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Ei·• S-iE.te;iia ··enZiriiAtico ~~:i~';;~~~J.~~~cl cl~~~sil re!>rf~~ta 
-- urla -de: .. ·,-~~~-~:~'~-~~~f~~~{~~,/~·:Ji~~c·;~~~~~iif~,~-~~-~~-~{~~·~:~~e.~~a~~-~tf.ai_;');c;r~~Ílal 

que.·.re~~f'.a.J~ ~HrHt~·~f:'.t-+•·~~·i~llt~f-~.-~~-~&~J"e~¡~;~-~.~t~J·~~-·2:.1+,· 
, · cuales~.:~le_van:.:,a::;:cabó;:-. una·:: sei-ie_;~~de~-=;procesos ~,tbioqu!mfcos~'.TCJ:ue ~_dan·· 

P
0 S; r.ii~~i~J¿i~ ~M~itc ~;~~~i~~~sJb~~~:~~J~:~~v~~b.~o~~~n{o,·, 

iTi~jf ~~it~j~tf~~l~i~1?S· 
' ~r~~-~-i_n~s~ ~ :;~- ;:·:·· <.~~,-:~~~/L~~)~/:}.eri.~.i-~_~\:--;_ai:np_l~~ ~&-~~-~~~--:<:~-~S~~\_.~. -..:.~~~~~n_e~-

--~ div.~·:~-e~~-~~ ~{!(~J+i,--}?~,~~~-· , -· ~ ~~~:,-- . ~~;~.· ~;~~--. /.-,\~.: ~}.t\'~'·· -- ... --~:º;ti:-~·-·¡--~;;·; __ 

::(~:;\~~i~ii~i~~i~i~~T~if ~illt~~J:¡. 
f~ñ'cioñ;~·iid~d- ... _dlii: ·~~_ste_ma;, _ai~slad,o.''::J(~~~?-=:a~é_s · dé ::.su ,~activación: a· 

::f ti:~1~k~~Jl~J~~¡;'i~i~llt~~¿~it:>. -· 
método 

5:eú:~~1L:~~j]º:m·~:¡:e ~'~;jf-~-i7J~~ª~~j:l,t:i~~:tiát::,~::·· . 
AMPc generado., Se· clislaron MBCRC. de':~.-~~-~~;~::¿~ ;,~~·~~{'i~~:·~~:~-~J'~·~~~~ 
alimentados fil! ~ con un peso pfO~~~io ·~~-<t~'<:~~-:~, ~-~l·.· 
aislamiento se realizó por 
ultracentrifugación sobre gradientes :·disconti.nuo~:' ,·d·~. ~ª~-~~~~~·'.,y 
la concentración de prote!nas de MBCRC se ajustó. a 1 JJ9/JJ_l.- ·. La 



~ .-. ~:~' .':'.;- ¡::~--. :'.:,:_; 

activida~ ·-:~:~k·:j/~'~·:: :~~:. ~~; · ~~·~'~ ~~;~~~~~~-~<·:~~~~~~~-~: :-~ie~-~: .. ~¡d·i:~-·: p~r la 

cUaritifiC-áCió'n·~-· de:·.:AM-PC' q·~-~eJ~'~i~r .. ~y Pa~t-.t'~~~~~d~l": ~-~~t~~-t~ ~-AT·p, 
pi~-s~~-~i~::i~-~\;~~-~:·1~~;~~~~~~:~;·~~'?::~~-~i~d~~-~i~~~~~~+~z-~.Y'.-~~i~~'.::·~e~~~:~ª~~s se 

i~forma·r_on .... :e·n,::~~Oi!i~~/'.~~~l,~9\'~~~,~L~~~--¿'..~~§:~ ~~ ·~''.'.!~n.~iorl.~~-~dc:'-i:l ·.de~ 

::::::~asde~i;;:inl~J;i~fi::;1ti~ªjt!~~i~~J!]í,r~~1ª¡~~c~j::::::::: 
activ_ador~~: _ PTH/~;·(;~p /:/~T.P á's}~¿:f~t-'~'k·~~:i-~_~'~:'YJ ~~j~j~-~ ~~·n :.:d:istintas 

=~::~1~:~;;;1::;;;;~Í:~~±r~~~~~~~[f:{~~ 
mediante un ensayo ·biológiCo J.n mQ u~~~d~;\~;at"it:~·:··W1~tar .. ·~·maé::ho ·de 

apr~XiJ!l~damente __ 150 g de peso, en=--·:ia~ que:. S}~:_\~:~~·~p-~~6 la 

frecuencia cardiaca de1 grupo tratado-:- con - PTX a- -dosis'· de 50 

pg/l.00 g de peso corporal con el grupo control. Las membranas se 

ADP ribosilaron con PTX en presencia de NAo-32p¡ por otro l~do, 

se ADP ribosilaron para mantener activo al sistema enzim6.tico. 

Los datos obtenidos comprueban que contamos con · técriicas 

necesarias p~i:oa el estudio .in llY.2 del sistema enzim6.tico de la 

AC, 0 e1·-·"cúal :se:-encontr6 funcional en conjunto y ·pudo- activarse en 

sus.· c:lifer:entes niveles (receptores, protelnas G y unidad 

cataliticá) ~ ·El magneáio resultó ser de suma importancia en la 

recj~].~~i.~~:~:,~"~.;.:;~·~. ,;~~-~ivi~ad' 'de ."!'as proteinas _ G 'que estimulan o 

-iñhl~~~~:=~'-~ti-;;~;~~~~~~':'dE!ilid~-~ ci~~:-en -su- ausencia la producción de. 

~Pe di~~'i~~;-6 ::·int~·n~a-~~nt~~--: · P_or otra, parte en · 1as membranas 

iderltifi·~~--:~ :· i~(;.';_:~~~ni·:~~~~- ~--i·f~·_. ~e -~:¡ médiante la utilización de 
::' ., . -·' ' 

la:PTX·y· NAó.:.. 3_~P. ·"También.: Se ·e'videnci6. de manera funcional a la 
_, .·' .. 

proteina . Gi_': ~~-n ·~el .. _uso.:.~~_ di~erentes activadores del sistema en 



donde se observó un comportamiánto bif4sico que ap~ya una 

regulación dual tanto por Gs como por . Gl. de la actividad del 

sistema enzim4tico de la AC. 
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1. COMUNICACION CELULJ\R 

Una de las características :~~:~~~i~·i~:~·,.-~·~· los·· ser·es 'Vivos es 

su capacidad 

el. m~~~~ lo cua~~-!~ª :~~!~~~,~;~~~~~~~:~;~i~;.~~~,~¿-'~~:~~ ~':-~~~~~~~~:~~~e_~~-~~~-{:~ 
serian _muy_ ~~ca~~~--. .- ~-~:~~,:~-.~~~:~~~~;~-~'.~:i~:~~~~~:~~::.~~~~,f~~.i ~-~-~-; En -- otras 

pala.bra~~ __ - la ~~~~~~:~:;~~~::;~;;::~~~~f:_º.ª.~:~-~-~~:~~-.--:.~e~:~_·P·~r~~~~~ los cambios 

que ~~~-ª~~~~~ ~~-~~:=~~-~~~~~~~=il~~~~~;~~~p~~;~~~ -~l~~S-. 

::vr:::j~I;{I!~~i:~t~!~r;}r1It~E~::~:::::::ª:::e:~:~::::~: 
y '.arm~ni.~~~-,:-;~;Y'ii:-~~:~:f.l\:'~~~áf/"~ ·a\:~:~abcO por medio de un sistema de 

comun~ca~i~n··l~l~~füK~i¡S',0:i•.~·.·. ; 
Eri. ~~: ~~~?~ ~-~-:)?t;.g~!l:~~~-º~) .. Pluric~lulares, las células que los 

cons~--~t~~~-~J~-~.:{~i~Y#A?:~~--~-~~~as ,- ·sino que es necesaria una 

ei~ bo·~a-dil7·:~~~~:n'íd¡'~·i6~" .~·nt·r~·- el las. En a1gunas células, la 
. . - -· _: . ._:··,:Y: ::· :,;· :'·-~~,·:._. :::'. . . -~ 

corituniC·á~i'Ón- gener~1m'eilte se realiza por contacto directo célula 

·~ir( ·embarqo; también se comunican a grandes 

- - - distan_ci'as¡-· para- lo~ cuar ·existen productos quimicos que acttaan 

Cotiio señales ·y que son reconocidas por sus cél~las blanco 

especificas; en donde se produce la respuesta apropiada (2,3,4). 

La comunicación qu!mica, desde el punto de vista fisiológico 

presenta diversas variantes: la comunicación hormonal o endocrina 

en la que una gl6ndula secreta una hormona a la circulación para 

que esta acttl.e sobre su órgano blanco; la ncurotransmisi6n en la 

que una neurona libera al espacio sin6.ptico al neurotransmisor 

para que éste active a la célula postsin.!.ptica; la neurosecreción 



en la· que la célula - -neural secreta a ... 1a·· circulación su 
. -· - : ''. ;· .. : : " ~ : .. , ' 

la comunicación - paraCrinci;'- o . la:cal ~-·: eÍl la .. que el mensajero; 

mensajero actda sobre las c~lul~~ -.~er'~~~:~~):~};;·;it~~~~~-~-~~~~-ª e~ la 

c;iue una célula produce factores· cjite·.''~·ct~'a~ :~1~~~~:~·~1i:~ '-~i~ma (~). 

Las células donde_ se con~~-~t~~):~i§;~:'~~~j~~-~~;\~-~~ie.n m'oléculas 

receptoras que tienen la .propiedad·-de·_ re·c:~n6~~~.:~·-~.'~il1t~ract~ar con 

el mensajero y de transmiii~:---~~I~fi6~'.;~~'h~J'iij-rf.ji,;~~*~-éÍ~~~ s-0~ -produzca 
··'!-, 

la respuesta celular o el e-feCtC,-. · 
~:: i·; ' _. .'. 

Para desencadenar ·la -·res-P~eBta .-e~S-.- d6' -suma importancia la 

Los --receptores 

pueden estar localizados en el, citoP1aSma; en este caso sus 

mensajeros son capaces de atravesar la membrana plasmática; o 

bien pueden encontrarse embebidos en la membrana plasmática. En 

cuanto a los receptores de membrana, la interacción ocurre en el 

exterior de la célula y la respuesta tiene lugar en el interior 

de la misma; por lo tanto, es necesario que se genere una senal 

intracelular. Debido a que la hormona acttia como primer 

mensajero, a la set\al intracelular se le conoce segundo 

mensajero. El proceso que se lleva a cabo desde la activación del 

receptor hasta la formación del segundo mensajero se le conoce 

transducción (1). La difusión de los segundos mensajeros 

permite que la s~nal se propague por toda la célula para regular 

procesos fisiológicos y bioqu!micos (2). 

Dado que el ndmero de segundos mensajeros es pequeno, las 

rutas de transducción en las células son universales (2). 

2. V'IAS DE TR.ANSOUCC'ION DE LA SE'ft'AL HORMONAL. 

Existen varios sistemas de set\alamiento transmembranal para 



procesar las; sena les hormonales. Entre los m~s importantes· estAn: 

a);: .ef ~i.~te~a de- la adenilato ciclasa; b) el· de fosfoinositidoS 

c~l·ci~·;.:-~). el- d~-- los receptores acopladOs a-la guanila_to·_ ciclasa; 

d) ·_.:el de receptores tirosina cinasa y e) el· de receptores -- canal:­

(2~): ·A ---continuación se hace una descripción del-siStemil de- __ :la 

aci~n'il8t~ .cicl~sa que es el que_ se analizarA e_~--~~;.~· tr~baj~<'.~ 

2 .1 Sistema de la adenilato ciclasa sensible a hormonas 

El sistema de la adenilato ciclasa (AC) es el mAs 

ampliamente estudiado. Su esclarecimiento se inici6 en 1958 

cuando sutherland y Rall descubrierÓn el adenosin 5'3'monofosfato 

ciclico (AMPc) y observaron la modulaci6n de sus niveles en 

respuesta a la acción hormonal (24). En 1971 Rodbell y 

col. (24,30) descubrieron que el GTP resultaba esencial para el 

mecanismo de transducción que genera el AMPc, y por lo tanto 

demostrarOn la presencia de una proteina transmisora que une 

nucle6tidos de guanina llamada ahora proteina G (2). 

Este sistema que emplea AMPc como segundo mensajero posee 

receptores estimuladores (Rs) e inhibidores (Ri), ambos 

comunican con la enzima amplificadora AC a través de 

transductores estimuladores e inhibidores, conocidos como Gs y Gi 

respectivamente (2,6-B). Los tres componentes protéicos parecen 

ser escasos y exclusivamente intrinsecos de la membrana (9) (Fig 

1). 

La actividad de la AC sensible a hormonas se encuentra en 

casi todas las células de vertebrados asi como en muchas especies 

de invertebrados. En algunos procariontes (bacterias) y 

raramente en vertebrados (testiculo de rata), la enzima se 



(AMPc ) 
+ 

PPI 

Fig. #_ 1. Sistema de la adenilato ·aiclasa sensible a hormonas. 
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dopalnina, 1os /3 -adreñér9ic"os·'.i:~,_. l-~s.:~u~:~-~rini~o~--- tienen. 

estructura similar .que ~o~~·~~t~::·~-n· ·;::~:h~li~~~:-:~r~~Sme~·~l:-anaÍe~·. cori 

regiones de homologia en las:a~aé: citopl4sm_icas (7,13-16) (Fig 2) •. 

En la superficie de los receptores se· encuentra el_ sitio de 

reconocimiento al que se une el mensajero. Las superficies del 

mensajero y del receptor adaptan perfectamente entre si y, 

esta perfecta adaptación de superficies es la base de la alta 

selectividad de los receptores para una hormona especifica. La 

a~inidad (K) entre la hormona y el receptor es una medida de la 

fuerza de adaptación entre las dos regiones complementarias y, 

puede ser definida como la constante de disociación en equilibrio 

(Kd), que es la concentración de la hormona que satura la mitad 

de los si ti os de unión y cuyas magnitudes se encuentran 

usualmente entre 10-7 y 10 -12 M (17) • 

El sistema de la AC posee receptores estimuladores (Rs) 

inhidores (Ri). Los receptores estimuladores acoplados a la 
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Fig. I 2 Plegamiento propuesto del receptor 
A adrenérgico. Los receptor·es tales como la 

rodopsina, receptores fi adrenérgicos y muscar!nicos 
tienen una estructura similar la cual incluye 7 
hélices transmembranales y regiones de homologla en 
las asas citopl6.smicas. Una asa del lado citosólico 
participa ·en la activación de las protelnas G. La 
fosforilaci6n de mt.l.ltiples residuos de serina en el 
extremo carboxilo terminal evita la interacción del 
receptor con la protelna G. (15). 
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G :inhibfdOra· ~ (Gi) _. Y.-.· p~i- ,'.lo _;.tañtO: :c:lis.ñai~\l:Yé:il las -concentraciones 

: intl-acei~1~r6s ~·de ·ÁMPC C 11·, '12 i 18~20) :.¡~:./.: ~;"~:~-;.":- --

Los_ receptorea, -como y~ ·~e~.;~-~:ri~=¡~-ri~ff~~·~~~~~i~'~~ cóii ,-¡:;rOtl!inas 

reguladoras hom6logas que ünei{" ~i~i~~~t:i:~-~;: :'dE;,~·g.~:~rii~a·,, la·s 
F~/~" 

llamadas prote!nas G. 

2.1.2 Prote!nas G ..... ~ .. ; 

Las prote!nas G controlan ,-,'~a -S~~~~i.V'td~cÍ ;,-'cátalltlca de los 

sistemas enzim6ticos :~~~-·-;~,:~~:~d~~;~·>~'.,~~-~. '~rl'a .~~e~ie c'ompleja de 
. ' _· "-'·· '." ,·" '. ' . .- :;: .. ~ . '. - .• 

reacciones ( 18, 21) • Oichas:>·pr~t'91nas-,- _ aCtiv~das por GTP poseen 

actiVidad GTPas~f/';i,O:; ~ü~'ir*~t-~}~~~-~~=~llaS relojes moleculares; 

esta. capacidad impide ~~-;,'.~~f'¡-~~~f~n .-;~rsistente de las proteínas 

G y regula.: el nivel de ·actividad· de' laS funciones del efector 

(6 ¡a ;11~~ .i2' ,'2',0-2·_~ f. _En ·al ·caso del sistema de la adenilato 

ciclasa; .·las prote!nas Gs y Gi activan e inhiben respectivamente 

al efector (22, 25). 

Varias proteínas G acopladas a diferentes rutas de 

transducción han sido identif !cadas y clonadas. Dichas 

proteínas se encuentran enteramente en el lado ci toplasm6tico de 

la membrana y comparten rasgos en comil.n (12,14,20,23,24). Todas 

ellas son de naturaleza heterotrimérica, ya que están formadas 

por tres subunidades: las alfa , las beta y las gamma (0<,(0, "/ ) • 



Las , s~~-!-1.~i~':'des ~: o<.._,_ , :·:~-O~.,; ii~-~~~s .~ P~~~.: c~~~-<P-~5~-~~-ir:i~ > --~,~~·-~(~e · ~an _ 

c·1onad~_:_:12)'.~: su:: tamaño', ::va~ia·}ii"é-_·,-39- o:.:_··~- _·s2·_~:. ki1odai~9nes· .. ~ cKd>, 
' -;·_· .. ' /.< ~· . ' ',: :"_' . .:- .;::·. -- ~>~ . .-'. :_: .' 

cont'i8rlen ___ ·, 81~~ Sitio·';-; d~- ''u~i_~!l /P~~~:·.'~-- ~~ \: GTP ¡ ·«,: .ª11~·~·; · .. _~l; ':_~TP '.es 

hidr~1i~.á~~-~':!-P~~~~: Iru~~-~o·~--~e·-:_[ia ·-~~~iY.~~-~~·LL~_eX~!Pa~a )~!~_l~é_rente. -··a 

dicha silbunidad ·_y:-.eldemtss í -cOntiOrle }i.Os -: ~it:io;;~-~'~eil:to~.;-~ ,_ pá·r~ _ _,_la 

- ADP -;ib~-~;ii~¿~iÓ~~~~-ci~~~.f{i· ~f~~iii~~-,·#~~tJ~-s-i-~f~~~;d¡'Ü~~i"J.~ti~~~(P~~ ~~:~TX 
respectivame-nte] ~ Las ~~b~~id.i<les '¡:. 
clo~adO ·'.'4-~-~::~cU~~~~~,:- 6~~-,ciin ~~~~·r.o d~ ~-_--j~-}~~~:;~~,~~(K~.\: y :_-.son muy 

pare-~id~·s; ~~0-~t~~ias· .iC:s o-prote1?ias ·G-. - ~se' h·~-n- Cfórl~'d0--3· subunidades 
_. -_. ----··=- . -, - - - - ' ·_-. -, _: _, '- <- _. ·.-~·-

~ con un .tamaño de 5 a 10 Kd, que parecen_' estar estrechamente 

as~ciadas con las subunidades f3 Y pueden · ·separars'e de éstas 

solo en condiciones desnaturalizantes (G,11;12·,20-24). 

El arreglo exacto de las subunidades de las. prOteinas G no 

conoce, pero se proponen tres posibilidades donde las 

subunidades ¡:J'/ sirven de anclaje para o'.. en la membrana y, 

ésta tJ.ltima, siempre d6. hacia la cara citoplasm6.tica (14, 18) 

(Fiq 3), 

La identificación de las proteinas G ha sido posible gracias 

a la utilización de las toxinas bacterianas de Vibrio ~ y 

Bordetel la pertussis, debido que pueden modificar 

covalentemente a las proteinas G por incorporación de un grupo 

AOP ribosa a la subunidad ot. ( 14] . 

Se ha demostrado que todas las prote!nas G con subunidades 

oc.. que contienen un residuo de cisteina en la posición 4 del 

lado carboxilo terminal, son susceptibles de ADP ribosilación 

catalizada por la PTX. Debido a que en la subunidad O( !11 esta 

cisteina se reemplaza por una tirosina, Gs no puede ser ADP 

ribosilada por PTX. Por otra parte, todas las subunidades e'- -
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Fig. # J Vista esquem4tica de la orqanización de 
receptores, proteinas G y etectores en la membrana 
plaam4tica. Todos los receptores hasta ahora 
aislados son glicoproteinas transmembranales. La 
adenilato ciclasa es una enzima glicosilada 
transmembranal cuyos sitios activos est4n del lado 
citopl4smico de la membrana. Se muestra un canal 
muscarinico de potasio aunque su estructura a'dn no se 
conoce. Sin embargo, se sabe que otros canales 
i6nicos son complejos multiméricos de proteínas. Se 
ilustran 3 posibles arreglos da las subunidades o< y 

p~~e~e int~~ag~~:;!~~ ei' ci~~~~~u:f~~1:s (~~~~nidades 
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q~e:,-.:-c~-~·~~e-~~~-· á~gi~Í.":a ____ Sirye~ ccirilo- sitio ~.aCeptor ~para- ·1a··.'
0

AOP 

ribosilaciÓn: c~tali~8da· -Po~: Í~ .CTX-"'"'_'-y:':S~_-:,::¿'r~~.,,,·:que-;< ln "'riY,Q·;~-;os· e's 

En 1980 
~--·:.:_. '."_"-< : ... :.;-,:.-:·_._:_'. 

se separó e_l _'.~~~~~-~l!,~~~~~~-~~~e~~:c~J'l~-:~!>~-~--~;-~~~~::c la 

estimulaci6n hormonal de la AC; -di Cho- ComPCmen~e . a1 que 's'e le -

llamó Gs, es un complejo heterotrimérico compuesto de 'una 

subunidad o<.. con peso molecular de 42 a 52 Kd, una .subUnfdad 

f3 de 35 Kd y subunidades ~ de 6 a 10 Kd (12,22-24).> La: 

proteina tiene función reguladora estimuladora dentro del· sistema 

enzim6tico ya que se ha observado que en ausencia de Gs, la· Ac· 

se encuentra inactiva atm en presencia del substrato fisiol~_g_ic;:~.·'­

Mg++-ATP (18). 

Gs, ademAs de ser responsable de la acti vaci6n de lci: ·AC / 

través de su forma 

estados de alta 

o<,. -GTP, también es capaz . "de mo_d~Ú~·r_ ~8-s' 

y baja afinidad de los receptOres··: ¡)()~'- ei-: 

agonista. En presencia de Gs, mAs del JO% de· los _ réC:;ep~·Or~·s 

estAn en su forma de alta afinidad por los agonistas~::- y'.~~:~h -S'ii. 
ausencia, todos los receptores estAn- en - su ~ f~-rma~:d~_'~;.~~j~·~ 

afinidad. 

Por otra parte, debido a que el complejo 

hidrofObico, piensa que Gs es una prote!na Per.if~J;.·f~'~-; de· 

membrana anclada en la hoja interna de la bicap_~- '~~~b~;~~á-"i~--~~ 
través de la subunidad ~ (11,12,20,25). 

2.1.2.2 Proteina G inhibidora (Gi) 

Aunque muchos mensajeros act'dan de mánera e~tltñ\;iat~i:--ia 

el sistema de la AC, otros inhiben sil~, ~~~-i:~~~-:~~: L~.~ .. --~~~~~¡~r 

10 



::._ '-< .. : '/:'.-:'::>.··>.·,<:> :.'>>· _._:: Sugi~·~-6 ./la ·:--Pre~~ri·~-_i~': de .--Otx:,á ·. P~ot_8i~a-';·-i:-egu,la·d~0ra -~-con acción 

· ifih:ibÍd-t;tik~ ,:_~-L·f~'.:'.\a~~¡~·~¡-~:cií~-::/~~-i{:;'st:~ :,.m·~-Íécui·~:. que acop_la los 

~·ectipt~r~~s'./,~·~.r-~·~-~~~~~~·:g~:-~~~'.~~:~~-~:~}~~.,·:,:-.:~~~~--~~ :,'.~~_,\y. q~e ·también 

·re~·~Í-~r~;(c;T·~}~;~--pifd'i>~~~~~:.~d~:~~s·f~~-d~~~;~~~~z..-:i:~·é:i :':·· ci~n ~)a. ayuda de la 

•·5~~~l~~l~~fª~V:;·::-:~::.: 
-_.r_i_b~~:i~~~:,_·_~~~l~-~~~~}~'-~~~::i~:~::)~~~~-~~~:};~5&-.-~;~~~~t~~~-~-~i~i:' de la' proteina 

·Gi ~ -c~~ -:i~s-~~~~:¿e'Pt~~~~-:~:·1hh:ibi_t?ri~-~ -I~f ~~~i';~~~~~~-~~~:-re-su1 tado, dicha 

prot·e1~a·, .~i~~~~, j~~-, t:~~~-~:·~~d~á\ .:_~e- 'f~-tíib'i~ la enzima 

~--.. - : · ... '> ." .~.-:· .·--:. -' 
2. i.3 · ~nid&d· -~a:t&li~ica: adenilato ciclas&·. (AC) 

La.; AC es:·una enzima tr~nsmembrana:~_". ~l~.~~s'iíaaa cuyo sitio 

a~tiVo-·estA· sobre l,a cara citoplAsmiCcl ·de ~la tUembran8 (18). 

En--1974 ·Neer calculó para AC de_ ;a~il: -~-~-~~,'?e _1. 59 X 105 • 

Segón este autor, la determinación de -su" volUmen especifico 

párcial, indica que la enzima renal tiene un Area hidrofóbica 

minima ·por lo que probablemente no penetra en la bicapa lipldica 

sfgilificativamente (9) .----

Otra caracteristica propia de la· AC es que manifiesta una 

aCtivldad basal que varia de acuerdo al tejido y al procedimiento 

de ensayo. Atln no est6. claro si ·esto representa la verdadera 

actividad de la enzima no perturbada, o se deba a una ligera 

estimulación de la enzima, inicialmente inactiva, por li9andos 

reguladores (impurezas en la preparación de membranas, o en el 

ATP usado como sustrato). Dicha actividad basal puede aumentarse 

por la adición de hormonas apropiadas o an6.logos a la mezcla de 
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ensayo, pero de cualquier forma, el grado de activación hormonal 

ensayado in rlY,Q es menc;;r que el observado cuando se estudia la 

sinteSis de AMPc en células intactas o en tejidos. AdemAs, la 

concentración de hormona requerida por la enzima, aumenta después 

de la homogenizaci6n de tejidos (9). 

3. MODELOS PARA LA REGULACI()N DE LA ACTIVIDAD DE LA AC. 

3.1 Mecanismos de activación de las proteinas G 

3 .1.1 Modelo de disociación de G para la regulación de la AC por 

borm.onas 

La activación de la AC comienza con la unión de la hormona 

estimuladora (Hs) al receptor estimulador (Rs) para formar el 

complejo de alta afinidad HR que a su vez, activa a la proteina 

Gs al facilitar su cambio conformacionaL En el estado de alta 

afinidad y bajo la influencia del Mg++, Gs se vuelve afin al GTP 

natural (o a los anAlogos no hidrolizables), el cual se une 

estrechamente a la subunidad oc.), y se libera a su vez GOP; esto 

resulta en la disociación del receptor del complejo y en la 

disociación de Gs en o<~-GTP y el complejo f.>~ (ecuación # 1) 

(2,3,10,12,24,28-30,33). A este estado de la proteina G si: le 

conoce como activación (estado en el cual la proteina G es capaz 

de estimular o de inhibir la actividad de la AC) (18, 25). Por su 

parte, el receptor regresa a su estado de. baja afinidad, lo que 

permite la disociación de la hormona (2,3,5,10,24,30). La 

subunidad o<~ -GTP activa que se libero del heterotrimero, se 

combina con la unidad ca tal! tica AC para formar el complejo 

o<5'-GTP.c. La AC bajo la acción directa de o(!.-GTP activa a 

la forma productora de AMPc a partir del substrato ATP (ecuación 
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#2), mieTitras 'C;¡ue'_ por .. otra -pa1-te, . las. subunid8deS ~ ~ ~~-- ·compiten 

. ~o~·:··c~-~~~~~- ~~;~-;~~-~¡;.~!l~- cori 0<i:. ._.; c12 ,_~4 ,28~3Q'¡33):~t ~El "Ai-!Pc -'a·s1 

9~nera~o: ~e·. Ün~ al cOmponente req~_ladO~ d.~.: un_a.:P~~~e~:r;t.~:'-..c~n"asa_ '-A 

y_ al.'que_dar libre la ·porción catal!tiCa:.f~sf~~iiafa"P;6t·~1~'8-~ · q·~e · 
-- f-in:~~~-~~t·~.: dan -- - ~·- .- -:_: - ,, .. , · - ·-·- --- --

_·_ -- :- ._--e-.·.-=>-- :. ~AMªP.c 'rees~~~d .. eªg8r-~a~d:.-a_d_o:.i-~p-;~o;~-,-r-~~.;.~u-¡n:'..-~a~~~.~'.-~f-:;o~s:~f·b_·~o:!_-_·;::.-d·2.:;i_.-~e--~s--~t--;e-:~r.9a~?s-~~a: 
~~-~t~:.~O~~n1:eºi _ -~--~1 = 

eSpe:é!fi;;;a la·· cual lo·- hidroliza'_ haEit~'--.'AMP.-;:~'.i'coTi:':·10:·~-~U~:~"f'~~ina :.-~~ 

:::s::3:~~S1:t~~i~i~~i~f~!ft~:;~ 
~~-.GD~ ::~:::·c·~·-.:---i·:-·.::·-~~-~-~t~-~,~~~- -~-~~~~b-~~-~\~~~-~ >:4;~:: :p8ra' volver a 

::~::H: 2~o/r~¡~{~-,;:~~Tu~1it~;~¡~~fc~1{~ilIÜ}i;ri~:::~;ª Gs ;r :: 

horm~n·a · .. -~·;;t1tnt:lad~~a:·:(pJ·~·¡¡~·~:_-cc;¡;;enz~r·;~:-ah~ra-:>~ oe-. acuerdo a este 
--,_' - :'- --, 1,_o_,--.-;:·-:; 'co_,;; ~.··; '·O: J· .. -. -. ,>: •. ,.-.,,.-"-". -· ,, .,- .• '- , . ' 

::::::1~~~:[iII~if r~iE~~F~:t1~;:~'.t::: A4Cc:~ ~:~:~!::::: 
~;./~f;~r~J~;:~f~~~:rnh! }~.GTP + f3~_ _(l) 

--'-=-=--o-o;-.-";-~::::--~---·--~- --
.;('~GTP ::.+ -::'é' ··--,--'.--'-'-'-,~~ O<., GTP e (2) 

. GTPasa , e ___ ..:;;.; ___ ,;,, _ _., O(~ GDP + e 
(3} 

O(, GDP + f3t -'----'-----_. C><o GDP f!>t (4) 

se sabe que en. ausencia de HR, la reacción #1 requiere de 

una alta concentración de Mg++ (3). 

Por otra parte, el mecanismo de inhibición de la AC es 

controversial, debido a que existen evidencias para al menos dos 
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·--...,,..---+ Ol.s GTP•C 
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~~20 

Fig. # 4 A. Modelo de disociación de G para la 
regulación da la adenilato ciclasa por hormonas. La 
estimulaci6n de la ciclasa ocurre de la siguiente 
manera: El agonista (Hs) unido al receptor 
estimulador (Rs), cataliza el intercambio GDP-GTP en 
Gs, y Gs se disocia en O( s GTP y fo'lf • La D<!j GTP se 
une al catalizador adenilato ciclasa (C) y lo activa:. 
La GTPasa hidroliza al GTP y la Oc:'s,GDP se disocia de 
C y se reasocia con /3{ para formar el heterotrimero. 
Un nuevo ciclo de activación de Gs por la hormona 
estimuladora puede empezar ahora. La inhibición de 
la AC ocurre cuando el agonista (Hi) se une al 
receptor inhibidor (Ri) y este cataliza el 
intercambio GDP-GTP y entonces Gi se disocia en GTP 
y ¡?'g' • Las subunidadcs /36 liberadas elevan su 
nivel dentro de la bicapa causando una inhibición de 
la ciclasa. 
Fig.# 4 B. Modelo de disociación modificado de G para 
1o. requlaci6n de la adenilato ciclasa por hormonas. 
En este modelo se asume que la subunidad e><. estA 
flsicamente unida al catalizador e todo el tiempo. 
La forma activa de la enzima es o.::::s GTP.C y su forma 
inactiva _eso.e!,f3t.c· Corno en el modelo de disociación 
anterior, la concentración intramembranal de las 
subunidades determinan el nivel de actividad de la 
ciclasa (28). 
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mecariismos. distintos: p~~n\e',rO, ._·-1a subunidad de· Gi puede 

ifih-ibil- : di.fé'~ta~~nt~ -·a·!:,1á- uriidad catalitica;· y segundo, la 

_fúJera~·~~·~;'.~~,):~-~-~~-~.~~~~:~~~~~d~~.~.ª-:~~:_:-~~:b~nj.'~~d~-~~;9-~. de_~:Gi ·pueden, 

p~i:. ,'.~~?~~~-~.-:~.~>: '.~~~~.~ ,i:i ~~~~~~,~~~~ ·~·.·-~:6~-> 1~~-- ~~bu~ ~dad~~. ~ s' libreS-'"·.Y 

~~:~~:f ~{~~Frl1$~~~t~i~;!frj;~:~~~~~?~1:~i~:e2:i~:t:: 
.·.-·,_~~·:~--~~~}:_~~~~~~~~~'i;i·~¿~~~I~:i~-~~~-s. ~-:J~i-.~~~-~~i~::-_~6~:~. 
1) · Li~~~/ :~1'J~~:~-:~-~~-~~~~~.:ri-~e~::~~'.·f·~~-~_.:_:~::Ji~~·:f'G~ ~'f::;~ ~1-~~~'.Y ---.~> ·estAn _,_ 

'--"~· - . _. . - . ' ' - , ... ' ·-··.. - .... ___ ,, ,_ ,,. 1 _,,. ·' 

_: fisiCame.ñt:O,: se~~;~d~~-.-~~·~i~~~~-~td~~:t:ri~~s-!:·~~-nfb~~~-~:;:: -,.º.,é 

ii) ··La form~ nativa de ~Í~·-.~-~~:i~~~~:~c:t'6~-~:~#i~€~~r~~~~"i1~.~~~ -i·~~~~-~--
activa es o.es GTP.C. /:':}~~ ,:__:"'.: :·,·:-,·~2.;--1~,} -:.;-~.:<·~ >,-.;; 

Este modelo molecular_ tiene·:: gran .:1~-p~.~~~.~~~-~~~·:·~~~-~:i~~~·~:~~~~~·~,~~·, 
por dos caracteristicas: le oto:~~·i~~::~~i~~~1fu~~Í:~~~l ~h'ia' 
subunidades fo6 y, a· caus~~ d8:-1á/1~eñtfdcid~-·de·_e~~~S-_.~·~éf'i-~.'G_i~Y G,s, 

se logra una comunicaci6~_.'cr~z8;da -.~~t~~ .. ~~'~b~~ ,'.~k~t~in~~: _.~-~;que 
-"'-.-.·,:·.-. -_ '_·-'-, __ .... _' _____ ,'. 

permite la inhibición de la AC ;Por. ·G1 ':-sin. intér~C-ci.6'1-,·:éii~·¿cta Gi/C (11,12,23,24,28,34) (Fig 4A) 

Los estudios .de .la cinética de activación de la AC por 

hoi:-monas y nucleótidos'--de-_guanina, tanto en membranas nativas 

como en sistema.s reconstituidos, proponen que dicha cinética es­

de ler orden, debido a que se observa una dependencia lineal 

entre la activación de la AC y la concentración del receptor 

activo (28). En consecuencia, se propuso una modificación del 

modelo de disociación analizado, en el cual, la unidad funcional 

del sistema de la AC es un complejo entre Gs y C. De acuerdo a 

este modelo se piensa que c.<. s estA siempre asociada con e 

(fisicamente unidos) y que las subunidades /.3'( se disocian del 
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complejo .:Gs:C >dej~rlcio 1ibre ~s-:~; "'-·~ .. Eit.leste caso,. la forma 

~cti;~ .;:, ·~f§!:\~~-:,·~~~:~~~-~;~~ ~~S-~~p_;c.~·~, \~-~~bi~~:,~~:, ~s~e-~ mod_e.10·, la 

conc~ri·tr'¿~.-i~ri'.:i~t\·a~~~·br-~~~i:··~d~ -"i~~:-~~bu~ida·d~~ /'3 i- d~'te-rm·ina el 

nivel de ~~·~~i-~1d·ad d~::.:·1~-AC. Ad;~4~·; · l·a· diSO~iación incompleta 

de '."_y e_ permite explicar la cinética de activaci~n - (28) (Fiq 48). 

4 t. - ORGANJ'.ZACION DE LOS - COMPONENTES DEL Sl'.STEMA -EN LA MEMBRANA 

PLABMATICA 

4.1 Modelo de libra dieociaoidn 

El modelo propone que todos los componentes del sistema de 

la AC pueden flotar libremente en la membrana. Es decir, 

cualquier subunidad de las proteinas G puede unirse a cualquier 

receptor o efector si tiene la especificidad estructural adecuada. 

Existen observaciones que sugieren que algunos componentes 

mueven realmente en la membrana. Por ejemplo, el sistema de 

la AC sensible a hormonas puede reconstituirse por fusión de 

células que tengan ya sea receptores o unidad catalitica; esto 

prueba que los componentes de los dos tipos celulares debieron 

haber difundido en el plano de la membrana plasmlttica. Por otra 

parte, no existen evidencias directas de que la separación de las 

subunidades de G ocurra en la membrana, pero dos experimentos 

indirectos indican que la disociación puede llevarse a cabo. Por 

ejemplo, las subUnidades ¡g r en exceso pueden inhibir a la AC en 

membranas, esto sugiere que /3 '( se asocia con o.:.. s que se 

encuentra en la membrana, y cambia de este modo el equilibrio de 

dicha subunidad. Adem6s, se ha observado que o.::.,0 pura, es capaz 

de activar a la AC de membranas de plaquetas y de células 549, 

debido probablemente a que o.:. f se une a las subunidades ¡31 que 
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' . · ... -, -:-· .- ' 

se encuentran libres y que ... son __ .c;ausarit~~ ~:d~ i~ .: i'nh·i~iciÓn-·del 

sistema. 
' . ·. : ··:· -......... _ :, · .... ~ ' 

En este modeló, ia·; e~t~~~-fó~e·tr1a,.;de :·los ,,rec¿p't~r·e!!J·; 
: ·. -, -.-.-, ·: :_. """','.: ·' ··_:' ,'-.. <:: -. •., --.- .• ·. ::.,_ .: -, 

pro~e!n.~~ .G ___ Y, ~fe.~_t~r_!3!3• 'f!~>~·~'~r-~~a,d~~~n:;~_' ~~\Póf):"ant·~;_·~pa·ra 
deterlninar su especifiCidad (1.4). 

4 .2 M0delo .d·~·; d¡'~~~1a~i6-n.:r~~~ri~~~~~~~·-, 
con el ~fin,_de -~-s·eg~rar -:1~ _:e-~p~~ifi6idad ~~·~~acCión. de ,_las 

pr~_te-!n~S .~· ~ ~~-:,,.es_te ·~.~d'i10 ~-;~~str·ing-~; __ ·,¡~- ~:' 10~~-1:.i.~-~6t6;r \i~ :· iOB 

~·omp~nerites · d81"- ~iste~a de la --AC. En otras --pal8bra·s~- .- defitro de 

un--~~e~ :-~1~itada/- las subunidades Pueden· disociar~e~--'-Peró no 

difundir."-libremente a·-traVés- de la membrana:· Eñ--- a·poy_c;:-~a'· '~-~t~-·-
.-:_ --· - --·-

-teor1a~ .~é-XiSt:en eVidencias. que sugieren qu9 el cit~esque1eto 
'. ' ,:,_ ... '. ... '.·' 

~nfluye en la habilidad de las hormonas para estimular>~· l.a AC Y.~ 

parece ser, que las subunidades' i se encúentrari _-asociadas a 
dicho citoesqueleto. 

Ambos modelos no son mutuamente excluyentes y, cada uno 

puede aplicarse a diferentes partes de la célula. Un argumento 

en contra del modelo de libre disociación, podr!a ser el hecho de 

que en algunas células, los receptores particulares y las 

proteínas G, se encuentran segregadas en una superficie 

~~r~~cul~r, m6.s bien en la apical que en la basolateral. Esta 

localización se ha observado en algunas células epiteliales, del 

mismo modo que se ha observado que la AC sensible a hormona 

paratiroidea, se encuentra preferentemente en la superficie 

basolateral de las células renales corticales (14). 

Por otra parte, los mecanismos descritos para la activación 

de la AC sugieren que tanto la enzim<l, como las prote!nas G y los 

receptores, se encuentran flotando en la bicapa lipídica; sin 
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embargo,- como _ya se menciono,· nO Bst4 -_'clara .·su "absoluta:.1ib8i-tad 
.. _-_> - >-·., ... :-·.·, .': "" .. ':·:_, . -

de movimiento (9) • Es - importante m'encionar e· que ~cl¡.s :~·.com~onentes 

de este sistema enzimAtico sufren c~rñbioS· Coilf~rmacio.na-les 
críticos que sugieren una importante interacción ·con _ciertos 

lípidos presentes en la membrana ( 3) • 

s. PAPEL DEL MAGNESIO (Mq+2> EN EL SISTEMA DE LA AC. 
se conocen estudios que indican que la afinidad p~r :-Mg:+~ en 

el sistema de la AC aparentemente estA -X'elaci~n~~d~: ·~~;n .. , la· 
:-::-' 

proteína G, la cual requiere de dicho catión para_ la/~«?17:.!~~-~~-~~ 

por GTP (4, 11,JS). AdemAs, la estabilización_ ·d~---G~- --ádt"iV~- '):1e 

logra por la adición de Mg+2 (4) y, a altas concentraéf~~~~ :d~ 
éste, la proteína G puede activarse incluso sin·. la -accióil- del-' 

complejo hormona-receptor. Por otro lado, se sabe qu~ .~i-. M~'"*:~ 
también afecta a G atan en ausencia de nucleótidos de guanina; 

cl:-ee que esto se debe a que el Mg+2 provoca un aumento en la 

afinidad del receptor por el agonista y realza la unión del 

complejo H-R-G (3). 

6. ANALOGOS NO HIDROLI2ABLES DE GTP: Gpp(NH)p y GTP~S. 

como ya se explicó, la estimulación hormonal de la AC 

requiere, adem6.s del substrato, la presencia de un nucleótido de 

guanina (GTP) . Se han descubierto anAlogos de GTP, por ejemplo 

el Gpp (NH) p y el GTP6 s, que tienen la habilidad de interactuar 

con los sitios especificas para el GTP, son relativamente 

resistentes a la hidrólisis del fosfato modificado, ·y s~n 

cuantitativamente mAs efectivos que el GTP' en 'la estimulación de 

la AC (10). Los an6logos G'.I'P ~ ·s .Y:: .. cpp(NÍf)P-;. ~C?tivan a 1a AC por 

tiempo persistente inclusive -"'despué~:, de::qu~-" se eliminan los 
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;::·/.> .'·, :_·_ . .., . _: ,;._ '·', . 'o 

(~}-,--~.y~·-· I.~ta~bié·~=:- ·~u~d~n.>~stimular su 

actividad en· ~il~ériciia>~~' ~'~f~~~~s(i1¡.1 \ ~~'cr~;,{ Ju~··~J.''Gpp(NH) p 

y el Go.P_ .. ~~~~·~ ~-~~-·:1-~~~:x;_~;.f~isf·~·:'.::"~/;l~ ,~;~~-.::-·;~;~~-~>:~~-i'. ·~~. p~O~é!na G 

·- (J) • - Debido~-~ ~·q~-~~-~li~GP~~(NH')'~/~;·~.:1~~~~~;:~~·~~~ ·;y,',~Pr~ba~lemente 

·- .-- - .. - : -.- _._, .. _. - -.-.:·~ 

excluyEindo, - -por. -s-UPü.eStO; -- ia ~ 'rea:céión de· cierre de la GTPasa, la 
'. ,. ~·- ,-¡;::· ," . .- .<:- o 

c_~al .~st4 ~~~~~~e-~":.~~~ Prote~naS_~G activ~da~ con Gpp(NH)p (28). 

7. PROCESOS DE DESACTI.VACION EN EL SI.STEMA DE LA AC. 

En eSte sistema se conocen tres procesos de desactivación: 

7 .1 Aativaaidn· de la guanos in trifosfatasa (GTPasa) mediante Rs 

Esta· "reacción desactiva a 0<.:i.-GTP por hidrólisis lenta del 
GTPasa 

GTP estrechamente unido: GTP ______ _. GOP + Pi. Parece ser que 

la actividad hidrolitica se encuentra inherente en todas las 

prote!nas G (J). Una vez que las proteinas G han hidrolizado 

GTP, la mayoria de ellas retienen unido GDP, con lo cual regresan 

a su estado inactivo (22,25,28). 

7. 2 oesensibi1ización y requlación a la baja del receptor 

La activación de las prote!nas G mediante los receptores 

depende tmicamente de la unión de la hormona, debido a que las 

moléculas receptoras expuestas a un nivel constante de hormona 

por un periodo extenso, ya no catalizan de manera efectiva el 

intercambio GTP - GDP. La consecuente disminución en la 

actividad de la AC se conoce como desensibilización o adaptación 

(J,15,36,37). 

Por otro lado, la desensibilización conduce a una regulación 

a la baja, .. ,que: consiste en la desaparición de los receptores de 

la membrana; proceso que también se realiza por la unión de 
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~' . . .'. : . ·. -· . -:_: 
agonista·~ se ha-·demostrado··ast·'mismo~ que durante este'proceso 

'de ·d-esac1:i~~Cióñ, l~~<.;·~e~·~~~~~=~·~·-.~~~~i~~~~J·:~· 1~ciaii~-~d0~· :.e·~··. ~a.' ¡~z 
da··-vesiculas' que ~ª~··fo~~-n .:~~r~' enCiOctfO'~·i~·,·./~dorid~- ~~~~-~~r::- .. ~·º 
sufren cambios irréversibleé' '. ~n_<~~~~-~:~.:·~-~~~·~;~~-~;-~~ «~molecular 

\.p~:F º ,.~'.~,> /:f,: .. ·. ·: ::: -
(3;15,37) • e:;,' '~''·•· C.,~ e , -"-> '•0;{;,c'' 
7-. ~ De_B_a~_~i~_ao~6n: a traya~ -d~ ;.l~" ~cc~_ó.n--_~~1~9~~-i.~~-~-?_:;~~~~1::>~-~.~r~~ 

La - acetil - · colina, son -

algunos agonistas que· caU~~i{·ºiD: :f.~hibi.Cf6-ll~Ld~·~ f~;_;"j\'c:! (3.) =~·_:::·' 

s_~gtm Gilman: (10)- .1·~-.-"-~·~h-~~f~'~-¿~;(-~:~ :-~~~~~-~l{;~{·;'~~-~-~-~::- en parte, 

la sec':1e~~-i~ _d~ ~':~~-~~~-~~~' SJ:9li{~~~~-~? --· o-:.:o:; -

HRiGi ""'f-1~+ GTP 

GsO(GTP + /?> ){ 

11n1. + <><rGTP +Pi 
Gs<><_fll(+ GDP 

Como ya se mencionó, las subunidades /.36 de Gs y Gi son muy 

similares, por lo que al acumularse un exceso de estas se produce 

una comunicación cruzada entre ambas proteinas, lo que ocasiona 

que la concentración de «s GTP disminuya dado que el aumento en 

la· concentración de /?,~ conduce a su reasociaci6n con «s y, por 

lo tanto, a la desactivación del sistema (particularmente 

ausencia relativa de nuc1e6tidos de guanina y de Mg+2 ) p,10). 

Actualmente no se sabe si este mecanismo de inhibición opera 

en todos los siE;temas. Es importante saber si las subunidades 

Ag- reprimen la actividad de todas las subunidades c:<.s , pues si 

en todos los sistemas de transducción de senal, solo las 

subunidades 0(5 libres son activas, entonces la concentración de 

las subunidades /31' en toda la membrana juega un papel crucial 

en la determinación neta de cualquier senal individual (22). 
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En· cuanto a la_ subunidad.-o<~- .,_.se sabe qUe puede inhibir 

directamente a la_ unidad catalitica; o' estando, clislada, puede 

estimular la actividad de_ ;~~:· J\~
7

.:-~~,~-~,~-~~~-,~; ~~::·_~a~~cldad de unirse 

al complejo /3'6 (18). 

8. TOXl:HA PERTUSS'IS 

Como ya se mencionó, el co-~o~~-ij{i.~~-t~--d~ la'.s protelnas G y su 

relacióri con los demAs corñpOnentes del--sistema de la AC, ha sido 

posible, en gran parte, a la utilización de valiosas herramientas 

como son las toxinas de ~ ~·y Bordctella pertus.sis, 

las cuales AOP ribosilan la subunidad o(~ y O(: de las proteinas 

G respectivamente. La ADP ribosilación es un proceso que 

modifica covalentemente a las protelnas mediante la incorporación 

de ·un grupo de ADP ribosa y que utiliza NAO como substrato 

(12,22,26,27,38-41). 

cuando la toxina pertussis ADÉ>. ribosila la subunidad 
-' -_ .·- ---. -

o<r impide el acoplamiento de Gi a los - r:eCept'ores. inhibidores, 

que da como resultado la estabiliz-á-~i6~"-?d.i-~-·~'16h~ p~Ot~!~~ en el 

estado inactivo y, en consecuencia,' '.·Se 4~~:q~r~~,:: l~:.comunicaci6n 
entre Gi y la unidad catal!tica de la AC (~-?-~·~~;~7-;·~l). 
g. HORMONA PARATIROIDEA 

La hormona paratiroidea (PTH) · eS ::.Un~"Pi:){iEJéPtido : dé cadena 

sencilla que contiene 84 aminoAcid~s' .·:c~-~y~/:~~~·~:~6~-.::~~ ~iSte!na, y 

que se sintetiza en las gl6ndulas -~~-~~~-¡;-~i¿~¿~:~~·-'.~:~~pu~~ta a una 

disminución del calcio ionizad~_::.~~?~/:'..:j:·¡~~·id·~.--~x~~a~elular 
(17,42,43). 

9 .1 Biosintesis 

La PTH se forma a partir de un·,prGC:ú.rsÓr biosintético, la 
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preproPTH que tiene 115 aa '. y' quO' :da p~im~ro orige-n a la.· proPTH 

que tiene 90 aa. La proPTn-:.se sintetiza en el reticulo 

endopl6.smico rugoso de · 1aS -célulaS pi-i~ci~a.1~~ en las gl6.ndulas 

paratiroides y se convierte- a PrH por rompimiento proteolitico 

en el aparato de Golqi. La PTH 1-84 almacena en gr6.nulos 

secretores que -puedeil Permanecer dentro de la célula, o ser 

transportados a __ la periferia- de la membrana plasm6.tica y 

liberarse por. exocitosis al fluido extracelular en respuesta al 

estimulo apropiado (42,44). 

9. 2 secreoion 

El calcio es el principal -regulador de ·1a-- --acti~idad 

glandular para tiroidea. La tasa de secreción· de· PTH. es 

inversamente dependiente de la concentración intrciceltilar-. dÉ!l, ión 
' : ;", . . '-:· _,:_~. : --

calcio, por lo que una disminución en el calcib:-"aél:-i~o'.·"'1é:mi.~acio 

tan pequena corno 0.1 a o. 2 mg/dl constituye un::·,).~·J~rt~nte 
estimulo para la secreción (42 - 45). Por otro lado, debido a 

que la PTH aumenta la concentración de calcio en el liqúicio 

extracelular (LEC) a través de sus efectos en el hueso, rinon e 

intestino, una inhibición por retroalimentación negativa de la 

gl6.ndula paratiroides contribuye a regular las concentra~~~"~~- de 

calcio del LEC dentro de limites estrechos (43,44,45). 

Parece que _el aumento de la secreción de PTH causada por la 

disminución en la concentración de calcio circulante, est6. 

mediada por un aumento en el AMPc intracelular, debido a que un 

aumento en los niveles intracelulares de AMPc inducen la 

secreción de la hormona. Esto sugiere que la formación de AMPc 

est6. relacionada con el proceso de exocitosis en la gl6.ndula 

22 



paratiroi_d~á e 4 3, 4 4) ·~· -_ 

Aunque ~i ·,.'calcio eS el catión principal que· influYe en la 

se~-~~c{6n:-~.-de?PTH~-~ e1~:~a9nesio puede_ ~casiona~ _ cañibios · simi1ares 

pero··~óÍ~::_~:--fa~~-~~~tr~'~iones vari~s veces mA~·.ai~a~ ·~~~ las que se 
f-· ,,_··-- •• --.- ,,_,. - . - ' 

-·en~\ie~tr~{i.::;',;n· :~-é1· ·_LEC_~bajo _ éondiciOnes fi_~-iolÓgiCas normales. 

_ -~~~~~~~~~~~1~~1:Y~-~{:.,~~~-~~~ ~~~ ~n co~diciones _ d~ ; __ h~p~~~~~~nesemia se 

~uP_r:1m-~->-~·' ~~-~~.: ~'!pO~a~~~s·emi~ -s·e~·;-·e1;~~~l ~--1a --~onc.0ntraci6n ___ de PTH 

(42;44) ..• · 

9. -~ Matabo1ismo ·de. ·1a P'l!H 
,-· '·, ¡, 

el higado -y---~:-S:i?~es'q-,J-Blet~ son· los sitios 

El higado extrae 

se1ectivamente · de la circU.laci6n ~ hOm~·na intacta pero no sus 

fragmentos; los ritlones ex.traen tanto" hormona intacta como sus 

fragmentos y, por tlltimo, el h~eso. preSenta una captación 

selectiva de PTH 1-34 (42,44). 

9. 4 7\cciones bio16gicas 

A través de sus principales acciones sobre el rinón y el. 

hueso (y sus efectos sobre el intestino) , la PTH es responsable 

de la regulación minuto a minuto de los niveles de calcio en la 

-Saligre y en e1- LEC. - La PTH acttla sobre el rinón para aumentar la 

reabsorción de calcio y disminuir la reabsorción de fosfato. En 

el esqueleto, la estimulaci6n por PTH conduce a la reabsorción 

del· hueso y a la liberación subsecuente de calcio y fosfato a la 

circulación. A través de su efecto sobre la 1 ex.. hidroxilasa 

renal, la PTH estimula la formación de 1, 25 (OH) 2 vitamina O la 

cual tiene a su vez efectos biológicos directos sobre el 

intestino; el resultado es un aumento de la eficiencia en la 
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absorción de 'calcio"· de' la. dieta. 

La._;l~TH :)nteractiia · ·coÍt _·r·ec"eptores ': hormoii81eS:"eSpecifiCo·s 

s ~b-re.; '. ~~ -'.:~.~-~~-~.~:~~;~ ~ -~¡~·~~'~:~-~A:~:·/~n~_~;~-a ~~;;·:~~i-~~i ~~~~;~~~~-t;:~ ~~-;~i:~~~ ~ ~-d~~- :-~ 
blanco. ~~i-~::·i~~~~á ~~-~ ~~~c~-d~--d~ '"~~e-nt0~·:,~~~t~~'.C:~·i.~i8~~~~. --~~le~­
c~mo la f~'Sforilaclón :de· protel~·~~ ::-"~sp;c1fié~~- :: P~~~;;:L'~S·\~1.:;a~~s ·, ·.¿ . 

.::_ ,_,_;;_ ::---:.".:,--';-"~--~'::- -

~-1~ .. -_~ntrad·a· de ·calcio._ a- ~-ª- ~~~u·1~ -·~; · i~~- -~_ct~~~~:i~~¿~.~~~-f~~~-~r~.s-~~~~-~-~/ 
.--_a~terior .. tiene consecuencias·- metaból-icaS--o:·:-_i.~~~~-~~i~-J..~-.~-~~-:~-~y-~:~ -

extracelulares (43,44). 

51. 5 Efectos de la PTK sobre el rinón 

La PTH tiene diversas acciones 

."'• :. ·- -
reabsorción de calcio los sitios cort.icales · dé"·-1a .,P~~~i6~::: 

tubular distal de la nefrona, aunque la hormona· ta.Jl!bién bl~que~ 

la reabsorción de sodio, calcio, fosfato y bicarbónato· ·en el 

tdbulo proximal (43,44) (Fig 5). 

51. 5 .1 Ac!enilato Ciclasa y AH.Pe 

A nivel celular, la actividad de la AC estimulad~ por PTH 

se encuentra en la posición basolatcral de las células tubulares 

renales adyacentes a los capilares renales. Al parecer, el AMPc 

generado mediante la estimulaci6n por PTH en el_ l_ad~_ bas9lateral 

de la célula, migra a través del citoplasma para activar ·a las 

cinasas dependi~ntes de AMPc las cuales, a su vez, activan 

enzimas responsables del transporte iónico (43 ,44 ,46). 

1 .. s.2 Manejo del Postato 

una de las acciones renales mejor conocidas de la PTH es el 

efecto fosfatti.rico. La PTH disminuye en el t'Obulo proximal y 

distal la reabsorción de fosfato, lo que conduce a un aumento en 

24 



"REABSORCION OEt=--- -
Nat cat• MgH • 

lREABSORCION DE~ - - - - - -

PO.i 

TUBULO PROXIMAL 

ASA DE HENLE 

tREA8SORCION DE..__ 
ca++. Mg+t "---._ 

l REAB'lORCIDN DE pe"::_- - - - ---
TUBULO DISTAL 

0/ ........,,() TUBULO COLECTOR 

COMPOSICION NETA DE LA DRSNA:i caº, Mg .. 

fPO.f,HC05 

Fig. I 5 Efecto de la PTH sobre los t'dbulos renales. (43) 
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su excreción fraccional (42) : • 

En términos de homeostasis~ del ' .. foB·fa~o, · cuárido; la :PTH 

produce reabsorción 'ósea,>se · liberail'-<"Ell':·~·ai~io._ Y el: ... fo"sfato; ~de 

manera similar, su efecto inte!~t~Ü~·~.:·:··{~j~~~-i~o>~ ~~~vés' .. :de·y la-­

vitamina D) aumenta la· abSorcÍ~·n'::·:d·~ ::·;~~lelo ··~o~:Ó: :ia de ·fosfato. 
~ >•\. .-:'': '. ·'·" ' 

En consecuencia, mientras'::-·que~;~:1a '.di~r~linución.'.~= de calc~o~=:~que;~:· 

desencadena el aumento ~e_ l~."-: ~~-H~'.- ~i-~:~~~Pe!'_s~· -_h~~-e~s~~~·i~~~~Ta~ ~~·~,.- ·­

el fosfato plasm4tico aumenta por -~ncÍ.~~~ d~ -i~- ~o~ái-;- ·i"c;:.-q~é 

sucede debido a la inhibición de·: la . re~b~orción: ·t~b~~iá·~-~- de··:.­
fosfato que produce la h~rmo1:1a paratiroide~·: Este·-·~f~~t~<:~-~~:·'~~-~ 
potente que se ve_, en genei:-~~, _ que la c~nC:e~t~~-~-i~~_.o\¡~-_.-.fº"sf.il~o 

- - ·, . '-.· - ,:. - -~ ~ - -· •-¡ :;.--,-,_ -- • 

plasmAtico disminuye cada vez que los niveles ,_de "..PTH 8úme'Jltail ·:·-· 
::-·-

(47). 

9.~.3 Manejo del Calcio 

En los tilbulos proximales, la ·~·dmi~'i~':f~~~·f¿;~·:}d~ L ~'.l'H : 

disminuye la reabsorción de calcio -· ·~·n<~:.'~-~-:;~:{:~·ib'.'.>::~~~-; u:na 

disminución en la reabsorción de sodJ~.- ~_=Es~~-~'.--~:~\·;;~~~f~~6:;~~~,i~·~~o.:_~., 
en la nefrona distal, donde la PTH aum-ent~«'_-1'~'¡:.:·r·~ii;·~t;~"c;ió~'<'cie · 

·'.'. -~,,,,. . ' .. . 

calcio sobre la reabsorción de sodio, lo qúe 7:.~·e~iJ"it~;?~~\~·~~a; 

disminución neta de la depuración de calcio~ ... , .. rr·~¿~:; :~~t.,~ 
. ~:.:.· . ~_::.:o,. o 

9.5.4 Otros e~ectos renales ',· ,,.,,, ,.-.... - ....... 

Aunque la mayor!a de las respuestas bio<i~ilti-iri~·~:~:~ .. i~'.;·p'4~~:·en 
los tilbulos 

asociadas con aumentos en el AMPc, alguna~ ~·~·nse.C·uen·dias 

metabólicas probablemente son mediadas por calcio, debid6 a· que ' 

se ha observado que los niveles intracelulares de Calcio en las 

células renales in .Y....Ua:2., aumenta como resultado de la 

estimulación por PTH ( 5, 4 4) . 
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9. 6 Mapa runcional de la. mol6cula. hormonal 

Se han hecho estudios de estructura/actividad en donde se 

han utilizado fragmentos sintetizados quimicamente y anAlogos de 

la PTH, para obtener detalles de los requerimientos estructurales 

necesarios para su interacción con el receptor y la generación de 

AMPc. Se sabe que en las posiciones 1 a la 34 se encuentran 

todos los requerimientos estructurales necesarios para su 

completa actividad biológica. En sistemas de ensayos milltiples; 

esta región ha sido sintetizada y es casi tan potente como la PTH 

nativa .in llÜJ3! e in .llllQ, También la unión de la PTH (1-34) 

los· receptores de membrana renales es igual a la unión de la PTHb 

(1-84) (Fig 6), 
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Fig. I 6 Mapa funcional de la. hormona paratiroidea. 
La secuencia completa de amino6cidos de la hormona 
preproparatiroidea bovina se muestra a la izquierda. 
Las regiones de la secuencia primaria son marcadas de 
acuerdo a sus funciones fisiológicas a la derecha. 
La linea sólida ancha indica la secuencia lider 
(posiciones -31 a -7). La región dentada es el 
hexapéptido especifico de la hormona proparatiroidea 
(posiciones -6 a -1}. La porción completamente 
activa comprende las posiciones l. a 34. Las 
posiciones 1 y 2 (en rayas) son esenciales para la 
activación y las regiones 3 a 34 (en blanco) 
contienen los determinantes estructurales necesarios 
para la unión con el receptor. La región (posiciones 
28 - 48) reconocida por enzima (s) que meta bol izan la 
hormona es mostrada por la espiral. La linea marca 
los sitios principales del rompimiento de la hormona 
in vivo. La secuencia COOH inactiva (posiciones 34 -
84) se indica por la linea sólida delgada (44). 
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XX ~.ANTECEDENTES 
'"• \.'" :,., _· 

La -prep~racióri de· ~é~b~·~·n:at:i'° .. -ba·~¿y~·t~~a:Úl_s _ de: -éor-teza:.- ren8i, 

canina. e.nricl~Sé:idás ~n ~-¿e~L(~-~~·;:~.~·¡·~-j:~~~ ~·s.e.~~-~~~~~· ·-~---- P~~, ha 

demostrado ·~~~~-'~\.i~·¿;;::.:'h-~~'.~:~~~'.i~r;_¿~ ;·:::·Cí'Ue:- ·yp!i!r~~te- .--c-Ori~cSr · la--

:~J:;:~i~1~'r~'~;;t~~i€~~~~~~~;~Rfg1j~~~;~~~~~fmf\fJ~~rf\~:t~· 
(AC) ·.~_Y ~~~·i_o~-~~ (~.~Y~-~~ri~:~~~:~)-~~~~~:~- i:~;~~~i'st¿~ ~s1:Udio~; dt!-: este 

sist_~º~-~ b~t~; ~~~~~-~~C~-~-~A~ c·~~.d~-di~ñ~~~;~ cc;·nl_o ~ -_i:i_i~~ -:· .{ ~~~~ns~i~ii~ Za_cfÓn 

!l. ~-~---'in= ~--L~,~--1L_~·;\:de"~l~Jión~~-~·de -tóStatO -Y. aCidoBis 
--· '·"·:·'""':.:·· .,: 

me"tabólica · (72)'.. P·re,/iOs'·:ti'ab~jOS.,.-·c67) han reportado la 

influenciá de la forskolina· en el sistema de la. AC. sin embargo, 

la ·información que existe· -se refiere fundamentalmente 

agonistas .. y antagonistas de Gs, y a la participación de la toxina 

del cólera como acti vador permanente de Gs. Aunque existe 

evideitcia de la presencia de Gi en estas membranas dada por 

experimentos de ADP ribosilación con PTX (35,71), y su 

identificación mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida, la participación funcional de Gi en la regulación 

de este sistema no se conoce con -e lar !dad. se han- reporta-do 

trabajos, por ejemplo el del cultivo de células renales de 

zarigueya, en donde la ADP ribosilación con PTX indujo un aumento 

en l.a producción de AMPc en respuesta a PTH, en comparación con 

las células contl-oles que no se encontraban ADP _ribosiladas (73). 

Lo anterior sugiere que ambas proteinas G (Gs y G_i) modulan la 

acción de la PTH en este sistema celular (70). 
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Por lo tanto, ante la evidencia de , que:~ las pro1::eina~ _G 

participan en la transducción. del .men.saj·e~· a· través· de las 
- ·- <. ·,::>-:.'. ,:·., '·- .=·~·.~·.· -·''·.:,' 

membranas, demostrar si los efect~s. de ·Gi ·se'·manifiesta·n .
4
'e'n·.la 

;- o\"''--' .. ••··:-:-;.-·.-.·-. .,.·.·.-; 
actividad catalitica de la ACr r~sült~·::.·u~ .. ·~~~po·';de .mucha 

importancia para comprender el sistemá· de·t?:arisducci6n·de la 'AC. 
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XIX " HIPOTESXS 

En el sistema de _lil ad0nilato cicia:sa sensible :_a _·hormona 

paratiroidea de membranas--basolaterales de: cortez~ "~'~e'ria1- Canina 

eXi.Sten --tanto proteínas G~ como Gi _.y - ambas·--·participan"""' ~~ e.l 

proceso de acti vació~ del efector. 
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· 1) • Disponer d~ la~'. téC:n[~~(.~ic~Li~s p~fa ~i '.~~t;:;dici del·. 
sistema ~_e_ }~a ·-~ ~-~ seils1br~·_.,_ a ':PT.H ~._c~·i_~-~~~-~a:~~-~~~ ~~~~i:~~ti4~~~~:~.i~~~- ~ 
hormoniil) aisladó de-~~~íñbi-aria-s- ba'sOi~--~~~~i~~, :"d:e_:;.-_~ó~_t~~-~--~,_:-·r~~~-1 

canina. 

2) Valorar , la funcionalidad del sistema mediante 

estimulación a· diferentes ni veles. 

3) Evaluar la presencia y la actividad del componente 

inhibitorio del sistema de la AC sensible a PTH, de membranas 

basolaterales de corteza renal canina mediante: 

a) Identificación directa de la prote!na Gi por ADP 

ribosilación con PTX y NAD-32P por electroforesis en gel de 

poliacrilamida y autorradiografia. 

b) El efecto del GTP y GTP~ S en el sistema: 

i) En ausencia de agonistas 

ii) Estimulando con PTH 

iii) Estimulando con forskolina 

c) Inhibición de Gi mediante ADP ribosilación con: PTX 

i) Con el sistema.activado con PTH, GTP:y riTPf.s 

ii) Con.el sistema activado con forskolina~· 
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V· MATERJ:AL' Y· HE'l'ODOS 
·: .. :: ,' ~ _', ·.:::·. - .. -.- ·:- ·:. -·:-·: _-.. ·."-__ .. ; ' ' ::. ' - ·,,-, . . -

con , ~~ ,~ P~ºl:'t;>s:i~.~: ·-d:~_: ~~i~~-nc~.á~: .. 1a· pr,~S.~nc~a--~~1 -~omporiente 
-inhibidOr:-~ de~.;1~.~;~~ -·, ~~n ~-r!iE!~b-~~~~s ·-! bás01a:tera1eS · de'-.'Cor·teza .'. ·rena1 

·~i~1~-~~ .:~.-~:~~:·.:_1~~~'.~~.f ª-~- ~-~·~.~-~:· :--~i·'.·:.~~~~~f ~:~~~~}~ ~-~-~~,~-j:~;:'._ ~~;e,~.~~~f ~a1 ~: ~uYa 
~ea~{~ac'i·Ó~ '.::i(~ué ;:;;p6·S,ib.~e:{ ~e¿ia~~e-.e¡' ~~so-._ del:'-: ~a'ter¡~l ' y · lo.s 

et-''' <_::_.~·-,_:.:__e-.'.'','•';:'.,',.;::.:-.•:.::___~';..'_;'.:'~',,,._,._• 'ú-;'.·.~::,:•L' ••''"'' _- ••' ' ' •' ,,,-• < 

~-é_t~~A~:::~u~ ::~(t?§~~~-n~_~ft~n:ó-~-~Tc!.~·~~~-~-~~:~ -_-:?~-·-
~- .~ _ .. i~; .; ~--Ha:te:k'i.~1~-9: ;•_ tfj~.::~ -~,::l~:·:;~~¿~~~ ~·i;~º;_:. ~ó';~t~?;~~::- - - ---

. .. . - ,, -~<:-,:> ---~,-.-.. :;~,,;~;-:-
' i;i.\~ReaativC»~- · >~~,-· }:~r.~J~ :f;i\> ,-.-, 

~~~-~:f>~:~g-~~~~~-~~~;{~~~ª.~-~~~'.Y~~;:~«;F§ry, ::~~ ~.~gm~ '-'C?emical Co. (St. 

~:::~t:;t~i:?~~~1:.~{~~~1:1~~Jfi:;1~:¡1~::¡::ti8lde::::::~t::~ 
·(-~r_Í~~~S{;.';·-~- ::::~,1~~,;·-~~:~~~~:~:~.~_r~::.~~~~~.~-~:i:~ :~ti-e'X~hidratado; sacarosa 

~~is~~-i~-n:~'-:-}:~: {'~.~c~:~~~~'.:·d_~_\f~:~t~f~>/~·;0-?~~\3. ·. :~·sobutil-metil-xantina 

·Lr::J}Jª~~:;j~~~~i~~.t~~·~:fa~;_~l~_._~_·-~_:_:N.-~A:o:¡ª6.F_~a:z:u.1 fo::c:::::mi:: 

~de~·iria:: :~'d¡~ü~i'~ó~idJ~.:,;-a-~h-J:ar~-~; .. ~:( ,.... brillante de 

Coo~~·g¡¡:.~~~ ~'.~~~~:,¿~~~;~- :fJ.~1-J.-¡~~=';·CJi~i(tJ.~-t~eit01 anhidro (DTT); álbllminii de bovino -(ASB) ¡ fosfocreatina y 

~r_eatinf~'St~~'ina~a (EC 2. 7. 3. 2). Los reactivos: 

etilendinitrilotetracetato disódico dihidratado (EOTA) ; sulfato 

de amo.nio·; acetato de sodio trihidratado; hidróxido de sodio; 

éter anhidro y Acido fosfórico, fueron adquiridos de J .T. Baker, 

S.A. (Xalostoc, México). El cloruro de potasio fué de Merck de 

México; el pentobarbital sódico fué de Smith Kline Norden de 

México y; los amortiguadores de referencia pH 7. 38 ± O. 01 y 6. O 

± 0.02, fueron de Sigma de México. La hormona paratiroidea 

bovina sintética 1-34 (PTHb 1-34) se obtuvo de Peninsula 
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- 1 ', 

. . . . . - . . ' 

LaboratOries· (USA) ;- el· -anticuerp·Q Rs-·l. :-C:::Ontr'a AMPc· ."iisi como ·.el · 

su~ro -cani~o ·hil)op~ra~iroid~~~- ·-~~e~~~-,- ;~~~~~~-o'-P:~:-~·:~b~or.~::; Eduard~ 
Slatopolsky 

univerSidad de ~a_shing~o~;, ~~E .-~:r..o~-~~\~~:M~~-~-oüri)"f>~ la· 

inmunoglobulina · G (l:gG) · 'de-·hUmán·o,-!.<<tUé ;préparcida··~·en:~,~l ~. DePtO. _de 

Nefro1091a y Met~bOii~-;n~ .--M1;¡~;;~r~"Xii·:._~=fl~{{~~i~~Ñ~~i6nal'"~"'.'"·de la 

Nutrición Salvador ZubirAn -('i:N~-;·-~~;~r~~¡-}~~t;,:~--~.t'.~ c·m~noSUCcinil­
tirosil-metil-éster del AMPci"'/~ l::~~~~-:\i=~-sV~f se< -~~,i~6.:~:~ a·~· el 

laboratorio de1 mismo o~P~~~-~·:,-~-~~ ait~~~;jt.:~-;f~ét;;d-~ ~~--de--st~1ner Y 

cols. (48); la toxina' pert~~Sl·~-,.- .. ~-áíkia:d~---~cí'~'.~-:~"n--'~6óce~t~ado _de 
' .. : . ·'. ' , /:~··, '·:, 

vacuna por el método de S~kura :-Y···co~s.- '(49), fué un generoso 

donativo del Dr. J. Adolfo. Garcia Sainz (Depto. de Bioenergética 

del :rnstituto de Fisiologia ·cel~lar :d~ la· UNAM). 

1.2 Equipo 

contador Gamma Autom4tico 4/200 Mace II de Mi~rom~_di~ 

Systems, INC; centrifuga refrigerada IEC-PR-GOOO, rotor 253 y 

259, Damon/Iec Division; microcentr!fuga 12 11 Technical 

support11 l.74 t; centrifuga de alta velocidad J2 - 21, rotor JA 

20.1; ultracentrifuga LS - 508, rotor SW40 Ti 3474 de. Beckman; 

espectrocolorimetro Spectronic 20 de Bausch & Lomb; purificador 

de agua Millipore "Milli Q 11 AB l.5067N de Universal Electric Co; 

Congeladores REVc;:'O de -70 y -35 °c, potenciómetro digital 601. de 

Orion Research; balanza de equilibrio Harvard trip l.450 de Ohuas; 

balanza analitica H-1.b de Mettler; fisi6grafo MK - IV con 

electro-esfingmornan6metro programable PE-300 de Narco Biosystems; 

bano con agitador (-10 a l.l.O ºe) de Group Precision scientific 

Corporation (GCA); baño de ebullición (15 a l.20 °c) de J.M. 
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ortlz; a9itádor .. -. Eberbach · .Co:Í:'porat.ion Ann. (Mfch.); agitador 

~~-~~~ti~~}.MAG~MI~-- d~:::~re~Ísion ~·s~i~nt¡fic co ¡ 'vort;aX J·~ R: .: MiXiir 
.':•· : :c.'-.,.,:.,. -·. :' -·· '. ; : .. _;_._''.· -··-- .. -":-' .. '.<.'.. 

K~soOJ-' de-::; s'é:ieñtifié' -rndUstries;. vortex 'De1tx·e Mi-X~~~- sá2.2ó :. 'd~-

~-~.1;-~:~i~~~--·~·~~-~·~~u~·t~-~·-· .. ~asuradora .eléét~·ic~:~:~,~~·;-~~-'.~,~:·~:-~·;;;/.~-~~~-~-
·per:f~t6iti·6~-;;::LKs-;: Bro.mma 2i1s · ·de- H .J ~-- Guld·er:.~r-t;·cs~i~é~_.) ·;ª~'--jaiii~· .- ~-

inIDO~Í~1~a-~-O~~- ·:·~·E-~ona- ·ca9e". -~ª~~ -'~~~:~~-- ~~~~;~~~~-:ª~~J~--9~t~t~~49~~~:~~~~~~--: i- -

Th.Oif~-~;-_, scienti f iC i ;a~e-1:-ado~- tisUi~-~ ::"de·?:;::id;¡~:::t~:f·Í:¿-ri :~ -~'¡,ri 

-ci~'bi.~r~a::'~~¡~Í~~rante e 13; J. d-~ .' ~~~hUr ~·:::·_:;~~~~·¿·/¿~·~·~-~:~~}f~-s~-/; ~ -
~~11.¡.de, nyl_on .con poro·. de 200L:f s,d.~j;;~~~~i~~f;~J .. ~'cusfJ: 
!?'~ci:~pip_eta_s ai;tsorj P~o, ·--:~200 Y.-~_SO_o-0 ·.de;_Raiíl?-n--iilSt~ument',:.:-c~·~. 

Inc; repipeteador Gilson j-7~~~~~~Í,'·~~:,/2:~~~':,:·~~~~~~~~'~d~~-~:>}:\ :·;~_~: 
La.bindustries; jeringa· disperlBOra .P-B- .6.0o :_.da· .~Ha'~11tón- ,·c·~-o~·;,~·:;éR~'rio 

Nevada, USA); celdillas par~- eS(,eci:~.~-oci~'.~O~,J.~-e·t~-~,,'·d~<;2\:~L.f~~}cj~~~~ 
Milton Ro and Company; equipo ·-de:: Cirugia;,~:,~•:lvaja_·;~~·::~;;~i~~~~~~o 
11Steel Blades 11 de o. 5 mm de' Th~ma~ s'c·i::~~:~·fi'i.:.:C·~· '• ' 

1.3 Soluciones 

Solución salina 

.··•• ~ ."'(>~ .• , .. ,,~. 
isotónica de LaboratoiiE!'f;': PISA·. (México) ; 

todas las demAs soluciones se prepararOn en·. elº laboratorio con 

agua bidestllada y desionizada. 

1. 4 Animales de experimentación 

En este trabajo se usaron ratas macho (~ norveqicus) de 

la cepa Wistar criadas y mantenidas en el Bioterio del 

INN SZ alimentadas ,ru:l .l.iR.it.Ym, con peso promedio de 150 a 200 g 

y, con una edad de 5 semanas; 9 perros mestizos alimentados ~ 

~, con peso promedio de 15 Kg y con edades menores a 5 anos 

tomados al azar del Bioterio del INN sz, 
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2. ,M6todos ~ -:,)\· ·:'.· ~·:··::-_~-,::·<::. :.·.·. 

~~1 _Ai~1~~i8:n~O ~de ~~·mb·~a~~-~ "b2úlo1~tOra1es de cOkt~z'a renal 
cañina ____ ··";-.~·~ '~.:00·~.> _-_, ,,--,.-r-- /}~_:_.:.{.>.'¡;::~ '~~~ '.).:::~.-~-~ ->; 

El , ~,¡:-¡·~~¡~:~~6·;;~~~-~:~~~~~·~-~~~::,'~·~;i~·-¡~·i~~:~ ~ p·THi se' realiZ6 Sé.gdn 

_el·;~~~~6:~~~'.~-~-~~~~~~·~;:~~~iii~~:~~~~)~\~;-~~-tj~·;~~·~~-~-~-~~~:'.· .~~~J\.~ ~:c~~c+.~~~~- ~ <;; ~> ~~ -~ 
Los ~-~~~i~-~:~:~::~~:~:~~~~~~~: -~~-~-~-~-~-~~~~~}_~~-~;;~~si~~~~·:\~~~ ))~eri_~-~bá~_bi~a~ 
(3 o ~9 /Kg '_; ]:- • V ~-j , . -. ~J·¿~O~ :_ p~·~·f~~did~~ ~- -~C;n~·-S0úl.ci60--. :s-a ii~;t'.-'fJ;!~-' -14· 
ºe> has~~.<~limi:liar; 1-~ - ~~~~~~--:_"'-resi~~,-~,~ .:·{tod·~~----~-l~~ .. '.'..pas·o~­
siquiente's se r~ali~aron a- .-4°C1. ··u-~~-- ;V~~--·:.pe~--f"u~di:d-c;-~·~\O~ 

ritlones, se les 
-- _'. -' . - -_- -- ~----t ·-=-:coc¡,-;.~ ~-oy. 

longitudinalmente y se diSecó la corteza de -la ~- médu1a:~ : Lá 
- ' 

corteza as! separada fué macerada finamente, se hicierOn. bloques 
,_, .. _,_ .. - -_, 

de tejido de 5 g y, se procedió a homogenizar-:cada,.bloque>en·_.5 

veces su peso en volumen con Solución -a_mortiq_U~d~ra ·d~ 

homoqenización (250 mM de sacarosa, 20 mM de tris HCl,. 1-· ~ de 

EDTA, pH 7. 6) y con un homogenizador de vidr~o-teflón. Se 

aplicaron 6 golpes con el macerador tisular a 35 ciclos/min y 25 

golpes a 60 ciclos/min. El homogenado se filtró a través de una 

malla de nylon y se separaron los fragmentos por centrifugación 

- diferencial:- se centrifugó dos veces a 700 x g-durante 10 -min. en 

una centrifuga refrigerada; el precipitado se desechó y el 

sobrenadante se centrifugó a 1350 x g durante 10 min. El 

precipitado se desechó y el sobrenadante que contenía membranas 

plasmAticas, pequenas mitocondrias y microsomas {datos obtenidos 

de la literatura (10)}, se centrifugó a 2500 x g durante 20 min. 

El sobrenadante resultante se desechó y el precipitado 

resuspendió en amortiguador de homogenización en proporción de 
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< > > >. i >•············ .. ·······. < 1:5, ;.e r~~~nÍo~enlz~·~~n ~;,9o~p~s.m~~uále,.,~·.s~ cen17rifug6 a 2500 · 

. x g dut-áÍlt'~~:~:-· 20'''.)-~i·~~·~- _:-~st·a:_~,:pa~~c,.:::·s·e··.:: ~~aii~ó.{}~·- ··~-~-~~e~Sc:. . El 

PreciPitacÍ°O ?~f-iilai,·-· 'que éOnt.en!a ;. ·lirl·a·- P~-~-~~~~c5i:6~---;~\i~·:rm~~~ranas 
-pl'c;~~,~-t-f~-~~>; iC~u~~S contaminadas con ~-i~-~~~~~~-~:·i-~~~- ~>9:~}~:~~~~c·~-io 

endOp'14StriiCC,-i resuspendi6 ·. en ,--·e_l·:/~~~-~i~:~~'~§~d:~r~-- '~de --

homogenizaci6n, rehomogenizó con·· 1Ó ·. g~--~p-e~_:f:~-~~~-~--le.á?:_·Y 

c'~1ocó··sobre gradientes discontinuos' d~ sacia~6-~~~::~:x;,~;~j\~r~~Ú·ét:1tes 
: :,:·._:.·-' ·--~:_·e: .. :- ;.:.· . .. :, · .. -.. : .' 

d~- ~~ca~osa se empaquetaron en tubos d_t;', ~~.~r_~-~:,~;~tf~J~i~:~ .. ~·: aY~~ci 
de una bomba perist6.ltica en el siguiénte' orde'rl·-.·(de'~·may·or: á.'.·meitor 

o.: :_, __ · .. '.·: -. . •·. 

densidad): 3 ml de sacarosa al 39%:, 4 ml al ·;7%·:>~2. ml'._~i~-36i·y -2 
~--~ -- ,.~>" .. ·-' - ·:-.- _., ., 

ml al 32%: (p/p) preparados en 11 amor~iguador de· ia:vádo1!: ·10 mM- de 

tris HCl, 1 mM de EDTA a pH -.?__. 6~ · ~-~ ---~º~~~e_n_~~º-

ultracentrifug6 a .23000 rpm durante 90 min (ro~c;>r.SW 40 Ti 3474). 

Mediante la ultracentrifugacion se obtuvieron bandas de proteinas 

en cada una de las interfases· de sacarosá; : sin ~mbargo, debido a 

que experimentos preliminares indican que la unión altamente 

especifica de la PTH y la mayor actiVidad de la AC se encuentran 

presentes en las bandas de las interfas_es de 32 y 36%, s6lo estas 

bandas fueron colectadas· de cada· tubo. Las bandas conseguidas 

diluyeron hasta la isotonicidad con amortiguador de lavado, 

rehomogenizaron con 5 golpes manuales y se recolectaron por 

centrifugación a 17000 x g durante--20 min. Los precipitados 

obtenidos se resuspendieron en amortiguador de homogenizaciOn y, 

la concentración de proteinas de membrana se ajust6 a 1 µg/µl por 

el método de Bradford (52). Finalmente, las alicuotas se 

almacenaron a -10°c para su uso posterior. 

37 



2. 2. ~anti~·Ú~aoidn: d~ - Protei~·as 

'"Para ·~~~j~sta~·~1a ··~~·n-ceOtra~'ióh .a~:-prot01na~ cie .. m-éinbl:-an-á-·a 1 

µq1µ1. -.·se ·~mp.1e6 :e1 · m·ét6d6 ~-·d~~.·~ 'araci~i¿~{ ~·(~2')-~" >EL;;-~~~¿~~'.~::~-.~- un 
' , -. · .. _-'- :-·_,. ·->:-.: :·:, :._>-::·' : .. >:;: .. :.<', 

ensayo de' unión· a un Colorante basado e~_, el.,caf!lbio·::~iferenc~al ~R: .. 
e1 __ co1or del coiorante: en resPu~st~·'._ a·---dfversa~ ~.~<~>hc'~~'tr-~~~iOiiiiéi de_ 

·.;; ~· 

proteinas. El- pri~cip~o ~e~· mé~~~~:~~~-::~~~~i-~~~:~~~--!~-:~~;:~~-~~J~-~i~~>-=~~-~, -
que la absorbencia m4xima de una- fi01uCic!'m·, -ic'.idrl':'.·de .~~,~llf:·'.brillá-nte 

de Coomassie G 250 se desplaza _de 46~ nm.:·a~· 595-.:ºi{~'2 ~U~rid~-~--~e:';U-~e-:a 

proteínas. El ensayo ·.es.-. m~·;:-~~~~~t~~~J~~i~1~:~~:;~§:~·:.~;~~ii.d~ ~:~-~:_ ~~~- el 

proceso de unión del C!l_~o~'.~.'.n~e~J:~Yi'r_t~~ºi~eJ.;1:-e-:·,:com.Piet~ en 

aproximadamente 2 m!n. 

1 hora. 

- -. . ··~·--:: '.-'_'.':~·.,. "-.\.·':··_.. ;:.·. . ':·"·. . 
y con·una.-1:!'~-~na,.-~8.tabilidad del color' por 

Las soluciones empleadas; fu'erori :-

a) solucion patrón de· proteinas: se -preparó una solución 

11 stock11 de albilmina sérica de bovino, (ASB) con una concentración 

de 100 mg/dl, a partir de la cual se construyo la curva patrón de 

proteínas (100, so, 60,40, 20 y 10 mg/dl). 

b) Rea e ti vo Bradford: se disolvieron 100 mg de azul 

brillante de coomassie G-250 en 50 ml de etanol al 95%. A esta 

solución se le adicionaron -100 mr-·de __ .6.Cidci ___ fOSfó?-i.Co al 85% 

(p/v). La solución resultante se ajustó a un volumen fina1 de 1 

litro con agua destilada y desionizada. Las concentraciones 

finales de los reactivos fueron: o. 01% de azul brillante de 

Coomassie G-250, 4.7% de etanol y 8.5% de 4cido fosfórico. 

El procedimiento para la cuantificación fué el siguiente: 

midieron 100 pl de las soluciones patrón de proteínas y de las 

muestras (que conten!an de 10 a 100 pg de prote!na) • A cada 
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de~pués· ·de: 2 mi.~utos y a~tes de·· 'J:.·:h6-r~~-.-;(:ie:·:Jni?.i~·¿~~i}á:\ ~eaCé:iÓii 

frente al blanco de reactivo Pre'par:ado:. éOO)ioo~.-p1 de." água-

destilada y 5 ml de reactivo eradford~ ' . ··-·---.. -_,; 

proteínas de las muestras se- ci.tanti.f-1~6-~~ fnt~r~OiiiiiciO~.- sú;'~~~lor~ls 

correspondientes de absorbencia _en la curva:~~-t~Ón: ~-~,;nstruida-. 
2. 3 Ensayo de adenilato ciclasa 

El sistema enzim4tico de la AC de_ las_ membranas plasm4ticas 

aisladas, se ensayó por el método- de--Bellorin-Forlt y Martin (51). 

La actividad de la AC se midió a -través de la cuantificación de 

AMPc formado a partir de ATP,. los reSultados se expresan en 

pmoles de AMPc generados/mg de proteina/30 min. Las incubaciones 

llevaron a cabo a 2s0 c po~ :J"<f min. en una mezcla que consistió 

en 50 mM Tris HCl, pH 7.G·;··~s.·JnM KCl, 1 mM IBMX, 0.2 mM EDTA, 5%: 

hipoparatiroi~eo c::aniilo, 1 mM ATP, 25 mM fosfocreatina, 1 

mq/ml de Creat!n · -.fcisfOi:::-illaSa-- y-· 15 -pq de proteina de membrana en 

un volumen final ~'::·:100· ,ul. Las cóncentraciones variables de GTP, 

GT~ ~: S,' .PTH, ·. MgC1 2 y. forskolina. se adicionaron seqiin se 

requir_iera. El. ensayo se realizó a 4 •e a pH 7.6. Las reacciones 

se·' ini-ciaron __ por la adición de las membrar.as y se terminaron 

co"locando ias muestras en un bano de agua en ebullición durante 

tres minutos (con lo cuAl se inactiva la enzima). Las muestras 

se diluyeron l.: l.O con amortiguador de acetato de sodio so mM pH 

6. 2 y el AMPc generado, se cuantificó posteriormente por 

radloinmunoan6.lisls por el método de steiner y col. (48). 
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2. 4 Radioinmunoan41iais (RIA) de AMPc 

La cantidad de AMPc generado se cuantificó por RIA, método 

con gran sensibilidad y especificidad. Para que pueda aplicarse 

la medición del AMPc es necesario contar con un anticuerpo 

altamente especifico contra el mismo y un derivado marcado 

isotópicamente de dicha sustancia. El principio bAsico de este 

procedimiento es la competencia entre el antigeno marcado (AMPc*) 

y el no marcado (AMPc) por un ntlmero fijo y limitado de sitios de 

unión con el anticuerpo. Como resultado de esta competencia, la 

cantidad de AMPc* unido al anticuerpo disminuye conforme aumenta 

la cantidad de AMPc no radiactivo. 

+ 

AMPc 

AMPc 

Ac 

AMPc-Ac 

Ac / AMPa•-Ac 

'AMPc-Ac 

Antígeno no marcado 

Antígeno marcado 

Anticuerpo 

+ l\MPc• 

+ AMPc 

Complejo antigeno-anticuerpo no marcado 

Complejo antígeno-anticuerpo marcado 
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Después de 20 horas de incubación, _las·. frac::cioneS ,lit?r9s ·y 

unidas del AMPc• se separan y, en este Caso¡ l_a ·r.ad.i.ác~:i~~dis.i:t q':le 

se cuenta es la unida al anticuerpo. El métod~, _q~e.: se: empleó 

para separar los ant!genos marcadcis unidOs, . Y'.?:~.1~;~~ . f~é e1 de 
·-,'<- ~·"'_/':; , ... _ _, 

precipitación con sulfato de amonio al 60\ .adicionado después de 

la inmunoglobulina G h;umana. 
·-

Reactivos :utilizados -en el--RIA !' '<-,,~i;.'. : 
Amorti9UadOr-_-de ~n~ay~ <".lf~~i~~-t~f;:~ :i~~~;J~~~-~~~~-~io ,so· mM, 

- , .. r,,\c " ,;_;~- '.'}•; 

pH 6.2 '>,· . :~:; \e; i: ', ;\. .·· . · 
·:E~tA'~d~~-~-~ d6: AMPc: ·,.De u.na SOiüción·. ~~'t;:~,,~ _;f~~·~lo:·:·P~~l/m~ 

deº AMPc>_ sa··_ rBa1izaro'n-·.d11ÜciO-~es. :·seri'ada~~~:-2 /p·ara:.:Cons.trUir-'- la 
_;"---~-o-:=- . • •. " : _'-, -.· . • _.-oo·-:: .. - - '=-.• .- .- .- • .-'. -;-

Curv~.' ·q~~- i~~i~Yó las Si9ui6nteS ·concentr~ciones.:< · o.1s6; o~ 312, 

o.62s~"l.2s, .. 2.s, s~o y 10.0 pmol/ml. 

Anticuerpo: El antisuero contra AMPc fué:el ~-1 que·tiene 

una especificidad del 100\: y una reactiVidiid cru·zada para· el ATP 

del o.oost; la dilución final del antisuero fué de 1:250,000. 

Antlgeno• (AMPc- 125r): En cada ensayo part!a 

generalmente de 15, 000 cpm por 200 µl. 

Inmunoglobulina G humana : Se preparó una dilución 1: 10 

del stock de IgG humano con solución diluyente y se mantuvo en 

agitación al mismo tiempo que se preparaban al!cuotas, las cuales 

se almacenaron a -Jsºc hasta su uso. 

Solución precipitante de sulfato de amonio: se preparaba 

una solución al 60% a partir de una solución sobresaturada de 

sulfato de amonio y se almacenaba a temperatura ambiente. 

Desarrollo del método 

El inmunoensayo de AMPc se llevó a cabo de acuerdo al 



.. >·.-. . -·,''.': 

método ·de Steiner y Col.· (4B,5:Í) ,_en ·a~orti~Uaci~·r_:·~~:-~c;;etat~··de 
'. '.::,:_- ... ::·:-.·;. :·-·~:-. =: :---: .. -.... _,~·-__ : 

sodio 50 mM a pH 6.2 (solución. diluYent~). ~ ~ª."~':l.~~'.f'.!.~.".R~~' ~~:-~~~á 

en· 'una competencia, todos los· 'tübOS ;;1>J.ité'iúan-~:.:-caílt~id8'd~~ 

constantes de anticuerpo y de antlgeno ~~~i~-~~¡~~~-:--·ci~~~:.~:.iu~~~: 
contenia (en orden de adici6~) =-'--~a< ~e~~:-.;2~~;~~;··µ}'.'._;>~~S~:~~·~ü~i'i~~~~·> 
estAndar del nucleótido ciclico ~ ~ can~.id~de_S. ::·p-~:6·~~~-~::{i'"~'i~:~~~:~~:- :: -
mayores, o de so a 200 µl de la solución problema;' 100 p; __ ·c:l:~ 

anticuerpo en dilución 1: 25000 suficiente para unir d91 -3_5 al''.55% 

del antlgeno marcado y 200 pl del AMPc-125z que contenia de ·aooo 

a 15000 cpm todo en un volil.men final de 500 µl. 

Ademas se incluyeron los siguientes tubos: 

Unos (5) que conten!an 200 }Jl de la solución radiactiv8. 

para obtener el total de radiactividad agregada (cuentas··tot;aies 

Te). otros (3) con 300 µl de amortiguador y 200 pl de radiactivo 

para determinar la unión inespecifica (Co). Por il.ltimo,· J >:que 

contenlan 200 JÜ de amortiguador, 100 }11 de anticuerpo Y.; 2.00-)11-: 

de radiactivo, para establecer el porcentaje de unión mAxima 

(To). 

Después de anadir todos los reactivos, se agitaron 

perfectamente cada uno de los tubos de -2 -a 5 seq en un vortex, y 

se procedió a incubarlos en aqitacilm constante durante 20 horas 

y a 4°c. Al tét:mino de la incubación, para separar la fracción 

unida de la libre, a cada uno se le adiciono 100 pl de IgG y 2.5 

ml de sulfato de amonio al 60 % • se centrifuq6 durante 20 

minutos a 2500 rpm en una centr lfuga refrigerada y el 

sobrenadante se decantó (todo el procedimiento llevó a cabo a 

El AMPc presente en el precipitado cuantificó en 
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un contador .~e· radia'ciones gamma durante 2 minutos cada tubo. 

Me~~.c,16!'1_ Y ·.c4lculo. de resultádoS, 

D~bido.: ~-· que ios métodos ; de-;iui g~ne~~1mente ·se-- llevan a 

cabo' emP1eando. curvas patrón, el cÁÍcuio ·:de los resultados 

i~~li~~ Uná:.,.~d~cuada interpolaciÓn~-=-·d'é\1á·~--~m~estÍ:as . problema -en 
-·_- .- - .:_ --:,;:- ·~ - ::_ .:;~-~-- :; -::. 

' ·dicha ',~curVa. p·at'rón .- Una .vez que se:obtuvie?;"on---10s·-porcentajes de 

:- >~~f6~\~e·~:¡·~~-~~st6rldar~S se tra-~a~¿~= i~;-----~-J.~~~~t·~~-~ ~-r4_;j_-~~~~ 

~-.~·,,,-::t;i~ -, curva semilogaritmica: se grafic6 la· -curva· .'patrón en 

_ p~i)e_~ -e' semi-log colocando en el eje de las-- abcisa·s · la 

co'iicentración de AMPc en pmol/tubo y, 

el pOi-centaje de unión correspondiente. 

el· eje de- ·1aB -'-Ordenadas 

b) Curva logit-log: se trazó en una- gr4fica el logaritmo 

decimal de la concentración de AMPc no radiactivo (en el eje de 

las abcisas) contra el logit de los cocientes U/Uo • Con este 

método fué posible obtener una linearización .casi total de la 

curva que permitió una interpolación m4s exacta de los datos de 

la que se obtendr!a con la curva anterior. El logit de U/Uo es : 

logit U/Uo r:::s 

U/Uo 
ln ----------

100 - U/Uo 

La concentración de las muestras problema, en consecuencia, 

consiguió al interpolar los resultados del logit U/Uo en esta 

curva y realizando las correcciones necesarias correspondientes a 

la dilución. 
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z.s EXperimanto• Con toxina pertussis _ 

Para obtener evidencia directa de la presen'cia y funci6~ de 

la protelna G inhibidora se utilizó, previa ·.¡,-a1oraci6ri de su 

actividad, la toxina elaborada por la bact·e_ria·, 1L_·.:pei::tu'SsiB· _para 

lo cual: 

1) Las membranas se ADP ribosilaron Con·· PTX ·en presencia 
, ... - - .:-_:-_, . - -----.,~:._·. ·.-~.:: - ·. - :--- : 

de NAo-32p por el método de Sekura y col. (49)·:;1,levado a .-Cabo por 

el Dr. J. Adolfo Carola sainz en el' LaboratoZ:.iO de·- Bioenergética 

del l:nstituto de Fisiologia Celular de la UNAM. 

2) se realizo rr!visi6n bibliogrAfica 

(26,32,39 1 41,54-65), con el fin de encontrar y/o adecuar un 

método para ADP ribosilar las membranas sin afectar su actividad 

y, posteriormente, realizar experimentos en los que preincub6 

a las membranas con PTX, previamente activada con DTT, para 

después ensayar a la AC bajo diferentes estimulas (GTP, PTH, 

forskolina, GTP + PTH, GTP + forskolina todos ellos en presencia 

de MgC12). La realización de esta parte experimental, que 

representar la una clara evidencia funcional directa de la 

proteina G inhibidora, comprende: 

a) La optimización de una técnica de ADP ribosilaci6n 

con PTX, debido a que existe una gran variedad de metodologias 

empleadas para. ADP ribosilar Gi tanto en células como en 

membranas. Por ejemplo, la concentración de NAO entre otros 

elementos, factor de gran importancia para conseguir la AOP 

ribosilaci6n. 

b) La verificación de la ADP ribosilaci6n. 

c) La obtención de un rendimiento adecuado en la ADP 
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- ' , . ' ·. · .. ,- . 

ribosil~~~ó~, ~~ d~cii)~'.;~~{tcf~~j2U~~~~;~~~e~~~.·h·~~i~:~~i~ · d~l 
blo(¡u~c; d~·. i~ ~i~nh·¡~-icii:ri,.-~;:-~i~~;~:~~~~.'. . .".'tÍ,~~P~~;:~-~~~~~~~~:;,.·~~:~-~f~~~~~:~, 

al ~is::m:~~::~~~~~:~~;;ye~Io!l!~X~J;t~i~~~1~n·t·t~;,¡¡t~id'. :O,~:una 
revis i6n bil:Íl i~9:CAºf ic·~ i · v·a 1~ra~i;~~·-·iri·~ ~~:~~~~ .:_:~!~~-it~f:i·v~·dad·~~ dé' --;iil" 
PTX;'_~-·Pr·e'~~~~¡~·~·~·~~-h·/~~ --.=~~·-:· k-i~ma --~~~ -~~;r;·; ;· eit~ayos-'· d~-.~: A·op· 

ribos11a~-~~ri-_~:·~~-~ ·~-~~~~-~~~~~~ª~~~¡"--y en.~-1~;'-:que re-sPecta-. ~-a, -la 

c;·p~"i.=~ii~~-i.~6-~-=--~d~-·-= la técnié:a, ADP ribosilaci6n prObando dos 

conceilt.raciones de NAD (O. 01 y 1 mM), asi como pruebas de 

recuper·a·ción y de actividad de membranas después de su manejo en 

la técnica de ADP ribosilación. 

2. 6 Valoración de la actividad de la toxina pertussis 

La actividad de la toxina pertussis se valoró en ratas en 

las que se observaron los cambios en la frecuencia cardiaca 

debidos a la toxina (66). A ratas Wistar macho de 5 semanas de 

edad y con peso promedio de 1.50 g, se les midió la frecuencia 

cardiaca basal (pulsos/ min) diariamente por un periodo de 4 

dias. se formaron un grupo control y uno experimental. El grupo 

experimental se trató con toxina via intravenosa a una dosis de 

so ug por 100 g de peso corporal; por su parte, el grupo control 

se inyectó con el vehiculo (solución salina con 1 mg/ml de 

albó.mina sérica de bovino) • A ambos grupos se les midió la 

frecuencia cardiaca durante los 9 dias siguientes al 

tratamiento. 

2. 7 Ensayo de ADP ribosilaoión 

Las membranas aisladas fueron ADP ribosiladas de acuerdo al 

método de Ribeiro-Neto y col. (54), y. adaptado para mantener 

45 



funcionalmente activo al sistema de -la adenilato ciclasa. La ADP 

ribosilación por la toxina bacteriana de . Bordetella pertussis 

(toxina pertussis) de la proteína- Gi, involucra la transferencia 

de ADP ribosa mediante NAO al residuo ciste!na de la subunidad 

oc de dicha prote!na con lo cual se bloquea completamente su 

función inhibitoria (al perder la capacidad de interacción con 

los receptores inhibí torios) • 

cabe mencionar que en preparaciones de membrana, la toxina 

pertussis ADP ribosila las subunidades o.e:' incubando con_ NA_~· y 

con el protómero A preacti vado es decir, sólo cuando el puente 

disulfuro del prot6mero A ha sido reducido con ditiotreitol. 

2.7.1 Preaotivaoión de la toxina pertusis 

La preactivación de la toxina pertussis se llevó a cabo 

incubando 10 ,ul de la toxina (600 }lg/ml) con l.O )Jl de 

ditiotreitol 50 mM en un tubo Eppendorf a 32 °c durante 30 

min. Posteriormente, la mezcla se diluyó a 120 pg/ml de· toxina 

con amortiguador Tris HCl 25 mM, 0.075 ASB, a pH 7.5. Una vez 

preactivada la toxina, se almacenó en peguenas alícuotas a -70~C 

conservando su actividad hasta por dos meses. 

2.1.2 ADP ribosilación 

La ADP ribosilación se llevó a cabo incubando por 30 min. a 

J2°c una mezcla .con volumen final de 60 pl que conten!a: 10 )ll 

( 10 }19) de membranas plasm6ticas, 10 }ll de toxina pertussis 

preactivada (20 pq/ml) y 7 .5 µg de ASB por ensayo, 10 }lM de NAD, 

10 mM de timidina, 1 mM de EDTA, 25 mM de Tris HCl, 1 rnM de ATP, 

l. mM de GTP, O. 75 mM de NADP+ El pH final fué de 7. 5. Las 

reacciones se iniciaron con la adición de la toxina y se 
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detuvieron· con· amO:rÍ:.igU~dor' ~a·.·~~1!1:º9enizaci6n_. fr!o. Al final de 
- .. ·, .... 

eSte paSo; se ... ée~trifu.9-ó a 

microce-hti:ifllg·a· "· fria·. El 

i2soo' .. ·rpm __ ~_urá.nt·~ J min. en 

sobrenadante se desechó y 

una 

el 

precipitado se lavó 2 veces en amortiguador de homogenización 

c.=:entrifugando· cada vez a 12500 rpm durante tres minutos. El 

precipitado final se resuspendió en el mismo amortiguador en la 

cantidad necesaria para ajustar la concentración de proteínas de 

membrana a 1 }l9/}ll. Inmediatamente después de la ADP ribosilaci6n 

de las membranas, se procedió a. realizar el ensayo de adenilato 

ciclasa correspondiente. 

2.a Anll1isi11 aatad.l11tico 

Los resulta dos obtenidos expresaron como la media ± la 

desviación estándar (X ± DE) o el error estándar (X ± EE) como 

indica en las figuras. Algunos experimentos adicionalmente se 

analizaron estadísticamente mediante la prueba de Wilcoxon. Una 

p.:::_ o.os se consideró significativa. 
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VI RESULTADOS 

1. Aislamiento de membranas 

1.as membranas se aislaron a partir de '38. 5 ± 13 q (promedio 

±DE) de cOrteza renal disecada por perro--(ñ: __ =-_9i -y ·se obtuvo un 

rendimiento de 15.6 ± 10.a mg de di~has _membranas. Las membranas 

obtenidas conservaron funcional el sistema de la adenilato 

ciclasa, lo que se comprobó al realizar los experimentos 

subsecuentes. 

2. Radioinm.unoan4liaia de AMPc 

La curva patrón se linearizó mediante la transformación a 

logaritmo de la dosis contra el logit de la respuesta (log­

logit). En la figura # 7 se representa una curva promedio de 

esta transformación. 

Las condiciones en las que se llevaron a cabo los RIAs 

fueron establecidas mediante previa valoración de las mismas: 

l) Temperatura de adición de los reactivos (el ensayo se realizó 

a temperatura ambiente), 2) orden de incorporación del ant!geno 

(Aq) y del anticuerpo (Ac) (primero Ac y enseguida Ag), 3) 

tiempo y temperat:ura de incubación (20 h a 4°c). 

Finalmente, se realizó una prueba de interferencia del ATP 

con el anticuerpo empleado en los RIAs donde fué comprobada la 

especificidad de dicho anticuerpo para AMPc (figura # 8). 
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Fig •. I a. REACTIVJ:DAD CRUZADA DEL ATP CON EL ANTICUERPO RB-1 
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3. curva de activación con Mgcl2 

Para estudiar el efecto del magnesio ·en ·1a· actividad .del. 

sistema de la AC, las membranas se iricubaron. ci~ri·:·.diferent-~s 
concentraciones de Mg++ (de o a 160 mM) .' Ó-\ Ei-:f.i~+,+;.·.'.e~·ti~Uió .. ::·l.a 

actividad basal de la ciclasa 

aumentaron las concentraciones 
"--··:·. ,-, __ .... ·-· 

(aproximadamente 40 t); es decir, la-- Velo~idá.d;:':iniciai~..: de··:-la 

reacción fué proporcional a la c-o~ce~t~a~Í.~~J~~~<~~*~¡:~~¿,~~~'J.~- que 

se aprecia una cinética de ler orden (figll·ra 9) .. 

Posteriormente, a concentraciones cada vez may~res: de.·¡,¡9++. (de· 2o 
a 60 mM) , la velocidad de la reacción y la producción de AMPc 

disminuyeron gradualmente; se dice que en esta zona el orden de 

reacción es mixto. Después se alcanzó un punto m6.ximo en la 

actividad de la ciclasa correspondiente a 60 - so mM de Mg++ (la 

actividad m.6xima fué de 1838 ± 387 pmol de AMPc) a partir del. 

cual no se observaron cambios significativos hasta 100 mM de 

En este intervalo la velocidad de la reacción 

fué independiente de las concentraciones de Mg++ siguiendo ahora 

una cinética de orden cero en la que la enzima se encuentra 

saturada. Finalmente, a concentraciones muy altas de Mg++ (120 a 

160 mM), el porcentaje de actividad de la AC disminuyó 

notoriamente (ap~oximadamente al 60 t). 

Como ya se mencionó, el Mg++ juega un papel regulador 

importante en el mecanismo de estimulación de la AC, al aumentar 

la activación de la proteina Gs. Es decir, el Mg++, facilita la 

unión del GTP a la prote!na Gs y con esto promueve la disociación 

de las subunidades que se requiere para el paso de activación. 
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Ademas, . aUrlque s·~:··~abe. q~~:'.'i·~ _:~;~-~c-~~tra':1i6~·· de magnesio libre' er\ 

la· céi~ia<é:~-- ~p~·ox·in;ád~~~rit-~ · d~ o. 3·:.·a· ·a. 4 mM, in ili.r,Q, a altas 

~Ó-~c~~t~~ci~~~~-~::·~~<:E!~~~'._'~-·:d~{J.6~·;·_ .· ~~<· prO'teina G puede activarse 

Esto 
.-·-· -- '•. ·:·,-

se comprobó_ ya é¡ue en· .. este _experimento necesitaron 

concentraciones d~ magnesió mayores a las fisiológicas para 

obtener actividad_enzim4tica. Por otro lado, cuando existe 

estimulación hormOnal ·dismiriuye el requerimiento de magnesio 

para activar a Gs (como se observó en la curva dosis-respuesta a 

PTH donde se alcanzó una m4xima actividad enzim4tica con tan solo 

5 mM de Mg++) (33). La actividad de la AC con so mM de Mg++ y en 

ausencia de PTH fué de 1838 ± 387 pmol de AMPc, que es similar a 

lo que se informa en la literatura (51) y en presencia de PTH + 

5 mM de Mg++ la actividad enzim6tica máxima fué de 3486 pmol de 

AMPc. 

La curva obtenida con Mg++ es una curva cl4sica de 

saturación donde se observa el efecto del magnesio a través del 

sustrato (ATP) a concentración constante ya que, como se sabe, el 

magnesio es parte importante del sustrato de la enzima. Una vez 

alcanzada la actividad enzim4tica m4xima, independientemente de 

que aumente la concentración del magnesio, dicha actividad tiende 

a aproximarse a una zona plana en la cual la enzima se encuentra 

saturada. sin embargo, la actividad en la zona de saturación no 

permanece constante al aumentar m4s las concentraciones de Mg++ 

(de 120 a 160 mM) pues se observó una inhibición. 

Por otra parte, la curva de activación con Mg++ también se 

utilizó como herramienta para probar la funcionalidad del. sistema 

enzim4tico presente en las membranas recién aisladas. 
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Fig. # 9 El'ECTO DBL Mq++ en la AC'r:XV:IDAD de la AC. Los datos son 
~ el promedio de 6 ensayos separados por duplicado ± EE. 
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4. Linearidad en la producción de AHPo reSpeoto a cantidades 

crecientes de MBCRC 

En este ensayo se incubaron cantidades crecientes de 

membranas basolaterales aisladas de corteza renal canina (0-40 

¡.t9') con 100 mM de Mg++. 

como puede observarse en la figura # 10, hubo un aumento 

gradual en la producción de AMPc al aumentar las cantidades de 

membrana presentes en el medio de incubación, 

relación encontrada fué directamente proporcional. 

decir, la 

Esto nos 

indica que el sustrato presente en la mezcla de ensayo ( 1 mM de 

ATP) as! como el sistema regenerador del mismo, no se agotan en 

este intervalo de cantidad de membranas y son suficientes para 

producir AMPc de manera lineal. 

La cantidad de membranas que se utilizó para los 

experimentos posteriores fUé de 15 p.q. Se realizó este ensayo 

inicial para observar la linear idad en la producción de AMPc 

respecto a las cantidades utilizadas de membranas a una 

concentración de 100 mM de Mgc1++ (es importante mencionar que en 

nuestro ensayo de adenilato ciclasa se usaron cantidades m4ximas 

de membranas as! también una concentración estimuladora 

m4xima de Mg++). 

s. Requerimiento del Mg++ para la eatimulaoi6n de la AC por 

rorskolina. 

En la figura # ll se observa el efecto de la forskolina en 

ausencia de Mg++ sobre la AC. Es importante hacer notar, como ya 

se mencionó, que la preparación de membranas se obtiene con gran 

pureza, pero también es probable que se encuentren presentes 
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ciertos elementos y: entre-· elloB el··· lnagnésio) ~ 

reacción;·:_:_en eSté· ~áso'./ 'i~6{~;~ -~~~cen:~~a~:~ones 
f orsk~ii~~ ·::~·~-- \1~~ ~{~:;~ .:~·~~~--~4 ;~~ ~~ ~--/; '!! . ·"-,:.--\C: ... ·:··,t'. 

~:~·i. -·~-~_i;?:;_~~-~~~~~~--~~~~X~_;.~ -~~~.~~~6,_ ~-1< r~.querimi_é!lto 

crecientes de 

del 

·. -~-~g~~~~:~~;·.R-~~~ ·:.~,~~I~~ó~~~~-~Xii.~.~~,:~.~i~:-:~F~~~~~--p~~·~ r~~r~~º1~nª ,' ~- debido ª 
q~~ .-; ~~··::-~u----~-~-~~:~·~:~~:~}'.{~~~·'.~ -~~~:~~~rr~·~:~~: ~:~~~:~ ;7~~--·- ·~o~:c_~·nt_~~~ióri- de d_icho 

- -~Ladti~~C{~~.;f~{l~7.~f~)*;:~=r1',~f~t~ii-iff,~~~--~~i~~!t -~~~ - es.tÍmulación con 

resp.ectO--a--;-1a~·i:JEs6a)>f·('~-~-.:-±:''.:2é:J~"j:':vS'.·i·o5;9· _±. 20·.8 pmol de AMPc.mg de 

pl:Ot-1 :~·:1~ ~i~~r3'-~'.-~:\;;¿\:;~;~ó'~~f:~; -:~·~~-~ ~~~centraciones menores no 

Este comportamiento 

- ;CÜ.f~;~:~~~· º-;i'~ ·-'~-o~-~'~-~.,i~~ -· ~~~~-~~ ·se ~-diciona Mg ++ a la mezcla de 

ensayo,._; porque concentraciones tan pequenas de forskolina como 

io-7M produjeron 1484 ;t 271 pmol de AMPc.mg prot-1 .30 min -l a 

diferencia de los 105.9 ;t 20.8 pmol de AMPc que se generaron en 

ausencia de Mg++. Esto sugiere que el magnesio también afecta 

la afinidad del sistema enzim6tico por forskolina y, dado que 

estudios previos han mostrado que los efectos alostéricos del 

magnesio se encuentran estrechamente relacionados a las proteinas 

G, cabria la posibilidad de que la forskolina también, como ya se 

mencionó, afectara este sitio directa o indirectamente (por 

ejemplo, facilitando la interacción de las proteínas G con otros 

componentes del sistema enzim6tico) (67) . 

6. Requerimiento del Mq++ para la estimulaoión de la AC por GTP 

Las membranas se incubaron con diferentes concentraciones 

de GTP de io-8 a 10-2 M en ausencia de Mg++ (figura I 12). 

Esta prueba muestra que la estimulación de la AC por GTP 

concentraciones de io-8 a io-3 M no presenta diferencias 

significativas con respecto a la actividad basal y, por lo tanto, 
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Fig. # 11. REQUERIMIENTO DE Mg++ PARA LA ESTIMULACION DE LA AC 
POR PORSJCOLINA. Cada barra representa el promedio de 4 
experimentos separados por duplicado ± EE. 
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Fig. # 12. REQUERZMZEllTO DE Mg++ PARA LA ESTZMULACZON DE LA AC 
POR OTP. Los resultados se obtuvieron de 2 experimentos 
separados ± EE. 
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1', .• - • 

:'· - .. :...- ·_·::_--_ .:·: 
sin ·la :adición ·de-Mg'.t~· .. 'es:'neces~ria una elevada. concentración del 

nuci~6tid~ '/¿~--~:r'~iu~-~:~'n·a~:>c l.o.:-: 2. ::.-~) pitra que con el magnesio 

int~-!~9~·~6 ~~-·;._;;~~,;:· ~~~~r~~~·~ ~~~ued'~' esti~ul.arse la producción de 

AM~~ ·c.di.-~·G'~-:~,,-;-~y~-~Ó~~~"~·~~~i~-:d~-: ~~e) ·.-~n· -aproXi~adamente un l.70 '· 

Este c~~~~;-~am¡~~:t~· :~~e.:·4~~~ ~- q~'.~ ·a1.·_"meCanismo de activación de 

Gs -requiera'_- la:.·acc.i6n .::·combinada--de"· ~Ucle6tidos de guanina y 

magnesi~--:-;u~~, ~-~-~º ya-sé':· meri~i.'on~,: ~ste_-~~atió~ es impr!'!scindible 

para - faci1it~-r ,-e-i·:_·-¡¡:;~~r~~~bi~;-d~--º~?p-:~ -~TP en l~ prote!~a Gs y, 

de este modO, llevar···a cabo la disociación· de las subunidades 

<><. de Pt· 
7. Ef'ecto de- ia rorskol.ina sobre ·1a ·_actividad de la AC en 

presanoi.; da Hg++ '.'?< / .. 
En la figura_ # ·'1:3,:'.·s~e ob~·erva· é1·- efecto de la forskolina 

cre~i~n~e~ ".de:· ~6~~k~-l'i~~:-.á~->ió~-7-~-i!i~t-/)._it-~~Q~_~LM '··~ 5- t1!M de_ M9 ++, y 

la a~~-i~Lcf~~>:~-~:~:l_~·:_-j~J~~:-~·'.~~~ri~~~;~~·ó :~~:e~-J::~ñ~é la· -pr0ducci6n d'e 

AMPc ---~~- --pm~i~~~~pr·ot~3:: Jo .-~in-:·.~·. El "S'Q·, ::d~- ·1~-'.:~ctlvidad m6xima 

(K dé··-_act_iYaC?,;ón),-" ·se . a1ca~z6 a -l.0~5 M '.d~:: -'foI-Skolina de manera 

similar a-· 10 informado en la literatura · (67), con' una 

P:t;_5>_c!_u_~9-~6n_.de~AMPc:-promedio de 3920.7 .±::-52-3-plnOl~-

En este ensayo se observó que la actividad de la ciclasa 

estimuló en forma dependiente de la concentración de forskolina. 

La relación entre las concentraciones de forskolina ( io-7 a 7 X 

io-4 M) y ·la '!ctividad enzimAtica fué directamente proporcional. 

Por otra parte, se observó un aumento en la actividad de la AC 

estimulada :con-· 7 X io-4 M de forskolina respecto al basal en 

AMPc.mg· prot-1 .Jó min-1 , lo que representa üproximadamente un 



300% de estimU1aci6n. 

En este expérimento el sistema -·enzimático·. no . se vi6 

limitado en su ác~i~i~·~·d,::~~bt~~· ·~ ::ias -·coÍldÍciÓries dB. ensayo_,-·- lo 

cual puede. o-b~erv~~s~-.~'.~~-~-Í~};i~1~~~~i~,~~:-_~bt~~-i~~::··~·~ :·CuárltifiCilr la 

estimulaci6n -de'-ia Ari··por'
1

f-Or~kc;1i'ri·~· á?Concent~a'C{ones de ·-~~~-:-7~:-~a' 
X 10-4 M. - · ~-,·:-~J,:;{:_:j~:-·;~\: ·:"~~; ";":,-:,'. {;/·r·: 

,· Por-medio·c:··de'.; es_t:e~, -~XPe~,~me~·~o}·se'Jprob6:~1~ ~f~tj~~~~~~jjd-~--d- :. d~-1 
sist·e·má ~-a __ j;-1y_;1~:-r:-.ci--~?::-i-~{¿~~"i~'~-d ~~~~;~trí:ú~i~~·~--~.~\i~b·L;~to·iiá::~- q~,e·.-,.~1~ 
forskolina :-~~~~~/=-~:¡;~la~do ftj_;;cf;~~~~te ~:~~Í;h~~~-~~;~~~~~1:~·7"~- Sill 

embargo, ~~{;~~-~:~:-,:~~~~~~;~~--: ·:~~~-; ~¡-~_;- ~~~)~-~~~~'--.·~~~--" ~~:·.:~.~-~~~~~\iJ~~ 
tale:~. Como-' el -des~iazatÚie~to a· la _ci~q~ierd~-.d~- i~ K:de-- ~C~tiV-a.Ció'n 

- _- - . . -

(K -act) observad~ en e~te exp~;imento ~ _ ~i.-~~r~n~ia - d~- -aqU-Gi ~-¡.; ·--ei 

que no fué. el 

inherente a las membranas), sugieren que este agente pudiéra 

tener efectos adicionales sobre otros componentes del sistema de 

la AC como las proteinas G. Existen estudios de la interacción 

de la forskolina con el Mg++ que revelan que la forskolina 

aumenta, de manera dependiente de la dosis, la afinidad de la 

ciclasa por magnesio y que este efecto es similar al producido 

por otros activadores de la AC tales como el NaF y el GTP, los 

cuales interact-Oan con las proteinas G (67). Por otra parte, 

también se ha propuesto que la forskolina pudiera -actuar sóbre un _ 

sitio en la unidad catal!tica de la AC que es independiente de 

las prote!nas G, y un sitio de alta afinidad de la misma 

enzima que requiere de las proteinas Gs. Ambas posibilidades 

podrian explicar los cambios en .las _K act cuando la forskolina 

act'O.a sola o junto con otros activadores del sistema de la AC. 
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e. Bfecto del GTP sobre la actividad de la AC en presencia de 

Mq++ 

Las membranas se incubaron con diferentes concentraciones 

de GTP (10-8 a 10-2 M). El efecto del GTP sobre la actividad de 

la ciclasa mostró un comportamiento bif6sico como el observado ., 
en otros estudios (64,68), debido probablemente a que promueve la 

producción de AMPc a concentraciones bajas (lo-8 a 10-5 M) al 

actuar sobre la protelna G estimuladora, y su inhibición a 

concentraciones mlt.s altas ( 10-4 a lo-2 M) al actuar en· la 

protelna G inhibidora: este efecto bif6sico qulz6 pueda reflejar 

distinta afinidad por GTP de Gs y de Gi. como puede observarse 

en la fiqura # 14, a una dosis de io-5 M GTP se alcanza un 

aumento significativo con respecto a la actividad basal del 51 t 

(BlB ± 217 vs 1240 ± 341 pmol, p<0.05) que posteriormente decae 

10"."'3M se obtiene un 15. 6 t de inhibici6n con respecto a la 

m&xima estimulaci6n con l0-5 M, p<0.05) hasta revertirse 

significativamente el efecto obteniendo, de este modo, un 73 t 

de inhibición con 10-2 de GTP (p<O. 05). Sin embargo, es posible 

que el efecto inhibidor observado en 10-2 M de GTP se deba, m6s 

que a una inhibición dada por Gi, al fen6meno de quelación de 

maghesio por el nucle6tido de guanina lo que impide la 

activación de Gs. 

Por otra ·parte, se pudo observar que el efecto del GTP 

sobre la actividad de la AC no es tan notorio como el de otros 

efectores tales como la forskolina o la PTHb sin 1-34, dado a que 

dicho efecto se produce en niveles menores de acumulación de 

AMPc. Lo anterior probablemente se debe a que el GTP, junto con 

el magnesio, activan menos eficientemente a las protelnas G que 
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cuando actcan· todos los elementos del sistema ·de la AC pára 

activar a· la· .. enzima. Por·· ej'ém;Plo, S~ sabe·' qu·~·:·Í~~·-:.~iac~pt·~~es 
" . . " ... - - ·'• ' -- .. -.. - ~ --

juegan un papel ~bligat?ri.0 de ;~yi:id~ e¡,;:e1:>aCer.cami~~t~::·d~{\iTP\i 
la subUn1dad ,-. cX~ ,i-~·en ·:::¡a'-ºfOr~~~-16-n·-':\--m~Cúa·ci~t·;.-pór.\=mag-~e~i<:;'-.--dei 

é~Ínplejo· ,'cs···~·:-GT·~·: _-(J?) .::-:'.:; ~~~-~i~·~ :-.~X~~~~~:-.:0:e~~de~~:~~~:~_,'d·~./~~~~-'.~e{ 
papel fund~menta·1?~~-d~ :_,i~~s_-~~-¿~-~~ó~~:~~}-~~::~~i-~~~e~-~-~~is~=¡~·¡~:tli~-~~1~ 

:;;n~7·;.1~:~~rF1~DP~t~i¿:J?tiiff~~~{:~:~~~:~m::i~~-d=D~Ge;··~:: 
,, .. ·--- -·· ·''·--.-- .. _ -. -:.-¡·-- .. ·- - , .. _._,_ ,.,. .• •, .--. - ., 

un;.· a~o~i~·t-~ -:-~~~~-~-t!~~.·-~ü;~~~:ti~':-'6~~r~~~~·~~~~·~·~:;-~~-~~~ ~~::·~;·p~~-A~: ,·qUe :.'~1 
~oP, :· f~~ed~~-.;2iri~~~~~~~~·¡f ~;'.~:d_~--~-~rl~:~::.-~~·~;~~'.tri~'. :~G~- e~-~> ~ -.· ~: :· E~to~-- datos 

5 ~ :de, -~q++~ 

involucra·n la acción de- re-cep~or.eS · -,~TH :·:t:~;~g!'~·j -o-_ de -~-¡a -un1dád 
catal!tica directamente (Forskolina + Mg~+):. -~ .. Efácto de la PTHb sin 1-34 sobre ·1a actividad :-i:l~\l~ ·-.Ac 'en 

presencia- de Mq++. 

Las figuras # 15A y 158 ilustran· la acti~·¡¿:·~v di-.~:'Í!8 ~c:_i~~.' 
respuesta a concentraciones crecientes (l0"."12 ~·- ·10:~::~~-... ~:) ;:.--cÍ;~:'p;~~ 

¡. -i'''-_L-:',' •:>:· 

sin 1-34 y en presencia de 5 mM _de Mg++ -e~~~ _e,f~:~e'~i}~ -.·--~~ 

- incubación. Es evidente el efecto estimulador eii la actividad di!! 

la enzima que es dependiente de la concentración de PTH ·(p<0.05). 

El 50 % de la eStimulación mAxima se alcanzó en ió-B M de PTH 

(2795. 2 ± 554 pmol de AMPc) y a 10-6 M aumentó la actividad de la 

AC con respecto a la basal en aproximadamente 7 veces de 659. 2 ± 
89 a 4555.J ± 412 pmol de AMPc (591 %" de estimulación), donde se 

observa que la producción de AMPc tiende a mantenerse constante 

(comportamiento similar al reportado por Milantls y cols. (34)]. 
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Esta fase._ dé mtiseta3 ~e.'_a1canza_,POr ·aa"t~ración' de los recep~o~e~: 
para PTff. -disPOnih1e~:·:·~ri-.: ~·J.: ~i~-t~~a. en-zÍ~~t-¡Co. 

En ~~ -~~i~:·_ ~~-.~-~-~~-.'.'.,,~·~~;~~~~~~~,~::,i:~::~::~~~KY:i~~~-.,-~~f-:~~:~~:~-~~Ld_'~: ~la ~e 
aislado- a .;~;;~i.··:::d~- r~:~~ptc;;~~~,_-y :::'P~d~- ·c~mP'rob·a~s·~·~qü·e~-~sto~ P~~~n; 

-~:, ~~:~ :: e~~~~~::{~~~~-~'i~~~~~~~f~~~~-6t1 ~~-.:~~d~~:1a\~66i¿h '?ii~·~' i:í~:·,, -~T_lt'; ~e-~.~~º· 
~~-~~;~~~~~~~~f:~-~j_~ ~~~-- ~~~-:~?~P~~~;~_l!'ie_n~'!-~º~-~e~~~d~-~---- ¡.:,' ,-~-~- '- -,_-.- , __ . 

----:=, Por otra parte, >eJl' --es.te> CclSo~ ::~~~ · ut'~-_lfi~.6-. Üili:l- 0:C~'~Ji-ée~-~~8~~-Ó~ '~ ' 
de . 5 mM~'de·. Mg++, d~bÍ.do' a que en trabajos prmÍios :>(3s·f-· se-- ha 

_de~O~tritdo que el e~ec~o. -estimulcitorio -~e la PTlÍ. Sobr~- ·ia en·~·i~a ---" 

aumenta cuando· las con".entraciones de magnesio libre_ ~!1 el· _-med;io_ 

de lnCuba.Ción se- eleVan de 0.1 a 6.6 mM y que a- cc:>rlcent:l-8:c-iO_nO'S-: 

mayores de este ión ( 14 mM) se presenta una inhibición - de la 

actividad enzimAtica estimulada por PTH. En la curva de 

activación con Mg++ como ya se explic6, la actividad enzimAtica 

mAxima observó a concentraciones altas de Mg++ (80 mM), en 

cambio en presencia de PTH existi6 marcada estimulación de la 

cici.asa con una minima concentración de Mg++ (33,35,51). 

10. Efecto de1 GTP ~ s sobre la actividad de la- AC en presencia 

de Hq++. 

Para estudiar el efecto d-~~- ~ucleótido ·de __ ~ua~ina GT~ ~ S 

(anAlogo de GTP resistente a la hidrólisis) sobre la activación 

de la AC, este se adicionó a las membranas a concentraciones de 

10-9 a io-3 M en presencia de 10 mM de Mg++. La producción de 

AMPc aumentó progresiva mente cuando elevaron las 

concentraciones de GTP 'JI s (figura # 16). A una dosis de io-3 M 

de GTP s se estimuló la actividad de la cicilasa con respecto a 

la basal en aproximadamente el 118 '.';, de. 416.7 ± 31.5 a 909 ± 
68. 5 pmol de AMPc. 
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10·11 10·1º 10·9- 10·8 - 10·! 10·6 

PTH M 

Fiq. # 15 A. BPECTO DB LA PTlll:J sin (1-34) SOBRE LA ACTIVXDAD 
DE LA AC EN PRESENCIA DE Hq++ (5 mH) Los datos esta:n 
representados menos la actividad basal. 

~~9·r1 i~ BE.N E::~;~Ng;A L~EPT::+.rin(S (1~:! so~~: Ld~t~~TI!!~:~ 
representados en porcentaje y menos la actividad basal. 
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~~~~-- pU~d.a" .:_~~servar~e -~1:' ~~ grA~iCa, :a:' .. difera'n~ia. ·de, la 

cur~a' -d~·~i;·-:i~~p~~~~~·~· ,:~ .: GTP d0-~de'~-'-Se ~ilreC·i~----·~-~ :.-.pie~:, ~A-X·i~é:(Bil la 

activid~~ ~~_la 61~1~~ª• a ;~rti1' dei ~::f:~:;t~~~~[.'::n.'.:: 
--~p·/.Tr~'.Po:_d.).u-.;c~-c~ii~6.~i1n.~.·~ .. --:.~d •. : .. 

9ec.~.~.'~u.~:P·_.J.c}.•_-:-___ J_~·:PMr:.:o·_:.'bna_ºb· ·l_e.~meen:_·otbe_ :~ee_rs_.!t.6e -.--. ,. . --- ...... ~ - . 
_ ---~·l _ _ :¿~1~~;~,·:·:~-~~~?/f~-i-~'{(o~·~~:~ 

;;ºOtf~Ti~~-l~;~~úit'eii~Ía·;- a~' la--~·hidróliSis. del ~-:~·~~ Yt~~-:,~:~·~~~'~,e~~·~~~-;~~~n 
~~~d-~~-~J:~'~··: ~~--~.que._: ia inhi~i~-16.~. ~olo -P-~~~;-,.:~~S~~=~~:~ .. ~~~~-:- G;~ y 

~~ _:~~~~ .;·~t~-/~¡,·6l0gos' resistentes ' .. ·a ·1a hidról~_sis - (10_). Esto ha 

coriduéídO ·_ -a-'-:ºesp.eculaciones -en torno a que la inhibición podr la . --- -

in~~lucrar·--u-na-- reacción 'de fosfotransferasa con al GTP ~orno 
donador; sin embargo, no existen evidencias concluyentes para tal 

mecanismo. 

11. Efecto del GTP en la actividad de la AC estimulada por 

forskolina en presencia de Kg++. 

Para analizar la influencia de este nucleótido de guanina 

sobre la activación de la AC por 100 µM de forskolina, se 

agregaron concentraciones crecientes de GTP de 10-B a io-2 M. La 

figura I l 7, muestra que el GTP inhibió la actividad de la AC 

estimulada por forskolina dependiendo de la concentración de GTP. 

No obstante, a una concentración de io-B M de GTP, se observa un 

efecto aditivo sobre la estimulaci6n obtenida por forsk.olina, lo 

que nos indica que la ciclasa no se encontraba estimulada al 

m6.ximo. La diferencia entre la actividad de la AC estimulada con 

100 JlM de forskolina a concentraciones de io-B y io-4 M de· GTP _es 

del orden de seo pmol de AMPc lo que representa un 21 % de 

inhibición (p<0.05). A una concentración de io-2 M ·la inhibición 

de la actividad de la enzima alcanzó el 90 % (de 4070 + 594 ·.a 381 

.:!: 31.2 pmol de AMPc, p<0.05) lo cual, como ya se É!:?Cplic6, 
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500 

Fig, # 16. EFECTO DEL GTP 't S SOBRE LA ACTl'.Vl'.DAD DE LA AC EN 
PRESENCIA DB Mq++ ( 10 mH) • Cada punto representa el promedio 
± EE de 3 determinaciones por triplicado y menos la actividad 
basal. 
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posiblemente· - consecuencia - del 'fenó~eno -de·'. quelaci6n de 

magne~i~---po~·.¡~.~~ ;:-d~P ~-:~:~,~- -'.q~-~---i'~P~d~":·l~· -~.~tiYa~iÓ~· '.d~·-. GS_·~ 
. L~~=~>~z:e's~i~~do·~<::;:-~~~-i~~~¡;·,;:{·{~.---~~~s~·~¡;1'a:·.;:d·e ~:la--- piote'ina G 

inhibld6~a é~fun~ro~~l~~rit; ¡::ij~ECd~ª~~: c:~:d~}::~::60 u:: 

:~:m}:j~l~jf1!'J~~~:~¿~:~*¡P;:~t(h~~É~"~,~~~~~~.~·~~~ i~hi~tc16~ final 
·a.el ,2ot:'t~- ·-E~-·~(cit~~~:~·~i~-l~b~-~J~ '~o1c~~{~~EiO·ne~- clitaS '.de GTP 

<~je;c;~~ich~;i~)~~l~~n;~ÍLi~hi~1dlJ~t~~~.·.·¡,ai~c/~.t~r ~~iginada por 
-~~18.--':.a·c~iYá.C.ión'::~ de. Gi"_y_-:·qu".1-- contrar~~~t~~ el· eféc~o --;~~'timtí1~toJ:.io 
-=produc·1-~10 º-por~·-1~c:. fors1co1irla-;;~ . .. -· . . 

·12~-' Ef~·¡;t0'0-.de·1.-"GTP·:en ·1a actividad de la AC estimul:-ada ·por P~Hb 

,_·~i~·-·1..:3'4 ·en-·(préseni:ia ·11~ Mg~-. 

EO esta prueba la mezcla de 

concentraciones crecientes de GTP (de- 10-8 a---10~~ i•Ú'/-Una-~_-d·~sis 
de PTH 10-6 M y una dosis de Mg++ 5 mM. · .<.-. · · · 

En - la figura I 18f se muestra que cuando se: ~sti~J!¡·i· .. , ·i~·.:~'-i6 
en cascada ortodoxa via receptores con PTH 10-:6 · -~~> ~-Ü~;~~~·;~ lll, 
actividad de la enzima con respecto a ·1a basa~·--de -7:ig ~-~ r±\'ú(. -a 

4476.5 ± 873 

estimulación. 

pmol de AMPc, lo que representa.-. un: SÍJS. -~-\-:'. de 

Al adicionar concentraciones de c:T~ ~~·-,i~~-~~-:-·-~~::Ío~.7-
M, no se producen cambios aparentes respecto ·a· la·_::' estimu1:a~ión: 

obtenida con PTH y Mg++; a mayores dosis d~ GTP (l.0.°'.'.:6 a·c l.Ó:"'~.· M), 

se 

AMPc presentó _un aumento de 4476.5 + 873 a 5514 ± 1230 .pmol_ de 

(es decir u~ 23 % de--estimulac~ón); -- ~~-~ 1~=~:~--ºd~""~~TP~ fué 

posible observar ligera disminución en dicha producción de 

5514 a 5415; y a dosis mucho mayores (l.o-2 M de GTP) hubo una 

franca disminu.ci6n en la producción de AMPc, de 5514 ± 1230 a 684 

;t 226.8 pmol. de AMPc (87.6 % de inhibición en la producción). 
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10-B 10-7 10-6 10.S 10.4 10.
3 

10.
2 

GTP M 

~~i· :oi~ito~~~iTºEi!'Eia~~1;:N';.!'r;" D~CTMX:-H'"~ ;'~i;f. AC ~~;r~;:~: 
representan el promedio de 5 ensayos por duplicado + EE y se 
muestran menos la actividad basal. -
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Una vez- ; m4S, - en :· este experimento se observa la 

partic¡~~·~¡-~F-" · ~~~-~.~·~t.~~- ; dé :varios elementos - del sistema 

en¡im6~·i~ci·,: .. _;::~-oníC//S~~>· lo~ receptores estimuladores activados por 

.· la P;~ ~ 1a~:/':¿tf!nas Gs y Gi por el· nucleótido de guanina GTP y 

po_~~-~~.:.A~~_±f:\; .~~,_~abe que el GTP_potencia la activación de la AC 

renal por la PTH, comportamiento ya descrito por otros autores . - , ... 

· Cyo¡7~) ~:_-,;.y .. t·ambién existen evidencias de que el GTP y sus 

~ éinA_~Ogo~ ~-- irifluyen marcadamente en la unión de la PTH a los 

-'"receptores- renales ·(por ejemplo, Gs modula los estados de baja 

'afinidad de los receptores por sus agonistas) . Este efecto se 

refleja en el aumento en la producción de AMPc observado al 

estimular· el sistema con la PTH y el GTP (de io-8 a io-4 M) lo 

cual al mismo tiempo nos indica presencia y funcionalidad de la 

proteína G estimuladora. 

Por otra parte, a concentraciones mayores de GTP (10-3 M) 

se pudo observar una ligera disminución en la producción de AMPc, 

lo que nuevamente podr!a indicar la presencia funcional de la 

proteína Gi la cual, a diferencia de Gs, tiene distinta afinidad 

por GTP. 

Es importante hacer mención que nuevamente hubo una 

dr4stica disminución en la producción de AMPc con GTP 10-2 M 

_ q~i2:~ ~~bida a la quelación del magnesio por el GTP. 

Finalmente, estA claro que cuando la estimulación del sistema 

induce al activar receptores acoplados a es, el efecto de 

concentraciones altas de GTP sobre Gi, no pudo demostrarse de 

manera tan clara como se observa al activar directamente Gs y Gi 

(GTP y GTP ~ S) o a nivel de unidad catalitica (forskolina). 
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el promedio de dos ensayos por duplicado ± el EE y estan 
representados sin la actividad basal. 
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13. 

- -- '•"' ,· -. 'e-.<:·;:·/~ 

Efecto del GTP ~ s en la actlvi.daá'_:::~~~):i~:·;:·~~· ~-~-ti~~].~~i" con_ 

forskol.ina en presencia de Mg++. 
'·.'·~>i'-•-' t-~~:>: > 

,·>;~;¡:·,: ,,,,,_ 

Para estudiar la influencia del.:.~,·'_GTP.'{ 5 ~"c;\,~,j~~i~/8:~ti'V1dad 

:: ~:c:~::::a c::ti:ou::::t:::io1::s p=r~St:;~:~fr~~;tf ;s;,{~;m~i~~~: 
10-3 M:aen f::e:::ci; d;9 10 ¡l::ttclfa,\jj,8é~~:;~i,¡.;::~fp~·s·· 
concentraciones crecien~es -~6~¿~\i!::~a~~Í~~~~d)~S~~-,;~~~iA~·~ e:~º¡~~ lacÍ~ -~-
por forskolina. La:·~~rskól.iri~''..'~t~:~~~~'.~-~-~,,~~~i~-idá.ci ba~al de la 

ciclasa apro_xim~-~~-m~~~~-; ~~~-:~~~i~~::[~~~:~iI~z~~±~-~-í~~-:::~·:::1333·~-3 _. ~ ··22e. 7 

pm~l de Mt~c < _~-~6 • -~ -~'~ ·-_ ~-~ __ -~:~-~~;~-~-:..~-~~~~ _ ~ ;.'.~-~:~;~~:~.~~-~~-~vid ad -_. ~umenta _ 

~;:~i~~~~~::r~~~H1tff ~?~:~~~~;;;~ 
de AMPé -~-*~-~~~~~~X:~.~k15(a-~~~~ri-t~~/ia~ ~ ::~·~~centraciones de GTP~ s de 

1ri7~·-~:'·a-:A{b~::,+¡M~~~~-~~ ~~:i~:·~:~:i·±>~~:~-i~~~- i~~-~ .± 59~9 pmol de AMPc, que 

,re;~:~~:~~~;~;/:·.·~~·~~ inhibición~ ·de la actividad de la AC de 

aproximadamerite el ' 33 t' con respecto al punto de mAxima 

_ actiVidád ~ Esta inhibición en la producción de AMPc no se debe a 

clu"elaCl611--,-dEil--m"agnesio-por -el- GTP 't s, ya que dicho comportamiento 

no se observó al ensayar la activldad de la enzima en presencia 

de concentrá.ciones crecientes del nucleótido de guanina y Mg++. 

En cambio, es probable que se encuentre participando la proteina 

Gi cuando las concentraciones de GTP ~ s son de 10-5 a io-3 M. 

como ya se mencionó, existen evidencias de que la 

inhibición de la AC solo ocurre con GTP y no con sus anlllogos no 
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promedio de 2 ensayos por duplicado ± el EE y se muestran menos 
la actividad basal. 
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,·· ,·:'"·,· .·.···.. ','·; -

hidrolizablesj ~i~· ~mb~:~~~·, tambi.érl'.-'~e .-~abe~··que. en Pre~encia de 

' fo~~ko1.l.f.a, el GTPis .i.nh.ib.e :i.~ ·~~~~~l~~d~~ \~ ~~--¡~&)'.. 
p~-~_; --~f.~·~··(~·~~t~e'~·.: ··,. ~'~\: e~·t·e·:·· ·ari'~a~~-··~ ~-~:Í:_6~~·~rV:~·J!of/~í·~·~; efectos 

q~-~-·:· ·aj ~~-~e~".--. ·s~-~·~·~:,:.1~·'~ .A~--. ·~,~~~~:~-~:/:~·'.·~~~:~-fu~-:¡·~:-~ -?~-H~~'f~;:·,/ ciTPi ·s. y 

f0rskolina) <:ciri~ ~Ü~~-n~ia' .:de· i~ ~~·~i.V~ci~~~'.·-d~;·~-,~~~~~·t~~~~ acoplados 

e-~-ti~~i~h~"~i~ ... o :1·~-hi~i·t~ri~~~nt~~· :~,~~::.;:-:t:\~~'.:.-:'':'.-:": 
14. Efeoto ·del.GTP~.s en la-actividad de.,-·1a-,Ac e~tÍmulada con 

PTHb sin 1-34 - en: pres8noia dé ·Hq+-t:· • ..., 

A la mezcla de incubación 

10-J M, 10 mM de Mgcl2 y PTHb sin 1-34 10~-~·~H.~.:;/ 
La . figura I 20 muestra . el efeéto'. de ~concentraciones 

crecientes de GTP 't s sobre la actividad -de la·_ AC estimulada por 

PTH. La PTH aumentó la actividad de -1a ciclasa aproximadamente 3 

veces por arriba de la basal, de 260.7 ± 17 a 794.3 ± 46.1 pmol 

de AMPc. Es importante mencionar que esta actividad fué tres 

veces menor a la alcanzada en el ensayo con PTH + GTP debido 

probablemente al tiempo de almacenaje de las preparaciones de 

membrana utilizadas. La actividad de la AC estimulada por PTH 

ademAs, se incrementó cuando se adicionaron altas concentraciones 

de GTP '( s ( 10-S a 10-3 M) , hasta alcanzar la m6xima producción 

de AMPc en 10-3 M del rtucle6tido de guanina con 1139 .1 ± 23. 9 

pmol de AMPC (43 % de estimulación con respecto a la actividad 

presen:~i~ -d~· -PiH' -y-·--Mg+-+-)-.- - , Este cor:nportamiento es similar al 

observado cuando. se ensayó el efecto del GTP sobre la actividad 

de la AC. estim~lada p~r .. i:'TH. { c-o~ ,. exc~pci~n de la fase de meseta 

encontrada eit dicho ensayo)\ .. Y,.·ai::'O~tenido en la curva dosis 

respuesta a GTP 't s + Mg++. ~6:te -~~timo efecto· refleja nuevamente 

una mayor eficacia en el ftÍiicio~clmiento del sistema enzim6tico 
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u:i-7 10-
6 rCP' 

GTP 't S M 

~~~iMu'~~-co~p~;:, ~f~ ,~:.~.~ ~N E:RE~NC~c;.Tz;.,r0:;++º~10LAm.Mf: 
Cada dato rep~esenta el promedio de J ensayos por duplicado ± 
EE y se muestran sin la actividad basal. 

74 



cuando ·_actilan ··~n coriju~t·o·· .¡;a~i~s ei~.m~ntos·, c~m~-· los re~eptores 

estiml1lado~e~ (activádds '.Poié, ~TH) y·. las ¡,~ci~el~~s ~ 'i.,ci:~y~das 
porGTP~Sy,Mg:t+¡.''' "'''''!e'',''•'> ,,!',,,,,,' ,. ' 

En est~ c~sd;'.fo\~+ ·~·~·~~~~~ ~~~~~~';f~jé<fn~i~itoria en la 
curva ~-~~~~fd_~;¡~~-~~-:~~-~~;.tj'~·~::iW~~~:~~:{:~i.1~~~.:~:B'.~'.f~'.~;~.~~~~-~'i·6· ~ ;;":·~-~xlma -
~~t~v~-~.~.~ :-~-~:'~·~'.~-4'~:~~~.~~:-'.~-~~~~~8~f-~:-~;::_~-~~~~~'.~.:~-~~~~~'9,~~-~ ;~ ·~-Í~hcl ~·inhibición 
(C~~~· e~.:~:~?~:~a~~ ·-~~-~-;~~-~-~~~~,~~~~;:h;.~~~;~~~~:t~}o~:~~- d~ forskolina) o 

bien, porque el GTP ~ s solo p:~senta efectos estimuladores al 

··actuar_· Sobre.· Gs. 

15. 
"~ ·º."""'. _,,__~ ~-: - :· .. ,:.'~<-\. < 

La· actividad de la PTX,se.,vit.loró por medio de un ensayo 

biológico in ~ en ratas control y ratas tratadas con la PTX a 

una dosis de 50 µg/100 g de peso corporal. En la figura # 21 se 

observa que la PTX produjo un aumento en la frecuencia cardiaca 

de las ratas a partir de las 24 h posteriores a su aplicación, 

de J97.9 ± 14 a 563.J _t JJ puls/min. El efecto de la PTX 

mantuvo a lo largo de los 9 d!as en que se siguió su respuesta 

(la frecuencia cardiaca basal se midi6 los d!as -2 a O) • 

16. ADP ribosilación con NAn-32 P de la subunidad alf'a mediante 

el uso de la toxina pertussis (PTX) 

Las membranas se incubaron con NAo-32P en presencia de PTX 

activada segil.n el método descrito por Sekura y col (49). Esto se 

realizó en el Laboratorio de Bioenerg~tica del Instituto de 

Fisiología celular de la UNAM: por el or Jesil.s Adolfo Garc!a 

s4inz. 

En la figura I 22 se observa el an4lisls autorradiogr4fico 

del produCto .. radiactiVo 

cataliz.~d~.-. ;po'r.::-,~~!,:·:,-PTX·, 
que _resultó· de la ADP ribosilación 

me!:diante electroforesis en gel de 
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Fig • # 21. VALORACION DE LA ACTIVIDAD DE LA TOXINA PERTl!SSIS 
EN RATAS. Los resultados representan el promedio .:t. la DE. 



poliacrilamida. La .bahda Obtenida. corresponde a·· una proteína de 

.41~0.00-,d~lt~~s :·q~·~_:,r~p¡.~¿enta _u.ila ciara .~vid6ncic{ d~'-l:a ·subu"nida·d 
' --- -, _,.. 

~l~~~·: prote'!rla_-. 'Gi·-_ .en la preparac.lóri de membranas 

basolate:t:'alés a1S1adas .de cOrteza renal canina. 
'>_'.<; ~-',_: -' ----. ' .: . - } 
~~-~B_,::-~en~ion~_r, .qu~. la banda obtenid~ de este an4lisis_·.::_ 

aunCill:e_:S.'-:Se~\~,.;,cUe'11:ra,bi~n definida, presenta un grosor reducido 

;~~ -~~-~-e~-f~~ ~~i·:~i·q-~~~-· nO'_--:~-e-·'-fnco~poró u ria gran Cantidad d~ 32p. Por esté 

:~·o{!Vo;· ;se- puede -inferir que la cantidad presente de Gi en este 

tipO 'dé-- membranas es escasa. 

17~- ExpBi:-imentos de ADP ribosilación con PTX 

se· realizaron experimentos de ADP ribosilaci6n con PTX por 

el método de Ribeiro-Neto (54, 72) modificado para mantener activo 

al sistema enzim4tico presente en las membranas. Los 

experimentos consistieron en estimular la producción de AMPc con 

PTH o forskolina para después inhibirla con concentraciones 

crecientes de GTP y, mediante la AOP ribosilaciOn de la subunidad 

~: con PTX, bloquear tal inhibición y, de este modo, evidenciar 

funcionalmente a la proteina Gi. se escogió el método de 

Ribeiro-Neto debido a que es de los mtts actuales y donde 

analizan con mayor precisiOn las condiciones de ADP ribosilación 

con PTX. Sin embargo, el método implico el manejo excesivo de 

las membranas, las cuales disminuyeron en cantidad después de los 

pasos de lavado de la mezcla de ADP ribosilación, siendo la 

recuperacion de proteinas de membrana do aproximadamente el so %: • 

También se observó que las membranas recuperadas después del 

tratamiento de ADP ribosilaci6n, presentaban una pérdida 

importante de actividad enzim4tica. Estas dos consecuencias del 

manejo de las membranas, a su vez, impidieron observar de manera 
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Fig. I 22 AUTORRADIOGRAFIA DE LA ELECTROFORESIS EN GEL DE 
POLIACRILAMIDA. DE LA ADP RIDOSILl\CION DE LA SUDUNJ:DAD -" DE Gi 
CATALIZADA POR PTX. 
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ciara. ·. ~l -.. :; ~·f~~f~; ::.-;::~·~::_.~~~~~i~~,~~ies ~del sistema como san 

NI IESE 
lllUBTECA 

el GTP, 

.:.. ~. .. : ' ,\ _, 

~icho,"lti~n"é.jo~. - :-.L·a ~nt·erio~ _se·· refleja en las curvas elaboradas a 

bajas 

produccio.nes ·de AMPc · en un. principio, y posteriormente en un 

"aplanamiento" en dicha producción. Esto también impidió 

observar los efectos de un probable bloqueo en la actividad de Gi 

dado por PTX, ya que no se obtuvieron diferencias significativas 

entre los experimentos controles (con mezcla de ADP ribosilaci6n 

sin PTX) y los tratados con PTX. 

Al realizar experimentos de ADP ribosilaci6n de manera 

comparativa entre membranas aisladas de diferentes perros (4 en 

total), se observó el comportamiento descrito pero a distintos 

niveles producción de AMPc. sin embargo, es importante notar que 

las membranas provenientes (aisladas) de uno de los perros, 

presentaron una al ta producción de AMPc y, a pesar de la pérdida 

de actividad enzim4tica ya discutida, en estas membranas si pudo 

observarse claramente tanto el efecto de la forskolina 

estimulando al sistema, y el del GTP inhibiéndolo, as! como un 

aparente bloqueo de esta inhibición por PTX. Esto sugiere que 

mientras m4s alto es el nivel de activación de la AC (mAs 

integridad del sistema y mayor producción de AMPc) mejor se 

observan los efectos de los diversos activadores del sistema. 

Por otra parte, al probar dos concentraciones extremas de 

NAO (0.01 y 1 mM) en los ensayos de ADP ribosilaci6n, observ6 

una completa inhibición en la actividad de la AC debido quiz6. a 

que la cantidad liberada de adenina fué demasiado alta (1 mM), o 

fué insuficiente para llevarse a cabo la ADP ribosilaci6n. 
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VII' DIBCUSION 

En este trabajo se estudió el sistema de la· AC sensible a 

hormona paratiroidea de membranas basolaterales de corteza renal 

_ canina, y particularmente la presencia y funcionalidad de la 

proteina G inhibidora, para comprender algunos de los mecanismos 

involucrados en la regulación del sistema enzimAtico bajo 

diferentes condiciones. 

Los experimentos realizados, por una parte, sugieren que el 

sistema enzimAtico de membranas basolaterales aisladas de corteza 

renal canina, se encuentra funcional y puede activarse a 

diferentes niveles como son: receptores (estimulados con PTH), 

prote!nas G (estimuladas con Mgcl2 , GTP y GTP '¡f S) y unidad 

catal!tica (estimulada forskolina); por otra parte, apoyan la 

probable existencia de una regulación tanto por Gs como por Gi de 

la actividad del sistema enzimAtico estimulado por PTH (73). 

Al probar la actividad del sistema enzimático cuando se 

aumentó progresivamente la cantidad de membranas en la mezcla 

habitual de ensayo, mantenienao constante la concentración del 

sustrato ATP, observó una respuesta en el AMPc directamente 

proporcional a la cantidad de membranas. De este modo, este 

experimento demostró que en el intervalo de cantidades de 

membranas probadas, el ATP y su sistema regenerador son 

suficientes para producir AMPc de manera lineal. La cantidad de 

membrana empleada en los experimentos posteriores se encontró 

dentro de dicho intervalo. 
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El papBl importante del, Mg++ .. _erl la-:'_re'gulitción- ·d~:-_ la 

actiVicÍad· de -l~s· ·Pr~tein·~-s ·a cju=~: esti~ul~n· '~-~· J.~ttYb~~<,~ l~---~C)JudO 
o'<'-··.;."_" ----; _ .. "_-· "'--·., :·. ·--··.'-·,. --_,,_-:_'.·>-~ 

coiif irmarse mediante diferentes -exper~mentos:" 

La curva-". de activ_aCió~--- co~ Mg+·+·:·_·_'~U-~ 'pr~se·11t6_-_·un 
-' -_ - - - :· - .: : - -. -,- •• :", . : • ~- - -. -,-_.-- - -·,e ___ ,,_--. - :· _".-_ -· _---- -

comportám1e.'1to· -f!pico de- saturació~ e~z~m6.ticc:l, ·adem6.s de ._ser una 

herramienta de , pr_ueba -, de la funciOnalidad d-~ -_' ·di.~h-0 ~ ··a-is-tem·a-· 
obtenido por aislamiento de membranas, fué de gran utilidad ·para 

confirmar el importante papel regulador que juega este catión en 

el mecanismo de_.estimulaciOn de la· AC, mediante la activación de 

Gs. Com~-se sabe;- el ciclo de activación de la AC. reguier~ de ·la 

disociaci~n--de_ l~~ª · subunidades de las proteinas Gs, que se l~gra 

cuand~ el Mg++· tá.ciiita la unión del GTP a la subunidad O<:' s. De-. 

este . modo, ~ste ex¡)erimento fué posible comprobar que, .in 

·ili.i2~ -.-~·itas .co~b
0

El~tracioneS de Mg++ son capaces de activar a_las 
l •• - '. ·: '::,., :'- . : ~ :-

proteinae:. ·. es: :~irl'.·raa ~ inte·racción. de la hormona con el receptor 

(35) ,::'.·ya~-que ··elJ-é~~'.rleC'éSária -una coñcentración de so mM de Mgc12 
pa-~a: ·:1~~-~~·a~ .'(f~!·~'~·;t·¡~·Ídad enZim4tica ln4xima. Por otra parte, el 

re~-~~~-~-~~e~t~~~d~-~-~~~~.·, Pa·~a . ~a act~vación del sistema enzim4tico 

di~m~~u'yé· .. :cu·~~-~O .. ~~~- pre_serlta una estimulación hormonal (33), esto 

--p~dO -:-°obse·~v~rs!'3 en ~~ ensayo con diferentes concentraciones de 

PTH ·y .. ma9neSio. 

En los experimentos con diferentes concentraciones de GTP y 

aquellos con distintas concentraciones de forskolina en presencia 

y ·ausencia de Mg++ cada uno, nuevamente se comprobó que el Mg++ 

reSulta fundamental como elemento regulador en el proceso de 

activación de las proteínas G. En la curva dosis-respuesta a GTP 

+ 5 mM de Mg++, se observó una respuesta bifAsica· .que 
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probablGmenté·. muéstr~···la dif~reilte- ·atir\.idad-·de Ge y···-'de Gi. por 

GTP -(68); sin -embargo,. e~- --'~a·::cUr~a 'dti.sis-~áspÚ.est_a· .. ·al mismo 

nuc'1e6tidO ·de·- i;JúBriiná.- Pe~ó. ·en-::· aUsencia. ·d.~ M9T.+ ,_.''loS 'niveles de 

prod~cci"ón_ ;_'ci'e ··AMP·¿,,·· obt8nidos ·fueron· men.Ores y ademAs, 
'·--· '"' ""' 

concentr8c;;ióná·~~b~-jás de _GTP _(10-:~ _a 10-? .M), no se observaron 

- dÍ-~~re-~C-~ás·:-:.:·~:i~~~~fiC~tivas con respecto a la actividad basal, 

s_ino~. que '-f~é- . indi~~~ns~ble un~ concentr~ciórl inUy alta de GTP 

(10~? ~): ~~~~·_que con el magnesio intrinseco de las membranas 

Pu~~~iC_~d~_~, ·_~e pÚdiera estimular la produ'cci6n de.; AMPc~ Las 

diferenciaS observadas entre estos dos experimeni"~-~---~~:_· d~b~-er0.1.1.--·ª 

que .:el Mg++ es esencial para que, junto con el GTP, -act.i~e :~ la 

proteina Gs. 

En la curva dosis respuesta a forskolina y 5 tnM ·de M:g++ 

observó una activación en la que la producción de AMPc aumentó 

progresivamente con las concentraciones de forskolina. Adem6.s .de 

probar la funcionalidad del sistema a nivel catalitico, también 

fué posible comprobar que el magnesio se requiere para· este tipo 

de estimulaci6n, debido a que en su ausencia fué necesaria una 

concentraci6n de io-4M de forskolina para obtener actividad 

enzimAtica. Esto sugiere, como ya se mencionó, que_el catión 

aumenta la afinidad por la forskolina y, debido a que también fué 

evidente un desplazamiento a la izquierda en la K act. en 

presencia de Mg++, se ha propuesto (67) que la forskolina acttJa o 

bien sobre otro sitio ademAs de la unidad catalitica, como 

pudieran ser las proteinas Gs, o sobre dos sitios diferentes de 

la unidad catalitica (posiblemente uno de alta afinidad que 

requiere de las proteinas Gs y otro de baja afinidad). 
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Se estudió el efecto del an6lo90 no. hidr,olizable de GTP, el 

GTP ~ s, sobre la actividad de la AC, y se observó que en 

ausencia de forskolina, el GTP i s (lo-9 a 10-3 M) .+ · Mg++ (10 mM) 

as! como el GTP ~ s (lo-9 a io-3 M) + PTH (l0-6 M) y 10 mM de­

Mg++, solo ejercen estimulación sobre el sistema enzimAtico. 

Este comportamiento en el que no se observa alguna fase 

inhibidora, se ha descrito en otros estudios (68) que han 

conducido a especulaciones acerca de un mecanismo de reacción de 

fosfotransferasa o de aumento en la actividad de la GTPasa 

donde interviene el GTP como donador del grupo fosfato. 

La presencia fisica de la protelna G inhibidora en el 

sistema enzimAtico en estudio, se comprobó mediante la ADP 

ribosilación llevada a cabo por la toxina pertussis, que utilizó 

como sustrato NAo- 32p. De la electroforesis en gel de 

poliacrilamida, se obtuvo una autorradiografia que muestra 

banda definida con un peso aproximado de 42 l<daltones y que 

corresponde a la subunidad ~: de la proteina G inhibidora. Como 

se sabe, la toxina pertussis ADP ribosila entre otras, a la 

subunidad C:X.. de la protelna Gi por lo que es una herramienta de 

gran utilidad para lograr su identificación. 

Varios experimentos sugieren la presencia funcional de la 

proteina Gi as! como su influencia en la regulación de la 

actividad del sistema de la AC: 

1) En la curva que muestra el efecto del GTP sobre la 

actividad de la AC en presencia de Mg++, se observó una respuesta 

bifAsica (64,68) dado que bajas concentraciones (10-8 a 10-4 M) 

de este nucle6tido estimularon la producción de AMPc y 
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como se 

sabe, el GTP se encuentra invol.ucrit.do 

prot~lnas G al inducir la disociaci~~.·~d~';~i~~-~·~~~riid~d:-·:';,~:-': de las 

subbunidades ,e-¡ ; en consecuencia~_.-~~-. j:~~~-~~~~~~i~~l~¡;~:~~~~- gue·~~se. 
observa en este experimento, probabl~~e~I:~ ~~ '<i~~aif q.le b~jas 
concentraciones de GTP activan-:_~~~.'-1·~- - -;r~~~¡*¿-_<:G~~c-,. Y·.-.. a1t8.s 

concentraciones activan ·a- la-pr.ote1na--~-Gi Y~?-_P~~~l~'-.:-tanto, esto 

indicarla que ambas protelnas G-·. probablemente poseen distinta 

afinidad por dicho nucle6tido de.guanina: (64,68). 

2) La curva de activación -con PTHb sin l-34 en presencia 

de Mg++, por una _parte- compiob6 la funcionalidad de los 

receptores a esta hormona presentes en las membranas aisladas, y 

se _observó su saturación al aumentar progresivamente la cantidad 

de. PTH que se adicionó a la mezcla de ensayo. Por otra parte, en 

este experimento solo se observó un efecto neto estimulatorio; 

sin embargo, al estimular el sistema enzim6tico diferentes 

concentraciones de GTP + io-6 M de PTH y 5 mM de Mg++, fué 

posible apreciar un comportamiento muy parecido al que se obtuvo 

en la curva con GTP y magnesio, donde la respuesta bifll.sica 

sugiere la actividad tanto de Gs como de Gi, a diferencia de que 

la respuesta se encuentra en niveles mayores de producción de 

AMPc. Por lo tanto, en este caso, fué posible observar la 

restricción en la actividad de la AC estimulada por PTH cuando 

altas concentraciones de GTP actóan sobre Gi. De este modo, 

contrarresta el efecto de la PTH sobre la proteina Gs y 

evidencia la regulación dual en la actividad enzim6tica. 
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3)_ El efecto .del-· ·aTP sobre la actividad de la AC 

estimulélda ~·~n·,~ ~:~~-~~d.fi"~-~-~; ;- -;.~~~-~-~-io ,-- mOstro una regulación dual 

que iilvolUcra ~~ht~ '/~-·.:-~~f~,~~b~fa~·~ci·¡~· Una concentración minima de 

G~P (10~~· M) :, provOc-6·- un· :-ilutit'eilto _en la actividad de la unidad 

catálú:iéci _--d~ i~~;ÁC :~;~~-e~'{;~~~~~·_ -~iú~-ilnillada de manera directa por 

la --~~~~-~~-lina·,.-----io __ .cu~-~---~ef¡·~j'~ ~~ _acción aditiva de la proteina 

Ge. Concentraciones progresivamente mayores del nucleótido de 

guanina causaron una inhibición en la producción de AMPc que 

llegó a ser del 21 \: con 10-3 M de GTP y que probablemente 

representó una acción inhibidora de la proteina GL En este 

experimento, el efecto inhibidor dado por la proteina Gi, es mil.a 

evidente que el observado con diferentes concentraciones de GTP + 

5 mM de Mg++ + 10-6 M de PTH, debido probablemente a que la misma 

hormona actti.a preferentemente sobre Gs. 

4) En el experimento GTP b S diferentes 

concentraciones (de 10-9 a 10-3 M) + 5 mM de Mg++ + 100 J1M de 

forskolina, se observó primero un aumento en la actividad basal 

de la ciclasa cuando estuvo presente la forskolina (386. 6 \: de 

estimulación), posteriormente con GTP'6 S 10-7 y 10- 6 M, se 

presentó un incremento adicional que indica que la AC no 

estimuló al mil.ximo. A concentraciones mayores de GTP i S (de 10-S 

a 10-3 M) disminuyó progresivamente la producción de AMPc hasta 

alcanzar inhibición del 33 \: respecto al punto de mAxima 

actividad, que probablemente refleje la participación de Gi. 

La magnitud de la inhibición alcanzada los diferentes 

experimentos mencionados (del 20 al JO % de inhibici6n 

aproximadamente) , podrian sugerir que la proporción de Gi con 
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respecto a .Gs .,sea'.lnenor. Sin e_mbargo, también se: sabe que a 

pesar de cóntar con· -condicioriBs óptimas, no 'OcUl:re: Una.:. compl6ta 

inhibic.iÓn · d~·.> l~'",·; AC'.~-\i~<-_ mAx·~.m~:_~j-~h~~i~-i.6~:-~:;.9 ~.n,~r~~~-erit-~ se 

encu~nt~a ... ·~1~e~e~~·~- -::.~~~-~~ :t::~~i»:;:._y~ ,~-, ·~d~~:~-~·,/"~e~· ~~:i'nd::pe~~~~n~~-. de_l·, 

i19ando i'~~il:;it-~ii~·~·u-~i-ii:Z~~~~,e-.~·:i~c}~p~·;;di~~t~ de= .. :-si-.··~e- ~-stlldia ·i~ 

- a~tiVida~d~: ~~~;~1·- ~}:~st~:~~·¡~~~pp-~~ -hórñtOnaS.~ ,:~~~~t:-~.~~·~;i·~~~~-~~~:t:~--~ ~~ 
-===-- ·--=--.::~-= 

existe .Una , ¡;~~~~i·CiÓ~ p~~~~~-:-:~-;-~~~a:tur:a1e~a-- c_i>:a~~~-~-1 ~ ~~~l~ ,~--_a~e1?~;:, 

inhibitorio ... cio¡; 
' . ' . 

~---~~P~~~~~~t~~:)::ad~,_ como. ya se mSOcicin6, la -presencia fisica· de 

la -pro-t-ein"a;_ G inhibidora fué comProbada -mediante la ADP 

ribosi18c·i~n con ~T~ -en. presencia de NA0_:32P y también, algunos 

de los experimentos realizados sugieren, de manera indirecta, la 

presencia funcional de dicha prote!na. Para obtener una 

evidencia funcional directa, se utilizó a la toxina pertussis y 

se realizaron con las membranas experimentos de ADP ribosilación 

por el método de Ribeiro-Neto modificado para mantener activo al 

sistema. La técnica de ADP ribosilaci6n (probablemente los pasos 

relacionados con el lavado de membranas) afectó de manera 

importante la cantidad y la integridad de las protelnas de 

membrana cuya actividad disminuyó y, en consecuencia, no fué 

posible apreciar claramente la acción de activadores del sistema 

enzimiltico, lo q.ue se reflejó en las curvas como una zona de 

"aplanamiento11 en la producción de AMPc. Lo anterior sugiere que 

mientras mAs bajo es el nivel de producción de AMPc alcanzado, 

mAs dificil es observar el efecto de dichos activadores. 

Probablemente, la misma disminución en la actividad de las 

membranas impidió observar el efecto de la PTX sobre el sistema 
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enzimAtiCo· •. -, 

Pór:_otrá- P~~t~·,:-::_ai: riaa1i~~·r;·_ 1·a ·reviSión ,"_~jb~~'ogrAfic~, dG 

"~:: ::::~~ª~v;t1:[Jd(rJ?f :t~t:~!6~Lt'.~:º~~'.::~:::lt: :~~st::::: de 

:-~-céiUi~~!~:é~~·c;}~en Xlr¡~~br_~1ú~~'i-~>y'"~ qúe-_1~ias~ · .CO.ridicioñE!s _:P_~·r~ -:~ ADP 

· ·.: rib'os·f ~l:-i~~:~-do~é-drX '.--~~:;~~ .. ~~!~~~?~~~ :~~~-~~-:~~ t~~~~-ª~ ~~~~d~.~:::~:~-~n- ~~~ºª.E! __ 
,.· var:ra~ioñeáf~ se~!-~_:: 6'~~~~:~·1e:n'~~:-- ~~~·ontl~u~·r:-con la optimización 

: -. '''":---:'.:'7,, .... -.. :· 
· de·.·las condiciones· de·. ADP"ribo-silaci6n:.con PTX. AdemAs, en la 

~i~ei;;~~~:~~ · ~ l~--- mayOr!1~ ~: ~~:.:·¡~~,~~-~~~~~os-. de ADP ribosilación 

~ncuentran __ eni::aminados a ·lograr la incorporación de 32p a la 

subunidad .:ir.:::' , y as! obtener una banda marcada por medio de 

electroforesis en gel de poliacrilamida y autorradiografla, que 

indique la presencia flsica de Gi como la obtenida en nuestro 

ensayo. Sin embargo, tomando en cuenta las condiciones 

particulares de nuestra preparación de membranas, obtenidas con 

un alto grado de pureza as! como la necesidad de conservarlas 

fisiológicamente activas, hacen mAs dificil la ADP rlbosilación, 

porque, como ya se mencionó, el método condujo al manejo excesivo 

de las membranas que hizo disminuir su capacidad de respuesta. 

En lo que respecta al inicio de experimentos de 

optimización de la técnica de ADP ribosilación, las dos 

concentraciones probadas de sustrato no fueron las adecuadas ya 

que probablemente 10 )lM de NAO no fué suficiente para conseguir 

la ADP rlbosilación, aunque si se observó actividad enzimAtica; o 

bien, estuvo en exceso (1 mM) por lo que la cantidad liberada de 

adenina, la cual es inhibidora, fué demasiado alta. 
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Cabe la posibilidad de que la ADP ribosilación no pudiera 

haberse observado debido a que es probable, a juzgar por la baja 

magnitud de la inhibición obtenida en los ensayos previos a los 

de ADP ribosilación, que la proporción de Gi con respecto a Gs 

sea menor, por lo que al danar a Gi con el manejo de las 

membranas, su función ya no resultara Ser del todo -evidente.-~ 
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VIII CONCLUSIONES 

1) LoS da'tos · Ob.t~~idos ·comprueban que contamos éon técnicas 
. - :,,:,--'· ._,-.. ;>"·.-· ": 

necBsarias.:= pa~a~·ei ~~estÍidio'~in .Y.i..tl:2. del sistema enzimAtico de la 

aden11ato -_ ~i~l~i~~- -de-: m,~~E'._~nas . baáólater~les_ a1s.1a~,~-~ -de _cort.eza 

re_~:~,~~:º~~~J.~;:~ ·;<;/ ~ -
»..,,· 

2) EÍ" .. ·~J.~·t~~~-:~· ·-~~ ~~~t~~o·_ ~un_cion~-~ y P.~do/;_-~~~-.. ac:.tiya~O a 

dif~r~.i:at.os '.1!~/~·ie~-=' .(~-~-~~~t~_r~~j ;: P~~~~-~~~~~· (f _Y:º unidad · 

cataHt;icai ;; )2;3 ·. ;/~( e 
. J) se· logró '18'.~:;id·~~tifÚ:a~ió~ de la ~!~t~.J."':'ª .;,·G1·:.:~~-.:.~¡ S1stfama 

elizÍmA-tico ·'de ~~~·. á;~.~·~¡¡~-~·6:~.~~C~~.~a ·~ 
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