aminoácido y un metal, respectivamente.4.3.3.
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Comoya se ha mencionado, House y Kempdescribieron en las PKC-a,
B y 3 un sitio de seudosustrato que se asemeja al sitio de fosfo
rilación del sustrato. Cuandoen un péptido sintético correspon
diente al sitio de seudosustrato, se sustituye la alanina por una
serina, éste se convierte en un potente sustrato de la PKC. Los
autores proponen que en ausencia de cofactores este sitio inter
actuaría con el sitio activo de la enzima y en consecuencia ésta
se inactivaría. El motivo central de la región de seudosustrato



(RKGALR)es idéntico en secuencia y posición en las PKC-a, B y 3.
En las PKC-5,Éí y\Ï se encuentran motivos similares (figura 6).

Todos estos motivos de seudosustrato tienen una secuencia GA
flanqueada por residuos básicos (subrayados en la figura 6).

Se ha sugerido que las regiones ricas en cisteínas son esenciales
para la unión de los ésteres de forbol (Ono et al, 1989a). Por lo
tanto es posible que el éster de forbol, PMA,y el DGse unieran
por puentes de hidrógeno al grupo sulfhidrilo de las cisteínas de
esa región. Podría existir otro puente de hidrógeno entre un gru
po dador del PMAo DG y el grupo carbonilo de la asparagina que
está presente en la segunda región rica en cisteínas de las PKC
a, 13, 3, 6 y á (Figura 6).

PS CRR1 CRR2 ABSÜ Ü Ü Ü
21 22 207 23 305

ll2N--BLSCALB--CX2CX¡3CX2CX2VX41 CX2CX13CX2CV¿" I coo“

21 22 v u 210 23 301/3
[il/[ill H2N--MGALB--CX2CX¡3CX2CX2VX41 CX2CX13CX2C ¿ l coo“

N21 22 219 23 310y H2 --MGALB--CX2CX13CX2CX2VX41 CX2CX13CX2CV‘" I coo“

143 22 86 23 298
5 H2N-----------"MGNE--Cx2CX¡3CX2CX2A X48 CX2CX13CX2CV¿" I COQH

155 21 135 23 301 y
E HQN------------- --BQGAVB--CX2CX14CX2CX2V X43 CX2CX13CX2CVL'“ I COOH

15 22 91 23 312
C HzN--MGAR_R--CX2CX¡3CX2CX2L------ -- I ---------------------------- --COOH

Figura 6: Secuencia y localización de los dominios regulatorios
de las isoformas de PKC.

La posición del motivo de seudosustrato (PS) y de las regiones
ricas en cisteinas (CRR) está indicada por flechas. El sitio de
unión a ATP (ABS,GXGX2GX16K)está representado por cuadrados ne
gros. También se indica el número de aminoácidos que hay entre
cada región.



El DGpresenta 2 grupos aceptores (carbonil ésteres) y un grupo
dador (hidroxilo libre) y por lo tanto se podría unir a la PKCen
una sola orientación (Figura 7a).

-C

(b)

PMA
C-SH,
ácido

Uniónde diacilglicerol (a) y del éster de forbol
(b) y (c) a la segunda región rica en cisteínas.
cisteína, N-CO-NHz,asparagina y R, residuo de
graso.

Figura 7:

Sin embargo el PMAcontiene 2 regiones con grupos dador y acep
región C-3/C-9/C-20,
C-3 y en el hidroxilo de C-9 y el grupo dador en

el hidroxilo de C-20 (Figura 7b). La otra es la región C-9/C-12/
C-13, con 12 y 13
aceptores de hidrógeno y el hidroxilo de C-9 comodador de hidró

Se considera que estas 2 regiones en el PMAson

con los grupos aceptores entor. Una es la
el carbonilo de

comolos carbonil ésteres de las posiciones

geno (Figura 7c).
esenciales para la actividad de promoción de tumores y para su
unión a la PKC.

Se comparó la geometría molecular del PMAy el DGy se llegó a la
conclusión que el grupo hidroxilo del C-9 y los grupos éster de
C-12 y C-13 del PMAcorresponderian a los residuos C-S, C-2 y C-l
del DG, respectivamente. Ambostendrían los requerimientos geomé
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trícos necesarios para ser activadores de la PKC.

La estructura tipo DG presente en el PMAno tendría importancia
para su unión a la PKCdebido a que otros promotores de tumores y
activadores de la PKCno tienen esta región tipo DG(Figura s),

O
u

CHZ' C' (CH2)7‘CH= CH‘ (CH2)7- CH3
.¡ l I l I I l l l l l l I l l l l l l l J

(FH-O-(IÉI-CH3

CHZOH ll

DG 0-C-(CH2)¡2-CH3

,-——.._..——_____

\..

CHZOH

PMA

(1-01eoil-2Estructuras del diacilglicerol sintético
12acetilglicerol, DG)y del éster de forbol (forbol

miristato-13-acetato, PMA)

Figura 8:

El PMAcontiene una estructura tipo diacilglicerol en su molécu
la, comose muestra entre las líneas punteadas.

el forbol 12-desoxi-13-tetradecanoato es unOtro éster de forbol,
depotente promotor de tumores y competidor del PMApor su sitio
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unión; esto indicaría que el grupo C-12 no es necesario en la
unión del PMAa la PKC. Por lo tanto, la región C-3/C-9/C-20 y no
la C-9/C-12/C-13 sería esencial en el PMApara su unión a la re
gión rica en cisteínas (Figura 7b)(Gschwendtet ¿1,1991),

Los residuos de ácidos grasos de cadena larga presentes en el C
13 del forbol 12-desoxi-13-tetradecanoato y los del C-12 del PMA
estarian involucrados en la interacción con los fosfolípidos, que
comose sabe son requeridos absolutamente para la activación de
la PKC.

Este modelo de interacción PMA-PKCestá sustentado por una evi
dencia adicional. El residuo asparagina presente en la segunda
región rica en cisteínas (Figura 6) sería esencial para una unión
fuerte del PMA,debido a que ofreceria un puente de hidrógeno
adicional con el grupo 0-20 del PMA(Figura 7b). Conforme con es
te modelo se demostró que la PKC‘Ï, que no contiene esta segunda
región rica en cisteínas (Figura 6), no es activada a concentra
ciones nanomolares de PMA(Ono et al, 1989b). La PKCde Saccharo
mycescerevisiae solamente contiene una región rica en cisteínas
sin residuo de asparagina y no responde a ésteres de forbol
(Ogita et al, 1990).

Recientemente se encontró un cDNA específico de cerebro humano
que codifica para una proteína a la que se denominó ”n—ch1maer1n"
(Ahmedet al, 1990). Esta proteína contiene una región rica en
cisteínas y es capaz de unir PMA.De acuerdo con el modelo pro
puesto (Gschwendtet al, 1991) la región rica en cisteínas de la
"n-chimaerin" tiene una asparagina en la mismaposición que la de
la segunda región rica en cisteínas de las PKC-a, B, X, ó y 8..
Por lo tanto, se puede concluir que a pesar de que el PMAse uni
ría débilmente a la primera región de cisteínas (por interacción
con los residuos de cisteína) probablemente sería necesaria una
unión más fuerte por intermedio del residuo de asparagina presen
te en la segunda región rica en cisteínas, para que ocurra la ac
tivación de la PKCa concentraciones nanomolares de PMA.



La unión de PMAa las regiones ricas en cisteínas produciría un
cambio conformacional en la PKC(Figura 9). Comofue sugerido por
House y Kemp, un cambio conformacional de este tipo removeria la
secuencia de seudosustrato del centro activo (sitios de unión a
ATPy sustrato). Es sorprendente que en todas las PKCsla secuen
cia de seudosustrato se encuentra a 21-22 aminoácidos de las re
giones ricas en cisteínas; mientras que otros intervalos, por
ejemplo la distancia entre el amino terminal y las regiones ricas
en cisteínas (43-182 aminoácidos) o entre las regiones ricas en
cisteínas y el sitio de unión a ATP(73-206 aminoácidos), difie
ren considerablemente en longitud (Figura 6). Por lo tanto, la
distancia entre el dominio de seudosustrato y las regiones ricas
en cisteínas seria crucial para la activación de las PKCs.

PKC inactiva
r______

COOH

| ATP +
NX2CX2Ccxzc cx¿-c CX2C—I—NH2

V V V p

É____a
a COOH

ATP
p

CIL-NWN
g x c cx .c
,2 »'\ I — x \

C--‘¡=> f2f2 JTW\ X;
>32; “C C’ "CC\_/// //
PKC activa

Figura 9: Modelo de activación de PKCpor PMA.

El looping de las regiones ricas en cisteínas como consecuencia
de la unión del PMA,removería el seudosustrato (P) del centro
activo. La segunda región rica en cisteínas, que contiene un re
siduo de asparagina, se uniría al PMAcon mayor afinidad (simbo
lizado por el circulo), que la primera región rica en cisteína.
C, cisteína; N, asparagina.



El cambio conformacional inducido por el activador no fisiológi
co, PMA,junto con los fosfolipidos de membrana,sería suficiente
para removerel sitio de seudosustrato del centro activo de las
PKCs. En las PKC-a. B Y 3 la activación por DGrequeriría Ca2+.
La unión de Ca2+ a una región que se encuentra entre el sitio de
unión a ATP y la región rica en cisteinas aumentaría el cambio
conformacional producido por el DG. Por otro lado, las PKCó yÍE
que no poseen el dominio de unión a Ca2+ serian activadas sola
mente por DGy la PKCS que no posee ni el sitio de unión a Ca2+
ni la segunda región rica en cisteinas no requeriría ni calcio ni
DGpara su activación.

4.3.4.2mm1mmaaw2kmux
En los primeros estudios realizados con el fin de determinar la
distribución tisular de la PKCse utilizó PDBu[3H]como sonda.
Estos revelaron que la enzima se distribuia homogeneamenteen el
cerebro, con altas concentraciones en el hipocampo, substantia
nigra, y cortex encefálico y cerebelar (Worley et al, 1986). Aná
lisis de Northern blot en los que se usaron oligonucleótidos es
pecíficos comosondas, sugieren que las subespecies de PKCse ex
presan específicamente en ciertos tejidos (Coussens et al, 1986;
Knopf et al, 1986; Ohno et al, 1987; Kubo et al. 1987a). Por téc
nicas de histoquímica in situ, hibridando con oligonucleótidos
específicos se demostró una distribución diferente de los trans
criptos de las subespecies en cerebro y bazo de rata (Brandt et
al, 1987). Por otro lado, Woodet al (1986) utilizaron por prime
ra vez tinción inmunohistoquímica para identificar la PKCen ce
rebro.

Combinandotécnicas bioquímicas, inmunológicas y citoquímicas se
ha logrado determinar el patrón de expresión de las distintas
subespecies de PKC(Kikkawa et al, 1987a, 1987b; Kitano et al,
1987; Shearman et al, 1987; Saito et al. 1988). El encéfalo con
tiene gran cantidad de PKCtipo II, particularmente la subespecie
BII, mientras, que el cerebelo contiene una alta actividad de PKC
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tipo I (subespecie X). La tabla 1 muestra la distribución de 4
isoformas de PKC(a, BI, B11 y X) en fracciones solubles de cere
bro de rata.

Tabla 1. Distribución de isoformas de PKCen cerebro de rata

Actividad específica
Tejido nervioso a BI BII X

cerebro total 4,9 1,2 8,5 5,2
encéfalo 2,8 0,3 10,3 3,2
cerebelo 6,0 3,2 10,3 21,5
hipocampo 10,8 0,3 12,9 8,3
médula espinal 3,2 1,1 2,4 0,2

La actividad especifica se midió por incorporación de azp del
ATP[X—32P]en histona H-l, y se definió como pmoles 32P incorpo
rados/min.mg de masa húmeda de tejido.

La enzima tiPO I (isoforma 3) se expresa en la rata post-natal
mente, y se encontró solamente en cerebro y médula espinal
(Shearman et al, 1987). La mayor actividad de esta isoforma se
encontró en cortex cerebelar, particularmente, en los cuerpos ce
lulares, dendritas y axones de las células de Purkinje y en las
células piramidales del hipocampo. Probablemente, la PKC-Xjuegue
un papel en la modulación de algunas funciones neuronales espe
cializadas, tales como, la potenciación a largo plazo y la depre
sión (Lovinger et al, 1986).



_Normalmente, la actividad de la PKC-011 es mucho mayor que 1a de
la PKC-BI.En el cortex cerebelar, esta última isoforma está lo
calizada principalmente en la lámina granular y la PKC-BI]en las
terminaciones nerviosas presinápticas.

Por otro lado, la PKC-a (tipo III) se encontró en la mayoría de
los tejidos y células examinados (Ido et al, 1987; Kikkawaet al,
1987a; McCaffrey et al, 1987; Pelosin et al, 1987).

En 1986, Huang et al describieron por primera vez un método de
purificación, para separar al menos 3 tipos de PKC(tipo I, II y
III) en cerebro de rata.

Estas isoformas aisladas por cromatografía en hidroxilapatita,
reaccionaban en forma distinta a anticuerpos policlonales antí
PKCtotal y tenían diferentes sitios de autofosforilacíón. Por
otro lado, compartían ciertas características: un peso molecular
de 82 kDa, observado por electroforesis en geles disociantes de
poliacrilamida, copurificaban por cromatografías de intercambio
iónico, hidrofóbica, filtración en geles y de afinidad,y por úl
timo, la unión de [3H]PMAy la actividad de quinasas de proteínas
eran dependientes de Ca2+ y fosfatidilserina. Comoya se ha men
cionado, estas 3 isoformas, tipo I, II y III, son los productos
de las cDNAsX, B y a respectivamente.

En conejo también fueron clonadas las PKC-a, B y 3 (Ohno et al,
1987). Por análisis de Northern blot, se demostró que los mRNAs
de a y B se encontraban principalmente en cerebro, mientras que
el mRNAde 3 se encontraba en muchos tejidos. En cerebro los
mRNAsmayoritarios eran a y B; en pulmón los 3 mRNAsse expresa
ban en forma comparable; y en bazo el mRNAa era el predominante.
En otro tejidos examinados, incluyendo hígado, músculo y riñón,
el mRNA3 era el principal. Esta distribución diferencial de es
tos 3 mRNAs,sugiere que estas 3 isoformas tendrían papeles dife
rentes.

En cerebro de monose purificaron por cromatografía en hidroxila



patita las isoformas a, B y X (Huang et al, 1987). Estas 3 iso
formas tienen comportamiento similar a las de cerebro de rata:
tienen un peso molecular de 82 kDa y tanto la unión de ésteres de
forbol comola actividad de quinasa de proteínas son dependientes
de Ca2+y fosfolípidos.

Por análisis inmunológicos, utilizando anticuerpos monoespecífi
cos, se detectaron estas 3 isoenzimas en los cerebros de trucha
arcoiris y de pollo. En consecuencia, estas 3 isoformas estarían
ampliamentedistribuidas en el cerebro de vertebrados.

Estos autores demuestran que en el cerebelo de mono la enzima
Predominante es la X, en cortex encefálico la B y en el bulbo ol
fatorio la a. En los tejidos periféricos, timo y bazo, la enzima
mayoritaria en la B.

Existe suficiente evidencia que relaciona la modulaciónde la ac
tividad neuronal con la activación de la PKC,ya sea, por aumento
de la hidrólisis de los inositol fosfolípidos o por adición de
ésteres de forbol (Malenka et al, 1986; Madison et al, 1986;
Baraban et al, 1985; Akers et al, 1986; Higashida y Brown, 1986).
En particular, la PKC jugaría un papel importante en el control
de la liberación de los neurotransmisores y en la.memoria a largo
plazo. Entonces, es probable que cada isoforma participara en
funciones regulatorias especializadas, debido a su predominio en
alguna región específica del cerebro. Por ejemplo, la presencia
de altos niveles de PKC-Xen cerebelo, hipocampo y amígdala indi
caría que esta isoforma tiene importancia en el aprendizaje y en
la memoria (Huang et a1, 1987).

Estas 3 isoformas tienen diferencias en el modo: de activación,
propiedades cinéticas y especificidad de sustrato (Kikkawaet al,
1988). Por ejemplo, el l-estearoil-Z-araquidonilglicerol, el
principal diacilglicerol derivado de los inositol fosfolipidos,
es más activo a bajas concentraciones para la PKCtipo II (subes
PeCieS BI y BI!) que para la PKCtipo III (subespecie a). Por
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otro lado, los diacilgliceroles sintéticos (l,2—didecanoilglice
rol y 1,2-dioctanoilglicerol) son efectivos activadores de la PKC
tipo I (subespecie 3), pero no de las PKC-a y B.

También algunas isoformas de PKCse activarían por los productos
metabólicos de los fosfolípidos de membrana(diacilglicerol y
ácido araquidónico) y por sus metabolitos (lipoxina A), que apa
recen en forma sucesiva después de la estimulación de un receptor
(Hansson et al, 1986). La activación en presencia de ácido ara
quidónico (AA) Y Ca2+ no requiere fosfolipidos. La PKC-Xse acti
va a bajas concentraciones de AA, la PKC-Bresponde menos al AAy
la PKC-asolamente se activa a altas concentraciones de AA(Seki
guchi et al, 1987). Por el momento, no hay evidencia de que la
activación por ácido araquidónico ocurra en condiciones fisioló
gicas.

La afinidad (Km) para ATP y Mg2+y los valores de Ka para fosfa
tidilserina (PS), son similares para las PKC-a, 81/811 y 3
(Marais y Parker, 1989). Comoha sido observado en muchas quina
sas de proteínas, el Kmaparente para el Mgz+es sustancialmente
superior al del ATP, que se unirían como un complejo Mg-ATP.Esto
sugeriría que existe un sitio de unión a Mg2+de baja afinidad,
que contribuye a la actividad catalítica de la enzima. La activa
ción por PS es altamente cooperativa, cuando se utiliza el ensayo
de micelas mixtas (Hannun et al, 1985). Sin embargo, al contrario
de estos trabajos (en los cuales se utiliza una mezcla de isofor
mas de PKCde roedores), se observó que la activación de las dis
tintas isoformas de PKCde cerebro bovino, ocurre a concentracio
nes más altas de PS (Parker et a1, 1989). También en otro traba
jo, en el que utilizan las distintas isoformas de PKCde rata, se
demuestra que se necesitan concentraciones más altas de PS cuando
usan el ensayo de micelas mixtas (Huang et al, 1988).

Se investigó el efecto de otros lípidos sobre la actividad de la
PKC;la cardiolipina es tan efectiva comola PS en la activación
de las distintas isoformas (Huanget al, 1988). Dos fosfatidilal



coholes, el fosfatidiletanol y el fosfatidilmetanol, son capaces
de sustituir a la PS en la activación de las distintas isoformas
de PKC. Sin embargo, la respuesta de la PKC-Xera mayor que la de
las otras isoformas (Asoaka et al, 1988).

Las PKC-a, BI/BII y X son dependientes de DGy ésteres de forbol,
para su activación (Huang et al, 1988)(Marais y Parker, 1989).
Sin embargo, los estudios sobre la dependencia de DGy ésteres de
forbol, de las distintas isoformas, se complica cuando se utili
zan distintos fosfolípidos. Por ejemplo, los valores de Ka para
DGvarian 2,5 veces cuando se utiliza fosfatidilserina; mientras
que los valores de Ka varían más de 20 veces al utilizar cardio
lipina en lugar de fosfatidilserina (Huang et al, 1988). En el
caso de las isoformas bovinas, utilizando fosfatidilserina, el
valor de Ka para DGes 5 veces menor para la PKC-a comparado con
las PKC-BY 3; también se observó que la PKC-Xes menos sensible
al PMA(Marais y Parker, 1989). La variación en la respuesta de
las distintas isoformas de PKCal DGy a los ésteres de forbol,
bajo distintas condiciones, implica que existen diferencias rea
les en la unión de esos efectores; el patrón preciso de sensibi
lidad que existiría in vivo dependería de la composición de las
membranas, con las cuales interactuarían las PKCs.

En cuanto a la dependencia de Ca2+ de las distintas isoformas, el
panorama es bastante complejo. De un trabajo a otro varían los
valores de Ka para cada isoforma (Jaken y Kiley, 1987; Huang et
al, 1988; Marais y Parker, 1989; Kosaka et al, 1988; Nunn y Wat
son, 1987). Esta variación se debe al tipo de sustrato utilizado
en el ensayo; por lo tanto, el requerimiento absoluto de Ca2+pa
ra la activación de las distintas isoformas de PKCin vivo, de
pendería del sustrato en particular. Los valores de Ka para Ca2+
para las distintas isoformas de PKC(usando histona como sustra
to, en un ensayo de micelas mixtas) están en el orden de 200 a
500 nM (Jaken y Kiley, 1987; Marais y Parker, 1989; Huang et al,
1988). Estos valores cubren el rango que va desde un nivel esta
cionario a un nivel cercano a la máximaestimulación. Por tanto,
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la movilización de Ca2+probablemente influenciaría el nivel de
activación de cada isoforma, en respuesta al diacilglicerol; al
menos, respecto a los sustratos que son "dependientes de Ca2+"
para su fosforilación.

Comofue originalmente informado por el laboratorio de Nishizuka,
la PKCmuestra una clara preferencia por la histona H-l (rica en
lisina) respecto de otras histonas; de manera tal, que este sus
trato ha sido comunmente usado en los métodos de purificación y
en los análisis cinéticos de esta enzima (Inoue et al, 1977;
Takai et al, 1977).

Con respecto a los valores de Kmpara histona varían de laborato
rio en laboratorio, para las distintas isoformas (Huanget al,
1988; Marais y Parker, 1989). Se han obtenido resultados simila
res con otros sustratos, por ejemplo: la proteina básica de mie
lina y protamina. Con la protamina se ha observado, que mientras
la Vmaxno varía entre las distintas isoformas, el Kmes de 3 a 4
veces mayor en la PKC-x que en las a y B. Con respecto, a pépti
dos sintéticos ocurre algo muyparecido que con la protamina. Es
tas variaciones en Kmy Vmax para diferentes sustratos sugiere
que estas isoformas fosforilarían distintas proteínas blanco in
vi vo.

Debido a que las PKC-BI y B11 coeluyen en una columna de hidroxi
lapatita, la comparación de ambas actividades se ha tenido que
efectuar con proteínas recombinantes purificadas de células COS
que expresaban cada una de las construcciones relevantes (Ono et
al, 1987b). Este trabajo demostró que no hay diferencias detecta
bles entre estas dos quinasas en cuanto a su regulación.

Comoya ha sido mencionado, el diacilglicerol y los ésteres de
forbol estimulan a la PKCaumentando la afinidad de la misma por
el Caz+y los fosfolipidos. En consecuencia, los ésteres de for
bol se utilizaron para estimular directamente a la PKCen células
intactas. Se cree, que los ésteres de forbol se intercalan en la



membranacelular, y en combinación con los fosfolípidos promueven
la translocación de la enzima a la membrana.Esta translocación
está asociada con la activación de la PKC (Kraft et al, 1982;
Kraft y Anderson, 1983); y como resultado de esto ocurriría la
degradación proteolitica o down-regulation de la enzima (Rodrí
guez-Pena y Rozengurt, 1984; Ballester y Rosen, 1985). Este pro
ceso de down-regulation estaría involucrado en respuestas secre
torias de plaquetas y neutrófilos humanos (Tapley y Murray, 1984,
1985; Melloni et al, 1986).

Debido a que la degradación in situ de la PKCestaria involucrada
en la expresión o supresión de muchas funciones fisiológicas (Be
rridge, 1987; Nishizuka, 1986), se compararon los patrones de de
gradación proteolitica de las isoformas a, B y X in vitro, con
los de las células RBL-2H3(células basofílicas leucémicas de ra
ta) que contienen las isoformas a y B (Huang et al, 1989)_

Cuandose trabajó con las isoformas purificadas, se demostró que
la PKC-Xera más suceptible a proteólisis tríptica que las a y B.
En ausencia de Ca2+ y fosfolipidos la PKC-aera relativamente re
sistente a la digestión tríptica.

En cuanto a las células RBL-2H3, se demostró que la PKCa era más
resistente a la degradación inducida por el éster de forbol PMA,
que la PKC-B.En estas células las PKC-ay B tienen diferente lo
calización subcelular; la PKCB es predominantemente citosólica,
mientras, que la PKC-ase encuentra tanto en la fracción citosó
lica comoen la particulada. Después de tratar células RBL-2H3
con PMA,la PKC-B desaparece de la fracción soluble más rápida
mente que la PKC-a. Algo de la PKC-Bsería translocada a membra
nas, como lo demuestra el incremento de ésta en la fracción par
ticulada, aunque esta translocación es transiente. Todavia no se
sabe que papel cumpliría la PKC-Ben estas células. Algunas va
riantes de las células RBL-2H3que no responden a antígeno son
deficientes en PKC-B.Por lo tanto, sería posible que esta iso
forma fuera un componentecrítico en la respuesta secretoria de



estas células, pero aún no ha sido determinada la consecuencia en
el proceso de secreción, de la activación de la enzima por DG o
PMAy de su rápida degradación por proteólisis.

La proteólisis limitada de la PKCda origen a 2 fragmentos, uno
correspondiente al dominioregulatorio y el otro al catalítico.
El sitio de proteólisis es la región llamada "bisagra", V3
(Kishimoto et al, 1983; Parker et al, 1986).

Si la degradación proteolítica o down-regulation diferencial de
las diferentes isoformas de PKC, fuera un fenómeno común en mu
chos tipos celulares, sería posible, comparandolas velocidades
de degradación de cada isoforma con las respuestas fisiológicas,
asociar el papel de cada isoforma con una función fisiológica da
da.

La conversión de la PKC-ade la forma insensible a la forma sen
sible a tripsina, requiere Ca2+y fosfolípidos. El DG estimula
esta conversión reduciendo el requerimiento de Ca2+. Probablemen
te, estos activadores inducen cambios conformacionales en la en
zima, convirtiéndola en un mejor sustrato para la tripsina, más
que alterando la actividad de la tripsina. Cuandose ensayó a la
tripsina, en presencia de los activadores de PKC,usando metil
ester p-toluensulfonil-L-arginina comosustrato, su actividad no
se vio alterada (Huang et al, 1989).

La exposición de células a PMA,o la generación de DGpor hidró
lisis de los fosfoinosítidos mediadapor receptor, aumentaría la
proteólisis de la PKC, así como, su translocación a membranas y
su activación (Huang et al, 1989).

En general la formación de DGpor la degradación de los fosfoino
sítidos mediadapor receptor, es transiente, a diferencia de los
efectos a largo plazo producidos por el PMAno metabolizable.
Ademásel PMAinteractúa con fosfolípidos de membranas más acídi
cos que el DG,y esto resultaría en las distintas velocidades de
degradación de la PKCpor estos dos compuestos. Por lo tanto, no



es sorprendente que en células RBL-2H3estimuladas con antígeno,
el grado de translocación y degradación de la PKCsea mucho menor
que cuando las células son inducidas con PMA(White y Metzger,
1988).

Se han identificado en las isoformas a, B y 3 los sitios de pro
teólisis por las proteasas dependientes de Ca2+, calpaína I y II
(Figura 10)(Kishimoto et al, 1989).

El
V1 v2

Tipo III TNT P-BGDBIGHVELRQTFIKlÉÏGPAGHlVISPSIDRlQ---PSNHLDRVKLT--------- -- EN!

(a)
VW V7

Tipo II ¡NV PPBGSE-GNEELRQIFTBATTESGTTAPEBTTANTISKFDHIGNRDBHKLT--------- -- DFNF

HLB”)
‘71 ‘72

Tipo I THV ADADNCSLL----QKFEACHYPLELY¡RVRIGPÉÉÉTIPSPSPSPTDSIRCFFGASPGBLHI DFSFA
(D

Figura 10: Sitios de clivaje de PKCpor calpaína I y II.

V3.-tercera región variable de PKC;v sitio de clivaje de calpa
ína I; ¿5 sitio de clivaje de calpaína II; los números 1 y 2 re
presentan el sitio 1 y sitio 2 de clivaje, respectivamente.

Todos los sitios de clivaje están ubicados en la región variable,
V3, que conecta el dominio regulatorio con el dominio catalítico.
Nohay una secuencia comúnalrededor de los sitios de clivaje. Al
igual que con tripsina, con calpaína la PKC-xes clivada más rá
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igual que con tripsina, con calpaína la PKC-Xes clivada más rá
pidamente y la PKC-aes relativamente resistente a la proteóli
sis. La calpaína I cliva preferencialmente la forma activa de la
enzima, debido a que la proteólisis aumenta en presencia de Ca2+,
fosfolípidos y DGo PMA,que normalmente activan a la PKC.

Aunque la proteólisis limitada de la PKCgenera un fragmento ca
talíticamente activo, llamado previamente quinasa M(Inoue et al,
1977; Kishimoto et al, 1983), todavía no se conoce la significa
ción fisiológica de esta proteólisis. Se pueden considerar dos
alternativas posibles. Primero, esta proteólisis activaría a la
PKC,y el fragmento activo resultante jugaría un papel en el con
trol de funciones celulares (Tapley y Murray, 1984; Melloni et
al, 1986). Segundo, habría un proceso que inicia la degradación
de la PKC, eliminando eventualmente a la enzima de la célula. En
una gran variedad de tejidos y tipos celulares se ha demostrado
que el PMAprovoca la translocación de la PKCdel citosol a la
membranay su subsecuente eliminación o down-regulation, aunque
no siempre se recupera la quinasa Men el citosol (Rodríguez-Pena
Y Rozengurt. 1984; BlaCkShear et al, 1985; Ballester y Rosen,
1985; Stabel et al, 1987; Young et al, 1987).4.3.5. (6,8,ÉmyyL)
Después de haber identificado por técnicas de clonado las PKC-a,
B y X, se identificó a partir de una biblioteca de CDNAde cere
bro de conejo, una nueva PKC, a la que se denominó nPKC. Esta
isoforma tiene un 35%de identidad con las otras PKCs (Ohno et
al, 1988). El CDNAse expresó en bacterias, se purificó la pro
teína y con ella se prepararon anticuerpos policlonales. Un ex
tracto de cerebro de conejo inmunoprecipitado con el anticuerpo,
reveló dos bandas: una de 90 y la otra de 75 kDa.

Células COStransfectadas con una construcción de CDNAde nPKC,
mostraron un aumento de 5 veces en la capacidad de unir [3H]PDBu
con respecto a las células control. En la mezcla de reacción se
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usó una concentración muy baja de [3H]PDBu (5 nM), indicando que
los receptores de ésteres de forbol en estas células son de alta
afinidad. Los inmunoprecipitados (nPKC)tenían capacidad de unir
ésteres de forbol. La unión de esta proteína a ésteres de forbol
es dependiente de PS e independiente de Ca2+. Asimismo, se obser
vó autofosforilación de una proteina de 90 kDa que coincide con
la obtenida por inmunoprecipitación.

Además, se demostró por experimentos de Northern blot que en di
ferentes tejidos de conejo se expresa la nPKC.

Posteriormente, a esta nueva PKCse la denominó PKC-Eí (Ono et
al, 1988a). En este caso se la clonó a partir de una biblioteca
de cDNAde rata. Se purificó PKC-¿í a partir de células COS
transfectadas con cDNAde nPKCy se comparó sus propiedades enzi
máticas con la PRC-a, que es la isoforma que se expresa normal
mente en células COS (Konno et al, 1989). La PRC-EEeluye de una
columnade hidroxilapatita en una posición coincidente con la
PKC-B, por lo tanto, se separa de la PKC-a. La PKC-¿ise activa
con fosfolípidos y diacilglicerol o ésteres de forbol de una ma
nera similar a las PKCsconvencionales. Sin embargo, la dependen
cia de cofactores y la especificidad de sustratos son diferentes
de las otras PKCs. La más importante es que la PKC-Éí es indepen
diente de Ca2+, probablemente debido a la falta del dominio Cz.
Unfosfolipido, cardiolipina, aumenta su actividad 3 a 4 veces,
comparadocon la fosfatidilserina. Aunquela cardiolipina activa
a la PKC-ÍZ, no seria un activador fisiológico debido a que se
localiza mayormente en la membranamitocondrial. La concentración
óptima de Mg2+(3 mM) es claramente diferente de las otras PKCs
(10-20 mM).También la PKC-E.se autofosforila en residuos treo
nina y serina. Se examinóla fosforilación de sustratos proteicos
por la PKC-É.; la proteína básica de mielina es mejor sustrato
para la PRC-Ei, mientras que la histona H-l para la PKC-a.

El aislamiento de un gen "tipo PRC-EL“en el nematodo Chenorhab



ditis elegans indicaria la conservación evolutiva de este tipo de
enzima, independiente de Ca2+, en metazoarios (Tabuse et al,
1989).

Recientemente se ha clonado una PKC-Eí.a partir de una biblioteca
de cDNAde rata (Schaap et a], 1989).

Esta proteina une ésteres de forbol y se expresa mayormente en
pulmones, corazón y cerebro. Anticuerpos policlonales específicos
contra PRC-E; reconocen una banda de aproximadamente 90 kDa en
extractos de células COStransfectadas con cDNAde PKC-Eí.

El dominio regulatorio inhibe la actividad catalitica del dominio
de quinasa; esta inhibición termina con la unión de los efectores
o con el clivaje proteolítico de la enzima. En esta inhibición
intervienen las secuencias de seudosustrato que se encuentran en
el extremo amino-terminal (House y Kemp, 1987). El rol de estas
secuencias en la inhibición de la actividad catalitica de la en
zima, ha sido demostrada mutagenizando el sitio de seudosustrato
en la PKC-a (Pears et al, 1990).

Para determinar la influencia del dominio regulatorio sobre la
actividad catalitica de la PKC-Íí, se construyó una proteína qui
mérica con las secuencias regulatorias de la PKC-í.y el dominio
catalitico de la PKC-X(Pears et al, 1991). Esta proteína se ex
presó en células COS,y anticuerpos dirigidos contra el dominio
catalitico de la PKC-Xconfirmaron la identidad de esta proteína.

Esta PKC- Ei/X se comporta como la PKC-¿ï debido a que no puede
fosforilar histonas eficientemente, a pesar de que contiene el
dominio catalitico de la PKC-X,que usa eficientemente este sus
trato. Originalmente se consideraba que la unión de los efecto
res, liberando la interacción entre el dominio regulatorio y el
catalitico, permitía a este último funcionar independientemente.
Sin embargo, al menos en el caso de la PRC-ÉL, parecería que el
dominio regulatorio juega un papel muchomás complejo, dirigiendo
la selección del sustrato. Esta selección se daría regulando el



acceso al sitio activo después de la activación. Probablemente,
pequeños péptidos similares en secuencia a la del seudosustrato,
podrían acceder al sitio activo, mientras que la entrada de poli
péptidos grandes estaría bloqueada.

Los sustratos fisiológicos de la PKC-Eïserían pequeños péptidos,
o tendrían una conformaciónespecífica que les permitiría inter
actuar con secuencias "de_gnlrada" en el dominio regulatorio y de
ese modoacceder al dominio catalítico. Alternativamente, se re
queriría una señal de activación para que la PRC-Ei funcionara.
Esta señal podría ser una fosforilación, una defosforilación o la
unión de un efector aún no identificado.

La región V1 es mucho más grande en la PKC-Eí que en las PKC-a, B
y X (Schaap y Parker, 1990). Esta región podría ser la que regule
la selección del sustrato. La digestión tríptica de la PKC-Íí ge
nera la llamada quinasa de proteínas M (PKM), que es capaz de
fosforilar histonas, descripto por Nishizuka (Kishimotoet al,
1983). El sitio de clivaje inicial fue mapeadoy se encuentra en
la región C-terminal del Cl, de manera que la remoción de las re
giones V1y C1, es suficiente para alterar el rango de sustrato
(Schaap et al, 1990).

La falta de conservación de la región V1entre las distintas iso
formas de la PKCsugiere que cada una de ellas tendría sustratos
específicos que no podrían ser fosforilados por todas las isofor
mas. Esta especificidad sería importante para generar la diversi
dad de caminos de transducción de señales presentes en una célu
la. Si esto fuera cierto para la PKC-Ei, uno podría imaginar que
la activación inicial generaría una quinasa solamente capaz de
fosforilar un númerolimitado de sustratos, pero el subsecuente
clivaje proteolítico aumentaría el númerode sustratos fosforila
bles. Por lo tanto, se puede decir que la PKC-Eítendría diferen
tes rangos de sustrato dentro de una mismacélula, dependiendo
del mecanismode activación.



Por otra parte, existe evidencia de splicing alternativo para el
gen de la PKC-EE.Se ha aislado a partir de cerebro de rata una
versión truncada de la enzima (PKC-Íï )(0no et a1, 1988a), y tam
bién se han encontrado en cerebro y pulmón de rata transcriptos
más cortos que difieren de la PKC-Eí en el extremo 5' (Schaap et
al, 1990). Es interesante estudiar si las PRC-¿Etruncadas tienen
un rango de sustrato más amplio que la PRC-¿5. Este mecanismo ge
neraría mayor diversidad de los caminos de transducción de seña
les celulares.

A partir de una biblioteca de CDNAde cerebro de rata han sido
aislados cDNAsque codifican para las subespecies Íiy.É (Ono et
al, 1988a). Estas dos isoformas pertenecen a la subfamilia de
nPKC, debido a que no poseen el dominio Cz de unión a Ca2+. Por
otro lado, la PKC-S no posee la segunda región rica en cisteínas
que está presente en todas las PKCs.

Se realizaron experimentos de expresión transiente del CDNAES en
células COS7.Tres dias después de la transfección, se realizó la
ruptura de las células y el extracto se aplicó a una columna de
TSKDEAE-SPW.En las células no transfectadas eluía un solo pico
correspondiente a la PKC-a. Cuandolas células eran transfectadas
con el CDNAde PKC-ES, aparecía un pico adicional, después del
pico de PKC-a.

La actividad de la PKC-8 , usando histona H-l como sustrato, se
activaba dos veces con el agregado de fosfatidilserina; el dia
cilglicerol no activa, mayormente, a la enzima. No está claro si
estas propiedades se deben a la estructura del dominio regulato
rio o al sustrato utilizado. En general, la dependencia de la PKC
a fosfatidilserina y diacilglicerol dependedel sustrato utiliza
do; algunas PKCspueden fosforilar protamina en ausencia de fos
folípidos, diacilglicerol y Ca2+ (Takai et al, 1984). También es
posible, que la expresión de los cDNAsen las células COS7 fuera
incompleta.



Se estudió la distribución tisular en rata de las PKC-É>yS me
diante técnicas de Northern blot. La PKC-«áfue detectada en ba
zo, riñón y pulmón y en cerebro. Con respecto a la PRC-¿0, se ex
presa principalmente en cerebro, riñón y pulmón.

La existencia en la fracción particulada de epidermis de ratón,
de una quinasa de proteínas activada por fosfolípidos y ésteres
de forbol e independiente de Ca2+, fue descripta por primera vez
en 1986 (Gschwendt et al, 1986a). Este hallazgo fue sustentado
por el clonado de los cDNAs para las PRC-8, y S (Ono et al,
1987a; 1988a; Ohno et al, 1988). Estos cDNAsno poseen el dominio
C2, que sería el dominio de unión a Ca2+ presente en las isofor
mas a, B y 3. Cuando se utilizó un anticuerpo preparado en cone
jo, contra un péptido sintético del extremo carboxilo-terminal de
la PRC-¿5, éste reconoce en bazo porcino una quinasa de proteínas
que no responde a Ca2+ y que tiene un peso molecular de 76 kDa
(Leibersperger et al, 1990). Esta secuencia, presente en la PKC
8, es específica de esta isoforma. Este suero reacciona con qui

nasas que responden a PMAy que son independientes de Ca2+ en mu
chas otras especies, aunque existen diferencias mínimas en los
pesos moleculares de todas ellas (Leibersperger et al, 1991). Es
ta enzima tipo PKC-ÉStambién está presente en queratinocitos de
ratones recién nacidos, en células endoteliales primarias bovinas
y en varias líneas celulares originadas de tejidos humano,murino
y de rata. En la mayoría de estas células la proteina tiene un
peso molecular de 82 kDa. Esta quinasa p82, tipo PKC-ES, se en
cuentra en varios tejidos murinos, pero a diferencia de las PKC
a. B Y X, está localizada exclusivamente en la fracción particu
lada. Además del cerebro, que es rico en PKCtipo ¿By en PKC-a, B
y 3, la epidermis, útero, placenta, pulmones, riñones y bazo tie
nen un gran exceso de PKCtipo- 5. Debido a que la piel de rato
nes es ampliamente utilizada comoel sistema in vivo para la in
vestigación de la promoción de tumores inducida por ésteres de
forbol, la alta concentración de una enzima activada por PMA(PKC
tipo- ii) en epidermis de ratón es de gran interés. Por lo tanto,
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la PKCtipo- á'sería la isoforma de PKCprincipalmente responsa
ble de los efectos mediados por PMAen epidermis de ratón.

Por estudios ontogenéticos, la PKCtipo- ÍSestá presente en epi
dermis de ratones recién nacidos, y su concentración aumenta en
tre el dia 7 y 14 después del nacimiento. Este tipo de incremento
ha sido observado en la PKC-3en cerebro de ratón (Yoshida et al,
1988). La cantidad de PKC-a, B y 3 también aumenta en epidermis y
cerebro de ratón durante este período, después del nacimiento. El
aumento de la concentración de las isoformas de PKCen el ratón,
entre los días 7 y 14 después del nacimiento, posiblemente refle
jaria el cambio de la epidermis de ratón recién nacido al del es
tado adulto. Esto se correlaciona con la reducción de la activi
dad mitótica y el engrosamiento de la epidermis, asi como con
cambios en la expresión de la queratina epidérmica (Fürstenberger
et al, 1985). Es interesante destacar, que la proliferación celu
lar y la promoción de tumores inducidas por PMAtienen un tiempo
de desarrollo similar (Fürstenberger et al, 1985; Gschwendt et
al, 1986b).

Después de la aplicación tópica de PMAa piel de ratón ocurre la
down-regulation de la PKC-tip023. La cantidad de PKCtipo- É>dis
minuye rápidamente y luego de 16 horas llega a nivel menor del
20%respecto del control. Con respecto a las PKC-a, B y 3, éstas
son proteolizadas después de 8 horas de tratamiento con PMA.Pre
viamente, se observó una disminución de la PKCtipo-«ó después de
2 horas de tratamiento (Gschwendt et al, 1989). Esta demora se
deberia a la aparición de un fragmento de PKCaún activo, PKM,
que posteriormente se degradaría totalmente.

A partir de una biblioteca de cDNAde epidermis de ratón, ha sido
aislado un clon que codifica para una proteína relacionada con la
familia de PKC, de 78 kDa. A esta proteína se la denominó PKC-’7
(Osada et al, 1990); pertenece a la nueva subfamilia de PKCs
(nPKCs) que no tiene la región C2 que existe en las PKCs conven
cionales (a, B Y 3).



La PRC-57 muestra una mayor homologia con la PKC-EL Esta simili
tud se extiende a la región V1, que contiene una secuencia (EXWX
DLXPXXKV),también presente en la PKC- 8. Por el momento no ha
podido ser determinada la función de esta región. La similitud en
la secuencia, entre las PKC-‘7y ílsugiere una similitud en sus
propiedades bioquímicas. La PKC- fl? une ésteres de forbol, con
afinidad menor que la de la PKC-a.

Un aspecto comúnen la distribución de los otros miembros de la
familia PKC, es su concentración en cerebro (Nishizuka, 1988;
Ohno et al, 1987; Ono et al, 1938a). En cambio, la expresión de
la PKC-‘Ües muy baja en cerebro y alta en pulmón y piel. La pre
sencia de una nPKC, independiente de Ca2+, en piel de ratón, im
plicaría que los efectos de los ésteres de forbol en piel de ra
tón involucran la activación de la nPKC.

Recientemente ha sido clonado un cDNAque codifica para una nueva
PKC. Esta enzima, PKC-L, pertenece a la subfamilia nPKCy ha sido
aislada de una biblioteca de cDNA de queratinocitos humanos
(Bacher et al, 1991). Por análisis de Northern blot se determinó
que su expresión era más abundante en pulmón, mientras que en co
razón y piel la expresión era menor. En cerebro, la PKC-L está
ausente. Si bien la PKC-Ltiene bastante homología con la PKC-.E,
las diferentes distribuciones tisulares estarian en contra de la
posibilidad de que la PKC-Lfuera la homóloga humana de la PRC-Ei
de rata (o de la nPKCde conejo).

Se investigó la expresión de la PKC-Len varias lineas celulares
humanas derivadas de piel. El mRNApara PKC-Lse expresa en la
linea de carcinoma de piel humano, SCL-1, y en la línea de quera
tinocitos humanosHaCaT. También se expresa en la linea celular
A431 de carcinoma epidermoide humano. La expresión de la PKC-Len
líneas celulares derivadas de piel y la capacidad de la enzima de
unir ésteres de forbol, sería evidencia suficiente para que la
PKC-Lfuera capaz de transmitir señales mediadas por ésteres de
forbol.



Esta enzimase autofosforila y la autofosforilación se activa con
el agregadode fosfatidilserina y ésteres de forbol.

Cuando se compararon las secuencias aminoacídicas de las PKC-L y
‘7, se encontró un 93%de homología total. En consecuencia, la
PKC-L y371K>son dos isoformas sino una, que se expresan en dis
tintos organismos.

4.3.6. IsQermas de EKCen Qaengrhabditis eleganunmmhila
melancgasier

En el nematodo Caenorhabditis elegans se clonó el gen tpa-l, que
está involucrado en la acción del PMA.Este gen codifica para una
proteína de 526 aminoácidos.

En la proteína tpa;l aproximadamente el 45%de los aminoácidos 1
a 148 son idénticos a aquéllos de la región C1 de las PKCs; en
esta región también existen las regiones ricas en cisteínas. En
esta región no existe una secuencia correspondiente a la región
Cz de las PKCs.

La región comprendida entre el aminoácido 220 al 526 en la pro
teína tpg-l tiene bastante homologíacon el dominio catalitico de
varias quinasas de proteínas, aunque la mayor homología (53-63%)
la comparte con 1a PKC. En esta región también existen sitios po
tenciales de unión a ATP. Las secuencias DLKLDN(aminoácidos 351
a 356) y GTPDYISPE(aminoácidos 389 a 397) sugieren que la pro
teína tpa;l es una quinasa de serina y treonina, comolas PKCs
conocidas.

En el mismo nematodo la mutación del gen uno-13 provoca
movimientos no coordinados. El gen afecta al sistema nervioso y
fue clonado a partir de una biblioteca de expresión (Maruyama y
Brenner, 1991).

El gen ung;lï codifica para una proteína de 1734 aminoácidos. Una
región central de 300 aminoácidos de la proteína gnc-13 tiene
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bastante similitud con el dominio regulatorio de la PKC.En la
PKCeste dominio contiene las regiones C1 y Cz, que son responsa
bles de la dependencia a diacilglicerol o ésteres de forbol, fos
fatidilserina Y Ca2+. En la zona que correspondería a la región
C1 de las PKCs, solamente existe una de las repeticiones de cis
teínas, como ocurre en la PKC-I, También tiene una región homó
loga al dominio Cz de la PKC. El sitio de unión a ATP, que se en
cuentra en todas las quinasas de proteínas, no existe en la pro
teína ung;lfi. Por lo tanto, posiblemente esta proteina no sea una
quinasa de proteínas.

Por la secuencia aminoacídica, se puede suponer que la proteina
ung;lfi interactuaría con ésteres de forbol y Ca2+. Para investi
gar esto, se expresó en E. coli una proteína recombinante que
contenía los aminoácidos 389 a 1090 de la proteína unc;lfi. Se hi
cieron ensayos in vitro de unión a ésteres de la proteina y se
determinó que esta proteína une [3HJPDBuen forma dependiente de
Ca2+. El agregado de diacilglicerol (10 ug/ml) inhibe un 50% la
unión del [3HJPDBu.Sin embargo, a diferencia de las PKCs, no re
quiere fosfatidilserina para la unión de los ésteres de forbol.

Mutaciones en el gen “ng-13 causan diferentes defectos del siste
ma nervioso en C. elegans. Algunos de los fenotipos del mutante,
comoresistencia al inhibidor de acetilcolinesterasa y acumula
ción de acetilcolina a un nivel muyalto, se explicaría como un
defecto en la liberación y almacenamiento de la acetilcolina. De
hecho, los ésteres de forbol y el Ca2+ aumentan la liberación de
neurotransmisores por neuronas (Tanaka et al, 1984; Zurgil y
Zisapal, 1985).

A partir de bibliotecas genómicas y de cDNAde Drosophila melano
gaster (Rosenthal et al, 1987) se identificó una proteina homólo
ga a la PKCde mamíferos. Esta proteína tiene un 64%de homologia
con la PKC-a, 62% con PKC-B y 58% con la PRC-3 de mamíferos. Con
tiene los dominios de repeticiones de cisteínas, pero no existe
un dominio de unión a Ca2+.



Mediante experimentos de Northern blot se encontraron tres mRNAs
igualmente abundantes en el adulto. En el embrión no fue detecta
do ningún mensajero. Los bajos niveles de mRNAsen el embrión re
flejarían la utilización de las proteinas maternas en este esta
dio del desarrollo, la utilización de otro gen de PKCque en las
condiciones del experimento no pudo ser detectado o que la PKC
sólo es requerida en etapas más tardías del desarrollo.

5. METABOLISMO DE LOS INOSITOL FOSFOLIPIDOS Y TRANSDUCCION DE

SEÑALES

5.1. Generalidades

A fines de la década del 40, Folch (Folch, 1949) aisló a partir
del cerebro los polifosfoinositidos. Másadelante se demostró que
consistian en difosfoinosítidos (fosfatidilinositol 4-fosfato,
PIP) y trifosfoinosítidos (fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato,
PIP2)(Dittmer y DaWSon, 1961). Tanto el PIP como el PIPz son pro
ducidos a partir del fosfatidilinositol (PI) a través de fosfori
laciones secuenciales en el inositol, por acción de las quinasas
de PI y PIP (Colodzin y Kennedy, 1965; Michell y Hawthorne, 1965;
Kai et al, 1966).

Unagran variedad de señales extracelulares (Tabla 2) inducen el
recambiode los inositol fosfolipidos en los respectivos tejidos
blanco (Michell, 1975; Berridge, 1981).

Inicialmente se supuso que el blanco primario de las señales ex
tracelulares era el PI (Hokin y Hokin, 1953), pero ahora se sabe
que después de la estimulación del receptor, el PIPz es degradado
inmediatamente para producir 1,2-diacilglicerol (DG)y myo-inosi
tol 1,4,5-trisfosfat0 (IPS) (Abdel-Latif et al, 1977; Agranoff et
al, 1983; Berridge et al, 1983; Fisher et al, 1984). Estos dos
compuestos, DGe IPa son producidos por la acción de la fosfoli
pasa C (PLC) que es activada cuando los receptores son ocupados
por hormonas que movilizan Ca2+_
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Tabla 2: Agonistas que inducen el recambio de los inositol fosfo

lípidos

Acetilcolina (M1)
Norepinefrina (al)
Epinefrina (al)
Dopamina (D2)
Histamina (H1)
Serotonina
ACTH

Vasopresina
Despolarización del K+
Estimulación eléctrica
Quimiatractantes
Secretagogos
Mitógenos
TRH

GnRH

5-Hidroxitriptamina
Adenosina
Colágeno

Bombesina
Pancreozimina
Sustancia P
Bradiquinina
Tromboxanos
Trombina
Factor activador de plaquetas
Angiotensina II
Colecistoquinina
Ceruleína
Gastrina
Factores de crecimiento
Leucotrieno B4
Formil-Met-Leu-Phe
Fitohemaglutinina
Concanavalina A
Interleukina I

En el cerebro, los polifosfoinosítidos están localizados en dos
conjuntos diferentes: un conjunto metabólicamente estable asocia
do con la mielina y, otro conjunto lábil asociado con neuronas,
membranasde la glia y membranas plasmáticas (Eichberg y Hauser,
1967).

En algunos tejidos,
que es hidrolizado en

primera vez en la glándula de la sal de aves, donde un con
de PI se

conjunto de PA. Si

por
junto discreto
formando un
conjunto de

habria

PA revertia

un único conjunto de fosfoinosítidos
respuesta a un agonista. Esto se demostró

hidrolizaba por estimulación con ACh,
se bloqueaba con atropina, este

conjunto original de PI (Hokin y
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Hokin, 1964).

Estudios realizados en células HRK-1(Koreh y Monaco, 1986) y en
eritrocitos (Muller et al, 1986) indican que una parte del PIPz
(presumiblemente ubicado en la membranaplasmática) sería inacce
sible a la PLC, debido a que serviría comoanclaje de las proteí
nas del citoesqueleto (Anderson y Marchesi, 1985; Yang et al,
1986).

El IP3 libera Ca2+de vesículas no mitocondriales (Burgess et al,
1984; Joseph et al, 1984; Streb et al, 1933). El aumento de Ca2+
citosólico libre produce una variedad de efectos a través de la
acción de quinasas de proteínas dependientes de Ca2+/calmodulina
y de la modulación directa de otras actividades enzimáticas (Ras
mussen, 1984).

Por otro lado, el diacilglicerol actúa sobre la PKCaumentando la
afinidad de la enZimaPor el Ca2+y la fosfatidilserina, causando
la activación de la mismaa concentraciones fisiológicas de Ca2+
(10-7 M) (Nishizuka, 1984).

5.2- Inositol-1,4,5 trisfosfato comosegundomensajero

El Ca2+citosólico puede ser movilizado desde compartimientos in
tracelulares y/o extracelulares. Cuandola mayoría de las células
son activadas por agonistas que movilizan Ca2+ se producen 2 fa
ses en la movilización del ión. Inicialmente el Ca2+es liberado
de compartimientos intracelulares y luego sigue un flujo de Ca2+
desde el medio extracelular (Putney, 1978; Rasmusseny Barrett,
1984; Rubin, 1982; Schulz y Stolze, 1980). Parte del calcio cito
sólico derivado de compartimientos intracelulares es liberado ha
cia el exterior de la célula (Altin y Bygrave, 1985), aunque tam
bién hay evidencias de que eSe Ca2+ es tomado por las mitocon
drias (Biden et al, 1986).

Hace algunos años se sugirió que un segundo mensajero generado
durante la hidrólisis de los polifosfoinosítidos en la membrana
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plasmática, estaría involucrado en la movilización del Ca2+ in
tracelular (Michell, 1975; Fain y Berridge, 1979a, 1979b).

La adición de IPa a células pancreáticas permeabilizadas resulta
ba en la liberación del Ca2+intracelular (Streb et al, 1983). La
liberación de Ca2+en células permeabilizadas es rápida y ocurre
a concentraciones muy bajas de IP3 (lO-7M). Esta liberación es
transiente debido a que el IPs se metaboliza rápidamente y el
Ca2+ es tomado nuevamente por el reticulo endoplásmico.

En base a experimentos de fraccionamiento subcelular y al uso de
inhibidores metabólicos, el IPa liberaría Ca2+de una fracción de
membranaque forma parte del reticulo endoplásmico (Biden et al,
1984; Carstem y Miller, 1985; Joseph et al, 1984; O'Rourke,
1985).

5.3. Receptor de IPa

El IPa que se forma después de la hidrólisis de los fosfoinosíti
dos, puede ser posteriormente hidrolizado (Berridge e Irvine,
1989) o interactuar con receptores que intervienen en la libera
ción intracelular de Ca2+.

Ha sido purificada una proteína de 250 kDa, que se piensa que es
el receptor de IP3 (Supattapone et al, 1988). Esta proteina es
abundante en las células de Purkinje cerebelares; es una glico
proteina que une heparina y concanavalina, y es sustrato de la
quinasa dependiente de AMPc.

Se le han dado varios nombres: P400 (Furuichi et al, 1989),
PCPP260 (Walaas et al, 1986) y GP-A (Groswald y Kelly, 1984).

A partir de una biblioteca de cDNAde cerebelo de ratón se obtuvo
un cDNa que codifica para la proteína P400 (Furuichi et al,
1986). Esta proteína tiene 2749 aminoácidos, con un peso molecu
lar teórico de 313 kDa. Por perfiles hidropáticos, se llegó a la
conclusión de que la proteina tendria 9 dominios transmembrana;
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pero por estudios de inmunolocalización se determinó que una re
gión grande amino-terminal se encuentra en la cara citoplasmática
del reticulo endoplásmico. Por lo tanto, existen 7 dominios
transmembrana cercanos al extremo carboxilo-terminal. El dominio
citoplasmático contendría el sitio de reconocimiento de IPa, asi
como los elementos regulatorios. También se considera que la re
gión que transloca el Ca2+estaria ubicada en los dominios trans
membrana. Sin embargo, esta asignación de dominios funcionales
todavia es tentativa.

5.4. Caminos enzimáticos

En la figura 11 se resumen los principales eventos intracelulares
que ocurren en el hígado como consecuencia de la producción de
IP3 y DGa partir del PIP2.

Dos enzimas diferentes producen la hidrólisis del PIPz (Irvine,
1982): una fosfomonoesterasa (paso a) que oliva el fosfato de la
posición 5 del anillo inositol para dar PIP, y la fosfolipasa C
que al ser activada por alguna señal extracelular produce diacil
glicerol e IPa (paso e). El PIP es metabolizado posteriormente
por una fosfomonoesterasa para dar PI (paso b), aunque también
podría ser sustrato de la fosfolipasa C. La resíntesis del PIP y
del PIPz tiene lugar por acción de la PI quinasa (paso o) y de la
PIP quinasa (paso d), ambas enzimas requieren ATPpara su activi
dad.

El myo-inositol-l,4,5-trisfosfato (IPa) activa la liberación del
Ca2+de compartimientos intracelulares. Este compartimiento in
tracelular sería el reticulo endoplásmico (Streb et al, 1984).
Solamente parte del conjunto de Ca2+ del reticulo endoplásmico es
sensible al IPs; en promedio el IPs libera de un 30 a un 50%del
conjunto de Ca2+no mitocondrial, el restante es liberado por io
nóforos de Ca2+. Esto implica que el conjunto insensible a IPs es
un compartimiento separado por una membrana. La localización ana
tómica y la identidad de los conjuntos sensibles y no sensibles a
IPs aún no se conocen.
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Figura 11: Eventos intracelulares que ocurren como consecuencia
de la activación de la fosfolipasa C (PLC)

Las reacciones anotadas con letras son : a, PIP2 fosfomonoestera
sa; b, PIP fosfomonoesterasa; c, PI quinasa; d, PIP quinasa; e,
PIP2 fosfodiesterasa; y f, IP3 fosfomonoesterasa.

Luegoel IP3 es hidrolizado por una fosfomonoesterasa especifica,
dando myo-inositol-l,4-bisfosfato (IP2)(paso f). Esta enzima se
ha encontrado predominantemente en la membranaplasmática de he
patocitos (Seyfred et al, 1984) y en eritrocitos (Downeset al,
1982; Hawkins et al, 1984). El IPz subsecuentemente es hidroliza
do a inositol-l-fosfato (IP), que a su vez es metabolizado a myo
inositol por una fosfomonoesterasa sensible al Li+ (Berridge et
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al, 1982; Hallcher y Sherman, 1980). El diacilglicerol es hidro
lizado a ácido fosfatídico (PA)que es transportado al reticulo
endoplásmico por una proteína de intercambio donde se convierte
en PI, y este último, finalmente, es transportado a la membrana
plasmática por otra proteina de intercambio (Berridge, 1981).

Comoya se había mencionado, el diacilglicerol que es producido
en las membranasa partir del PIPz, aumenta la afinidad de la PKC
por el Ca2+, de manera tal que la concentración del ión necesaria
es del orden de 10-7 M. En consecuencia, se tiene una enzima to
talmente activada sin un incremento neto de la concentración de
Ca2+. Entonces se puede concluir que la PKCes bioquímicamente
dependiente y fisiológicamente independiente del Ca2+.

Cuandose estimulan plaquetas con trombina, colágeno o factor ac
tivador de plaquetas (PAE), se liberan algunos productos de los
gránulos plaquetarios (serotonina), de los cuerpos densos (nu
cleótidos de adenina), de los gránulos a (B-tromboglobulina) y de
los lisosomas (hidrolasas ácidas). Estas reacciones están asocia
das principalmente con la fosforilación de dos proteinas endóge
nas, una de 40 kDa y otras de 20 kDa (Haslam y Lynham, 1977;
Kawahara et al, 1980; Ieyasu et al, 1982; Sano et al, 1983).

La proteína de 20 kDa es idéntica a la cadena liviana de la mio
sina, y la enzima responsable de esta reacción es dependiente de
calmodulina y requiere absolutamente de la movilización de Ca2+
(Hathaway y Adelstein, 1979; Naka et al, 1983). Por otro lado, la
PKCes la enzima responsable de la fosforilación de la proteina
de 40 kDa (Kawahara et al, 1980; Ieyasu et al, 1982; Sano et al,
1983).

Cuandolas plaquetas son estimuladas, se produce rápidamente dia
cilglicerol (DG)con la concomitante desaparición de los inositol
fOSÍOIÍPidOs (Kawahara et al, 1980; Ieyasu et al, 1982; Sano et
al, 1983; Bell y Majerus, 1980). El DGse produce transientemen
te; después de un minuto desaparece formándose nuevamente inosi
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tol fosfolípidos o degradándose a ácido araquidónico. La apari
ción transiente del DGen membranasestá siempre asociada con la
activación de la PKC.

Cuandose tratan células intactas con el diacilglicerol OAGo el
éster de forbol PMA,no se inducen la hidrólisis de los inositol
fosfolípidos, la formaciónde diacilglicerol, ni la liberación de
ácido araquidónico (Kaibuchi et al, 1983).

Las plaquetas son útiles para demostrar la activación directa de
la PKC, debido a que la fosforilación de la proteína de 40 kDa
puede utilizarse comoindicador. La fosforilación de esta proteí
na confirmaría entonces la activación de la PKC.

N0 hay MOVilizaCíÓn del Ca2+ medido indirectamente por 1a fosfo
rilación de la proteína de 20 kDa (Kaibuchi et al, 1983) o direc
tamente usando un indicador intracelular de Ca2+, quin-2 (Rink et
al, 1983).

Basándose en estas observaciones, se llega a la conclusión de que
el diacilglicerol que se produce transientemente a partir de los
inositol fosfolípidos, es un activador directo de la PKC.

5-4-1W
La estimulación de la hidrólisis de los fosfoinositidos por una
gran variedad de hormonas y neurotransmisores genera IPa y DG
(figura 12). La fosfolipasa C, que cataliza la hidrólisis del
PIP2, está presente en la mayoría de las células de mamíferos, en
plantas y en varios microorganismos (Rhee et al, 1989; Henner et
al, 1988; Kuppe et al, 1989). A partir del aislamiento directo de
proteínas, la caracterización inmunológica y estudios de clonado
molecular se llegó a la conclusión de que habría 4 tipos de PLC
en tejidos de mamíferos (a, B, 3 y ¿3). Todas ellas son polipép
tidos únicos y productos de genes discretos (Rhee et a], 1989;
Ryuet al, 1987). Mediante electroforesis en geles desnaturali
zantes de poliacrilamida se han determinado los pesos moleculares
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de estas proteínas: 62-68 kDa, 159-154 kDa, 145-148 kDa y 85-88
kDa para las PLC-a, B, X y 5 respectivamente (Ryu et al, 1987).
Las 4 enzimas tienen propiedades catalíticas similares, hidroli
zan PI, PIP y PIP2 y su actividad es dependiente de la concentra
ción de Ca2+. Las velocidades de hidrólisis del PIP y PIP2 por la
PLC-a en ausencia de Ca2+ era aproximadamente un 30%de la velo
cidad máxima,mientras que la hidrólisis por las otras enzimas
era insignificante en ausencia de Ca2+ (Rhee et al, 1989).

Los 4 tipos de enzimas no sólo son muy distintas en el tamaño,
sino también en la secuencia aminoacidica. Esta falta de simili
tud es consistente con la ausencia de reactividad inmunológica
cruzada entre ellas. Cuandose compararon las secuencias de las
PLC-B. 3 y 5 se encontró entre un 40-60% de similitud en dos re
giones. Estas dos regiones se llamaron X e Y, de 150 y 240 amino
ácidos respectivamente (Figura 12). Estas 2 regiones constitui
rían, separada o conjuntamente un dominio catalítico. Este domi
nio sería importante en el reconocimiento específico de los fos
foinosítidos y en la hidrólisis de las uniones fosfodiester. Las
3 enzimas tienen una región amino-terminal de 300 aminoácidos,
que precede al dominio X. La homología en esta región es solamen
te del 20%.

La PLCbacteriana, específica de PI, reconoce la estructura de
inositol-fosfato presente en el PI, pero no hidroliza PIP ni PIP2
(Kuppe et al,1989). Los genes que codifican para la PLCde Baci
llus thuringiensis y Bacillus cereus han sido clonados y sus se
cuencias aminoacidicas son casi idénticas (Henner et al, 1988;
Kuppe et al, 1989).

Aunque el tamaño de la PLC de Bacillus es mucho menor, existe un
segmento de 70 aminoácidos que tiene un 20%de identidad con el
dominio X de las PLCs de mamíferos. Esto estaría de acuerdo con
la hipótesis de que el sitio activo de las PLCsse encontraría en
el dominio X.
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Figura 12: Representación lineal de fosfolipasa C de Bagillus y
de cuatro tipos de mamíferos.

X e Y: dominios homólogos comunes de las PLC-B1, 31 y 61; X':
dominio en Bacillus parcialmente homólogo al X de mamíferos.
SH2 y SHa: homologia de tipo src.

La secuencia de la PLC-a ha sido deducida a partir de cDNAde cé
lulas basofilicas leucémicas de rata. Esta no muestra similitud
con las secuencias de las otras PLCs (Bennett et al, 1988), ade
más las propiedades catalíticas de la PLC-a son más parecidas a
las de la PLCde Bacillus que a las de las otras PLCs de mamífe
ros. De manera tal que habria 2 posibilidades, la primera es que
en mamíferos existirian 2 clases de PLCs, una que contiene los
dominios conservados X e Y y la otra sin esas dos regiones. La
segunda posibilidad es que el cDNAaislado de células basofílicas
leucémicas de rata no sería un gen verdadero.

Utilizando como sondas los dominios conservados X e Y de las
PLCs, se hizo un rastreo a baja rigurosidad de cDNAde varios te
jidos. De esta manera se clonaron y secuenciaron 4 cDNAsrelacio
nados con PLC (Emori et al, 1989). Estas 4 nuevas PLCs están re
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lacionadas estructuralmente con algunas de las 3 PLCs (B, X y' 5)
aisladas de cerebro bovino y de rata (Figura 13). Esto sugiere
que cada uno de las PLCsconstituyen diferentes familias. La di
ferencia de estructura de los diferentes tipos de PLCno se debe
a una diferencia en especie y/o tejido. Por ejemplo, en la PLC-31
de cerebro de rata, bovino y humano existe un 95%de homología y
esta enzima se encuentra en casi todos los tejidos de mamíferos.

La PLCtipo B tiene un dominio C-terminal de 400 aminoácidos que
lo diferencia de los tipos X y 8. Este dominio contiene aproxima
damente un 40%de aminoácidos cargados (Katan et al, 1988). El
gen que codifica para la PLCen Drosophila, Norp A, (Bloomquist
et al, 1988) es similar al de PLC-B. La similitud entre ambas es
tá dada por ese dominio con una alta proporción de aminoácidos
cargados. Otra caracteristica de la PLC-Bes una región de resi
duos acidicos consecutivos, ubicada entre los dominios X e Y. La
PLCNorp A no posee este dominio acídico. Por último, la PLC tipo
6 se distingue debido a la ausencia de una región carboxi-termi
nal después de los dominios X e Y.

Las PLCs81 y 32 contienen en la región existente entre los domi
nios X e Y, 3 regiones relacionadas en cuanto a secuencia con las
porciones limitadas del oncogen src (Stahl et al, 1988; Suh et
al, 1988). Las 3 regiones son duplicados de SHz y SHa (homología
2 y 3 del oncogen src). Por lo tanto, la PLC-3puede ser dividi
da, desde el punto de vista estructural en 3 dominios: X, Y y SH
(SHz y SH3). Se estudió la función de cada uno de los dominios
expresando plásmidos que codificaban para PLC-Xstruncadas en Es
cherichia coli (PLC-31) (Emori et al, 1989) o en células COSl
(PLC-32). Cuando se delecionaba el dominio SHse detectaba acti
vidad de PLC, aunque se reducía a un 10-30% del control. En cam
bio, cuando la deleción era en el dominio X o Y se perdia total
mente la actividad. En consecuencia, los dominios X e Y son esen
ciales para la actividad de la PLC, no así el dominio SH.
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Figura 13: Representación lineal de los miembros de las PLCstipoB.3y
Los porcentajes reflejan el grado de identidad con PLC-Bi, PLC-31
o PLCfiï para cada tipo.

Recientemente ha sido identificada por métodos bioquímicos otra
PLC denominada PLC-E, Que tiene un peso molecular de 86 kDa. Esta
enzima es citosólica y su actividad está regulada por proteínas G
(Thomas et al, 1991).
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5.4.2 Ergtgjnas g

Existen 2 tipos de proteína G: las "pequeñas proteínas G" que son
polipéptidos de aproximadamente 200 aminoácidos y las proteinas G
heterotriméricas, compuestas por subunidades a, B y x. Las prime
ras actúan regulando crecimiento celular, secreción de proteínas
e interacción de vesículas intracelulares (Hall, 1990). Las se
gundas están asociadas a la transducción de señales mediadas por
receptores que se encuentran en la superficie celular.

De acuerdo al modelo de acoplamiento de la adenilil ciclasa con
las proteínas G, la interacción de un agonista con su receptor
inicia 2 procesos; uno lleva a la desensibilización a través de
una modificación del receptor y el otro es generador de señales
que comienza con la activación de la proteina G (figura 14).
Cuandoel receptor activado interacciona con la proteina G se
produce el intercambio de GDP, unido a la subunidad a, por GTP,
de manera que el complejo a-GTP se disocia del heterodímero BX.
La subunidad a con GTPunido y la subunidad BXinteraccionan con
proteinas efectoras _que posteriormente amplificarán la señal.
Cuando el GTPunido a la subunidad a es hidrolizado a GDPfinali
za el efecto regulatorio. Entonces la subunidad a se reasocia al
complejo BB.

Mediante estudios en los que se utilizan células permeabilizadas
o membranasaisladas se ha establecido que las proteínas G están
involucradas en la activación de la fosfolipasa C mediada por re
ceptor. En estas preparaciones las respuestas inducidas por ago
nistas pueden ser simuladas por la adición de Ca2+o potenciadas
por el agregado de GTPo análogos del GTP.

Gomperts (1983) demostró que los nucleótidos de guanina estimulan
la secreción Ca2+—dependientede histamina en mastocitos. Propuso
que una proteína que une GTP(proteína G) estaria involucrada en
eventos secretorios dependientes de Ca2+.
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Figura 14: Transducción de señales por proteína G.

(A) un receptor (R) se asocia con un ligando especifico (L), es
tabilizando la forma activada del reCeptor (R*), que puede inter
cambiar GTPpor DGPunido a la subunidad a de una proteína G es
pecífica. El heterodímero 93 permanecería asociado a la membrana
mediante una modificación isoprenil (i) de la subunidad 3. El receptor es desensibilizado por fosforilación específica (-P).
(B) ciclo de protein G. Las subunidades a (aGTP) y los heterodí
meros BXpueden interactuar con diferentes efectores (fosfodies
terasa, fosfolipasa C, adenilil ciclasa, fosfolipasa A2, canales
iónicos).
PTX, toxina de B. pertussis; CTX, toxina de V. cholerae

Análogos no hidrolizables de GTP, GTPXSy Gpp(NH)p, estimulan la
liberación de 5-HT, ligada a fosfoinosítidos y la producción de
DGen plaquetas permeabilizadas (Haslam y Davidson, 1984) y la
liberación de hormonasparatiroideas en células paratiroideas bo
vinas permeabilizadas (Oetting et al, 1986). El efecto
estimulatorio de los análogos de GTPson bloqueados en presencia
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de GDPBS,indicando la participación de una proteína G, debido a
que el GDPBSmantiene las proteínas G en un estado inactivo.

Para identificar las proteinas G que estarian involucradas en la
activación de la PLCmediada por receptor se usó la ADP-ribosila
ción comoherramienta (Ui, 1988). Dos toxinas bacterianas, la to
xina de V. cholerae y la toxina de B. pertussis, catalizan una
ADP-ribosilación dependiente de NAD+que lleva a la inactivación
de la proteina. La toxina de V. cholerae ADP-ribosila la subuni
dad a de G9. La modificación de esta subunidad disminuye la hi
drólisis del GTPunido a ella y la proteína sigue activando a la
adenilil ciclasa, resultando en la sobreproducción de AMPc. Por
otro lado, la toxina de B. pertussis cataliza la ADP-ribosilación
de la subunidad a de Gi. Esta modificación desacopla a la proteí
na de su receptor. Debido a que Gi inhibe a la adenilil ciclasa,
el tratamiento con esta toxina lleva al aumentode la actividad
de la enzima.

Cuandose hacia un pretratamiento de mastocitos con toxina de B.
pertussis se inhibía la secreción de histamina en respuesta a un
agonista (Nakamuray Ui, 1985). Posteriormente demostraron que la
inhibición de la secreción de histamina se debía a la inhibición
de la hidrólisis de los fosfoinosítidos. El grado de inhibición
de la respuesta de los fosfoinosítidos fue dependiente de la con
centración de la toxina de B. pertussis usada durante el pretra
tamiento y estaba correlacionado con el grado de ADP-ribosilación
de una proteina de 41 kDa. Estas observaciones indicaban que la
proteína ribosilada era una Gi u otra proteína muysimilar a Gi.
Debido a que la liberación de histamina inducida por el ionóforo
de Ca2+, A23187, no estaba afectada por el tratamiento con toxina
de B. pertussis, se postuló que la proteína sensible a la toxina
actuaría en un paso entre la ocupación del receptor y la activa
ción de la PLC. La inhibición de la hidrólisis de los fosfoinosí
tidos por la toxina de B. pertussis ha sido informado en muchos
tipos celulares (Okajima et al, 1985; Verghese et al, 1986;
Brandt et al, 1985; Steimberg et al, 1987). En algunos casos la
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formación de IPa era sensible a la toxina de V. cholerae (Imboden
et al, 1986).

Aunque las proteínas Gi, Go y transducina pueden ser ADP-ribosi
ladas por la toxina de B. pertussjs y Gs por la toxina de V. cho
lerae, la simple demostración de que un evento mediado por recep
tor es inhibido por cualquiera de estas dos toxinas, no es sufi
ciente para identificar la proteina G involucrada. La falla de
algunas respuestas de fosfoinositidos, mediadas por receptor, de
ser inhibidas por toxina de V. cholerae o toxina de B. pertussis
(Burch et al, 1986; Lapetina, 1986; Lnyedi et al, 1986; Raben et
al, 1987; Sasaguri et al, 1987; Baukal et al, 1988) llevo a suge
rir que el acoplamiento de la PLCcon los receptores estaría me
diado por una única proteína G, denominada Gp o Np (Litosch y
Fain, 1986).

Una proteína G a la que se denominó Gz fue identificada por méto
dos de clonado molecular (Fong et al, 1988; Matsuoka et al.
1988). Esta proteína no es ADP-ribosilada ni por la toxina de B.
pertussis ni por la toxina de V. cholerae y estaría relacionada
con la regulación de la fosfolipasa C (Cockcroft, 1987; Negishi
et al, 1987).

Mediante purificación en BX-agarosa (Pang y Sternweis, 1989,
1990) y por técnicas de biología molecular (Strathmann et al,
1989; Strathmann y Simon, 1990) se identificó otra clase de pro
teína G a la que se denominó Gq.

La subunidad aq purificada a partir de cerebro bovino (Pang y
Sternweis, 1990) tiene un peso molecular de 42 kDa, no es recono
cida por anticuerpos contra otras subunidades a conocidas y no es
sensible a la toxina de B. pertussis. Por otro lado, aq purifica
da fue capaz de estimular la actividad de PLCparcialmente puri
ficada (Smrcka et al, 1991).
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5.4-3
Las acciones biológicas de PDGFy EGFestán mediadas por recepto
res de membranaque poseen actividad citoplasmática de quinasa de
tirosina, regulada por el ligando. Cuandolos factores de creci
miento se unen al receptor, Se inducen la autofosforilación del
mismoen residuos tirosina y la estimulación de la actividad de
PLC. Recientemente se observó que el tratamiento de varios tipos
celulares con EGFo PDGFaumentaba el contenido de tirosinas fos
foriladas de PLC-31, pero no de PLC-B1 o PLC-81 (Wahl et al,
1989; Margolis et al. 1989; Meisenhelder et al, 1989; Kumjian et
al, 1989; Morrison et al, 1990). Ademásla fosforilación en tiro
sinas de la PLC-31 estaba correlacionada con el aumento del re
cambio de PIP2. Cuando se sustituían las 3 tirosinas de la PLC-31
por fenilalanina se bloqueaba completamente la actividad de PLC
estimulada por PDGF(Kim et al, 1990; Wahl et al, 1990).

La PLC-32 tiene 2 de los 3 residuos de tirosina de la PLC-31, con
lo que se puede especular que en la activación de la PLC-32esta
ria involucrada la fosforilación de las tirosinas, aunqueno se
conocen la naturaleza de la quinasa de proteínas ni las señales
extracelulares ligadas a su activación.

Con respecto a las otras PLCs se sabe que las PLC-B1y Bz son ac
tivadas por proteínas G, correspondientes a la familia Gq. Por
último, todavia se desconoce la forma de activación de la PLC-S.

6. CICLO DE FOSFATIDILCOLINA Y TRANSDUCCION DE SEÑALES

El PIPz, via PLC, no es la única fuente de DG. El catabolismo de
la fosfatidilcolina (PC), inducido por agonistas, también es una
fuente de DG (Pelech y Vance, 1989).

El DGpuede generarse directamente de la PC, vía PLCo por acción
de la fosfolipasa D (PLD). A partir de PC la PLDda ácido fosfa
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tídico (PA) y luego éste es clívado por la PA-fosfohidrolasa
(PAP) a DG(Figura 15). Además la hidrólisis de la PC por la fos
fOliPasa A2 (PLA2)produce lisofosfatidilcolina y ácido araquidó
nico (AA). Este último es también capaz de activar a la PKC (Ni
shizuka, 1988). La liso-PC puede ser reesterificada a PC o cata
bolizada a glicerofosfocolina (GPC), la cual posteriormente puede
ser degradada a glicerol-B-fosfato (G3P) y colina. El G3P puede
ser reconvertido a DGvía síntesis de PA. El DGpuede reaccionar
con CDP-colina y de esta manera se completa el ciclo de recambio
de la fosfatidilcolina.

COLINA EICOSANOIII

I

FOS FOCOLINA I

C‘Ï A A
CDP-COLINA
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[3311.1532

Liso-PC

ÁCIDO
GRASO
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G3P

[E Mc
P-COLINA \/
COLINA

1-ACil-G3P

Figura 15: Ciclos de fosfatidilcolina para generar segundos men
sajeros (diacilglicerol y eicosanoídes).
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6.1 Hidrólisis de fosfatidilcolina inducida por agonistas

Al igual que los inositol fosfolipidos, la fosfatidilcolina se
encuentra exclusivamente en membranasde células eucariontes.
Trabajos recientes señalan que la activación de una PLCespecífi
ca de PC se daría en respuesta a ciertas hormonas, en forma aná
loga a la estimulación de la PLCespecífica de inositol fosfoli
pidos. El tratamiento de varios tipos celulares con vasopresina,
PDGF,bombesina e interleukina-l aumenta la producción de DG y/o
fosfocolina (Irving y Exton, 1987; Besterman et al, 1986; Muir y
Murray, 1987; Roscoff et al, 1988). Mientras que la vasopresina,
PDGF,y bombesina también estimulan la hidrólisis del PIP2 la in
terleukina-l no lo hace.

En la mayoria de estos trabajos se llegó a la conclusión que el
DGproducido se generaba directamente a partir de PC debido a que
también se producía fosfocolina. Por otro lado, se vio por croma
tografía en capa delgada que la fosfocolina comigraba con la GPC.
Por lo tanto, la aparición de la GPCse deberia a la hidrólisis
de la PC por la PLA2,y a la posterior hidrólisis de la liso-PC
formadapor la lisofosfolipasa. El tratamiento de glándula pineal
de rata con norepinefrina o el iónoforo de Ca2+, A23187, induce
la formación de AAy liso-PC a partir de PC por activación de la
PLAz (Ho y Klein, 1987).

Además de la acción de la PLC en la formación de DG, éste se pue
de obtener por las acciones secuenciales de la PLDy la PA-fosfo
hidrolasa, o de la sintesis de novo a partir de los productos de
hidrólisis de la PC.

Estudios realizados con células REF52(línea celular embrionaria
de rata) o con hepatocitos de rata demuestran la implicación de
1a PLDen el catabolismo de la PC, inducido por agonistas (Cabot
et al, 1988; Bocckino et al, 1987). Las células REF52en respues
ta a vasopresina muestran un aumento de la hidrólisis de la PC a
PA y colina (Cabot et al, 1988). De la misma manera en hepatoci
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tos de rata tratados con vasopresina, se observa que el PA se
acumula antes que el DGy que también está implicada una proteína
G (BOCCkinoet al, 1987). En este caso no se vió incorporación de
[3H]glicerol a PAo DGpor lo que se descartó la síntesis de novo
de DG como fuente de PA.

6.2. Biosíntesis de fosfatidilcolina

Una gran variedad de agentes (insulina, EGF, factor de crecimien
to de fibroblastos, vasopresina) estimulan la sintesis de fosfa
tidilcolina (Wardeny Friedkin, 1985; Kolesnick, 1987). La enzima
que interviene en la síntesis de PCes la CTszosfocolinacitidil
transferasa (CT) (Vance y Pelech,1984; Pelech y Vance, 1984). La
CTestaria regulada por la provisión de los sustratos: CTPy fos
focolina, y por la translocación desde el citosol, donde estaría
en un reservorio inactivo, al reticulo endoplásmico, donde es aC
tivada por fosfolípidos (Pelech y Vance, 1984).

Existen 2 mecanismos de regulación de la translocación de la CT.
Unode ellos involucra la liberación de la CTdesde el reticulo
endoplásmico al citosol, mediado por la quinasa de proteínas de
pendiente de AMPc.E1 otro mecanismo involucra la translocación
de la enzima al reticulo endoplásmico y la activación por ácidos
grasos (Vance y Pelech, 1984; Pelech y Vance, 1984; Cornell y
Vance, 1987). También el DGcausaría la translocación de la CTal
reticulo endoplásmico.

La existencia de un ciclo de fosfatidilclina presenta un gran nú
merode ventajas frente al ciclo de inositol fosfolípidos. La hi
drólisis de PC sería mayor debido a que el conjunto de PC es de 5
a 10 veces más grande que el de los inositol fosfolípidos. Más
aún, la resíntesis de PC a partir de DGinvolucra un solo paso
enzimático, mientras que el del PIPa involucra 5 pasos enzimáti
COS .
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6.3 Transducción de señales por productos de hidrólisis de
fosfatidilcolina

A diferencia de la hidrólisis de PIP2 catalizada por la PLC, la
hidrólisis de la PC produce DG, sin efecto sobre la concentración
citoplasmática de Caz+. Por otro lado, es improbable que la fos
focolina formada a partir de la PC por la activación de la PLC,
funcione como un segundo mensajero, debido a que normalmente está
presente en gran cantidad en las células (Pelech y Vance, 1984).
Sin aumento de la concentración intracelular de Ca2+, el DG pro
ducido a partir de la PC propaga la señal hormonal vía la activa
ción de las quinasas de proteinas. Por ejemplo, el DGy el PMA
activan a la PKCindependientemente del Ca2+ (Misra y Sahyoun,
1988).

7. ESTERES DE FORBOL Y PROMOCION DE TUMORES

Algunosésteres de forbol, comoel forbol lZ-miristato-l3-acetato
(PMA),son potentes promotores de tumores, y el sitio primario de
su acción seria la superficie de la membranacelular. También
ejercen respuestas altamente pleiotrópicas en muchostipos celu
lares in vitro e in vivo. Los ésteres de forbol afectan la morfo
logía celular, el metabolismode fosfolipidos, la unión de facto
res de crecimiento, la proliferación y la diferenciación celula
res, la comunicacióncelular, la fosforilación de proteínas, así
comotambién la expresión génica (Colburn, 1987).

El proceso carcinogénico involucra etapas múltiples y es modulado
por factores exógenos (ambientales) y endógenos (genéticos y hor
monaleS)(Weinstein et al, 1985). Estas etapas son: iniciación,
promoción y progresión. Los promotores de tumores se pueden defi
nir comocompuestos que no tienen actividad carcinogénica por sí
mismos, pero cuando se aplican repetidamente después de una dosis
baja o subóptima de un carcinógeno (iniciador) aumentan la tumo
rigénesis (Weinstein et al, 1985).



En el modelo de epidermis de ratón, la iniciación es inducida por
un potente mutágeno y es un proceso irreversible. Después de
días, semanas o meses, sigue un paso reversible que involucra
aplicaciones múltiples de un promotor de tumores, como el PMA
(Loehrke et al. 1983; Hennings et al, 1985). Este tratamiento
lleva a la formación de papilomas, algunos de los cuales pueden
progresar y formar carcinomas. Es interesante mencionar que la
abrasión mecánica de piel de ratón tratada previamente con mutá
genos, promueve la formación de papilomas y carcinomas, probable
mente por inducción de hiperplasia epidérmica regenerativa.

El éster de forbol PMAfunciona como un potente agente promotor
de tumores en la etapa de iniciación en el desarrollo de papilo
mas en piel de ratón.

También se observó que el PMApuede aumentar la capacidad de car
cinógenos físicos y químicos, de oncogenes virales y celulares,
de transformar células. El PMAaumenta la frecuencia de transfor
mación viral de células infectadas con: adenovirus tipo 5 (Ad 5)
(Fisher et al, 1978), virus de polioma (Seif, 1980) y virus de
papiloma bovino (Amtmanny Sauer, 1982). Cuando está presente el
éster de forbol, aumenta la transformación de células de mamífe
ros transfectados con el oncogen Ha-ras (Hsiao et al, 1984; Dotto
et al, 1985). Ademásde tener efecto en la iniciación de la
transformación viral, el PMAaumenta la expresión del fenotipo
transformado en células previamente transformadas por virus. Por
lo tanto, el PMAinduciría cambios celulares, que a su ves son
mediadores de la iniciación y expresión del estado transformado.

La PKCes blanco de los ésteres de forbol, ya que éstos activan
directamente a la enzima tanto in vitro como in vivo, de manera
que existiría una correlación entre la capacidad de los ésteres
de forbol de promover tumores y de activar a la enzima (Castagna
et al, 1982; Yamanishi et al, 1983). El PMAtiene una estructura
similar al diacilglicerol (figura 8) y puede sustituirlo a con
centraciones extremadamentebajas. Al igual que el diacilglice
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rol, el PMAaumenta la afinidad de la PKCpor el Ca2+ (en el ran
go de 10-7 M), dando como resultado una enzima totalmente activa
da sin movilización del Ca2+ (Yamanishi et a1, 1983).

El forbol-12,13 dibutirato (PDBu)es otro potente promotor de tu
mores. El [3HJPDBu puede unirse a una preparación homogénea de
PKC, solamente en presencia de Ca2+ y fosfolípidos, resultando
también en la activación de la enzima. La PKCfosforilaria muchos
sustratos, y estas modificaciones determinarían respuestas bioló
gicas.

La expresión del gen ElA del adenovirus tipo 5 (Ad5) en una línea
celular de fibroblastos embrionarios de rata (CREF)resulta en la
transformación morfológica. La eficiencia de transformación me
diada por el gen ElA, aumenta si el gen Ad5 E1Asalvaje es co
transfectado con un gen de la PRC-BIde rata (Su et al, 1991).
Utilizando genes ElACS (gen Ad5 EIA de virus mutantes sensibles
al frio), que inducen la transformación a 37°Cpero son defecti
vos a 32°C, se demostró que era necesario el gen ElA funcional
para que aumente la transformación celular. En cultivos que ex
presan bajos niveles de PKC-BI, el aumento de la transformación
viral se eliminaba cuando se agregaba el inhibidor de PKCH-7.

En cambio, la expresión de altos niveles de PKC-BIjunto con la
infección con virus Ad5resultaba tóxico para las células. Estas
observaciones sugieren que la capacidad del PMAde aumentar la
transformación de células embrionarias de ratas infectadas con
Ad5(Fisher et al, 1978), sería consecuencia de alteraciones ce
lulares inducidas por el promotor de tumores via un camino media
do por PKC.

La piel es uno de los blancos de las alteraciones celulares indu
cidas por ésteres de forbol (Raick, 1973; Laskin et al, 1981).
Después del tratamiento de piel con PMA,las células epidérmicas
engrosan y aumenta la actividad mitogénica de las subpoblaciones
germinativas de la epidermis. Los ésteres de forbol ejercen sus
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efectos tumorigénicos expandiendo las poblaciones de células epi
dérmicas que ya fueron iniciadas (Yuspa et al, 1981), En células
no iniciadas, los ésteres de forbol causan hiperplasia y engrosa
miento celulares, pero si cesa la aplicación de ésteres de forbol
se produce una regresión.

Hansido identificados varios factores celulares que controlan la
mitogénesis y la diferenciación de células epidérmicas. Uno de
ellos, el factor de crecimiento de transformación-a (TGF-a) es
producido por la epidermis normal humanay por cultivos de quera
tinocitos humanos (Coffey et al, 1987). El TGF-a tiene homología
estructural con EGFy ambosestimulan la proliferación de quera
tinocitos (Barrandon y Green, 1987).

Se ha demostrado que el PMAaumenta la expresión de TGF-a en que
ratinocitos normales (Pittelkow et al, 1989). Esta inducción es
taría mediada por la PKC,debido a que el tratamiento de querati
nocitos con un diacilglicerol permeable (OAG)produce un aumento
en la expresión de TGF-a. Además,el efecto de este diacilglice
rol se atenúa si se realiza un pretratamiento de los queratinoci
tos con el inhibidor de PKC, H-7.

La inducción de la transcripción del gen de TGF-a por PMA, esta
ría dada por un mecanismomolecular similar al de otros genes in
ducibles por ésteres de forbol (Angel et al, 1987; Lee et al,
1987). Por ejemplo, en el promotor del gen de la colagenasa se ha
identificado una secuencia de enhancer inducida por PMA.Esta se
cuencia está altamente conservada en muchospromotores inducibles
por PMA,y es el sitio de unión de un factor de transcripción,
AP-l, que actúa en trans y cuya actividad está regulada por PMA.
La cicloheximida es incapaz de inhibir la expresión inducida por
PMAdel gen de la colagenasa. Este factor sería activado por un
mecanismopost-traduccional, que probablemente involucraria a la
PKC.Este esquema regulatorio funcionaría para la inducción del
gen del TGF-a (Pittelkow et al, 1989).



Después de una pretratamiento prolongado de queratinocitos con
PMAocurre la down-regulation de la respuesta de las células. Es
to confirma resultados anteriores, donde tratamientos prolongados
de células en cultivo con ésteres de forbol producen la down
FegUJation de la PKCy la pérdida de respuestas bioquímicas de
las células al PMA(Collins y Rozengurt, 1982).

8. ACTIVACION, REGULACION Y FUNCIONES DE LA PKC

8.1- Interacción de la PKCcon Ca2+

El CaZ+ es necesario para la activación de las PKC-a, B y 3. Cada
una de las tres funciones principales de la PKC,actividad enzi
mática, unión a ésteres de forbol y unión a fosfolípidos, tienen
requerimientos diferentes de Ca2+ (Bazzi y Nelsestuen, 1987a). La
estructura primaria de la enzima no muestra sitios de unión a
Ca2+ del tipo EE;Hando galelegtnina (Parker et al, 1986; Ohno et
al, 1987b). La unión de Ca2+ a la enzima se daría por alguna es
tructura inusual.

La unión de fosfolípidos es dependiente de Ca2+ (Bazzi y Nelses
tuen, 1987a; Wolf et al, 1985a, 1985b; Hannun et al, 1985). Exis
tirian dos modelospara explicar la unión de fosfolipidos en for
ma dependiente de Ca3+z puente de Ca3+ y cambio conformacional de
la Proteína- En el Primero. el Ca2+ actúa como un puente entre la
proteína y las membranas.En esta interacción estarían involucra
das una molécula de Ca2+, cuatro de fosfatidilserina, una de dia
cilglicerol y una de PKC (Ganong et al, 1986; Hannun et al,
1986a). En el segundo modelo, la unión de Ca2+ induce un cambio
conformacional de la enzima, que expone dominios hidrofóbicos y
permiten la unión de la PKCa las membranas. Esta propiedad ha
sido utilizada para purificar PKC(Walsh et al, 1984).

La unión del Ca2+a la PKCestaría dada por el siguiente equili
brio:
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PKC + PL + 6 - 10 Ca2+ <—>PKCCa - PL

La PKCse uniría al Ca2+ con baja afinidad (S 20a2+/PKC, a 100 uM
Ca2+)(Ne1sestuen y Bazzi, 1991). El agregado de vesículas de fos
folipidos aumenta a seis los sitios de unión a Ca2+. Entonces, a
concentraciones fisiológicas de Ca2+, éste se uniría a la PKCcon
tan baja afinidad que seria indetectable. Esta propiedad llevaria
a preguntarse si se puede considerar a la PKCcomoa una proteina
que une Ca2+.

Existen otras proteínas dependientes de fosfolípidos para la
unión a Ca2+z la calpactina I o lipocortina II (Glenney, 1986) y
la lipocortina I o calpactina II (Schlaepper y Haigler, 1987). La
fosfolipasa C también podria tener estas propiedades.

8.2. Activación in_zith de la PKC

Los sustratos in vitro que se usan más comunmenteen los ensayos,
son péptidos o proteínas policatiónicas. Por otro lado, los fos
folípidos son polianiónicos, y 1a combinaciónsustrato-fosfolípi
dos produce interacciones iónicas inespecíficas y agregaciones.

Bazzi y Nelsestuen (1987) propusieron un modelo de activación de
la PKC,en el cual el paso clave es la ocupación del sitio activo
por el sustrato. Se definieron tres categorías de sustrato in Vi
tro:

A) Ergtaminai no requiere ningún cofactor para su fosforilación.
Interactúa directamente con la PKC y forma agregados expo
niendo el sitio activo.

B) 219121na__hásica__de__mielinai requiere fosfolípidos pero no
Ca2+. Se une directamente a la PKC, pero necesita de un co
factor (fosfolípidos) para que se produzca la agregación; y
de esta manerael sustrato es llevado hacia el sitio activo
de la PKC.



C) HifiiQnññ; necesitan Ca2+, fosfolípidos y DGo PMA. Interac
túan muy débilmente con la PKC. Se necesita Ca2+ para que la
enzima se una a la membrana y el agregado de DGo PMAprodu
ciría un cambio conformacional en la enzima, haciendo accesi
ble el sitio activo al sustrato.

8.3. Especificidad de sustrato

En muchoslaboratorios se ha estudiado la especificidad de sus
trato de la PKC(Turner et al, 1985; Woodgett y Hunter. 1985;
House et al, 1987). Aunque hay mucha diversidad en las secuencias
locales de fosforilación, se determinó que la PKCrequiere resi
duos básicos como muchas otras quinasas de serina y treonina
(Glass Y Krebs, 1982; KemP et al, 1983). Hay mucha variación en
la localización y múmerode estos residuos, a diferencia de la
quinasa de proteinas dependiente de AMPcen la que el sitio de
reconocimiento está dado por la secuencia Arg-Arg-X-Ser (Krebs y
Beavo, 1979). Debido a esta complejidad, se usaron péptidos aná
logos a la secuencia del sitio de fosforilación de varias proteí
nas, con un solo residuo básico (House et al, 1987). Uno de los
péptidos usados fue el análogo de la glucógeno sintasa (residuos
1-10: PLSRTLSVSS)que es un modelo útil porque es fosforilado con
una constante de afinidad (Km) de 32,5 pMy contiene un solo re
siduo Arg en la posición 4. Cuando se sustituye la Arg4 por leu
cina o lisina, el Kmaumenta a 1600 pM. Por lo tanto, la PKCten
dría preferencia por sustratos con un residuo de arginina como
minimo.

Por estos resultados y por trabajos anteriores en los que se uti
lizaron análogos de histona (O'Brien et a], 1984) y de la proteí
na básica de mielina (Turner et al, 1985), es evidente que la PKC
reconoce determinantes específicos situados hacia el extremo ami
no terminal del residuo fosforilado.

Otro péptido utilizado fue el análogo de la proteína ribosomal SS
(residuos 229-239: AKRRRLSSLRA).En este caso, la Arg238 situada
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hacia el extremo carboxilo terminal del residuo fosforilado es
importante para mantener el Kmbajo.

En conclusión, la PKCpuede reconocer determinantes específicos
primarios ubicados hacia los extremos carboxilo o amino termina
les del residuo fosforilado, a diferencia de la quinasa depen
diente de AMPcque tiene preferencia por la localización amino
terminal de los determinantes especificos.

8.4. Sustratos in_yitxg

En la síntesis del glucógeno, la fosforilación covalente de la
glucógeno sintasa es un mecanismoregulatorio importante (Cohen,
1982). La enzima de hígado puede ser fosforilada por muchas qui
nasas de proteínas (Camici et al, 1984). La exposición de hepato
citos de rata al éster de forbol PMAproduce la inactivación de
la glucógeno sintasa (Roach y Goldman, 1983). En otro trabajo se
demostró que la PKCes capaz de fosforilar a la enzima in Vitro
(Ahmadet al, 1984), pero no se puede asegurar si esta fosforila
ción tiene algún significado fisiológico, ya que la glucógeno
sintasa in vitro es un sustrato muypromiscuo.

La estructura del citoesqueleto varía en respuesta a una gran va
riedad de estímulos. Estos cambios son regulados por CaZ+_ Algu
nas de las proteinas que constituyen el citoesqueleto o que in
teractúan con él, o algunos elementos contráctiles son fosforila
dos durante la activación celular (Kawamotoe Hidaka, 1984). La
PKCes capaz de fosforilar elementos contráctiles, tales como la
cadena liviana de la miosina (Endo et al, 1982) y la troponina C
(Kato et al, 1983). También la PKCpuede fosforilar vinculina y
filamina, dos proteínas que unen actina (Kawamoto e Hidaka,
1984).

La vinculina está localizada en la zona donde los microfilamentos
se unen a la membrnacelular (Geiger, 1979; Burridge y Feramisco,
1980). Por lo tanto, la localización de la vinculina es adecuada
para que sea fosforilada por la PKC. La filamina no tendría aso
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ciación específica con los fosfolipidos. Sin embargo, la PKCestá
distribuida en las fracciones citosólica y de membranas.

Se demostró que en presencia de actina, la PKCes incapaz de fos
forilar vinculina y filamina; esto sugeriría que la unión de ac
tina a estas proteínas ocurriría en la región de fosforilaoión
por PKC. El tratamiento con PMA produce desorganización de los
filamentos de actina (Rifkin, 1979). Entonces se podría suponer
que la fosforilación por la PKCde estas proteínas que unen acti
na, estaría implicada en los cambios morfológicos inducidos por
los ésteres de forbol.

Los ésteres de forbol, que actúan a través de la PKC, inducen los
mismosefectos que algunos mitógenos polipeptídicos. Estos últi
mos se unen a receptores de membranasy tienen actividad de tiro
sina quinasa. Los promotores de tumores o el DGestimulan la fos
forilación en tirosina de una proteína de 42 kDa (Bishop et al,
1983; Gilmore y Martin, 1983; Cooper et al, 1984). El receptor de
EGF,que tiene actividad de tirosina quinasa, es fosforilado por
la PKC(Cochet et al, 1984; Davis y Czech, 1985). Esta fosforila
ción reduce la actividad de quinasa de proteínas del receptor y
su afinidad por EGF(Cochet et al, 1984; Friedman et al, 1984;
Iwashita y Fox, 1984). Todos estos datos sugieren que existirían
interacciones múltiples entre los eventos mediados por PKCy por
tirosinas quinasas.

Las fosfoproteínas de membrana, pPBOc-Brc y ppGOV-Brctienen ac
tividad de tirosina quinasa (Hunter y Cooper, 1985). En ambas
proteínas, la ser17 es el sitio principal de fosforilación en ser
(Collett et al, 1979; Karess y Hanafusa, 1981; Cross y Hanafusa,
1983). En Células tratadas con los promotores de tumores, PMA y
teleocidina o con DG, se demostró que las dos fosfoproteínas se
fosforilan en un sitio no descripto hasta el momento, Serlz
(Gould et al, 1985). Previamente, se informó de un aumento de la
fosforilación en la región amino terminal de la proteína
PPGOC-BYC,después del tratamiento de células embrionarias de po
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llo con promotores de tumores o PDGF(Tamura et al, 1984). La
fosforilacíón en la Serl2 es mediada por la PKC(Gould et al,
1985). La Ser12 en pp60src está rodeada de varios residuos bási
cos; esta mismacaracterística la comparten otros sustratos de
PKC, como el receptor de EGF (Davis y Czech, 1985; Gould et al,
1985).

La similitud de este sitio de la pp605rc con el de EGF, y la ocu
PaCiÓn completa de la Ser12 después del tratamiento con promoto
res de tumores o agentes que aumenten los niveles de DG, sugiere
que este sitio tendria una función fisiológica.

La topoisomerasa I produce la ruptura de uniones fosfodiéster en
una de las cadenas de ADN,produciendo la relajación de las molé
culas superenrolladas de ADN(Wang, 1985; Liu y Miller, 1981).
Esta enzima es requerida para la síntesis de rRNA(Zhang et al,
1988) y está asociada con genes transcripcionalmente activos
(Gilmour et al, 1986; Muscarella et al, 1987; Ness et al, 1988).
Su actividad aumentadurante la proliferación celular (Tricoli et
al, 1985).

La ADNtopoisomerasa I es una enzima nuclear, y la PKCtambién ha
sido detectada en el núcleo (Leach et al, 1989; Masmoudiet al,
1989). La PKCfosforila in vitro a la topoisomerasa I; esto re
sulta en un aumento (2 a 3 veces) de la actividad de la topoiso
merasa I (Samuels et al, 1989).

Por lo tanto, la PKCpodría ser esencial en el control de proce
sos nucleares antes y durante el crecimiento y diferenciación ce
lulares.

Muchasotras proteínas celulares pueden ser fosforiladas por la
quinasa de proteínas C: la proteína ribosomal 86 (Parker et al,
1985); la proteína que une calmodulina en eritrocitos, CaM-BPloa/
97 (Ling et al, 1986); la proteina-C asociada a filamentos de
músculos cardíaco y esquelético (Lim et al, 1985); la proteina
talina de citoesqueleto (Litchfield y Ball, 1986); la proteasa
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neutra activada por Ca2+, CANP(Hincke y Tolnai, 1986); el recep
tor muscarínico de cerebro, mAChR(Ho et al, 1987); el receptor
del ácidoX-aminobutirico A, receptor GABAA(Browning et al,
1990); el receptor de insulina (Bollag et al, 1986); y la ATPasa
Na+/K+ (Lowndes et al, 1990). Algunas de estas proteínas son de
membrana.Esto sugeriria que la PKCjugaría un papel regulatorio
clave en la transducción de señales y el transporte de nutrientes
e iones a través de las membranascelulares.

8.5. Sustratos in_!iIQ

La quinasa de proteinas C fosforila muchasproteinas in vitro;
sin embargo, han sido caracterizados muypocos sustratos en célu
las intactas. Unode estos sustratos es una proteina acídica, es
table al calor, denominadaproteína de 60 kDa en pollos y proteí
na de 80-87 kDa en mamíferos (Rodríguez-Pena y Rozengurt, 1986;
Rozengurt, 1986; Albert et al, 1985; Blackshear et al, 1985).

Esta proteina fue descripta por primera vez comoun componente de
los sinaptosomas de Cerebro de rata (Wuet al, 1982). Ha sido am
pliamente usada como marcador de la activación de la PKCen fi
broblastos; activación por ésteres de forbol (Bishop et al, 1985;
Blackshear et al, 1986; Sato et al, 1985), diacilgliceroles sin
téticos (Blackshear et al, 1985; Rozengurt et a], 1984; Tsuda et
al, 1985), por fosfolipasa C exógena (Rozengurt et al, 1983) y
péptidos y factores de crecimiento (Blackshear et al, 1985;
Zachary et al, 1986; Mahadevan et al, 1987). También la proteína
de 87 kDaes fosforilada en linfocitos, en respuesta al trata
miento con concanavalina A y calcio (Denis et a1, 1986).

La proteína de 87 kDa fue purificada a homogeneidad, a partir de
cerebro bovino (Albert et al, 1987). Es fosforilada únicamente en
residuos serina por la PKC.Se calcularon las propiedades hidro
dinámicas de la proteína y, a partir de estos datos, el peso mo
lecular sería de 68 kDa, aunque por electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDStiene un peso molecular de 87 kDa.
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Esta proteína es de gran interés por las siguientes razones: (i)
Es fosforilada después de algunos segundos de haber activado a la
PKC,por factores de crecimiento en fibroblastos y neurotransmi
sores en células gliales y neuronas, y por ésteres de forbol y
diacilgliceroles permeables. Estas propiedades la han convertido
en un marcador conveniente de la activación de la PKCen células
intactas; (ii) Es desfosforilada rápidamente en respuesta al blo
queo de receptores (Rodríguez-Pena et al, 1984); (iii) Es miris
toilada (Aderemet al, 1988); una modificación que promovería su
asociación con un medio más hidrofóbico, permitiendo una asocia
ción más estrecha con la PKC; (iv) Une calmodulina. Esta unión
puede ser inhibida por la fosforilación de la proteina por PKC
(Graff et al, 1989).

A partir de una biblioteca de cDNAde núcleo caudado bovino, ha
sido clonada la proteína de 87 kDa (Stumpo et al, 1989). Por se
cuenciación del CDNAse observó un marco de lectura abierto de
1005 pares de bases, de manera que la proteína tendria 335 amino
ácidos y un peso molecular de 31949 Da. La discrepancia entre es
te peso molecular y el aparente de 87 kDa en geles con SDS, se
debería a que el pI acídico y la hidrofilicidad general de la
proteina no permitiría una unión completa del SDS(Reynolds y
Tanford, 1970). Debido a la migración anómala de esta proteína,
en geles con SDSno es razonable continuar denominándola proteína
de "80-87 kDa". Entonces, en ausencia de una conocida actividad
enzimática o de otra función, se propuso llamarla MARCKS(MYris
tyolated alanine-rich C kinase substrate)(8tumpo et al, 1989).

Las plaquetas han sido muyutilizadas para estudiar mecanismosde
transducción de señales, en particular aquéllos que involucran la
hidrólisis de los inositol fosfolípidos, en donde los segundos
mensajeros DGe IPs, activan a la PRCy liberan Ca2+ de comparti
mientos intracelulares, respectivamente (Nishizuka, 1984). Los
agonistas de plaquetas, por ejemplo la trombina, aumentan la fos
forilación de una proteína de 47 kDa, denominada p47. La PKCfos
forila la proteíla p47 (Nishizuka et al, 1984; Haslam y Lynham,

_ 73 _



1977). Se han sugerido varios papeles para la p47: su fosforila
ción atenúa la liberación de Ca2+de los compartimientos, degra
dando el IPs (Connolly et a1, 1986); sería la subunidad a de la
piruvato deshidrogenasa (Chiang et al, 1987); la p47 no fosfori
lada inhibe la polimerización de actina, implicándola en el con
trol de la reorganización citoesquelética durante la secreción.

Utilizando una biblioteca de cDNAde células HL-60, se clonó y
secuenció la proteína p47 (Tyers et al, 1988). Se encontró un
marco de lectura abierto de 1050 pares de bases, que codificaría
para una proteína de 40087 Da. La secuencia ha sido conservada a
través de la evolución de los vertebrados. La p47 contiene una
estructura de unión potencial a Ca2+ tipo EE;hand, y una secuen
cia (QKFARKSTRRSIRL)muy parecida al sitio de seudosustrato de la
PKC.Tiene tres sitios probables de fosforilación, tal vez análo
gos a las regiones de fosforilación de la proteina basica de mie
lina (Turner et al, 1985) y de la cadena liviana de la miosina
(Ikebe et al, 1987).

Existe otra proteína que es sustrato de la PKC, la denominada P
57, conocida también como GAP-43 o B50. Esta proteina une calmo
dulina con alta afinidad en ausencia de Ca2+ (Cimler et al, 1987;
Basi et al, 1985; Andreasen et al, 1983). Esta proteina comparte
algunas características con la proteina MARCKS:i) es fosforilada
por la PKC, tanto en sistemas libres de células comoen células
intactas; ii) tiene migración anómalaen geles de poliacrilamida
con SDS; iii) tiene un punto isoeléctrico ácido; y iv) tiene una
composición aminoacidica inusual (alto porcentaje de alanina y
ácido glutámico).

8.6. Regulación de la PKCpor inhibidores naturales

En cerebro de rata ha sido purificado un inhibidor de la PKC
(Schwantke y Le Peuch, 1984), acídico y que tiene un peso molecu
lar de 20 kDa. Por tratamiento del inhibidor con proteasas se pu
do determinar que todo, o al menos la parte requerida para su ac
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tividad, era de origen polipeptídico. Estudios del efecto del in
hibidor sobre la fosforilación de histona H-l por PKC, indican
que existe competencia respecto de la PKCy las histonas; en cam
bio, no existe competencia respecto del ATP, fosfatidilserina,
diaCilglicerOl Y Ca2+. La inhibición podría darse por interacción
directa entre el inhibidor acidico y las histonas, pero se des
carta porque la concentración del inhibidor requerida para un 50%
de inhibición es muybaja comparada con la concentración de his
tona. Por lo tanto, es improbable que ocurra una inhibición com
petitiva por interacción entre el inhibidor y las histonas bási
CGS .

La cromatografía de interacción hidrofóbica dependiente de Ca2+
ha sido usada para aislar proteínas que unen Ca2+. En presencia
de Ca2+, estas proteínas exponen sitios hidrofóbicos. Por esta
técnica han sido aisladas dos proteínas que unen Ca2+. una de 17
kDa (17K CaBP) y la otra de 12 kDa (12K CaBP). Ambas proteínas
inhiben a la PKC, son acídicas y estables al calor (McDonald y
Walsh, 1985a, 1985b, 1986).

Para determinar si la inhibición de la actividad de la PKC por
las proteínas 17K CaBP y 12K CaBP era dependiente de Ca2+, se es
tudió la dependencia de Ca2+ en presencia y en ausencia de los
inhibidores (McDonaldet al, 1987). La mitad de la activación má
xima de la PKCen ausencia de inhibidores. ocurre a 0,6 uM Ca2+,
en cambio en presencia de cualquiera de estos dos inhibidores, la
PKCse inhibe a todas las concentraciones de Ca2+. Habría dos al
ternativas para explicar estos resultados. La primera es que la
afinidad por el Ca2+ de las proteínas 17K CaBP y 12K CaBP seria
igual o mayor que la de la PKC. La segunda es que ambas proteínas
serían independientes de Ca2+. Si los inhibidores de PKCno son
regulados, se parecerian al inhibidor proteico estable al calor
de la quinasa de proteinas dependiente de AMPc (Walsh et al,
1971).

Estos inhibidores de PKCson bastante específicos, debido a que
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no tienen efecto sobre la fosfodiesterasa de AMPcdependiente de
calmodulina, ni sobre la quinasa de proteínas dependiente de
AMPc.La 17K CaBP tampoco inhibe a la quinasa de la cadena livia
na de la miosina (McDonald y Walsh, 1986).

La PKCestá ampliamente distribuida en tejidos y especies (Kuo et
al, 1980; Minakuchi et al, 1981). Entonces, si la proteína 17K
CaBPtuviera un papel fisiológico en la regulación de PKC, uno
esperaría que su distribución también fuera amplia.

Por inmunoprecipitación con un anticuerpo anti-17K CaBPse detec
tó a la proteína en muchos tejidos bovinos, en hígado y riñón de
rata y en plaquetas humanas (McDonald et al, 1987).

En conclusión, la gran especificidad de acción y la amplia dis
tribución de la proteina 17KCaBPen muchos tejidos, es consis
tente con la hipótesis que esta proteína funciona en la regula
ción de la PKC.

8.7. Autofosforilación de la PKC

Ademásde fosforilar sustratos, la PKCes capaz de autofosfori
larse (Kikkawa et al, 1986; Huang et al, 1986a; Mochly-Rosen y
Koshland, 1987; Mitchell et al, 1989). La autofosforilación alte
ra la afinidad de la enzima por los ésteres de forbol, aumenta su
sensibilidad a Ca2+ (Huang et al, 1986a) y aumenta la velocidad
de fosforilación de sustratos (Mochly-Rosen y Koshland, 1987).
Tambiénla autofosforilación alteraría la asociación de la PKC
con las membranas(Wolf et al, 1985) e incrementaría la sensibi
lidad de la enzima a la proteólisis (Ohnoet al, 1990). La auto
fosforilación de la PKCes un mecanismo intrapéptidico, en el
cual una única cadena polipeptidica se autofosforila (Newton y
Koshland, 1987).

Recientementese identificaron los sitios principales de autofos
forilación de la PRC-BI!de rata (Flint et al, 1990). Los resi
duos serina y treonina fosforilados se encuentran en el extremo
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amino terminal, en la cola carboxilo terminal, y en la región bi
sagra entre los dominios regulatorio y catalítico (figura 16).
Debido a que la autofosforilación es un mecanismointrapeptidico,
es necesaria una flexibilidad extraordinaria de la enzima para
que pueda fosforilarse en estas tres regiones, ya que todos los
sitios potenciales de fosforilación no pueden ocupar simultánea
menteel sitio activo.

Las secuencias que rodean los sitios de fosforilación no tienen
similitud con los sitios de fosforilación de sustratos. La iden
tificación de una enzima que se modifique por si misma en tres
regiones de su secuencia primaria, tiene amplias implicancias en
la flexibilidad proteica y en el control de las funciones bioló
gicas.

Dominio
Regulatorio

Dominio
Catalítico

Figura 16: Ilustración de PKCcon los sitios de autofosforilación
Todos los sitios de fosforilación están marcados, aunque una úni
ca molécula de PKCno estaría modificada en todos los sitios. La
flecha marca el sitio de clivaje por tripsina, que separa los dos
dominios.



MATERIALES Y METODOS



1. ORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

El trabajo se realizó con formas epimastigotes del parásito Try
panosoma cruzi, cepa Tul 2 derivada de la cepa Tulahuén (Pizzi,
1945).

El cultivo se efectuó a 30°C sin agitación en un medio liquido
monofásico modificado por Engel.

Los parásitos se cosecharon en fase exponencial (7 días) por cen
trifugación a 1000 xg durante 15 minutos a 4°C, se lavaron 3 ve
ces con sacarosa 0,25 M y KCl 5 mM(SKS) y se resuspendieron en
el mismo medio.

En algunos experimentos se empleó la cepa Tul 0 derivada de la
cepa Tulahuén (Pizzi, 1945).

2. HOMOGENEIZACION Y FRACCIONAMIENTO

Los parásitos se sometieron a ruptura en un desintegrador Sor
vall-Ribi, por presión y descompresión a 350 Kg/cm2 (5000 psi) en
atmósfera de nitrógeno, en una relación de 100 mg (peso húmedo)
por ml de SKS.

La ruptura de los parásitos se comprobóal microscopio óptico. Al
homogenato se le agregó inhibidores de proteasas (leupeptina,
10 pg/ml; benzamidina, 1 mM;PMSF, 0,1 mM; inhibidor de tripsina,
2 pg/ml; EGTA, 0,5 mM; Trasylol, 25 U/ml y TLCK, 0,5 mM) y se
centrifugó a 1000 xg durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante de
1000 x3 (81) se centrifugó a 105000 xg durante 1 hora a 4°C, ob
teniéndose el sobrenadante de 105000 xg (SIDOo fracción citosó
lica) y el sedimento de 105000 xg (P100).
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3. PURIFICACION DE FRACCION DE HEMBRANASDE Irxpangfigma_gznzi

El pellet de 105000 xg, P100, obtenido como se indicó en el apar
tado 2. de este capítulo, se homogeneizó en buffer A (20 mMTris/
HCl pH 7,4; 0,5 mMEGTA; 0,5 mMEDTA; 10% glicerol y 5 mMB-mer
captoetanol) y se sembró en un gradiente discontinuo de sacarosa
en buffer A (2,2; 1,9; 1,6 y 1,3 Msacarosa). Se centrifugó en un
rotor SWZBdurante 90 minutos a 25000 rpm. Las bandas obtenidas
que sedimentaron a 1,3, 1,6 y 1,9 Msacarosa se extrajeron y se
lavaron dos veces en buffer A por centrifugación a 105000 xg du
rante 30 minutos.

4. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR

Los parásitos epimastigotes de Trypanosomacruzi (cepas Tulahuen
2 o Tulahuen 0) se resuspendieron en el medio SKScon inhibidores
de proteasas (10 ml g-l de peso húmedo) y se lisaron mediante 3
ciclos de congelación-descongelación.

El homogenatose sometió a centrifugaciones diferenciales a: 500
xg durante 15 minutos, 1000 xg durante 15 minutos, 5000 xg duran
te 15 minutos, 11000 xg durante 30 minutos, 30000 xg durante 30
minutos y 1050000 xg durante 60 minutos.

Los sedimentos de cada centrifugación corresponden a las siguien
tes fracciones enriqueCídas=nuclear, flagelar, mitocondrial, li
sosomal-glicosomal pesada, lisosomal liviana y microsomal, res
pectivamente.

Comomarcadores de las fracciones mitocondrial, glicosomal y ci
tosólica, se ensayó actividad de citrato sintasa, hexoquinasa y
enzima málica, respectivamente (Cannata et al, 1979; 1982).

Las fracciones se resuspendieron en SKSy se determinó distintas
actividades enzimáticas y concentración de proteínas.
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5. ENSAYOS ENZIMATICOS

5.1. Quinasa de proteinas dependientes de CaZ+/fosfolipidos
(PKC)

Las condiciones fueron similares a las previamente descriptas por
Takai et al, 1977.

La mezcla de incubación (80 pl) contenía: 20 mMTris/HCl pH 7,5,
10 mMMgClz, 0,1 mg/ml Histona H-l (rica en lisina) o 25 pM del
péptido sintético GS (1-12), 50 pMATP[X—32P](actividadespecifi
ca: 500-1000 cpm/pmol y 0,5 mMEGTAo 0,5 mMCaClz; 80 pg/ml fos
fatidilserina y 3 ug/ml dioleína. Los lípidos fueron sonicados en
agua bidestilada antes de agregarlos a la mezcla de incubación.

Se inició la reacción por la adición de ATP[3—32P]y se incubó
durante 10 minutos a 30°C.

La reacción se terminó colocando 40 pl sobre papeles de fosfoce
lulosa WhatmanP-81 (2x2 cm), que se sumergieron inmediatamente
en 75 mMH3PO4y se lavaron tres veces por diez minutos en la
misma solución (Roskoski, 1983).

Los papeles se secaron y se contó la radioactividad en una solu
ción centelleante de tolueno-omnifluor.

Tambiénse utilizaron los siguientes sustratos para medir activi
dad de PKC: 0,1-1 mg/ml de histonas II-AS, VI-S y VIII-S, prota
mina y de los sustratos ácidos caseina y fosvitina y 25 uM kemp
tido.

En el caso de haber usado histonas, protamina o kemptido la reac
ción se terminó en forma idéntica que con histona H-l o péptido
sintético GS (1-12).
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Cuandose usó fosvitina o caseína, la reacción se detuvo con el
agregado de 1 m1 de ácido tricloroacético (TCA)al 10%, se agregó
a cada tubo 2 mg de albúmina bovina como portador, y se centrífu
gó durante 5 minutos a 4000 rpm en centrífuga clínica.

El precipitado se disolvió en 0,1 ml de NaOH2 N. Las proteínas
se volvieron a precipitar con 2 ml de TCAal 10%, 0,2% ácido fos
fotúngstico. Se repitió la centrifugación y el precipitado se di
solvió en 0,1 ml de NaOH2 N y se contó la radioactividad con
3 ml de mezcla BRAYpara centelleo.

5.2. Medición simultánea de autofosforilación de PKCy de fos
forilación del péptido GS (1-12)

La PKCpurificada fue primeramente incubada a 30°C durante dis
tintos tiempos (0 a 10 minutos) en una mezcla de reacción (en un
volumen final de 180 pl) que contenía: 20 mMTris/HCl pH 7,4,
l mM DTT, 15 mM MgClz, 150 HM EDTA, 150 HM EGTA, 2 mM CaClz, 200

pg/ml de fosfatidilserina i 75 uMATP[X—32P](actividad específi
ca: 500-1000 cpm/pmol).

Después de la primera incubación, una alícuota de 40 pl de la
mezcla enzima/ATPfue diluída con 20 pl de la solución del pépti
do GS (1-12)(concentración final del sustrato: 25 HM)e incubado
durante 2 minutos.

La reacción se paró con el agregado de TCA(concentración final:
5%) y 80 pg de seroalbúmina bovina como portador. Se centrifugó a
15000 xg durante 10 minutos.

La incorporación del 32P en el péptido GS (1-12) se cuantificó
diluyendo el sobrenadante en un volumen igual de agua y pipeteán
dolo en papel de fosfocelulosa WhatmanP81. Los papeles se lava
ron 4 veces en ácido fosfórico 75 mM,se secaron y se contó ra
dioactividad en tolueno-omnifluor.
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La autofosforilación de la PKCse determinó redisolviendo el pre
cipitado de 15000 g en 30 ul de NaOH1 N, reprecipitando con
700 ul de 10%TCAy separando la PKCfiltrando en un filtro Mi
llipore de 0,45 pm (tipo HA). El filtro se lavó 2 veces con 10%
TCA,se secó y se contó radioactividad con tolueno-omnifluor.

5.3. Unión de ésteres de forbol

Se utilizó el método de Mahoneyet al (1986), con algunas modifi
caciones.

La mezcla de reacción contenía: 20 mM Tris/HCl pH 7,4, 1,25 mM
CaClz, 5 mMMg(CH3COO)2,50 pg/ml fosfatidilserina, 5 mg/ml ESA,
[3H]PDBuo [3H]PMA(actividad especifica: 20 Ci/mmol), la solu
ción de enzima a ensayar, en ausencia o en presencia de 30 pM
PDBuo PMAno radioactivos, respectivamente.

La reacción se inició con el agregado del éster de forbol marca
do. Se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente y luego
una hora a 4°C.

Se agregó 0,4 ml de PEG 8000 30% (p/v) frío y se dejó otros 30
minutos a 4°C (para precipitar proteínas).

Se centrífugó durante 15 minutos a 12000 rpm. Se descartó el so
brenadante y el precipitado se resuspendió en 20-40 pl de Triton
X-100 1% (v/v). Finalmente. se contó radioactividad con mezcla
centelleante Tolueno-Omnifluor/Triton/ácido acético glacial (270
ml Tolueno Omnifluor, 230 ml Triton X-100 y 10,2 ml ácido acético
glacial).

5.4. Otras determinaciones realizadas

5.4.1. Brgtgingfiz se determinaron por el método de Lowry et al
(1951), con seroalbúmina bovina comopatrón.

5.4.2. thggrgmg Q: se midió su absorción a 410 nm (banda de
Soret).
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se midió su absorción a 500 nm.M123

actividad se determinó por elWEA! la
consumo de NADHen presencia de oxalacetato,

a 340 nm (Worthington
midiendo la

disminución de la absorbancia En
zyme Manual).

se determinó su actividad por el
midiendo la

En

LaciaiLdeshidmgmmsa:
consumo de NADHen presencia de
disminución de la absorbancia a 340 nm (Worthington

piruvato,

zyme Manual).

la actividad enzimática se determinó por la{zaha Iafiat
disminución de la oxidación de ioduro a iodo,

1971).
acoplada a

la reducción de H202 (Terenzi et al,

gijrg;g_fiin;gfia: se determinó espectrofotográficamente a
412 nm, a 30°C en una mezcla de reacción que contenía:
50 mM Tris/HCl pH 7,6, 1 mMEDTA, 0,05 mMacetil CoA,
0,1 mM5,5'ditio-bis(2-nitrobenzoato)(DTNB) y la fracción

La reacción coenzimática, en un volumen final de 1 ml.
menzó con el agregado de 2,5 mMde oxalacetato.

Hexgguinasa: la mezcla de reacción en un volumen de 1 ml
0,3 mM NADP+, 10 mM

gluco
mMTris-acetato pH 8,

10 mMATP y 0,3 unidades de
La reacción comenzó con el agregado

contenía: 50
MgClz, 50 mMglucosa,
sa-6-P-dehidrogenasa.
de la enzima y se midió aumento de absorbancia a 340 nm a
30°C.

Enzima_máliga_de2endien1e_de_flADE+i_agiilahLe_musnaz
Lang: se determinó utilizando una mezcla de reacción que
contenía, en un volumen de 1 ml: 50 mMTris-acetato pH
7,6, 10 mMMnClz, 5 mML-malato, 0,15 mMNADP+y la frac
ción enzimática. Luego de registrar la producción de
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NADPHdurante 1 minuto, por aumento de absorbancia a 340
nm, se agregó L-aspartato (2,5 mMconcentración final) y
se continuó registrando durante otros 2 minutos.

6. PREPARACION DEL SUSTRATO RADIOACTIVO PARA LAS QUINASAS DE

PROTEINAS

Para la síntesis de ATP[3-3ZP] se utilizó el procedimiento de
Johnson y Walseth (1979) modificado por Gupa et al (1982). La
síntesis involucra la transferencia del [32P] del [32P]1,3—difos—
foglicerato al ADP,comoparte de una conversión enzimática en 4
etapas, del L-glicerol-B-fosfato al 3-fosfoglicerato.

Se prepararon las siguientes soluciones stock:

a) MezclaJunzimaa. que contiene

100 pl de glicerol-B-fosfato dehidrogenasa (de músculo de
conejo; 60 U/mg; 2 mg/ml),

2 pl de triosafosfato isomerasa (de músculo de conejo;
5000 U/mg; 2 mg/ml),

40 pl de gliceraldehido-S-fosfato dehidrogenasa (de músculo
de conejo; 80 U/mg; 10 mg/ml), y

40 pl de lactato dehidrogenasa (de músculo de conejo; 550
U/mg; 5 mg/ml).

b)MMM!
0,60 M Tris/HCl pH 9, 0,14 M MgClz, 0,07 M DTT, 1,4 mML-gli
cerol-3-fosfato y 6,0 mMB-NAD+.

c) 0,10MTriS/HClpH9,10mM
DTT.

_ 90 _



Se centrifugaron en microcentrífuga 7,5 pl de la mezcla de enzi
mas a 13000 rpm durante 10 minutos. Se retiró cuidadosamente el
sobrenadante y el precipitado se disolvió en 100 pl del buffer de
enzimas.

La mezcla de incubación para síntesis de ATP[3—32P]contenía
10 pl de la mezcla de reacción, 3 pl de una mezcla (v/v) de 4 mM
ADPy 80 mMpiruvato de sodio, 5 ul de la mezcla de enzimas y so
lución de [32P] (volumen final: 100 pl). La incubación se realizó
30 minutos a temperatura ambiente.

Una vez finalizada la reacción, se calentó a 60°C durante 5 minu
tos y se analizó la mezcla de reacción (1 pl) y ATPno radioacti
vo por cromatografía ascendente en capa delgada sobre polietilen
imino-celulosa (PEI-celulosa) impregnadaen reactivo fluorescen
te, usando 1,5 M LiCl como solvente. La posición del ATP[X—32P]
fue localizada por autorradiografía durante unos minutos y el ATP
frío por luz UV. El rendimiento fue aproximadamente del 98%.

7. PURIFICACION DE QUINASA DE PROTEINAS TIPO "C" (PKC) DEL

EXTRACTOSOLUBLEDE szpgngfigmg_gznzi

7.1. Cromatografía de intercambio iónico (DRAE-celulosa)

El sobrenadante de 100000 xg, Sloo, (150 ml 1,1 mg/ml proteína)
se diluyó tres veces con buffer A. Luego se sembró en una columna
de DEAE-celulosa (2,7x13,8 cm) equilibrada con el mismo buffer.
Se lavó con buffer A hasta que la D02ao <0,1. Finalmente, se elu
yó con un gradiente lineal de 0-0,2 MNaCl en buffer A, en un vo
lumen total de 400 ml, recogiéndose fracciones de 8 ml cada una.

A todas las fracciones de la columna, incluyendo percolado y la
vado, se les determinó actividad de PKC.
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7.2. Cromatografía hidrofóbica en Fenil-Sefarosa

Las fracciones con actividad de PKC, eluidas entre 0,05 y 0,10 M
NaCl de la DEAE-celulosa se sembraron en una columna de fenil-se
farosa (1,0x5,0 cm) y se eluyó por dos métodos distintos:

a) La columna fue equilibrada en buffer B (20 mMTris/HCl pH 7,4;
0,1 mMCaClz) y antes de sembrar la muestra, ésta se ajustó a
2 mMMgClz y 2 mMCaClz. Se lavó con 20 ml de buffer B y luego
con otros 20 ml de buffer B con 0,5 MNaCl. Finalmente se elu
yó con 40 ml de buffer C (20 mMTris/HCl pH 7,4 y 1 mMEGTA).
Se recogieron fracciones de 1 ml cada una.

b) La columna se equilibró con buffer A conteniendo 1 M NaCl y
previo al sembrado se ajustó la muestra a 1,5 MNaCl. Se lavó
con el mismobuffer de equilibrio hasta DOzso<0,10. Se eluyó
con un gradiente lineal de 1 a 0 M NaCl en buffer A. El volu
men de elución fue de 40 ml, recolectándose fracciones de 1 ml
cada una.

Se midió actividad de PKCen las fracciones de ambas columnas,
incluidos el percolado y el lavado.

7.3. Cromatografíaen hidroxilapatita

Las fracciones con actividad de PKC obtenidas de la columna de
DEAE-celulosa, fueron diluidas tres veces con buffer D (0,02 M
NaHPO4 pH 7,5; 0,5 mMEDTA; 0,5 mMEGTA; 10% (v/v) glicerol), y
se sembraron en una columna de hidroxilapatita (1,7x3,0 cm) pre
viamente equilibrada con buffer D, de acuerdo al método de Huang
et al (1986).

Se lavó con el mismo buffer de equilibrio hasta D0230(0,1. Fi
nalmente, se eluyó con un gradiente (70 ml de volumen total) com
puesto de buffer D y buffer D con 0,18 M NaHP04pH 7,5, recogien
dose fracciones de 1,5 ml cada una.



7.4. Cromatografía de afinidad en anticuerpo anti-PKC-sefarosa7.4.1.
Se hidrató 1 g de sefarosa 4B activada con CNBrdurante 15 minu
tos con HCl 10-3 M. Luego se filtró y se lavó varias veces con
NaHCOa0,1 M. La sefarosa se resuspendió en 30 ml de 0,1 M NaHCOa
más 5 ml de 0,5 M NaCl y se le agregó 21 pg de un anticuerpo po
liclonal contra PKC de cerebro bovino. Se dejó agitando durante
12 horas a 4°C. Finalmente, se filtró la sefarosa, se lavó y re
suspendió en 0,1 M NaHCOa.El rendimiento fue del ?%.7-4-2.
Se armó una columna de 0,7x2,5 cm y se equilibró con buffer 20 mM
Tris/HCl pH 7,4. Las fracciones con actividad de PKCobtenidas de
la columna de fenil-sefarosa se pasaron por la columna 3 veces
por gravedad o una vez a un flujo de 2 ml/hora. Se lavó con 10 ml
del mismobuffer de equilibrio y, finalmente, se eluyó con un
gradiente lineal (10 ml de volumen total) de 0 a 1 MNaCl en
20 mMTris/HCl pH 7,4. Se recogieron fracciones de 0,5 ml cada
una .

8. PURIFICACION DE PKC DE MEMBRANASDE szpangfigmn_gzuzi

El sedimento de 105000 xg, extracto crudo de membranas, se resus
pendió y homogeneizó en buffer A con inhibidores de proteasas y
1%de Triton X-100. Se agitó suavemente durante 1 hora a 4°C y se
centrifugó a 105000 xg durante 1 hora a 4°C. El sobrenadante
(75 ml, 0,5 mg/ml de proteína) se sembró en una columna de DEAE
celulosa (7x2,6 cm) previamente equilibrada con buffer A. Se lavó
con el mismobuffer de equilibrio hasta DOzao<0,1 y se eluyó con
un gradiente lineal de 0-0,5 MNaCl en buffer A, en un volumen
total de 200 ml, y se recogieron fracciones de 4 m1 cada una.
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Se determinó actividad de PKCa todas las fracciones de la colum
na.

9. PURIFICACION DE QUINASA DE PROTEINAS TIPO "C" DE CEREBRO

BOVINO (PKCBb)

Se homogeneizó cerebro bovino (150 g) en 3 volúmenes (p/v) de bu
ffer E (20 mM Tris/HCl pH 7,4, 5 mM EGTA, 2 mM EDTA, 10 mM B-mer

captoetanol, 0,25 Msacarosa, con inhibidores de proteasas, en un
desintegrador de tejidos Ultraturrax modelo T18-10 IKA. Se cen
trifugó 1 hora a 10000 xg a 4°C. El sobrenadante se filtró por
gasa y se sembró en una columna de DEAE-celulosa (2,7x8,8 cm)
equilibrada con buffer A. Se lavó con 250 ml de buffer A, luego
con 250 ml de buffer A conteniendo 0,015 MNaCl, y se eluyó con
un gradiente de 0,015-0,30 MNaCl en buffer A (250 ml de volumen
total), recogiéndose fracciones de 5 ml cada una.

Las fracciones con actividad de PKC(utilizando 0,4 mg/ml de His
tona H-l comosustrato) se juntaron y se llevaron a 30%de satu
ración con (NH4)2804. Se agitó durante 40 minutos a 4°C. y se
centrifugó a 12000 xg durante 30 minutos. Se descartó el sedimen
to, y el sobrenadante se sembró en una columna de fenil-sefarosa
(1,7x8,8 cm) equilibrada con buffer A y 1 M (NH4)ZSO4. Se lavó
con el mismobuffer de equilibrio hasta D02ao <0,10. Se eluyó con
un gradiente de 1 a 0 M (NH4)2SO4en buffer A (volumen total de
100 ml). Cuando pasaron 90 ml del gradiente se agregó 50 ml de
buffer A a la cámara de mezcla, para asegurar la elución total de
la PKC. Se recogieron fracciones de 5 ml cada una.

Se juntaron las fracciones con actividad de PKCy se sembraron en
una columna de treonina-agarosa (1x10 cm) equilibrada con buffer
A. Se lavó con buffer A hasta D023o < 0,10. Finalmente se eluyó
con un gradiente de 0 a 1 M NaCl en buffer A (volumen total de
100 ml). Se recogieron fracciones de 2 ml cada una.
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10. PURIFICACION PARCIAL DEL "INHIBIDOR" DE PRC (Schwantke Y

Le Peuch, 1984)

10.1. Cromatografía de intercambio iónico (DEAE-celulosa)

Se realizó de la misma manera que como está indicado en el apar
tado 7.1. de este capítulo, con la diferencia que la elución se
hizo con un gradiente de 0-0,3 MNaCl en buffer A.

La presencia del inhibidor de PKCen Trypanosomacruai se deter
minó sobre la quinasa de proteínas C de cerebro bovino (PKCBb)
parcialmente purificada, de acuerdo al apartado 8. de este capi
tulo, en presencia y en ausencia de las distintas fracciones de
la columna en dos condiciones: con 0,5 mMCaC12 i 60 pg/ml fosfa
tidilserina y 3 pg/ml dioleína.

10-2. Cromatografía de filtración molecular (Ultrogel AcA34)

Las fracciones de la DEAE-celulosacon actividad inhibitoria de
PKCBbse concentraron dializando contra sacarosa 2 My se sembra
ron en una columna de Ultrogel AcA34 (1,3 x 60 cm) equilibrada
con buffer A con 0,1 M NaCl. Se eluyó con el mismo buffer de
equilibrio. Se recogieron fracciones de 1 ml cada una.

11. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

11.1. Preparación de los geles

El método empleado es el de Laemmli (1970).

La composición del gel separador fue: 10%acrilamida (p/v), 0,27%
bisacrilamida (p/v), 0,1% SDS (p/v), 0,375 M Tris/HCl pH 8,8,
0,03% TEMED(v/v) y 2 mg/ml persulfato de amonio; mientras que la
del gel concentrador fue: 5%acrilamida (p/v), 0,14%bisacrilami
da (p/v), 0,1% SDS (p/v). 0,125 M Tris/HCl pH 6,8, 0,07% TEMED y
2 mg/ml persulfato de amonio.
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11.2. Preparación de las muestras y corrida electroforética

A las muestras (10-100 pg totales de proteína en 25 pl) se les
agregó 25 ul de una mezcla desnaturalizante compuesta por: 4%SDS
(p/v), 10% B-mercaptoetanol (v/v), 40% glicerol (v/v), 60 mM
Tris/HCl pH 6,8, y 0,002% de azul bromofenol (p/v), y se calentó
durante 3 minutos a 100°C. En el caso de fracciones de membrana,
la mezcla desnaturalizante contenía también 8 Murea.

El buffer de corrida fue 50 mM Tris/glicina pH 8, conteniendo
0,1%SDS(p/v). La corrida electroforética se realizó a corriente
constante (20 mA)para el gel concentrador y 40 mApara el gel
separador.

Comomarcadores de peso molecular se utilizaron las siguientes
proteínas preteñidas: subunidad de az-macroglobulina (180 kDa),
B-galactosidasa (116 kDa), fructosa B-P-quinasa (84 kDa), piruva
to quinasa (58 kDa), fumarasa (48,5 kDa), lactato dehidrogenasa
(36,5 kDa) y triosafosfato isomerasa (26,5 kDa).

Luegode la corrida electroforética, los geles fueron teñidos en
una solución que contenía 45%metanol (v/v), 10%ácido acético
(v/v) y 0,25% azul de Coomasie R250 (p/v), durante 3 horas y fi
nalmente fueron desteñidos en la mismasolución sin el colorante.

12. FOSFORILACION EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Los geles fueron preparados de la misma manera que la indicada en
el apartado 11.1. de este capítulo.

Las muestras se incubaron a 30°C durante 3 minutos en presencia
de 20 mMTris/HCl pH 7,5, 10 mMMgClz, 10 pM ATP[X-32P](actividad
especifica: 1000 cpm/pmol) con 0,5 mMEGTAo 60 pg/ml fosfatidil
serina, 3 pg/ml diacilglicerol y 0,5 mMCaClz.
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La reacción se terminó con la adición de 25 pl de mezcla desnatu
ralizante y las muestras se calentaron a 100°Cdurante 2 minutos
y se sometieron a electoforesis. La corrida se efectuó en las
mismascondiciones descriptas anteriormente.

Los geles, una vez fijados y desteñidos, fueron secados al vacio
sobre papel Whatman3MMy con calor en un secador de geles. Lue
go, se expusieron a películas autorradiográficas de rayos X (Agfa
Gevaert CURIX)durante 24 horas a -70°C con una pantalla amplifi
cadora. Finalmente se procedió al revelado de la película.

13.W
Una vez terminada la corrida electroforética (comose indica en
el apartado 11.2 de este capítulo), el gel se electrotransfirió a
nitrocelulosa (Kyhse-Andersen, 1984).

Se realizó la electrotransferencia "en seco” de la siguiente ma
nera: 6 hojas de papel Whatman 3MMembebidas en buffer anódico 1
(0,3 M Tris/HCl pH 10,4, 20%metanol (v/v)), 3 hojas de papel
Whatman 3MM embebidas en buffer anódico 2 (0,025 M Tris/HCl pH
10,4, 20%metanol (v/v)), la hoja de nitrocelulosa, el gel y, fi
nalmente, 6 hojas de papel Whatman BMMembebidas en buffer cató
dico (0,025 MTris/HCl pH 9,4, 0,04 Mácido -amino-n-caproico,
20%metanol (v/v)) y se transfirió hacia el ánodo a 0,8 mA/cm2
durante 1 hora.

Luego de la transferencia, la membranase dejó durante 30 minutos
en solución bloqueante que contenía 5%de leche descremada y 2%
glicina en buffer TBS (50 mMTris/HCl, 0,15 M NaCl, pH 7,4).

Después, se incubó durante 2 horas a temperatura ambiente con el
anticuerpo monoclonal anti-PKC, diluido 1:100 en solución blo
queante con 0,05% (v/v) Tween20. Los anticuerpos utilizados fue
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ron: anticuerpo RPN.536 (clon MC5)de Amershamque reconoce las
isoformas a y B de PKCy un anticuerpo anti PKC-Xdonado por el
Dr. Peter Parker (Londres).

Se lavó varias veces con TES-0,05% Tween 20 (TBS-TW)y se dejó
incubando con el segundo anticuerpo (IgG caballo anti-ratón bio
tinilado) diluido 1:200 en TBS-TWdurante 1 hora a temperatura
ambiente. Luego se lavó varias veces con TBS-TW.

Posteriormente, se incubó con el sistema VECTASTAIN (avidina
biotina) durante 1 hora y después se lavó varias veces con TBS
solo.

Para el revelado se preparó la siguiente solución: 66 pl de ni
trobluetetrazolium (50 mg/ml NBTen 70%de dimetil-formamida) en
10 ml de buffer AP (0,1 M Tris/HCl pH 9,5, 5 mMMgClz, 0,1 M
NaCl). Se dejó revelando entre 10 y 20 minutos a temperatura am
biente en oscuridad y la reacción se paró por dilución con TBS.

14. INMUNOPRECIPITACION CON ANTICUERPOS ESPECIFICOS

Las fracciones se incubaron en un volumen final de 1 ml con el
anticuerpo monoclonal diluido 1:100 en una solución de detergen
tes que contenía 0,15 M NaCl, 0,1% SDS, 1% Triton X-lOO, 0,5%
NP40, 50 mM Tris/HCl pH 7,0, durante 2 horas a temperatura am
biente con agitación. Se precipitó con 0,5 ml de Proteína A-sefa
rosa al 10%(v/v). Se agitó a temperatura ambiente durante 1 ho
ra, se centrifugó durante 5 minutos a 12000 rpm y se lavó 4 veces
con 1 ml de solución de detergentes.

El sedimento se resuspendió en 50 pl de mezcla desnaturalizante
(apartado 11.2. de este capítulo), y se calentó a 100°C durante
10 minutos.

Finalmente, se centrifugó a 12000 rpm durante 5 minutos y el so
brenadante se sometió a electroforesis.
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Terminadala corrida electroforética, el gel se electrotransfirió
a nitrocelulosa y se reveló con el anticuerpo correspondiente,
comose indicó en el apartado 13. de este capítulo.

Cuandose trabajó con fracciones crudas, antes de la inmunopreci
pitación se procedió al clarificado de la muestra, incubando en
un volumen final de 1 ml con suero de caballo anti-ratón (dilu
ción l:200) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se agregó
0,5 ml de Proteína A-sefarosa al 10%(v/v) y se incubó durante 1
hora con agitación a temperatura ambiente. Luego se centrifugó a
12000 rpm durante 5 minutos y se utilizó el sobrenadante.



RESULTADOS Y DISCUSION



1. DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LA QUINASA DE PROTEINAS "C'(PKC)ENWi
En las formas epimastigotes de dos cepas del parásito Trypanosoma
cruzi: una patógena, Tulahuén 2, y otra no patógena, Tulahuén 0,
se estudió la presencia de la PKCen fracciones subcelulares (fi
gura 17).

Se encontró actividad de PKCtanto en la fracción citosólica como
en la de membranas. El porcentaje de la enzima asociada a membra
nas es mayorque el de la citosólica.

Debido a que la forma fisiológicamente activa de esta enzima es
la de membranas (Nishizuka, 1986), se puede especular que, bajo
las condiciones en las cuales se obtienen los epimastigotes, al
menos 60%de la PKCtotal ya se encuentra activada (figura 18).

Por otro lado, las grandes diferencias en las velocidades de fos
forilación entre las dos cepas coinciden con las observadas en la
actividad de la quinasa de proteínas dependiente de AMPcíclico
(Ulloa et al, 1988).

La diferencia entre ambas cepas está a nivel de antígenos de su
perficie; además, Tul 2 es infectiva en ratones, produciendo al
tas parasitemias, mientras que Tul 0 no lo es. Cuando los mini
círculos (del ADNcinetoplástido) son digeridos con enzimas de
restricción, los patrones de bandas obtenidos después de una co
rrida electroforética, son muydiferentes en ambascepas (Frasch
et al, 1981). Entonces, esta diferencia a nivel genómico podría
reflejarse en una síntesis diferencial de proteínas en Tul 2 y
Tul 0.

Para caracterizar la enzima soluble y de membranasde la cepa Tul
2, se procedió a purificarlas.
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Figura 17: Distribución de PRCy marcadores enzimáticos en frac
ciones subcelulares de I¿_anzi

(A) Actividad de PKC en las cepas Tulahuen 2 y Tulahuen 0. (B)
Marcadores enzimáticos en Tul 2: ME, enzima málica; CS, citrato
sintasa; HK,hexoquinasa. Fracciones enriquecidas: N, nuclear; F,
flagelar; Mit, mitocondrial; HL, lisosomal-glicosomal pesada; LL,
lisosomal liviana; Mic, microsomal; Sol, fracción citosólica.
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2. PURIFICACION DE LA PKC DE FRACCION CITOSOLICA

2.1. Cromatografía en DEAE-Celulosa

El sobrenadante de 105000 X8 de TTypanosoma cruzi (cepa Tul 2) se
cromatografió en una columna de DEAE-celulosa y se eluyó con un
gradiente salino. Se midió actividad de PKCusando histona H-l
comosustrato.

Comose observa en la figura 19 estos picos eluyen aproximadamen
te a 0,1 y 0,15 MNaCl. El primer pico de quinasa de proteinas es
activado por Ca2+y fosfolípidos, mientras que el segundo fosfo
rila preferencialmente otras histonas y no es activado por Ca2+y
fosfolípidos.
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Figura 19: Cromatografía en DRAE-celulosa del Sloo de I¿_gzuzi
La actividad de PKCse midió con histona H-l en presencia de EGTA
(0) 0 CaZ+/PS/DG (O); . . . . .., concentración de proteínas; -—————q
[NaCl]



También se determinó en la columna la capacidad de unir [3H]PDBu.
El pico de actividad de quinasa de proteinas coincide con el de
unión de [3H]PDBu(figura 20).

—0,4

i"
O H

_ 50- —O,15 3
E w

O g C
.E o g
E — ¿
\ 1.0- ° —O,10--02 o
8 o E 
e ,, g
É \ 20 \
fé 20- / e —o,05 3
(L Z

a;
6
E

0-8 l "k A A ñ A nl o
0 1.o 80 ¡20

Volumen de elución (ml)

Figura 20: Cromatografía en DEAE-celulosa

Actividad de PKC:diferencia entre la actividad con PS/DG/Ca2+ y
la actividad con EGTA(O); unión de [3HJPDBu (O) medida en pre
sencia de PS/Ca2+; ——————,[NaCl].
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2.2. Cromatografía en Fenil-Sefarosa

Las fracciones con actividad de PKCprovenientes de la columna de
DEAE-celulosa, se reunieron y se sembraron en una columna de fe
nil-sefarosa equilibrada con CaClz y se eluyeron con EGTA(figura
21), en base a la adsorción especifica de la enzima en presencia
de iones de calcio (Walsh et al, 1984).
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Figura 21: Cromatografía de PKCen fenil-sefarosa (Elución con
EGTA)

Los símbolos son iguales a los de la figura 19. Las condiciones
se describen en Materiales y Métodos.

Alternativamente se usó una columnade fenil-sefarosa equilibrada
con alta concentración salina (1,5 MNaCl), en la cual se sembra
ron las fracciones de la DEAE-celulosa. Al ser hidrofóbica, la
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enzima se pega fuertemente en presencia de alta concentración sa
lina y se despega al disminuir la concentración de sales (Wolf et
al, 1985). En esas condiciones, la enzima eluye a una concentra
ción de 0,25 MNaCl (figura 22).
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Figura 22: Cromatografía de PKCen fenil-sefarosa (Elución con
baja sal)

La actividad de PKC se determinó con EGTA (O); con Ca2+ (As) o
con PS/DG/Ca2+(O); concentración de proteinas.



2.3. Cromatografía de afinidad en anticuerpo anti-PKC-sefarosa

Las fracciones provenientes de la columnade fenil-sefarosa se
cromatografiaron en la columna anti-PKC-sefarosa. La enzima se
pegó a la columna y se eluyó con un gradiente salino a una con
centración de entre Ov25yv 0,5 MNaCl. Esto seria una evidencia
indirecta de que la enzima de Trypanosomacruzi tendria cierta

ya que fue reconocida
PKC de

homología con la enzima de cerebro bovino,
anticuerpo cerebro bovino

1

por un preparado contra la
(figura 23a).
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Figura 232 Cromatografía de PKCen columna de afinidad (anticuer
po anti-PKC-sefarosa)

(a) La actividad se midió con histona H-l comosustrato, en pre
sencia de EGTA(0) o en presencia de PS/DG/Ca2+(o)¡(b)Autofosfori
lación de PKC.

Las fracciones con actividad de PKCse reunieron y se concentra
ron. Esta fracción se incubó en presencia de ATP[X-32P]y CaClz/
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PS/DGy se corrió en un gel de poliacrilamida con SDS. Finalmen
te, se expuso a película autorradiográfica de rayos X. Se reveló
una sola banda de 78 kDa, correspondiente a la autofosforilación
de la PKC(figura 23h).

3. CARACTERIZACIONDE LA PKC SOLUBLEDE sznangsgma_crnzi

Para la caracterización bioquímica de la PKCse utilizó enzima
proveniente de la columna de fenil-sefarosa. En todos los ensayos
(salvo indicación contraria) se utilizó histona H-l como sustra
to.

3.1. Activación de la enzima

La actividad enzimática en presencia de Ca2+/PSfue proporcional
al tiempo de incubación hasta los 10 minutos. La adición de EGTA
inhibe totalmente la actividad de la PKC(figura 24).

Comose observa en la figura 25, la actividad de PKCfue depen
diente de Ca2+ y fosfatidilserina. El diacilglicerol y el PMA,
dos bien conocidos activadores de la PKCde mamíferos, aumentan
la actividad de la enzima determinada en presencia de Ca2+ y PS.
Bajo estas condiciones, la actividad de la quinasa es proporcio
nal a la cantidad de proteina (figura 26).

3 1-1- Activación_29r_fia2+

En la figura 27 se observa la dependencia de Ca2+ de la PKCde T.
cruzi. En presencia de PS y DGla concentración óptima del catión
fue de 0.5 mM.Según el gráfico de Lineweaver-Burk (figura 28) el
Ka[Ca2+] fue de 0,16 mM,mientras que la velocidad máxima fue de
2,4 nmoles 32P incorporados/min.mg proteína.
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Figura 24: Actividad de PKCen función del tiempo

La PKC se midió con histona H-l como sustrato con EGTA(O) o con
PS/DG/Ca2+ (O). También se midió el efecto de EGTAen la activi
dad de PKC medida con PS/DG/Ca2+ (¿5).



ActividadPKC(nmol/minomgprot)
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Figura 25: Efecto de lípidos, Ca2+, PMAy EGTAen la actividad de
PKC de '

La actividad se midió en presencia de histona H-l como sustrato.
Las condiciones se describen en Materiales y Métodos.
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Figura 26: Curva de concentración de enzima
Actividad de PKC medida con EGTA(0) y con PS/DG/Ca2+ (O), con
histona H-l comosustrato
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032+

La actividad de PKCse ensayó en presencia de Ca2+ (O) o de PS/
DG/Ca2+(O), con histona H-l como sustrato.
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Figura 28: Gráfico de Lineweaver-Burk (Actividad de PKCen fun
ción de la concentración de Ca2+

Comofuente de enzima se utilizó 5 pg de PKCproveniente de una
columnade fenil-sefarosa (figura 21).3.1.2.
Los requerimientos para PS y DG se muestran en la figura 29. En
presencia de 3 pg/ml DGy 0,5 mMCa2+, el 50% de activación de la
PKCse observa a una concentración de 50 pg/ml PS, y en presencia
de 60 pg/ml PS y 0,5 mMCa2+, el 50% de activación se obtuvo a
una concentración de 3 pg/ml DG.

De acuerdo a los gráficos de Lineweaver-Burk (figuras 30 y 31),
se obtuvieron los siguientes valores de velocidad máximay de
afinidad de la PKCpor sus activadores, para DG: Ka:3,2 pg/ml y
Vmáx=4,03nmoles 32P incorporados/min.mg de proteína, y para PS:
Ka=26 pg/ml y Vmáx=2,03nmoles 32P incorporados/min.mg proteina.
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(A) Curva de concentración de PS,
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En amboscasos se utilizó histona H-l comosustrato
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Figura 30: Gráfico de L1neweaver-Burk (Actividad de PKCen fun
ción de la concentración de fosfatidilserina)

Se utilizaron 5 H8 de PKCde T. oruzi e histona H-l como sustra
to, en presencia de DG/Ca2+



rilación en ausencia de sustrato exógeno. Esta fosforilación po
dria deberse a la existencia de un aceptor de fosfato exógeno, o
a la autofosforilación de la enzima.

TABLA3. Actividad de PKCcon distintos aceptores de fosfato

Aceptor Concentración Actividad de PKC
(mg/ml) (pmol/min.mg prot.)

EGTA CaZ+/PS/DG

Ninguno - 30 430
Histona H1 0,1 20 2510

1,0 15 1700
Histona IIAS 0,1 20 430

1,0 25 220
Histona VIS 0,1 20 135

1,0 10 130
Histona VIIS 0,1 20 90

1,0 50 155
Histona VIII-S 0,1 10 70

1,0 50 165
Protamina 0,1 60 70

1,0 100 130
Fosvitina 1,0 30 110
Caseina 1,0 35 135

En presencia de Ca2+, PS y DG, la concentración óptima de histona
H-l fue de aproximadamente 0,1 mg/ml, mientras que concentracio
nes mayores llevaron a la inhibición de la enzima (figura 32).

Utilizando dos concentraciones distintas de fosfatidilserina. 60
y 120 ug/ml, se obtuvo el gráfico de Lineweaver-Burk para histona
H-l (figura 33). Para 60 pg/ml PS: Km=0,016 mg/ml y Vmáx=0,57
nmoles 32P incorporado/min.mg proteina, y para 120 ug/ml PS: Km:
0,02 mg/ml y Vmáx=2,2nmoles 32P incorporado/min.mg proteina.

Tambiénse utilizó comosustrato de la enzima, el péptido sinté
tico GS (1-2) cuya secuencia aminoacidica es la siguiente: PLSRTL
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Figura 33: Gráfico de Lineweaver-Burk

Se utilizaron 5 pg de PKCde T. cruzi y Ca2+/60 pg/ml PS (¿3) o
Ca2+/120 “€/m1 PS (0)

SVAAKK(House et al, 1987). Para este péptido (figura 34) se ob
tuvo un Km=20pM y Vmáx=3,6 nmoles 32P incorporado/min.mg proteí
na.

3.3. Curva de H32+

La actividad de PKC, en presencia de Ca2+/PS/DGy 0,1 mg/ml his
tona H-l o 25 HMdel péptido GS(1-2) como sustrato, se determinó
con cantidades crecientes de MgClz. La concentración óptima de
Mg2+ fue 5 mM. El Km obtenido fue de 0,63 mMy la Vmáx=15,6 nmo
les 32P incorporado/min.mg proteína (figura 35).
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Figura 34: Gráfico de Lineweaver-Burk (en función de la concen
tración de péptido sintético GS(1-12))

La actividad de PKCse midió en presencia de Ca2+/PS/DGy se uti
lizó 5 pg PKCde T. cruzi
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Figura 35: Gráfico de Lineweaver-Burk (Actividad de PKCen fun
ción de la concentración de MgZ+)

Se midió en presencia de Ca2+/PS/DGe histona H-l o péptido GS
(1-12) como sustrato, y 5 pg de PKCde T. cruzi por ensayo.

3.4. Curva de ATP

La enzima se ensayó con distintas concentraciones de ATPy mante
niendo constantes las concentraciones de MgClz (5 mM)y de sus
trato (0,1 mg/ml histona H-l o 25 HMdel péptido sintético GS (1
12)), en presencia de PS/DG/Ca2+.

Comose observa en la figura 36, el Km=62,5 pMy la velocidad má
Ximafue de 9,4 anIGS 32P incorporado/min.mg proteina.
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Figura 36: Gráfico de Lineweaver-Burk (Actividad de PKCen fun
ción de la concentración de ATP)

Las condiciones son las mismas que en la figura 35.

3.5. Inhibidores de PKC

Se estudió el efecto de tres inhibidores de la PKCde cerebro bo
vino: sulfato de polimixina B, staurosporina y H-7 (1-(5-isoqui
nolinilsulfonil)-2-metilpiperazina). Comose observa en las figu
ras 37 y 38, los efectos máximosde la polimixina B, staurospori
na y H-7 sobre la PKCse obtienen a concentraciones de 12 HM, 3
nMy 17 HM, respectivamente. Tanto la staurosporina como el H-7
se comportan comoinhibidores parciales de la enzima.

- 123 



100

ao \ _
U "' \ —.fl!g\o\
E ¿.0- °—

.\° o

20- \ _.___—__O
l l l l l

0 10 20 30 40 50

Polimixina B (,uM)
l l l I l

20 40 60 80 100

Staurosporina (nM)

Or

Figura 37: Efecto de polixina B (O) y 6taurosporina (0) en la ac
tividad de PKC

La actividad de PKCse midió en presencia de PS/DG/Ca2+e histona
H-l comosustrato.
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Figura 38: Efecto de H-7 en la actividad de PKC

Las condiciones del ensayo fueron las mismas que en la figura 37.

El sulfato de polimixina B es un antibiótico peptídico policatió
nico cíclico, que inhibe el crecimiento de bacterias gram negati
vas. Su efecto se atribuye a la capacidad de interactuar elec
trostáticamente con los fosfolipidos cargados negativamente
(Galla y Trudell, 1980; Sixel y Galla, 1981). En el caso de la
PKC de T. cruai, la inhibe en un 90%; cuando se probó este inhi
bidor en ausencia de fosfolípidos (datos no mostrados), no inhibe
a la PKC, con lo que se demuestra que inhibe competitivamente
respecto de la fosfatidilserina.

3.6. Activación de la PKCpor proteólisis

Es bien sabido que la activación proteolítica de la PKCde mamí
feros genera un fragmento con actividad de quinasa, que ya no de



pende de Ca2+y fosfolípidos para su actividad (Inoue et al,
1977). Por esta razón se quiso determinar si la PKCde T. cruzi
se activaba proteolíticamente.

Se preincubó la enzima a 0°C, a distintos tiempos, en presencia
de 10 ug/ml de tripsina. Después de la preincubación se determinó
actividad de PKCen ausencia de activadores y en presencia de 10
ug/ml de inhibidor de tripsina, 10 ng/ml leupeptina, 1 pg/ml an
tipaína y 25 U/ml trasylol.

La enzima de T. cruzi, a diferencia de la PKCde cerebro bovino,
no se activó por proteólisis parcial (figura 39). Después de 30
minutos de preincubación con tripsina, se inactivó aproximadamen
te un 50%.

Probablemente esto sugiere que la enzima de T. cruzi posea mayor
númerode sitios de clivaje para la tripsina.

4. PURIFICACION DE PKC DE FRACCION PARTICULADA DE Ixxpfingfigma

aman“.

Como se observa en la figura 18, entre un 60 y 70%de la activi
dad de PKCde epimastigotes de T. cruzi, Tul 2 está asociado a
fracciones particuladas.

Por este motivo se procedió a purificar la enzima de fracciones
particuladas. En primer término se trató de solubilizar la enzima
y se probaron distintos detergentes y EGTA:NP-40, Tritón X-100,
octilglucósido, Lubrol, Tween 80, Digitonina al 1%y colato al
0,5% o 5 mM EGTA.

Finalmente se eligió 1%de Tritón X-100, debido a que con este
detergente se obtuvo una mejor extracción y una menor inactiva
ción de la PKC(datos no mostrados).
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Figura 39: Efecto de la proteólisis en la actividad de PKC

Se preincubó la PKCa distintos tiempos, con tripsina y luego se
midió la actividad en presencia de EGTAe histona H-l como sustrato.

El sobrenadante obtenido se cromatografió en una columna de DEAE
celulosa, la enzima eluyó a una concentración de 0,1 MNaCl y se
activó con Ca2+/PS/DG. En presencia de EGTA,la actividad enzimá
tica fue despreciable (figura 4D).

Otras propiedades cinéticas fueron idénticas a las de la forma
soluble.
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FIGURA4D: Cromatografía en DEAE-celulosa de fracciones particu
ladas

Los símbolos son iguales a los de la figura 19. Las condiciones
del ensayo se describen en Materiales y Métodos.

5. UNION DE ESTERES DE FORBOL A FRACCIONES PARTICULADAS DE Ii
mai

Se puso a punto la técnica de unión de ésteres de forbol, utili
zando 20 ug de PKCde cerebro bovino parcialmente purificada a
través de 4 pasos (cromatografía en DEAE-celulosa, precipitación
con (NH4)2SO4)y cromatografias en fenil-sefarosa y en treonina
agarosa).Cuando se utilizó [3HJPMA(figura 41) en presencia de
fosfolípidos, se observa la unión de éste a la enzima, desplaza
ble por el agregado de 30 HMPMAno radioactivo. Se obtuvo un Kd:
6,2x10-8 M.
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Figura 41: Unión de [3HJPMAa PKCde cerebro bovino.

El ensayo se realizó en presencia de PS/Ca2+, se utilizaron 20 ug
de PKCde cerebro bovino. Se desplazó con 30 pMPMAno radioacti
V0.

Cuandose trabajó con fracciones particuladas de epimastigotes de
T. cruzi, se utilizaron entre 50 y 100 ug de proteína por ensayo,
y se probó unión a dos ésteres de forbol: PMAy PDBu. Cantidades
mayores de fracción particulada resultaban en el aumento inespe
cifico de la unión a los ésteres de forbol.

En la figura 42 se muestra el ensayo de unión de PMAa fracción
particulada de T. cruzi. En este caso se obtuvo un Kd de 9x10-8
M, siendo la unión del [3HJPMAdesplazable por el agregado de PMA
no radioactivo.
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Figura 42: Unión de [3HJPMAa fracciones particuladas de I¿_gxnai

El ensayo se realizó en presencia de Ca2+solamente y se utiliza
ron entre 50 y 100 pg de fracciones particuladas de T, crusi. Se
desplazó con el agregado de 30 pMPMAno radioactivo.

La unión de ésteres de forbol a la PKCes dependiente de Ca2+ y
fosfolípidos. En este caso, comose trabajó con fracciones parti
culadas, el ensayo se realizó solamente en presencia de Ca2+.

Cuandose utilizó [3HJPDBuse obtuvo una cinética bifásica de las
fracciones particuladas.

En fracciones particuladas de cerebro de ratón han sido descrip



tas cinéticas de este tipo (Dunphyet al, 1981). Esto se debería
a la existencia de dos clases de receptores o de uno solo capaz
de existir en múltiples estados. Posteriormente se demostró que
lípidos diferentes son capaces de reconstituir la actividad de
unión a ésteres de forbol de la PKCcitosólica (Leach et al,
1983). Entonces, esta heterogeneidad se podría explicar por la
interacción de la PKCcon distintos lípidos de membrana.

Conel objeto de determinar si se podía reconstituir la actividad
de unión a [3H]PDBu,se agregó fosfatidilserina en el ensayo. De
esta manera se obtuvo una cinética monofásica, con un Kd=11,3x
10-3 M (figura 43).
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Figura 43: Unión de [3HJPDBu a fracciones particuladas de 1+cmzi
El ensayo se realizó en presencia de Ca2+/PS, el resto de las
condiciones fueron las mismas de la figura 42.



Se ha podido entonces, demostrar que en fracciones particuladas
de T. crusi existe actividad de unión a ésteres de forbol. con un
Kd del orden del que se obtiene para la PKCde mamíferos.

6. CROMATOGRAFIA EN HIDROXILAPATITA

Con el objeto de determinar si en Trypanosomacruzi existia más
de una isoforma de la PKC (Huang et al, 1986), la enzima prove
niente de una DEAE-celulosa se cromatografió en una columna de
hidroxilapatita equilibrada con 20 mMbuÍÏEr NazHPO4y se eluyó
con un gradiente salino del mismobuffer de equilibrio.

Se observan 3 picos de actividad de quinasa de proteínas depen
diente de Ca2+/fosfolipidos; el primero eluye a 40 mM,el segundo
a 90 mMy el último a 150 mMNazHP04 (figura 44). Estos 3 picos
corresponderían a las 3 isoformas principales de PKCde mamífe
ros, tipo I, tipo II y tipo III, respectivamente (Huanget al,
1988).

7. CARACTERIZACION DE LAS ISOFORMAS DE PKC DE szpangfigma
mai

Cuando una preparación de PKCde cerebro de rata aparentemente
homogénease la cromatografía en una columna de hidroxilapatita,
se resuelven tres subfracciones: las PKCstipo I, II y III (Huang
et al, 1986).

A pesar de que las tres isoformas comparten caracteristicas es
tructurales y genéticas, poseen modosdiferentes de activación,
distintas propiedades cinéticas y especificidades de sustrato.
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Figura 44: Cromatografía en columna de hidroxilapatita

La actividad de PKCse midió con histona H-l como sustrato, en
presencia de EGTA (O) o PS/DG/Ca2+ (O); ——————[NaCl]

7.1. Activación por ácido araquidóníco

Los tres picos de PKCde T. cruzi obtenidos de la columna de hi
droxilapatita se concentraron. Cada uno de estos picos y la PKC
de cerebro bovino parcialmente purificada, se estudiaron en pre
sencia de ácido araquidónico, con 0,5 mMCaClz y 40 pMdel pépti
do GS(1-12) como sustrato.
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La mezcla de las distintas isoformas de PKCde cerebro bovino se
activan en presencia de ácido araquidónico (figura 45). Las iso
formas I y III de T. cruzi no se activan con ácido araquidónico;
mientras que la isoforma II se activa parcialmente a altas con
centraciones del mismo(figura 46).
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Figura 45: Actividad de PKC de cerebro bovino en función de la
concentración de ácido araquidónico

La actividad se midió en presencia de Ca2+y se utilizó el pépti
do GS (1-2) como sustrato.
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Figura 46: Actividad de PKCde I+_anzi en función de la concen
tración de ácido araquidóníco

Se utilizó la PKCtipo II de T. cruzi purificada de la columna de
hidroxilapatita. El ensayo se realizó en presencia de Ca2+y con
péptido GS (1-12) como sustrato.

7.2. Autofosforilación

Con las tres isoformas de PKCde T. cruzi y con PKCde cerebro
bovino se hizo un ensayo de autofosforilación y fosforilación del
péptido GS(1—2)simultáneos. En todos los casos se realizó una
preincubación con o sin ATPno radioactivo.

La fosforilación del péptido GS(1—2) por las PKCsde T. cruai y
bovina es mayor cuando la preincubación se realiza en presencia
de ATP (figura 47). Se ha demostrado que la PKCde mamíferos es
capaz de autofosforilarse (Kikkawa et a1, 1982; Huang et al,
1986). El efecto de esta modificación sería activar a la enzima,
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aumentandola velocidad de fosforilación del sustrato (Mochly
Rosen y Koshland, 1987). Entonces la preincubación de las enzimas
con ATPno radioactivo resultaría en la autofosforilación de las
mismas, con el consecuente aumento de la fosforilación del sus
trato. En la figura 47 se observa que, en el caso de las tres
isoformas de PKCde T. cruzi, cuando se preincuban en ausencia de
ATP, existe un lag de aproximadamente 2 minutos, en la fosforila
ción del sustrato. Probablemente las PKCsde T. crusi necesiten
autofosforilarse para activarse y, de esa manera, fosforilar el
sustrato.
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Figura 47: Fosforilación de péptido GS (1-12) por PKC

Se realizó una preincubación con (O) o sin ATPno radioactivo
(O). Luego se incubó a distintos tiempos en presencia de PS/DG/
Ca2+y se midió en el sobrenadante la fosforilación del péptido.
A, B y C, picos I, II y III de PKCde T. cruzi de una columna de
hidroxilapatita; D, PKCde cerebro bovino.



En la figura 47 se observa que la isoforma II tiene mayor activi
dad de fosforilación de sustrato exógeno y ésta es. a su vez, la
única isoforma que se activa, aunque parcialmente con ácido ara
quidónico.

En la figura 48 se muestra la cinética de autofosforilación. La
preincubación con ATPno modifica los niveles de autofosforila
ción observados a 5 y 10 minutos.
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Figura 48: Autofosforilación de PKC

Todas las condiciones son igual a las de la figura 47. En este
caso, la autofosforilación de la enzima se midió en el precipi
tado.



La PKCde T. cruzi proveniente de la columna de DEAEcelulosa, el
pellet de 105.000 xg de T. crusi y el PKCde cerebro bovino, como
control, se ensayaron en presencia de ATP[3-32P] y en ausencia de
sustrato. Luego se corrieron en un gel de poliacrilamida con SDS.
El gel, finalmente se expuso a pelicula de rayos X y se reveló.

En la figura 49 se muestra el resultado de la autofosforilación.
Tanto en la enzima de T. crusi (DEAE-celulosa) como en la PKC de
cerebro bovino, se observa una banda de autofosforilación de
aproximadamente 78 kDa. En el pellet de 105.000 xg de T. crusi
también se observa una banda de 78 kDa. probablemente de autofos
forilación de la PKC, además de muchas otras bandas. Estas otras
bandas serian fosforilaciones de sustratos o autofosforilaciones
de otras quinasas de proteínas.

8. CARACTERIZACION INMUNOLOGICA DE LA PKC

Las fracciones particuladas de T. cruzi (105.000 xg) se purifica
ron a través de un gradiente de sacarosa discontinuo, y se obtu
vieron las siguientes fracciones: M1, M2 y M3que sedimentan a
1,3; 1,6 y 1,9 Msacarosa, respectivamente.

Las fracciones M1, M2, M3y citosólica de T. crusi y PKCde cere
bro bovino se analizaron en un gel de poliacrilamida disociante.
Luegose transfirió el gel a membranade nitrocelulosa y, final
mente, se reveló con el anticuerpo monoclonal RPN-536, anti-PKC
de cerebro bovino, que reconoce las isoformas a y B de PKC. En la
figura 50 se observa en todas las fracciones de T. cruzi y en PKC
de cerebro bovino, una banda específica de aproximadamente 78
kDa. Comocontrol, en lugar del anticuerpo anti-PKC se utilizó
suero preinmune de ratón o IgG purificada de ratón.
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Figurá 49: Autofosforilación de PKC(gel de poliacrilamida con
SDS)

A: Fracciones particuladas de T. cruzi; B: PKCCitosólica de T.
cruzi proveniente de una DEAE-celulosa; C: PKCde cerebro bovino.
Las muestras se incubaron 3 minutos con 10 pM ATP[3-32P](1ODO
cpm/pmol) y 10 mMMgClz. Las condiciones del ensayo están des
criptas en Materiales y Métodos.
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Figura 50: Transferencia a nitrocelulosa e inmunoprecipitación in
situ con el anticuerpo anti-PKC-a

Las fracciones fueron sometidas a electroforesis en condiciones
disociantes. M1, M2y M3: fracciones provenientes de un gradiente
de sacarosa de T. cruzi, que sedimentan a 1,3, 1,8 y 1,9 Msaca—
rosa, respectivamente. Cit.: fracción citosólica de T. cruzi; PKC
Bb: PKCde cerebro bovino.

Cuando se hizo el mismo ensayo con fracciones de T. cruzi prove
nientes de una columna de hidroxilapatita no se revelaron bandas
con este anticuerpo ni con otro anticuerpo monoclonal anti-PKC-3.
Lo mismoocurrió cuando se hizo inmunoprecipitación de esas frac
ciones con el anticuerpo anti-PKCa. Una explicación de estos re
sultados negativos es que la enzima en T. cruzi es muy minorita
ria y nunca se pudo obtener suficiente cantidad de las isoformas
para poder ser reconocidas por los anticuerpos. Además, la enzima

reconocense proteoliza muy rápidamente y los anticuerpos no la
cuando se encuentra proteolizada, dado que estos anticuerpos re
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conocen la zona bisagra de la PKCque se encuentra entre los do
minios catalítico y regulatorio, y que es el sitio primario de
clivaje por proteasas (Parker et al, 1986).

9. PURIFICACION DE UNA PROTEASA DEPENDIENTE DE Ca2+

Cuando se comenzóa trabajar en la purificación de la PKCcitosó
lica de T. cruzi, se vio que en el primer paso (cromatografía en
DEAE-celulosa) se obtenía un grado de purificación mucho mayor
que el teórico. Entonces, se pensó que en la fracción citosólica
habria algún inhibidor de la PKC, que en la DEAE-celulosa se se
paraba de la actividad de PKC.

Se probó la actividad del "inhibidor" usando PKCde cerebro bovi
no comosustrato. Todos los ensayos se realizaron en presencia de
PS/DG/Ca2+ que son los activadores de PKC. En la columna de DEAE
celulosa, este "inhibidor" eluía a una concentración de 0,2 M
NaCl (figura 51). Posteriormente se lo purificó por una columna
de filtración molecular en Ultrogel AcA34(figura 52). Este "in
hibidor" tenia un peso molecular de 55 kDa, un radio de Stokes de
3,5 nmy era termolábil.

En un principio se pensó que era un inhibidor porque la actividad
de PKCde cerebro bovino disminuia, medida en presencia de Ca2+ y
fosfolipidos. El cálculo de la actividad de PKCes el siguiente:

Actividad PKC= Actividad PS/Ca2+ - Actividad 082+

Los resultados mostraron que la actividad basal en presencia de
Ca2+ aumentaba.

Se efectuó un ensayo preincubando a distintos tiempos la PKC de
cerebro bovino, con Ca2+, en presencia o ausencia de la proteasa.
Se observó que la actividad de la PKCaumentaba en función del
tiempo de preincubación, en presencia de la proteasa (figura 53).
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Figura 51: Purificación de la proteasa dependiente de Ca2+ por
DEAE-celulosa

Se midió actividad de la proteasa utilizando PKCde cerebro bovi
no como sustrato; ——————[NaCl]
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Figura 52: Cromatografía de filtración molecular (Ultrogel AcA34)

Las fracciones de la DEAE-celulosa con actividad de proteasa se
cromatografiaron en Ultrogel AcA34.Se midió actividad de protea
5a usando PKCde cerebro bovino como sustrato. Se utilizaron los
siguientes marcadores: C, catalasa; L, lactato deshidrogenasa; M,
malato deshidrogenasa; Cc, citocromo C; Vo y Vt se determinaron
con Azul dextrano y CoClz, respectivamente.
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Figura 53: Actividad de la proteasa en función del tiempo de pre
incubación

Se preincubó a distintos tiempos la PKCde cerebro bovino, con
Ca2+ en presencia y en ausencia de la proteasa y de cada tiempo
de preincubación se midió actividad de PKCdurante 10 (AWA)o 20
minutos (0,0); (A,0) PKCsola; (A,O) PKCen presencia de protea
sa.

Esto demostraría que el supuesto "inhibidor" se comporta comouna
Proteasa dependiente de Ca2+. Esta proteasa aumentaba la activi
dad de la PKCen ausencia del activador (fosfatidilserina), sien
do éste uno de los mecanismos de activación de la PKC (Kishimoto
et al, 1983).

Estos resultados necesitan una comprobaciónposterior.
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CONCLUSI ONES



Se ha demostrado en epimastigotes de Trypanosomacruzi la exis
tencia de una quinasa de proteínas tipo C (PKC).

Tanto en la cepa patógena (Tu12), como en la no patógena (TulO),
la PKCse halla en fracciones citosólica y de membranas. En ambas
cepas, el porcentaje (65-80%) de PKCen fracciones de membranas
es muchomayor que en fracción citosólica.

La PKCpurificada a partir de fracción citosólica de epimastigo
tes de la cepa Tu12 es dependiente de Ca2+ y fosfolipidos, se ac
tiva en presencia de diacilglicerol y une ésteres de forbol. La
enzima es reconocida por anticuerpos policlonales anti-PKC de ce
rebro bovino, debido a que se purifica por una columna de anti
cuerpo anti-PKC-sefarosa. Algunas fracciones son reconocidas por
un anticuerpo monoclonal anti-PKC-a. La enzima es capaz de auto
fosforilarse en presencia de fosfatidilserina y Ca2+. De los sus
tratos probados, la histona H-l es fosforilada eficientemente.

Tambiénpuede fosforilar con alta especificidad al péptido sinté
tico GS(l-12). Todasestas características las comparte con la
PKC de mamíferos.

A partir de fracciones particuladas se pudo purificar PKC. con
las mismascaracterísticas que la citosólica.

Por otro lado, las fracciones particuladas del parásito son capa
ces de unir ésteres de forbol, PMAy PDBucon Kd de 9x10-8 y 11,3
x10-8 M, respectivamente, semejantes a los de PKCde mamíferos.

En T. cruzi, al igual que en mamíferos, existe más de una isofor
ma de PKC, como se demuestra por purificación en columna de hi
droxilapatita. Hasta el momentono se ha podido determinar si al
guna de las tres isoformas de T. cruzi es homóloga a alguna de
las ocho isoformas halladas en mamíferos.

La existencia en T. cruzi de una quinasa de proteínas tipo PKC,
muestra que el parásito posee un sistema de quinasas de proteínas
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complejo comoel de mamíferos. Además, la presencia de una acti
vidad de fosfolipasa C (Schenckman et al, 1988) y de un camino de
hidrólisis de fosfoinosítídos activado por Ca2+ (Docampoy Pigna
tato, 1991), demostraria que en tripanosomátidos esta vía de re
gulación es semejante a la de mamíferos.
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