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pg/loo 9 de peso corporal con el grupo control ‘ Las membranas se
ADP rlbosilaron con PTX en presencia de NAD-sz, por otro lado, ‘
" 'se ADP ribosnaron para mantener activo al sistema enzimatico. :
‘Los. datos obtenidos  comprueban gue contamos con tecn.lcas .

necesarias para el est:udio in vitro del sistema enzimatico - de 1a

A_c, cual se: encontrb funcional en conjunto y pudo’ actlvarse en

_sus diferentes niveles (receptores, proteinas - G . y -unidad

-catalitic El. magnesio resulté ser de suma importancia en la

regulacibn d a actividad e las’ protelnas G 'que | estimulan o

su ausencia la produccibn de
se
de
la

protelna K en



donde se observeé un comportamienCO bi dsico qua apoya unav

requlacibn dual tanto por Ga‘ como por G

'siatzema enzimAt:ico de la AC.
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ésta debe 'ser coordinada
por ‘medic de un sistema de

llas. En algunas células, 1la

re:
mente''se 'realiza por contacto directo célula

mﬁ;tqo;' también se comunican a grandes

distanciasy paxa lo cualfexisten “productos’ quimicos que actdan

uéohﬁ ééﬁélesiy ﬁﬁé son reconocidas por sus celulas blanco
especifiﬁ&s; en donde se produce la respuesta apropiada (2,3,4).

e La comunicacién quimica, desde el punto de vista fisiolégico
presénta diversas variantes: la comunicacién hormonal o endocrina
en 1la que una glandula secreta una hormona a la circulacién para
éue esta actte sobre su oérgano blanco; la neurotransmisién en la
gue una neurona libera al espacio sin&ptico al neurotransmisor

para que éste active a la célula postsinaptica; la neurosecrecién

1.




‘secreta . -a

“enla.’que ‘1a’ ‘' célula‘ ,peur:a]. ci culayc_ibn.t su

‘mensajero}la. cbmunic'aéioq_- paracrin

‘mensajero’’actda sobre ‘las ééiﬁ1§5'

-~ Las células donde:se concentra:e

receptoras que tienen la-propiédad

Para d d “la

interaccieén entre: el menéaii‘]'erofi el ; Los receptores
pueden estar localizados er; Valr vt‘:itdip;rlas:ma,» Vén 'este caso sus
mensajeros son capaces de atravesar la me'mbrana plasinatica,' ‘o
bien pueden encontrarse embebidos en la membrana plasmitica. En
cuanto a los receptores de membrana, la interaccién 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 actda como primer
mensajero, a la senhal intracelular se le conoce como segundo
mensajero. El proceso que Se lleva a cabo desde la activacién del
receptor hasta la formacién del segundo mensajero se le conoce
como transduccién (1). La difusién de los segundos mensajeros
permite que la senhal se propague por toda la célula para regular
procesos fisiolégicos y bioguimicos (2).

Dado que el ndmero de sequndos mensajeros es pequefo, las
rutas de transduccién en las células son universales (2).
2. VIAB DE TRANSBDUCCION DE LA SENAL HORMONAL.

Existen varios sistemas de senalamiento transmembranal parav



nales hormonales. Entre 1os mas importantes est&n

"> procesar la

ma de lu adenilato clclasa, b) el” de fosfoinositidos'

pr241 gistama de 1la adenilato ciclasa sensible a homoqas :

El. sistema de la adenilato ciclasa (AC) gs el uAs’v'

. ampllaméncé estudiado. Su esclarecimiento se i.nicib en 1958'

cuando Sutherland y Rall descubriercn el ad in 5’3' C ‘nxr.ur

ciclico (AMPc) y  observaron la modulacién de  sus niveles‘ an'
'respuesta a la accién hormonal (24). En 1971 Rodbell Y
col.(24,30) descubrieron que el GTP resultaba esencial para el
‘mecanismo de transduccién que genera el AMPc, y por lo tanto
demostraron 1la presencia de una proteina transmisora que une
nucledtidos de guanina 1llamada ahora proteina G (2).

Este sistema que emplea AMPc como segundo mensajeroc posee
receptores estimuladores (Rs) e inhibidores (Ri), ambos se
comunican con la enzima amplificadora AC a través de
transductores estimuladores e inhibidores, conocidos como Gs y Gi
respectivamente (2,6-8). 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
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Fig. I 1.:8»15!_:‘gm de’ f‘d:épi.}uep ‘ciclasa sensible a hormonas.




g dopamina .

regiones de . homologia en las asa ‘citoplasmicas (5,13715) (Fig’ 2).

En la superficie ‘de los recept: es se: tra el sitio de..’

reconocimiento al gue se un-; ei i-nensajero. Las superficies t;'le].
mensajerc y del receptor se adaptan perfectamente entre s{ vy,
esta vperfecta adaptacién de superficies es 1la base de la alta
selectividad de los receptores para una hormona especifica. ~La
Atinidad (K) entre la hormona y el receptor es una medida de 1la
fuerza de adaptacién entre las dos regiones complementarias vy,
puede ser definida como la constante de disociacién en equilibrio
(Kd), que es la concentracién de la hormona que satura la mitad
de los sitios de unién y cuyas magnitudes se encuentran
usualmente entre 107 y 10 =12 y (17) .

El sistema de la AC posee receptores estimuladores (Rs) - e

inhidores (Ri). Los receptores estimuladores acoplados a . la
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Fig. # 2 Plegamiento propuasto del receptor

adrenérgico. Los receptores tales como la
rodopsina, receptores /3 adrenérgicos y muscarinicos
tienen una estructura similar la cual incluye 7
hélices transmembranales y regiones de homologla en
las asas citoplasmicas. Una asa del lado citosélico
participa -en la activacién de las proteinas G. La
fosforilacién de maltiples residuos de serina en el
extremo carboxilo terminal evita la interaccion del
receptor con la proteina G. (15).



Los recéptoreu /-como

llamadas proteinas G.

2.1.2 Proteinas G-

ei:ie . compleja de

s relojes~ moleculares;

'al efector (22, 25)

Varias protalnas G acopladas a diferentes rutas de
transduccién han sido identificadas y clonadas. Dichas
proteinas se encuentran enteramente en el lado citoplasmAtico de
la membrana y comparten rasgos en coman (12,14,20,23,24). Todas
ellas son de naturaleza heterotrimérica, ya que estan formadas

por tres subunidades: las alfa , las beta y las gamma (u,rb, x ).




clonado:'12)

“:hidrolizado’

dicha’ subunidad

‘cllonadby 4

parecidas e -todas‘]{a:s ptoﬁeihég’q

‘tamato de S a 10 Kd, ‘que 'pax.'i ‘,e'st"'échéme.nte

Vasqciadvasv cbn las subunidédes '6 y pue.dg‘q vsépaxfaisé de éstas
;soﬂlo eﬁ,condiciones desnaturalizantes (g,il;i2;2§—24).'

:El a'x‘:resjlo exacto de las subunidades de las. proteinas G no
se . .conoce; pero -se proponen tres p;usibiliaades donde las
subunidades py sirven de anclaje para o&‘ en la membrana vy,
ésta ‘dltima, siempre d& hacia la cara cicaplasﬁl;tica (14, 18)
(Fig 3).

La identificacién de las proteinas G ha sido posible gracias

—~a la. utilizacién de las toxinas bacterianas de Vibrio cholera y

Bordetella pertussis, debido a gue pueden modificar

covalentemente a las proteinas G por incorporacién de un grupo
ADP ribosa a la subunidad o4 (14) .

Se ha demostrado que todas las proteinas G con subunidades

o4 que contienen un residuo de cisteina en la posicién 4 del

lado carboxilo terminal, son susceptibles de ADP ribosilacién

catalizada por la PTX. Debido a que en la subunidad o<s esta

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

ribosilada por PTX. Por otra parte, todas las subunidades oA -
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Fig. # 3 vista esquemAtica de 1la organizacién de
receptores, proteinas G y efectores en la membrana
plasmdtica. Todos los receptores hasta ahora
aislados son glicoproteinas transmembranales. La
adenilato ciclasa es una enzima glicosilada
transmembranal cuyos sitios activos est4n del lado
citopld&smico de la membrana. Se muestra un canal
muscarinico de potasio aunque su estructura adn no se
conoce. Sin embargo, se sabe que otros canales
iénicos son complejos multiméricos de proteinas. Se
ilustran 3 posibles arreglos de las subunidades o¢ y
Qg de las proteinas G, donde dichas subunidades
pueden interactuar con el citoesqueleto (14).



“En::1980

estimulacién
llamé Gs, es un complejo heterobrimér;co compuesto de una
subunidad o4 con pesoc molecular de 42 a 52‘
(@ de 35 KA y subunidades J. de & a 10 Kd (12 22-
. proteina tiene funcién reguladora estimuladora dentro del sistema
enzimético ya que se ha observado que en ausencia de Gs,-1
se encuentra inactiva a#fn en presencia del substrato fisiol(_;

. Mg*t-aTp (18).

Gs, .ademds de ser responsable de la activacién de"_lal'l\'c

traves de su’ forma s ~GTP, también es capaz .d
estados - de alta y baja ‘afinidad de 1los recepéore
agonista. 'En presencia de Gs, mAs del 30% de’ blloé‘ ’rece ore:

estan en su foma de alta afinidad por los agonista

ausenci.a, todos los receptores “estaAn” en 7 Fsu
afinidad. "

Por otra parte, debido a que el cdmple'jd
hidrofébico, se piensa gue Gs es una protg;'

membrana anclada en 1la hoja interna de :la l':'»ica

través de la subunidad ¥ (11,12,20,25).°

2.1.2.2 Proteina G inhibidora (Gi)
Aunque muchos mensajeros actdan de‘m.a_ne

el sistema de la AC, otros inhiben' su ‘accien:

10




dicha

sultado,

1a enzima

silada cuyo sitio

La’ AC es. un enzima transmembranal

‘-activo esta sobre la cara citoplAsmica e la:mem! rana (18) "

En-1974 Neer calculs para. Ac de: ratarun ‘PM de 1 59 % 10°,

Segnn este autor, la decerminacion de “su: volumen es ecifico
parcial, indica que 1a enzima renal tiena un ‘Area hidrofébica

minima por lo gue probahlemente no penecra en la bicapa lipldica

”signxficativamente (9yF— e B _

Otra caracteristica propia de la’ AC es que manifiesta una
actividad basal que  varia de acuerdo al tejido y al procedimiento
de  ensayo. Afn no estd.claro si ‘esto representa la verdadera
actividad de la enzima no perturbada, o se deba a una ligera
estimulacién .de la enzima, inicialmente inactiva, por ligandos
reguladores (impurezas en ‘la preparacién de membranas, o en el

ATP usado como sustrato). Dicha actividad basal puede aumentarse

por la adicién de hormonas apropiadas. o anAlogos a la mezcla de

gy i



{ ensayo,’ pero de cualquier forma, el grado de activacién hormonal

énsayado in vitro es menor que el observado cuando se estudia la
sintesis de AMPc en células intactas o en tejidos. Ademas, la

concentracién de hormona requerida por la enzima, aumenta después

de la homogenizacién de tejidos (9).

3. MODELOB PARA LA REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA AC.

3.1 Mecanismos de activacién de las proteinas G

‘3.1.1 Modelo de disociacién de G para la regulacién de la AC por

hormonas
La activacién de la AC comienza con la unién 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 andlogos no hidrolizables), el cual se une
estrechamente a la subunidad o<, y se libera a su vez GDP; esto

resulta en la disociacién del receptor del complejo Yy en la

.disociacicm de Gs en o<{¢GTP Y el complejo [.’:U (ecuacion #.1)

0.(2,3,10,12,24,28-30,33). A este estado de la proteina G se le. -

conoce como activacién (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.haja afinidad, lovque
permite la disociacién de la hormona (2,3,5,10,24,30). La»l
subunidad o¢y -GTP activa que se 1liberé¢ del heterotrl.mero{ se
combina con la unidad catalitica Ac para formar el complejo
o3 -GTP.C. 'La AC bajo la accién directa de o< ~GTP se activa a

la forma productora.de AMPc a partir del substrato ATP (ecuacién




por of‘.i‘g »pai‘}:e, -las; su&ynidédé

ara“ volver a

Ty )

'«xs&pp w,.ﬁix 5—-----—¥‘-->" o5 GDP BY. T

" se sabe que en: ausencia de HR, la reaccién #1 requiere de
una - alta concentracién de Mgt (3). :
: Por- otra parte, el mecanismo de iqhibicion de 'la AC es

_controversial, debido a que existen evidencias para al .menos dos

13
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Fig. # 4 A. Hodelo de disociacién de G para 1la

regulacién de la adenilato ciclasa por hormonas. La
estimulacién de la ciclasa ocurre de la siguiente
maneras El agonista (Hs) unido al receptor
estimulador (Rs), cataliza el intercambio GDP-GTP en
Gs, y Gs se disocia en 5GTP y BY . La egGTP se
une al catalizador adenilato ciclasa (C) y lo activa:
La GTPasa hidroliza al GTP y la o<gGDP se disocia de
C y se reasocia con /Ay para formar el heterotrimero.
Un nuevo ciclo de activacién de Gs por la hormona
estimuladora puede empezar ahora. La inhibicién de
la AC ocurre cuando el agonista (Hi) se une al
raceptor inhibidor (Ri) y este cataliza el
intercambio GDP-GTP y entonces Gi se disocia en GTP
Y . Las subunidades 3¢ 1liberadas elevan su
nivel dentro de la bicapa causando una inhibicién de
la ciclasa.

Fig.# 4 B. Modelo de disociacién modificado de G para
la regulacién de la adenilato ciclasa por hormonas.
En este modelo se asume que la subunidad o< esta
fisicamente unida al catalizador C todo el tiempo.
La forma activa de la enzima es o«<g GTP.C y su forma
inactiva eso<;B¢.C. Como en el modelo de disociacién
anterior, la concentracién intramembranal de las
subunidades determinan el nivel de actividad de la
ciclasa (28).

14



permite la inhibicién de 1a

Gi/c (11,12,23, 24 zs 3 )(Fig 4;\) R

Los es\:udios da 1a cinetica de activacién de la AC. por
hormonas’ 'y * nuclabtidos:wde,,guanina, tanto en membranas nativas
como en sis‘temabs’:t_aconstituidos, proponen que dicha cinética es
de 1er_‘_o‘r'den,’.debido a. gque se observa una dependencia lineal
entre  la a'c.ti.vacion de la AC y 1la concentracién del receptor
act%iﬁo (28). En consecuencia, se propuso una modificacién del
modelo de disociacién 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 e<g estA siempre asociada con C
(fisicamente unidos) y que las subunidades /3y se disocian del

Siygt



‘caso, i la

forma

mddélo‘, '1’a ‘

Ademts;

1a disociacibn incompleta

. vORGANIZRCION DE LOS COHPDNENTEB DEL ‘S8ISTEMA EN A" HEHBRA”A
PLASHATICA
’q.x Modelo de libre disociacién

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
se mueven reaimente en la membrana. Por ejemplo, el sistema de
la Ac sensible a hormonas puede reconstituirse por fusién de
células gque tengan ya sea receptores o unidad catalitica; esto
prueba gue los componentes de los dos tipos celulares debieron
haber difundido en el plano de la membrana plasmatica. Por otra
parte, no existen evidencias directas de que la separacién de las
subunidades de G ocurra en la membrana, pero dos experimentos
indirectos indican que la disociacién puede llevarse a cabo. Por
ejemplo, las subunidades /3 Y en exceso pueden inhibir a la Ac en
membranas, esto sugiere que Y se asocia con o< 5 que se
encuentra en la membrana, y cambia de este modo el equilibrio de
dicha subunidad. Ademads, se ha observado gue o pura, es capaz
de activar a la AC de membranas de plaquetas y de células 545,

debido probablemente a que °<? se une a las subunidades z?x que
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siat_ema. : En est:e model

parece ser, que las subunidades b

-dicho: citaesqueleto .

" Ambos ‘modelos no son mutuamente excluyentes Y, cada uno‘

: ‘puede aplicarse a diferentes partes de la célula. un arguniento
‘en contra del modelo de libre disociacién, podria ser el hechc; de
qiie en algunas células, los receptores particulares y las
proteinas G, se encuentran segregadas en una superficie
_p_grg_icq_l__az_-, m&s bien en la apical que en la basolateral. Esta
' localizacién se ha observado en algunas células epiteliales, del
mismo modo gue se ha observado que la AC sensible a hormona
paratiroidea, se encuentra preferentemente en la superficie
basclateral de las células renales corticales (14).
Por otra parte, los mecanismos descritos para la activacién
de la AC sugieren que tanto la enzima, como las proteinas G y los

receptores, se encuentran flotando en la bicapa 1lipidica; sin
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embargo, - como’ya se menclioné,:no:

de movimiente (9). Es importante’ mencionar:que’los “componentes’

dé .este sistema- enzimatico  sufren ‘cambios’ édhfo'rm'acl_é.iy_les

.criticos gque sugieren una importante interééciﬁn n 'i;.lex-tos ik
__l!.pidos presentes en la membrana (3). :

PAPEL DEL MAGNESIO (Mg*2) EN EL sxsmim'-b’z-m-nc.

protelna G, la cual requiere de dicho catién para
por GTP (4,11,35). Ademds, la estabilizacibn de
'logra por la adiciorn de Mg*? (4) y, a: altas concent

este, ‘1a p:‘otalna G puede activarse incluso sin 1a accibn del

‘complejo hormena~receptor. Por otro lado, se sabe que el’ Mg‘_,’
‘también afecta a G adn en ausencia de nuclebtidos de guanina, sé
'bcraa que esto se debe a que el Hg provoca un aumento  en ia i
‘arinidad del receptor por el agonista y realza la' unién. del
complejo H~R~G (3).

6. ANALOGOS8 NO HIDROLIZABLES DE GTP: Gpp (NH)p y GTPYS.

) como ya se explicé, la estimulacién hormonal.-de -la-AC
requiere, ademas del substrato, la presencia de un nucleétido de
guanina (GTP). Se han descubierto andlogos de GTP, por ejemplo
el Gpp(NH)p y el GTP§S, que tienen la habilidad de interactuar
con los sitios especificos para el GTP, son tgla}t;vamente
resistentes a la hidrélisis del fosfato m‘édifiéado, y son

cuantitativamente m&s efectivos que el GTP en ﬂ_l‘a-‘estimuiacion de

la AC (10). Los an&logos GTP J S.y:Gpp(NH)p;. ctivan'a 1a“ AC por

tiempo persistente inclusyive"‘"despu'é's“:de v.';ue':'se eliminan los




:En’ este sistema se conocen tres procesos de desactivacién:

Ac_t;ivucién' de la guanosin trifosfatasa {(GTPasa) mediante Rs

’ /Esta “reaccidén desactiva a ©ts~GTP por hidrélisis lenta del
GTP evs'trecyhamente unido: GTP EESE&E-’ GDP + Pi. Parece ser que
la: actividad hidrolitica se encuentra inherente en todas 1las
proteinas G (3). 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 Desensibilizacién y regulacién a la baja del receptor
La activacién de las proteinas G mediante los receptores no

- depende  dnicamente de la unién de 'la hormona, debido a gue 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 disminucién en 1la
actividad de la AC se conoce como desensibilizacién o adaptacién
(3,15,36,37).

Por otro lado, la desensibilizacién conduce a una regulacién

a-la Béja}; ue; consiste en la desaparicién de los receptores de

la memﬁxjrana,ﬂ proceso que también se realiza por la unién de un
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g ’de"vgéiéulaé que : s

fren’ cambios” irreversibles

(315,37

”Lypc;.an n;‘tray é

La; t
alggﬂos "ag.oniv;stv:avs”’qqe ca
+ Segén Gilman. (18] 1z

“ala secuencia’ de reacciones siguie

HRiGL acA Y+ GTR. HRi + 0efGTP + /3y
161 ecB Y+ GTR el

GsXGTP- 4 /3 Y ‘Gso¢AY+ GDP
como. y.a' sgI mencionéd, - las subunidades ﬁb‘ de Gs y Gi son muy
aimila_:;es, pdr io que al acumularse un exceso de estas se produce
“una: comunicacién cruzada entre ambas proteinas, 1o que ocasiona
"~ que -la concentracién de o¢gGTP disminuya dado que el aumento en
la concentracién de /53 conduce a su reasociacién con e<gy, por
lo tanto, a la desactivacién del sistema (particularmente en
- ausencia relativa de nucleétidos de guanina y de Mgt2)(3,18).
Actualmente no se sabe si este mecanismo de inhibicién opera
en todos los sistemas. Es importante saber si las subunidades
/.-IK reprimen la actividad de todas las subunidades &g, pues si
en todos los sistemas de transduccién de senal, solo las
subunidades o5 libres son activas, entonces la concentracién de
las subunidades /3“ en toda la membrana juega un papel crucial

en la determinacién neta de cualquier senal individual (22).
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2 "Eﬁ‘ cuanto ‘a la suhimidad oed ‘e sabe q e puede inhibir.

directamente a la: unldad es ando aislada, puede

estimular la activida_ 7‘

a su capacldad de unirse
al complejo 3y. (18).. : e

TOXINA PERTUBBIB

nto.de ,1a:‘s'_ proteinas G y su
"b'relacian 'ccnv los’ demés coniponentgé 'v'devl -'sist;ema de la AC, ha sido
posibie, en gran parte, a la utilizacién'de valiosas herramientas
como ;on las tbxinas de vibrjo:-‘cholera 'y Bordetella pertussis,
las'cualeskADP ribosilan la subunidad ‘o.<5ry' o ! de las proteinas
G ‘respectivamente. 'La ADP ribosilacién’ es un proceso que
modifica éovalentelﬁente a:.las protélnas mediante la incorporacién
de un grupo de ADP rihosa Y que uciliza NAD como . substrato
(12 22 26,27,38-41).

cuando la toxina pertussis ADP tlbosila la subunidad

o¢; impide el acoplamiento de Gi-a 10 es,’ inhibidores,

proteina “en el

estado inactivo y, en consecuencia,

9. HORMONA PARATIROIDEA

disminucién del calcio 1onizado “en ‘1iguido. ‘extracelular
(17,42,43) .
9.1 Biosintesis

.. La PTH se forma a plart.lr‘ de 'un r’ec'ﬁ‘rspr, hioéintetido, la
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preproPTH que t:iene 115 aa

ue da p‘imero origen a la proPTH

gque tiene 90 aa. La proPTH»se sintetibza ;, en el reticulo
endoplasmico  rugoso de 1 ] P inci _ales en las glandulas
paratiroides y se convierte a PIH por - rompimiento proteolitico
en el aparato de Golgi. , La ;PTH 1-84 se almacena en grénulos

secretores - que pueden ermanecer den!:ro de la célula, © ser

transparcados u Jla peritetia de la membrana plasm&cica Yy
liberarse kpor,exocitosis al fluido extracelular en respuesta al

estimulo apropiado'(42,44).

9. 2 gecrecién

‘El..calcio es el principal -regulador . de 1a Vact::l.vi

calcio, por lo que una disminucién en el c‘algi

tan peguena como 0.1 a 0.2 mg/dl c'cnsti‘i:uye

estimulo para la secrecién (42 - 45). Por atro lado, debido a‘_"'

que la PTH aumenta la concentracién de calcio en el liqui o’
extracelular (LEC) a través de sus efectos en el hueso, rinon g
intestino, una inhibicién por retroalimentacién negativa .de la -

glandula paratiroides contribuye a regular las corgge_n_t_rac.iqne___s_ de.

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

Parece que el aumento de la secrecién de PTH causada por la
disminucién en la concentracioén de calcio circulante, est4
mediada por un aumento en el AMPc intracelular, debido a que un
aumento en los niveles intracelulares de AMPc inducen- la
secrecién de la hormona. Esto sugliere que la formacién de AMPc

est& relacionada con el proceso de exocitosis en la glandula
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TEL higado extrae

selectivamente de la circulacibn iormona intacta pero no sus

friqmentos, los rinones excraen r.an 0 hormona 1ntacta como sus

fragmentos y, por dltimo, el hueso presenta una captacién

selectiva de PTH 1-34  (42,44).7

9. 4 Acciones biolégicas .

A través de sus princ&pales accinnes sobre el rinén y el
hueso (y sus efectos sobre el intestino), ‘la PTH es responsable
de 1a regulacibn minuto a minuto de los niveles de calcio:en la
sanqte “y“en*el” LEC.--.La.PTH actda sobre _e;_:_‘_i_.hpn para aumentar la
,’x:‘;absorc‘ibr’\ de calcio. .y disminuir 1la reabsorcién de f&;sfato. En
'ei esqueleto, la estimulacién por PTH conduce a la reabsorcién
del’ huas;:' y ‘a la liberacion subsec'uente de calcio y fosfato a la
qi;culacibn. A través de su efecto sobre la 1 o« hidroxilasa
v:enal, la. PTH estimula la formacién de 1,25(0H)2. vitamina D 1la
éﬁai tiene a su vez efectos biolégicos directos sobre el

intestino; el resultado es un aumento de la eficliencia en 1a
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anterjor.”tiene consecuencias

extracelulares (43,44).

..9.5 Bfectos de la PTH sobre el rinén

La  PTH tiene diversas acciones 'é'n,'mﬂlti‘ples sitiocs

largo de la nefrona y, su prin‘ci‘bai‘ paﬁél' et

tubular distal de la nefrona, aunque la_ hormona tai

la reabsorcién de sodio, calcio, fosfato 'y bicar.l':dnatb:'enia.i‘
tebulo proximal (43,44) (Fig S). SR
9.5.1 Adenilato Ciclasa y AMPc

A nivel celular, la actividad de 1la AC estimuiadq pof PTH
se encuentra en la posicién basolateral de las células tubulares
renales adyacentes a los capilares renales. . Al parecer, el AMPc
generado mediante la estimulacién por PTH en _e_l_l;aﬂdg_,pasplateral_-‘
de la ceélula, migra a través del citoplasma para ac:ivar ‘a las’
cinasas dependientes de AMPc las cuales, a su vez, activan
enzimas responsables del transporte iénico (43,44,46).
9.5.2 Manejo del Fosfato » ) ‘

Una de las acciones renales mejor conocidas ae ):a PTH es el
efecto fosfatérico. La PTH disminuye en el tabulo proximal . y

distal la reabsorcién de fosfato, lo que conduce ‘a uh aumento en
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Fig. # 5 Efecto de la PTH sobre los cnhulo's'xjerialés.(iﬂ)
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su excrééidﬁ' fi:écciorial '(42)

"produce reabsorcién bsea, g

anera similar, su’ efecto:

mientra

ae

En: consecuencia,

3, a el

potente que se ve, ‘en genergx;, L‘

(45).
9.5.3 Manejo del Calcio )

En los tabulos proximales, 1 y

‘ disminuye 1la reabsorcién de cal;io
‘disminucién en la reabsorcién de.sodio.

en la nefrona distal, donde la PTH ‘aqmeﬁta

calcio sobre la reabsorcién de sodio, “loi'q
disminucién neta de la depuracién de calcio.

~9.5.4 Otros efectos renales

Aungque la mayoria de las respuestas bioqui ica

los ttbulos renales o en las células renales: in
asociadas con aumentos en el AMPc, algv[ma’ C
metabélicas probablemente son mediadas por caldié, ‘dvé‘biﬂcri aque o
se ha observado que los niveles intracelulares de éalciq ényyla's_.'.
células renales jn yvitro, aumenta como _resultado‘ ‘de “la

estimulacién por PTH (5,44).
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9.Gv Mapa funcional de la molécula hormonal .

Se han hecho estudios de estructura/actividad en donde se
han utilizado fragmentos sintetizados guimicamente y andlogos de
la PTH, para obtener detalles de los requerimientoé estr;.lcturales
necesarios para su interaccién con el receptor y'la generacién de
AMPc. Se sabe que en las posiciones 1 a la 34 se encuenti‘an
toq:va los requerimientos estructuraleé necesarios-ipara -su
completa actividad biolégica. En sistemas de ensayos mdltiples;
esta regién ha sido sintetizada y es casi tan potente como la PTH
nart‘iva in vitro e in vivo. También la unién de la PTH (1-34) a

7.105'reqeptdr'es de membrana renales es igual a la unién de la PTHb

(1~84) (Fig 6).
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SR RS ARAS e 5

Fig. ¥ 6 Mapa funcional de la hormona paratiroidea.
La secuencia completa de aminodcidos de la hormona
preproparatiroidea bovina se muestra a la izquierda.
Las regiones de la secuencia primaria son marcadas de
acuerdo a sus funciones fisiolégicas a la derecha.
La linea sélida ancha indica la secuencia lider
(posiciones -31 a =-7). La regién dentada es el
hexapéptido especifico de la hormona proparatiroidea
(posiciones -6 a -1). La porcién completamente
activa comprende las posiciones 1 a 34. Las
posiciones 1 y 2 (en rayas) son esenciales para la
activacién y las regiones 3 a 34 (en blanco)
contienen los determinantes estructurales necesarios
para la unién con el receptor. La regién (posiciones
28 -~ 48) reconocida por enzima(s) gue metabolizan 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 sélida delgada (44).
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ANTECEDENTES

0 Y acidosis
: i rabaja Hah ffeéprcAQo la
Vﬁflﬁgncia ae ié‘foéskéliBS en3é11gisfgmajdenl$,Ac.‘ sinVembaréo,
vvﬁa*'infbphaaién queﬁexisteféé’fefieré fundamén;almente a
X aaanistaély éntagoniééas de Gé, y'a 1la participacién de la toxina
dei célera como activador perménenfe de Gs. Aungue existe
-evidencia de  la presencia de Gi.en estas membranas dada por
experimentos " de ADP ribosilacién con PTX (35,71),. y su
identificacién mediante electroforesis en geles = de
poliacrilamida, la participacién funcional de Gi en la regulécibﬁ
‘de “este sistema no se conoce con claridad.” ‘se han reportado
trabajos, por ejemplo el del cultivo de células renales de
zarigueya, en donde la ADP ribosilacién con PTX indujo un aumento
en la produccién de AMPc en respuesta a PTH, en. comparacién con
las células controles que no se encontraban ADP,;ihosiiada§ (73).
Lo anterior sugiere que ambas proteinas G (Gs y Qi) ﬁoduian la

accién de la PTH en este sistema celular- (70). .
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actividad catalitica de la 'AC,' : resul

importancia para comprender el: sistema’ de transduccid,
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proceso de activacibn del efect:ox:.
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canina.

2) ' Valorar ' la “funcionalidad’ del .’ siste Cisu

e .es_t.:_imul_fi_ci_q'nv A" aiferentes niveles. ) i

EI) Evaluar  la presencia y la actividad. del componente
inhibitbrio del sistema de la AC sensible a PTH, de membranas
b;solaferales de corteza renal canina mediante:

a) . Identificacién directa de la proteina Gi por ADP
ribosilacién con PTX y NAD-32p por electroforesis en gel de
poliacrilamida y autorradiografia.

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

i) En ausencia de agonistas

ii) Estimulando con PTH

--seeo-—ioeao- §14) Estimulando con forskolina S

©)  Inhibicién de Gi mediante ADP ribosilagibn coni PTX’

1) con el sistema.activado con PTH; GTP'y GTPY

ii) Con.el sistema activado con forskoiina




V' MATERIAL Y METODOS

(st.

itjma Cﬁel_nical» Co.

de adenosina, :sal
tri~hidroximetil aminometano
ex hfdratédo,' sacarosa

bﬁéil-metil-xantina

wclestido . fosfatado de

etrahidratado, nicotinamida

NAD),‘ azul brillante de

;Lt trei_d:ol anhidro (DTT) ;
(ASB) i fosfocreatina y
2.7 3 2). Los reactivos:

:’et‘.ilendini\:rilotetracetato disodico dihidratado (EDTA); sulfato

_de amonio; acetato de sodio " trihidratado; hidréxido de sodio;
éter anhidro y 'Acido fosforico, fueron adquirides de J.T. Baker,
.S.A. -()‘(alostnc, México). El cloruro de potasio fué de Merck de
Mg*‘ico; el pentobarbital sédico fué de Smith Kline Norden de
i!exico ¥; los amortiguadores de referencia pH 7.38 + 0.01 y 6.0
* o.bz, fueron de Sigma de México. La hormona paratiroidea

‘bovina sintetica 1-34 (PTHb 1-34) se obtuvo de Peninsula
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cols. (48) ; ‘la toxina pertuss s

por el

donativo del Dr. . J. Adolto Garc a Sainz (Depto.» dé ﬂiéenérgét{i&i -
del Instituto de Fisiologia Celular da la UNAM) o
1.2 Equipo ’ £

Contador Gamma Auﬁomttic_o 4/200 Macc II de _‘_P_li:grdm_e_dig;
systems, INC; centrifuga refrigerada IEC-PR-6000, rotor .253 y_‘
259, Damon/Iec Division; microcentrifuga 12 "Technwi'ca\l‘
Support" 174 t; centrifuga de alta velocidad J2 - 21, rotor JA‘
-20.1; ultracentrifuga LS - 50B, rotor SW40 Ti 3474 .de. Beckman;
espectrocolorimetro Spectronic 20 de Bausch & Lomb; purificador
de agua Millipore "Milli Q" AB 15067N de Universal Electric Co;
Congeladores REVCO de -70 y -35 ©C, potenciémetro digital 601 de
Orion Research; balanza de equilibrio Harvard trip 1450 de Ohuas;
balanza analitica H-1b de Mettler; fisiégrafo MK - IV con
electro-esfingmomanémetro programable PE-300 de Narco Biosysteius;
bano con agitador (-10 a 110 °C) de Group Precision Scientific

Corporation (GCA); bano de ebullicién (15 a 120 %) de J.M.

34




agitador Eberbach Corporation Ann.

i mxcropipet:as Gilson Pz

repipeteador Gilson
Labindustries, jeringa dispensora PB
Nevada, USA); celdillas para
Milton Ro and Company; equi 24 C L
"Steel Blades" de 0.5 nm de Thpmés scientifi,

1.3 Boluciones

Solucién salina isoténica de La‘box}ator g (Mexico) ;

todas las demas soluciones se prepararén'én el lahoratorio B con

agua bidestilada y desionizada.

1.4 Animales de experimentacién

En este trabajo se usaron ratas macho (Rattus norvegjcus) de
la cepa Wistar criadas y mantenidas en el Bioterio del
INN SZ alimentadas ad libitum, con peso promedio de 150 a 200 g
Y, con una edad de 5 semanas; 9 perros mestizos alimentados ad
libitum, con peso promedio de 15 Kg y con edades menores a S anos

tomados al azar del Bioterio del INN SZ.
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corteza asi separada fué macerada finamente, se hicieran b. oq ¢

de cajido de 5 gy, se procedié a homogenizar ca

veces Su peso en . volumen ‘con soluciOn amortiguado a

homogenizacién - (250 mM de sacarosa, 20 mH de tris Hcl, -1 mM de

EDTA, . pH. 7.6} .y con un homogenizador de vidrio-vaflor\. se
apucaron 6 golpes con el macerador tisular a 35 cicloslmin y 25
golpes a0 ciclos/min. El homogenado se filtré a través de una
nalia de nylon y se separaron los fragmentos por centrifugacién
:_diéeréncia1:' se centrifugé dos veces a 700 X g-durante 10 min. en
uvna' centrifuga refrigerada; el precipitado se deseché y el
sobrenadante se centrifugé a 1350 x g durante 10 min. El
precipitado se desechd y el sobrenadante que contenia membranas
plasmAticas, pequenas mitocondrias y microsomas {datos obtenidos
de la literatura (10)}, se centrifugé a 2500 x g durante 20 min.
El sobrenadante resultante se deseché y el precipitado se

resuspendié¢ en amortiguador de homogenizacién en: proporcién de
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se " resuspendib

‘enizaciOnj

se rehomcgenizo con 1

de una bomba perist&ltica en el sigu ente

densidad): J ml de sacarosa al 39%, 4 ml al 3

1 mM de EDTA a

tris HC1, 8
ultracentrifugé a 23000 rpm durante 90 ﬁin,(ro'ér.5w~40:Tiy3474j.
Mediante la ultracentrifugacién se obtﬁvieron»ﬁandas qé proteinas
en cada una de las intetfaseS‘de»sada;oéséjsin émhargo, debido a
que  experimentos preliminares indigaﬁ quérzla unién altamente
especifica de la PTH y la mayor éctiVidad de la AC se encuentran
presentes en las bandas de lés‘interféseg de 32 y 36%, so6lo estas
bandas fueron culeétadas'de cada: tubo. Las bandas conseguidas se
diluyeron hasta la isotonicidad con amortiguador de lavado, se
rehomogenizaron con 5 §o;pes manuales y se recolectaron por
'centrifugacion a 17000 “x*'g duraﬁte"zo'mln. Los precipitados
obtenidos se resuspendieron én awortiguador de homogenizacién vy,
la concentracién de proteinas de membrana se ajustd a 1 pg/nl por
el método de Bradford (52). Finalmente, las alicuotas se

almacenaron a ~70°C para su uso posterior.
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- proteinas. El principio del metodo

cunntiticucién de’ Frcte!nus

'el color del colorante en respuest

proteinas.
“proceso de unien “del ¢
aproximadamente 2 min. 'y ;:dn
1 hora.
a)- Sclucion patrén de prote!.na se preparo una solucién
"stock" de albdmina sérica de bovino. (ASBJ con una concentracién
de 100 mg/dl, a partir de la-cual.sevconstruyo la curva patrén de

protedinas (100, 80, 60,40, 20 y 10 mg/dl}.
b} Reactivo Bradford: se disol{tiez’ﬁn 100 mg. de .azul’

‘brillante de Coomassie G-250 en 50 nl de etanol al 95%. A‘esta-

Acu al 85%7

solucién se le adicionaron:'1007 ml™ de }_,ida £
{(p/v). La solucién resultante se ajustéd:.a un volumen final de 1.
litro con agua descilada y - desionizada. Las concentraciones
finales de los reactives fueron: 0.01% de azul brillante de
Coomassie G-250, 4.7% de etanol ¥y 8.5% de Acido fosférico.

El procedimiento para la cuantificacién fué el siquiente: se
midieron 100 pn) de las soluciones patrén de proteinas y de las

muestras (que contentan de 10 a 100 ug de proteina). A cada
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2.3 Ensayo de adenilato ciclasa .

El sistema enzimAtico'de la AC, de las membranas plasmaticas
aisladas, se ensayé por el métodc de Bellorin—Fonc y Martin (51).
La actividad de la AC se midié a: través de 1a cuantificacién de
AMPc formado a partir de» ATP!; los ‘resultados se expresan en

pmoles de AMPc generados/mé dé' roteina/]c min. Las incubaciones

se llevaron a cabo a 25°C por 30 min. en una mezcla que consistié

en 50 mM Tris HCl, pH 7 6 5 mH KCl, 1 mM IBMX, 0.2 mM EDTA, 5%

suero hipoparatizp;ﬁeo cani CmM ATP, 25 mM fosfocreatina, 1

mg/ml dé'aréafinv' nasa y‘lS’pg de proteina de membrana en

un: volumen final de 100 pl. Las concentraciones variables de GTP,

GTP 3-5 PTH, M9012 Y. forskolina. se adicionaron segén se

requiriera.; El ensayo se realizé a 4°C a pH 7.6. Las reacciones

in claron por la adicién de 1as membraras y se terminaron
) colocando “las muestras en un bano de agua en ebullicién durante
»tres minutos (con lo cudl se inactiva la enzima). Las muestras
se ,di;uyeron 1:10 con amortiguador de acetato de sodio 50 mM pH
6.2 y’b el AMPc dgenerado, se cuantificé posteriormente por

radioinmunoanélisis por el método de Steiner y col. (48).
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2.4 Radloinmunoanalisis (RIA) de AMPc

La cantidad de AMPc generado se cuantificé por RIA, método
con gran sensibilidad y especificidad. Para que pueda aplicarse
en. la medicién del AMPc es necesario contar con un anticuerpo
altamente especifico contra el mismo y un derivado marcado
isotépicamente de dicha sustancia. El principio bAsico de este
procedimiento es la competencia entre el antigeno marcado (AMPc*)
y el no marcado (AMPc) por un ngmere fijo y limitado de sitios de
unién con el anticuerpo. Como resultado de esta competencia, la
cantidad de AMPc* unido al anticuerpo disminuye conforme aumenta

la cantidad de AMPc no radiactivo.

AMPcH* AMPG*-AC + AMPo®
+ Ac"?gggf
AMPc \ AMPc-Ac 4 ' .AMPC
AMPC | _.....t _antigeno no marcado
AMPC* .t Antigeno marcado
Ac :  Anticuerpo
AMPc-Ac : Complejo antigeno-anticuerpo no marcado
AMPc#-Ac : cComplejo antigeno-anticuerpo marcade
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 Después de 20 horas de incubacieén,. las £r cciones libres Y

unidas del AMPc* se separan ¥y, en este caso, bla radiactividad que

se: cuenta es la -unida al anticuerpo. EY que ise’ empleo

para separar ' los antigenos marcados unid' el de

precipitacién con sulfato de amonio a1 160% adicionado despues de

-la inmunoglabulinu G humana.

Ancicuerpo-‘ El antisuero contra AMPc fue el RB~1 que - ciene“

un‘a.!'especificidad del 100% y una reactividad cruzada para el A'I'P R
del 0.005%; la dilucién final del antisuero fué de 1:250,000. .

Antigeno* (AMPc-12571): En cada ensayo .se partia
generalmente de 15,000 cpm por 200 pl.

Inmunoglobulina G humana : Se preparé una dilucién 1:10
del stock de IgG humano con solucién diluyente y se mantuvo en
agitacién al mismo tiempo que se preparaban alicuotas, las cuales
se almacenaron a -35°C hasta su uso.

Solucién precipitante de sulfato de amonio: Se preparaba
una solucién al 60% a partir de una solucién sobresaturada de
sulfato de amonio y se almacenaba a temperatura ambiente.

Desarrollo del método

El inmuncensayo de AMPc se llevé a cabo de acuerdo al
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o niétbdo fde Steiner 'y col.- (48,53); en ‘amortiguador de acetato de_
-sodio 50 ‘WM pH 6.2 (solucién diluyent el:]
':en' ‘una competencia, todos los" “tub
éonstiintés n ¢
contenia (en " orden- de adicibh) :":'
'_eéé_hnc_l_gr_ del nucleétido c_:_q.c:l.i’co ;a.;ca.nvtj._ild

mayores, © de S0 a 200 )xl de la solucién 'broblema

.- a 15000 cpm todo en un voldmen final de 560 nl.
Ademds se incluyeron los siguientes tubos: .
Unos (5) que contenian 200 pl de 1la solucién radi_activh 5

para obtener el total de radiactividad agregada (cue‘ntas':t‘o.iéa

Tc). Otros (3) con 300 ul de amortiguador y 200 ul de rad;a.c ivb
para determinar la unidén inespecifica (Co). Por ﬂltimo',i"
- contenian 200 pl de amortiguador, 100 pl de anticuefp§ y
de radiactiveo, para establecer el porcentaje -de unié»ny" maxima !
(To) . :

Después de anadir todos 2los reactivos, sé agitaron

parfectamente cada uno de los tubos de 2 a 5 seq “en un vottex, 'y:m :
se procedidé a incubarlos en agit:aciOn constante durante 20 horas
'y a 4°%c. Al término de la incubacion, para separar la fraccién
unida de la libre, a cada uno se le adiciond 100 pl de IgG y 2.5
ml de sulfato de amonio al 60 %. Se centrifugé durante 20
minutos a 2500 rpm en una centrifuga refrigerada y el
sobrenadante se decanté (todo el procedimiento se llevé a cabo a

4%¢). El AMPc presente en el precipitado se cuantificé en
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“el c&lcu o de 1os resultados

empleando;curvas patron,

urva patrou.- ﬁna veZ'que éa

,Cu;va, semilngaritmica: se: graticb la -curva’ patron en

semi-log . colocande .en el eje= de- ,;gs abcisas “la

concentracién de AMPc en pmol/tubo y, en eI‘eje'ds';as*ordenudas

el pbfcentaja de unidén correspondiente.

b) =~ Curva logit-log: se trazé en una-g&;fiéa'élrlogaritmo
decimal de la concentracién de AMPc no radiéétivo (en el eje de
ias abcisas) contra el logit de los'cocientéé U/Uo . " Con este
método fué posible obtener una lipea:izqéidnvcasi'total de la
Ehrva que permitié una 1nterpolac;én nas é#acta de los datos de

la que se obtendria con la curva anteribé. “El logit de U/Uo es :

o S “logit UsUo = 1n

100 - - U/Uo

La concentracién de las muestras problema, en consecuencia,

se consiguié al interpolar los resultados del logit U/Uo en esta

curva y realizando las correcciones rias correspondientes a

la dilucién.
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2.5  Experimentos con toxina .pert\iséis R

' Para obtener evidencia directa ‘de:la presencia.y. ‘fum':ibi\‘ d:‘a‘

la- proteina G inhibidora se utilize, :brév \loracién “de su

actividad, ‘la toxina elaboradapor:.la. béct{qx;ia
1o cual: REO
:+'1) . Las membranas se ADP ribosilkaro

de NAD-”P por el método de Sekura y col. (49) do 5 :cabo por )

. el Dr. J. Adolfo Garcia Sainz en el Labora orio de” Bioenergética

‘del Instituto de Fisiologia Celular da la UNAH

Se realizoé una revisibn bibliografica

26 3?7,39,41,54;-65), con el fin de éncontrar y/o adecuar un

: ﬂ@tqdo para ADP ribosilar las membranas sin afectar su actividad
Y 'posteriormente, raaliz‘ar experimentos en los que se preincubé
a. las membranas con PTX, previamente activada con DTT, para
después ensayar a la AC bajo diferentes estimulos (GTP, PTH,
forskolina, GTP + PTH, GTP + forskolina todos ellos en presencia
de MgCl,). La realizacién de esta parte experimental, que
representar{a una clara evidencia funcional directa de 1la
proteina G inhibidora, comprende:

a) La optimizacién de una técnica de ADP ribosilacién
con PTX, debido a que existe una gran variedad de metodologias
empleadas para ADP ribosilar Gi tanto en células como en
memb;anas. Por ejemplo, la concentracién de NAD entre otros
elementos, es un factor de gran importancia para conseguir la ADP
ribosilacien.

b) La verificacién de la ADP ribosilacién.

c) La obtencién de un rendimiento adecuado en ‘la ADP
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opcimizacibn dela’™ tecnica, ADP >~ ribosilacion probando dos
concentraciones de NAD (0.01 y 1 mH), asi como pruebas de

ecuperac10n y de actividad de membranas después de su manejo en

:1a t@éﬁicé de ADP ribesilacién.
2.6 . Valoracién de la actividad de la toxina pertussis

La actividad de la toxina pertussis se valoré en ratas en
las que se observaron los cambios en la frecuencia cardlaca
debidos a la toxina (66). A ratas Wistar macho de 5 semanas de
edad y con peso promedio de 150 g, se les midié la frecuencia
cardiaca basal (pulsos/ min) diariamente por un periocdo de 4
dias. Se formaron un grupo control y uno experimental. El grupo
experimental se traté con toxina via intravenosa a una dosis de
50 ug por 100 g de peso corporal; por su parte, el grupo control

se inyecté con el vehiculo (solucién salina con 1 mg/ml de

albamina sérica de bovino). A ambos grupos se les midié 1la
" frecuencia cardlaca durante ‘los. 9 dias siguientes al
tratamiento.

2.7 Ensayo de ADP ribosilacién

Las membranas aisladas fueron ADP ribosiladas de. acuerdo al

método de Ribeiro-Neto y col.. (84) y‘ a‘aptado para " mantener
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; iianipngimante activo al sistema dé'la a@gniléto ciclasa. “La’ ADP

';;tboéilacion por ‘la toxina bacteriana de ‘. Bordetella m :
'j'(toxinn pért:ussis) de la proteina:Gi, ‘in\"roluéra la transfer‘eﬂeia g
de ADP ribosa mediante NAD al residuo cisteina de la sﬁbunidad

: o¢ de dicha proteina con 1lo cual se bloguea completamente' su.
funcién inhibitoria (al perder la capacidad de interaccién __c.':on_‘ =
los receptores inhibitorios). ‘ : - "

cabe mencionar que en preparaciones de membrana, la t:‘o)g}.»h»a

pertussis ADP ribosila las subunidades o< incubando- con NAD'y

con el protémero A preactivado es decir, sélo cuando el ‘puente. ..

disulfuro del protémero A ha sido reducido con ditiotreitol.’

2.7.1 Preactivacién de la toxina pertusis

La preactivacién de la toxina pertussis se 1llevé a caﬁo-i“"

incubando 10 ml de 1la toxina (600 ug/ml) con 10 aul de

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

min. Posteriormente, la mezcla se diluyé a 120 ug/ml. de’ toxil_'l_a? o

con amortiguador Tris HCl 25 mM, 0.075 ASB, a pH 7.5. Uhar_véz'
preactivada la toxina, se almacend en pequenas alicuotas a '70‘?5_ X
conservando su actividad hasta por dos meses.
2.7.2 ADP ribosilacioén

La ADP ribosilacién se llevé a cabo incubando por 30 min. a
32°C una mezcla con volumen final de 60 Rl que contenja: 10 ul
{10 pug) de membranas plasmaticas, 10 ul de toxina pertussis
preactivada (20 jpg/ml) y 7.5 pg de ASB por ensayo, 10 uM de NAD,
10 mM de timidina, 1 mM de EDTA, 25 mM de Tris HC1l, 1 mM de ATP,
1 mM de GTP, 0.75 mM de NADP+ . El pH final fué de 7.5. Las

reacciones se iniciaron con la adicién de la toxina y se
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: ‘mictocéﬁti:;:ﬁga

omogenizacién:frio. Al final de
: ‘&{ura’nt@ 3 ‘min. en una

kffia El “obrenadahte se deseché y el

: pféﬁipitad& seviavd 2 veéeé en’ amortiguador de. homogenizacién
rgcehtrifﬁganddbéada vez ‘a "12500 rpm. durante tres minutos. El
vfpreq}p;ﬁhﬁo.finé; se resuspéndio en el mismo amortiguador en la
Vjcanﬁidad necesaria para ajustar la concentracién de proteinas de
~membrana a. 1 pg/pl. Inmediatamente después de la ADP ribosilacién

i §e las membranas, se procedié a.realizar el ensayo de adenilato

ciclasa correspondiente.

2.8 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como la media + la
desviacién estandar (X + DE) o el error estandar (X + EE) como se
;ndica en las figuras. Algunos experimentos adicionalmente se
analizaron estadisticamente mediante la prueba de Wilcoxon. Una

p < 0.05 se consideré significativa.
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VI RESULTADOS

1.. Aislamiento de membranas

Las membranas se aislaron a partiri’de ‘58.5 + 13'g ‘(promedio

+ DE) de corteza renal disecada por perro (n = 8) v Vsré obtuvo un
rendimiento de 15.6 # 10.8 mg de c_jigﬁ_f:éa _membt“_épas'&_-‘ Las membranas "
obtenidas conservaron funcional .'_'el/.siat:é‘lzr‘na de la adenilato
ciclasa, lo que se comprobé  al fealizar los experimentos

subsecuentes. . - e

2. Radioinmunoanalisis de AMPc

La curva patrén se linearizé mediante la transformacién a
logaritmo de la dosis contra el logit de la respuesta (log-
logit). En la fiqura # 7 se representa una curva promedio de

esta transformacién.

Las condiciones en las que se llevaron a cabo los RIAs
fueron establecidas mediante previa valoracién de las mismas:
1) Temperatura de adicién de los reactives (el ensayo se realizé
a temperatura ambiente), 2) orden de incorporacién del antigeno
(Ag) y del anticuerpo (Ac) (primero Ac y ensequida Aag), 3)
tiempo y temperatura de incubacién (20 h a 4%¢).

Finalmente, se realizé 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. # 7 RADIOINMUNOANALISI8 DE AMPc CURVA PATRON PROMEDIO.
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© Fig..# 8. REACTIVIDAD CRUZADA DEL ATP CON EL ANTICUERPO RB-1
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3. curva de activacién con MgCl,

Para estudiar el efecto del magnesio en a acﬁ:b}i’da“d”del :
sistema de la AC, las membranas se incuba: n v
concentraciones de Mg'H' (de 0 a 160'm'M) 3
actividad basal de la ciclasa de_-‘_‘mallne
aumentaron las concentraciones qel" .ca

(aproximadamente 40 %); es decir," la* veloc

reaccién fué proporcional a la concsnttacien de Hg

se aprecia una cinética de 1er . arden (tiq

Posteriormente, a concentraciones cada vez mayores ‘de. Mg'H' (de 20
a 60 mM), la velocidad de la reaccién y la producciOn de AHPcrir
disminuyeron gradualmente; se dice que en esta zona el orden de
reaccién es mixto. Después se alcanzé un punto maximo en la
actividad de la ciclasa correspondiente a 60 - B0 mM de Mg** (la
actividad méxima fué de 1838 + 387 pmol de AMPc) a partir del
cual no se observaron cambios significativos hasta 100 mM de
Mg*t, En este intervalo la velocidad de 1la reaccién
fué independiente de las concentraciones de Mg*t siguiendo ahora
una cinética de orden cero en la que la enzima se encuentra
saturada. Finalmente, a concentraciones muy altas de Mg*t (120 a
160 mM), el porcentaje de actividad de la AC disminuyé
notoriamente (aproximadamente al 60 %).

Como ya se mencions, el Hg'H' juega un papel regulador
importante en el mecanismo de estimulacién de la AC, al aumentar
la activacién de la proteina Gs. Es decir, el Mg**, facilita la
unién del GTP a la proteina Gs y con esto promueve la disociacién

de las subunidades que se requiere para el paso de activacioén.
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bncengr;qlbﬁ de:magnesio libre en
0.3 2. 0.4 mM, in xi;:g;—a altas;

fe n,la pf&ﬁeina G puede activarse

“concentrac e;

figé;dso,'pin 1, 1»complgj9 horﬁoﬁa-réceptor (35). Esto

.'se cohptobq ;ya“que:-en ste _experimento 'se necesitaron

dlev nach

‘-coggentracione ‘16 mayores a las fisiolégicas para
'éﬁgéhefwédéiviQad;animdtfga.:JPor otro lado, cuando existe
estimulacien ~hormenal dishiﬁuye el requerimiento de magnesio
para activar a Gs (como se pbservo en la curva dosis-respuesta a
PTH donde se alcanzé una mixima actividad enzimatica con tan solo
5 mM de Mgtt) (33). La actividad de la AC con 80 mM de Mg*t 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 enzimatica maxima fué de 3486 pmol de
AMPc. .
La curva obtenida con Mg++ es una curva clasica de

saturacién donde se observa el efecto del magnesio a través del

susﬁrato (ATP) a 1tracién te ya que, como se sabe, el
magnesio es parte importante del sustrato de la enzima. Una vez
alcanzada la actividad enzimatica méxima, independientemente de
que aumente la concentracién 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 saturacién no
permanece constante al aumentar mAs las concentraciones de Hg++
(de 120 a 160 mM) pues se observé una inhibicién.

Por otra parte, la curva de activacién con Mg** también se
utilizé como herramienta para probar la funcionalidad del sistema

enzimatico presente en las membranas recién aisladas.
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Mg** en 1a ACTIVIDAD de 1a AC.Los datos son
yos separados por duplicado + EE.
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4.  Linearidad en 1la produccién. de MP§ ‘respecto ‘a cantidades

crecientes de MBCRC

En este ensayoc se incubaron cantidades crecientes de
membranas basolaterales aisladas de corteza renal canina. (0-40
Hg) con 100 mM de Mg“'.

como puede observarse en la figura # 10, hubo un aumento
gradual en la produccién de AMPc al aumentar las cantidades de
membrana presentes en el medio de incubacién, es decir, 1la
relacién encontrada fué directamente proporcional. 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 utilizée para 1los
experimentos posteriores fué de 15 pg. Se realizé este ensayo
inicial para observar la linearidad en la produccién de AMPc
respecto a las cantidades utilizadas de membranas a una
concentracién de 100 mM de chl"’+ {es importante mencionar que en
nuestro ensayo de adenilato ciclasa se usaron cantidades m&ximas
de membranas asi{ como también una concentracién estimuladora
maxima de Mg**).

5. Regquerimiento del Hg"’" para la estimulacién de la AC por
forskolina

En la figura # 11 se observa el efecto de la forskolina en
ausencia de Mg'H' sobre la AC. Es importante hacer notar, como ya
se mencioné, que la preparacién de membranas se obtiene con gran

pureza, pero también es probable que se encuentren presentes
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Fig. # 10. LINEARIDAD EN LA PRODUCCION DE AHPg" RESPECTO A
CANTIDADES CRECIENTES DE MBCRC EN PRESENCIA DE Mg (100 mM).
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»cie;tovs ; Eiémeh
feaccidn

forskolin

ita co cgntféc én“de dicho’

e ‘estimulacién con

20.8 pmol de AMPc.mg de

pncentra‘ciones menores no se

'Este comportamiento es

- de
boréqa conéentréciones tan ' pequenas de forskolina como
“10"TM p};dﬁieron 1484 + 271 pmol de AMPc.mg prot™1.30 min "1 a
difereﬁéia de los 105.9 + 20.8 pmol de AMPC gue Se generaron en
 a§sénc1a de Mg*t. Esto sugiere que el magnesio también afecta
la afinidad del sistema enzimAtico por forskolina y, dado que
: estﬁdios previos han mostrado que los efectos alostérices del
magnesio se encuentran estrechamente relacionados a las proteinas
G, cabria la posibilidad de que la forskolina también, como ya se
mencioné, afectara este sitio directa o indirectamente (por’
ejemplo, facilitando la interaccién de las proteinas G con otros
componentes del sistema enzimatico) (67) .
6. Requerimiento del Mgtt para la estimulacién de la AC por GTP
Las membranas se incubaron con diferentes concentraciones
de GTP de 1072 a 1072 M en ausencia de Mg++ (figura # 12).
Esta prueba muestra que la estimulacién de la AC por GTP en
concentraciones de 10”8 a 1073 M no presenta diferencias

significativas con respecto a la actividad basal y, por lo tanto,
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ACTIVIDAD DE  ADENILATO. CICLASA
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Fig. # 11, REQUERIMIENTO DE Mg't PARA LA ESTIMULACION DE LA AC
POR PORSBKOLINA. Cada barra representa el promedio de 4
experimentos separados por duplicado # EE.

ACTIVIDAD DE ADEMILATO CICLASA
P mol AMPE.mg prot 30 min-!
8

0 10”107 10"t
otr M

Fig. # 12. REQUERIMIENTO DE Hg++ PARA LA ESTIMULACION DE LA AC
POR GTP. Los resultados se obtuvieron de 2 experimentos
separados + EE.
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de este modo, 11evar a cabo

actividad. de:la ‘AC en

“En est:e ensayo se cbservo que 1a act.\vidad de 1a ciclasa se

.estimulé en for:ma dependiente de- la concentracion de forskolina.
La relaciony entre 1as concentraciones de forskolina (10 a 7 X
1074 My Yy la qctividad enzimAtica fué directamente proporcional.
por: ot;a pa’r_te,. se observé un aumento en la actividad de la AC
:estimuiaéa:'fé:;nf"7 X 1074 M de forskolina respecto al basal en

aMpc.mg” prot™1.30 min~!, lo que representa aproximadamente un
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300% de estimulacié

. ,(K act) observado en este experimento a diferenéia de aqu 3
que .no 'se adicioné Mg'H' (el contanido de magnesio fue el
inherenta a las membranas), sugieren que este agenhe pudiera
tener efectos adicionales sobre otros companentés del sistema ‘de
la AC como las proteinas G. Existen estudios de la interaccion
-_de la forskolina con el Mq++ que revelan dque 1la forskoliha
aumenta, de manera dependiente de la dosis, la afinidad de 1la
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 interactdgan con las proteinas G (67). Por otra parte,
también se ha propuesto que la forskolina pudiera -actuar scbre un .
sitio en la unidad catalitica de la AC que es independiente de
" las proteinas G, y en un sitio de ailta afi'nidad de la misma
enzima que reguiere de las. proteinas Gs. Ambas  posibilidades
podrian explicar los cambios.en  las K act: cuando la forskolina

actea sola o junto con otfos activadores del sistema de la AC.
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it 'a 30 min-ty"

_'AGTIVDAD DE- ADENILATO:CICLAS
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Fig. # 13. EFECTO D| LA PORBKOLIM\ SOBRE LA ACTXVIDAD DE LA AC
EN PRESENCIA DE . Hq ) i los.‘datos ‘se’ les resté la

_actividad .basal 'y son e.l promedio ‘de 7 ensayos separados por

duplicado + el EE.
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8, Efecto del GTP sobre 1la acti\}iﬁaﬁ da ‘1a AC en presencia da
ug*t :

Las membranas se incubaron con ‘diferentes concentraciones
de GTP (1078 a 1072 M). El efecto del GTP sobre la actividad de
la ciclasa mostré un comportamiento bif&sico como el observado
en otros estudios (54,68;, debido probablemente. a que promueve la
produccién de AMPc a concentraciones bajas (10"’a a 1075 M) al
actuar sobre la proteina G estimuladora, y su  inhibicién a
concentraciones mas altas (10'4 a 1072 M)  al actuar_en" la
proteina G inhibidora: este efecto bifasico quiza pueda fefléjar
distinta afinidad por GTP de Gs y de Gi, como puede observarse
en la figura # 14, a una dosis de 10™% M GTP ée alcanza un
aumento significativo con respecto a la actividad basal del 51 %
(818 4 217 vs 1240 + 341 pmol, p<0.05) que posteriormente decae
con . 1073M se obtiene un 15.6 % de inhibicién con respecto a la
maxima estimulacién con 10-°% M, p<0.05) hasta revertirse
significativamente el efecto obteniendo, de este modo, wun 73 %
de ‘inhibicién con 102 de GTP (p<0.05). Sin embargo, es posible
que el efecto inhibidor observado en 1072 M de GTP se deba, mas
.que a una inhibicién dada por Gi, al fendmeno de quelacién de
magi;lesin por el nucledtido de guanina lo que impide 'la |
activacién 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 av ‘que
dicho efecto se produce en niveles menores de acumulacién.  de
AMPc. Lo anterior probablemente se debe a que el GTP, junto con

el magnesio, activan menos eficientemente a las proteinas G que

60



.-Fig.. #714. 'EFECTO 'DEL. -GTP SOBRE LA ACTIVIDAD: :DE: LA - Ac EN.
,PRESENCIA DE. MAGNESIO (5 mM). ‘de’

menos”la actividad basal.
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-incubacién.” Es evidente el efecto estimulador en la’

respuesta a concentraciones crecientes ‘(10° 2

sin 1-34 y en presencia de S mM de Mg

la enzima que es dependiente de la concentracién de PTH (p<0 05

El 50 % de la estimulacién maxima se alcanzé en 10 -8y de PTH‘
(2795.2 + 554 pmol de AMPc) y a 1075 M aumenté la actividad de lav
AC con respecto a la basal en aproximadamente 7 veces. de 659.2 *
89 a 4555.3 + 412 pmol de AMPc (591 % de estimulacién), donde se
observa que la produccién de AMPc tiende a mantenerse constante

{comportamiento similar al reportado por Milanés y cols. (34)].
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Esta :fase_jde meseta: se’

";'aumenta cuando’ las concentraciones de magnesio libre en el

"'de 1ncubacién se elevan de 0.1 a 6.6 mM ¥ que’ a concentraciones
‘mayores de este ién' (14 mM) se presenta una inhibicibn de la‘
activldad enzimatica escimulada por PTH. En 1a curva de"
activacién con Mg*t como ya se explics, 1la actividad ‘enzimatica
mAxima se observé a concentraciones altas de Hg'H' (80 mM),:an
cambio en presencia de PTH existié marcada estimulacién -de la
ciclasa con una minima concentracibn de Mg‘"" (33 35 51).

-10. . Efecto del 6"3 8 sobre la actividad de 1a 'AC en presencia
de Hq'“‘.

Para estudiar el efecto .del. 1 ctid

(analcgo de GTP resistente a la hxdralisls) sobre la. activacién
de la AC, este se adicioné a la; mambrar_{as a_ ;oncentraciones de
., ~10'é a 10" M en presencia de 10 mM: de-l}lg'*'g.; La pioduccion de
AMPc -aumenté progresivamente cua:ndo'_‘ se. elevaron las
concentraciones de GTPY S (fiqux;a F . 16). A una dosis de 1073 M
de GTP'S se estimulé la actividad de la ciclasa 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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Fig. # 15 B. EFECTO DE LA PTHD ‘Ein (1-34) SOBRE LA ACTIVIDAD
DE LA AC EN PRESENCIA DE Hg+ (5 mM). Los datos estén

representados en porcentaje y menos la actividad basal.
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evidencias' de que la inhibicibn solo uede ohservarse con_ GTP y

anAlogos resistantes Ja la hidrolisis (10). Esto,ha

onducidoa especulaciones—en torno a- que la. inhibicibn podrla

anolucrar una teaccion ‘de tosfotransferasa con el GTP como
: donador, sin embargo, no existen evldencias concluyentes para’tal
mecanismo.
11." -Efecto del GTP en la‘ actividad de la AC estimulada por
forskolina en piasenci- ae Mgtt.

para analizar la influencia de este nucleétido de guanina.
sobre la activacién de la AC por 100 uM de forskolina, se
agregaron concentraciones crecientes de GTP de 1078 a 1072 M. La
figura # 17, muestra que el GTP inhibié la actividad de la AC -
estimulada por forskolina dependiendo de la concentracién de GTP.
No obstante, a una concentracioén &e 10°8 M de GTP, se observa un::
efecto aditivo sobre la estimulacién obtenida por forskolina, lo
que nos indica que la ciclasa no se encontraba estimulada al

méximo. La diferencia entre la actividad de la AC estimulada con

100 uM de forskolina a concentraciones de 1078 y 1074 ¥ de GTP es g%

del orden de 880 pmol de AMPc lo que representa un. 21 & de "

-inhibicién (p<0.0S). A una concentracién de 1072 M la. inhibicion
de la actividad de la enzima alcanzé el 90 % (de 4070 + 594 a 381

x 31.2 pmol de AMPc, p<0.05) lo cual, como Yya s;‘ explicb,
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Fig. # 16. EPECTO DEL GTPX 8 SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA AC EN
PREBENCIA DE Mg’ (10 mM). Cada punto representa el promedio

+ EE de 3 determinaciones por triplicado y menos la actividad
basal.
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i'p'osn:‘nl'emjen!': son y [ fen quelacién  de

ptééanéia ‘as Mgl

esta “Tprueba - dé

'cancentraciones crecientes de GTP (de 10

: ‘de PTH 1075'M .y una dosis de Mg 5 mM.

En la figura F 18, se. muestra que cuando se
en cascada ortodoxa via receptores con PTH 10 =6
.actividad B de la.enzima con respectoc a la basa‘
A.M7“6‘7.“5 x 873, pmol de AMPc, lo que represent:
es‘t;imui‘ag:i‘.tm. Al adiclonar concentraciones de: GTP de 1
M, no. se ;‘n.‘oducen‘ cambios aparentes respecto aﬂ la
obienida con P'i‘H Yy Mg++ a mayores dosis de GTP ‘((

i Se presenté - un aumento de 4476.5 + 873 a 5514 + 1230 pmo.

AMPC . (es decir un 23 % de estimulacién); - con 107 g
posible observar -~una ligera disminucién en dicha produccibn de
5514 :a ‘5{115; y . a dosis mucho mayores (].0"2 M de GT?) hubo una
franca;disny\inu‘ciﬁn en la produccién de AMPc, de 5514 i' 1230 a 684

+ 226;8 pnol de AMPc (87.6 % de inhibicién en la produccién).
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Fig. # 17. BFECTO DEL GTP EN LA ACTIV.{EAD DE LA AC ESTIMULADA
POR. PORSKOLINA EN PRESBENCIA DE Mg (5 mM). Los datos
representan el promedio de 5 ensayos por duplicado * EE y se
muestran menos la actividad basal. -
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observa "7 la

ta A E ! “del” ‘sistema

6sy;re‘ce‘pt6r85"estili\u],adbrés activados por

nalogos influyen marcadamente en la unién de la PTH ‘a los
i:gceptofeé' renales (por ejemplo, Gs modula los estados de baja
'a_finidéd de ‘los receptores por sus agonistas). Este efecto se

-~refleja en-el aumento en la produccién de AMPc observado : al

‘“estimular el sistema con la PTH y el: GTP (de 1078 a 1074 M) lo. : )

v'cual al mismo tiempo nos 1nd1ca. presencia y funcionalidad de ‘la
proﬁeina G estimuladora.

Por otrg parte, a concentraciones mayores de GTP (10"3 M)
se pudo observar una ligera disminucién en la produccién de. AMPc,
lo- que nuevamente podria. indicar la presencia funcional der la
proteina 'Gi la cual, a diferencia de Gs, tiene distinta afinidad
por G,

Es importante hacer mencién gque nuevamente hubo una
drastica. disminucién en la produccién de AMPc con GTP 1072 n
anizﬁar debida -a la quelacién del magnesio por el GTP.

. Finaimente, estad claro que cuando la estimulacién del sistema
s'e induce al activar receptores acoplados a Gs, 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 GTPY S) o a nivel de unidad catalitica (forskolina).
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Fig. # 18. EPECTO DEL GTP EN LA ACTIY]IDAD DE LA AC ESTIMULADA
POR PTHb ain 1-34 EN PRESENCIA DE Mg {5 mM). Cada punto es’
el promedio de dos ensayos por duplicado + el EE y estan
representados sin la actividad basal.
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por forskolina.

ciclasa_ aproxim ; 11333.3°+228.7

que

inhihicibn ‘de: la actividad de

la. AC de

quelacibn del magneslo por-el-GTP.¥ S, ya que dicho comportamiento
: ':qo se obsetvo al ensayar la actividad de la enzima en presencia
j dé concentraciones crecientes del nuclestido de guanina y Mg™t
En cambio, es probable que se encuentre participando la proteina
Gl cuando las concentraciones de GTP ¥ S son de 1075 a 1073 M.
Como ya se menciond, existen evidencias de que la

inhibicién de la AC solo ocurre con .GTP y ho con sus analogos no
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Fig. # 19 EFECTO DEL GTPY% 8 EN LA I\%TIVIDBD DE LA AC ESTIMULADA
CON FORSBKOLINA EN PRESENCIA DE Mg" ' (10mM).Los datos son el

promedio de 2 ensayos por duplicado % el EE Yy se muestran menos
la actividad basal.
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rmm; nin 1-34 en. prusencin d6” Hg

A..la..mezcla de incubacién: ‘se 1
1073 ¥, 10 mM de MgCl, y PTHb sin 1-34 10

- La. figura # 20 muestra .el efecto de concentraciones

érécieﬁtes de GTPY S sobre la activida de la Ac estimulada por
- »P'i‘H.-- La PTH aumenté la accividad_de »la ciclqsa aproximadamente 3
veces por arriba de la basal, de 260.7 1 17 a'794.3 + 46.1 pmol
de AMPc. Es importante mencionar qué esta actividad fueé 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
ademds, se incrementé cuando se adicionaron altas concentraciones
de GTPY S (10"'5 a 10”3 M)}, - hasta alcanzar la maxima produccién
de’ AMPc:en 10':'} M del nucleétido de guanina con 1139.1 + 23.9

‘pmo'l de AHPé (43 % de estimulacidn con respecto ala actividad en

presencia de PTH y Hg"""). ) Est:e comportamiento es similar al

chservado cuando se. ensayo el

'gfgc;q del GTP sobre la actividad

encontrada en dichc' ensayo

. respuesta a.GTPY S + Mg""+ e

una mayor eficacia en el t‘unc:.onamiento del sistema enzimAtico
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Fig. # 20. EFECTO DEL GTP ¥ 8 EN LA ACTIVIDAD DE LA "AC
ESTIMULADA CON. PTHb sin (1~34) EN PRESENCIA DE Hg++ (10 mM).
Cada dato representa el promedio de 3 ensayos por duplicado #
EE y se muestran sin la actividad basal.
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cuando actoan ‘en conjunt:o varios’ 'elementos’,  como:los’ receptores

1s. ’anéiaéion;h Toxina Pertussis

La actividad de la PTV :) valofé‘por medio de un ensayo
biolégico in vivo ‘en ratas control y ratas tratadas con la PTX a

una dosis de 50 pg/loo g de peso corpnral. En la figura # 21 se

observa que la PTX produjo un o en la fr ia cardiaca

de las ratas a partir de las 24 h posteriores a su aplicacién,
de 397.9 + 14 a 563.3 # 33 puls/min. El efecto de la PTX se

mantuvo a lo largo de los 9 dias en que se siguié su respuesta

{la frecuencia cardiaca basal se midid los dlas -2 a 0).

16. ADP ribosilacién con NAD-32p de la subunidad alfa mediante - - -

el uso de la toxina pertussis (PTX)

Las membranas se incubaron con NAD-32p en presencia de PTX
activada segan el método descrito por Sekura y col (49). Esto se
realizé en el Laboratorio de Bioenergética del Instituto de °
Fisiologfa Celular de la UNAM por el Dr Jesus Adolfo Garcia

S&inz.

En 1avfzqura # 22 'se observa el anAlisis autarradiogrsfico
: que ‘resulté ‘de la . ADP ribosilacion

. 'nediante  electroforesis  én’ gel de



VALORACION DE LA ACTIVIDAD DE LA TOXINA
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Fig. # 21. VALORACION DE LA ACTIVIDAD DE LA TOXINA PERTUSSIS

EN RATAS. Los resultados repres
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éste‘san‘lisi

wla banda obtenida de
fedvéfd

uentra bien definida, presenta'un'grds"

'trpo e:membranas es escasa.
ﬁxparimentoa de ADP ribosilacién con PTX
Lo Se reulizaron experimentos de ADP ribosilacién con PTX por
el método de Ribeiro-Neto (54,72) modificado para mantener activo
'_al slséema enzimAtico presente en las membranas. Los
experimentos consistieron en estimular la produccién de AMPC con
PTH. o forskolina para después inhibirla con concentraciones
* erecientes de GTP y, mediante la ADP ribosilacién de la subunidad
Q(. con PTX, bloquear tal inhibicién y, de este modo, evidenciar
‘funcionalmente a 1la proteina Gi. Se escogié el método de
Ribeiro-Neto debido a que es de los m&s actuales y donde se
vvan;l;;an con mayor precisién las condiciones de ADP ribosilacién
con PTX. Sin embargo, el método implicé el manejo excesivo de
‘las membranas, las cuales disminuyeron en cantidad después de los
pasos de lavado de la mezcla de ADP ribosilacién, siendo 1la
recuperacion de proteinas de membrana de aproximadamente el 50 $%.
También se observé que las membranas recuperadas después del
tratamiento de ADP ribosilacién, presentaban una pérdida
importante de actividad enzimatica. Estas dos consecuencias del

manejo de las membranas, a su vez, impidieron observar de manera
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Fig. # 22 AUTORRADIOGRAFIA DE LA ELECTROFORESIS EN GEL DB
POLIACRILAMIDA DE LA ADP RIBOSILACION DE LA SUBUNIDAD =< DE Gi
CATALIZADA POR PTX.
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ADP ribosilacién, con bajas

producciones de AHPc en ‘un principio, y posteriormente en un
"aplanamiento" en dicha producgian. Esto también impidie
“observar 1los efectos de un pi‘obaﬁle bloqueo en la actividad de Gi
da&o por PTX, ya que no se obtuvieron diferencias significativas
entre los. experimentos controles (con mezcla de ADP ribosilacién
sin PTX) y los tratados con PTX.

Al realizar experimentos de ADP ribosilacién de mgnera'
comparativa entre membranas aisladas de diferentes perros (4 en
total), se observé el comportamiento descrito pero a distintas
niveles produccién de AMPc. Sin embargo, es importante notar que
las membranas provenientes (aisladas) de uno de los perros,
presentaron una alta produccién de AMPc y, a pesar de la pérdida
de actividad enzimAtica ya discutida, en estas membranas si pudo
observarse claramente tanto el efecto de 1la forskolina
estimulando al sistema, y el del GTP inhibiéndolo, asi como un
aparente blogueo de esta inhibicién por PTX. Esto sugiere que
mientras ma&s alto es el nivel de activacién de la AC (mas
i;ﬂ:egridad del sistema y mayor produccién de AMPc) mejor se
observan los efectos de los diversos activadores del sistema.

Por otra parte, al probar dos concentraciones extremas de
NAD (0.01 y 1 mM) en los ensayos de ADP ribosilacién, se observd
una completa inhibicién en la actividad de la AC debido quiza a
que la cantidad liberada de adenina fué¢ demasiado alta (1 mM), o

fué insuficiente para llevarse a cabo la ADP ribosilacien.
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VII' -DISCUSION

S5 Enl,ésc‘e trabajo se estudis el sistema de la ‘AC. sensible a

hormé_’naﬁarétiroidea de membranas basolaterales de corteza renal

._ ;:aﬁifla,.j.y‘ -particularmente la presencia‘y funcionalidad de 1la

pro‘te.(;la G inhibidora, para comprender algunos de los mecanismos
involucrados en la regulacién del sistema enzimatico bajo
diferentes condiciones.

; Los experimentos realizados, por una parte, sugieren que el
sistema enzimdtico de membranas basolaterales aisladas de corteza
renal canina, se encuentra funcional y puede activarse a
diferentes niveles como son: receptores (estimulades con PTH), -
proteinas G (estimuladas con Mgcl,, GTP y GTP ¥ S) y unidad
catalitica (estimulada con forskolina); por otra parte, apoyan la
probable existencia de una regulacién tanto por Gs como por Gi de
la actividad del sistema enzimatico estimulado por PTH (73).

Al probar la actividad del sistema enzimatico cuando se
aumenté progresivamente la cantidad de membranas en la mezcla
habitual de ensayo, mantenienao constante la concentracién del
sustrato ATP, se observd una respuesta en el AMPc directamente
proporcional a la cantidad de membranas. De este modo, este
experimento deméstré 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 encontré

dentro de dicho intervalo.
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El papal impcrtante

'actividad de las protelnas G que et

confirmarse mediante diferente xperimentas

Vobtenido por aislamiento de membranas, tué de ‘gran utilidad para’
§ t_:onfirm_ar ,el»importante papel regulador que juega’ este cat:ién en

el mecanismo deu Qtimulacioh de 1a’' AC, ' mediante la activacion de

Gs. cho se sabe, el ciclo’de activacién de 1la AC requiere d'

subunidades de las proteinas Gs, gue se logra.
ilita la unién del GTP a la subunidad e< s..;uef
ste experimento " fue posible comprobar que, j._n “
;giggg altas concentraciones de Mg son capaces de activar a‘las
» accién de la hormona con el receptor o

racién de ao mM- de MgCl,

ctividad enzimatica mAxima. Por otra parte, el

ara . la . activacién del sistema enzimatico

'puda observarse en ensayo..con diferentes concentraciones de

7PTH ¥y magnesio.
: En los experimentos con diferentes concentracicnes de GTP y
aquellos con distintas concentraciones de forskolina en presencia
LY 'ausenciﬁ de Mg++ cada uno, nuevamente se comprobé que el-Hg*,"’
resulta fundamental como elemento regulador en el proceso -de
activacién de las proteinas G. En la curva dosis-respuesta a G’I‘P

+.°5 mM de Mg""", se observé una respuesta bifdsica:.‘,que‘

una:estimulacién_hqrmonal,(33), esto ...




di erencias observadas entre estos dos experimen os se debieron
'que el Hg as esencial para que, junto con el GTP, ,_act

proteina Gs.

En la curva dosis respuesta a forskolina y 5 mM»da Hg se
observé una activacién en la que la produccién de . AHP:: " aumentb,.‘
progresivamente con las concentraciones de forskolina. Adqus :de”
probar la funcionalidad del sistema a nivel catalitico, tambien
fué posible comprobar que el magnesio se requiere Vprara- estar tipﬁ

de estimulacién, debido a gue en su ia fue ria una

concentracién de 10”%M de forskolina para obtener actividad
enzimadtica. Esto sugiere, como ya se mencionéd,. que_ el catién
aumenta la afinidad por la forskelina y, debido a gue también fué
evidente un desplazamiento a la izquierda en la K act, en
presencia de Mg‘H', se ha propuesto (67) que la forskolina actsa o
bien sobre otro sitio ademas de la unidad catalitica, cowmo
pudieran ser las proteinas Gs, o sobre dos sitios diferentes de
la unidad catalitica (posiblemente uno rie alta. afinidad que

requiere de las proteinas Gs y otro de baja afinidad).
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Se estudib el efecto del analogo no: hidrolizable de GTP, el
. GTP }{ S, sobre la actividad de la AC, 'y se observb que en
auser_lg:ia de forskolina, el GTP § S (10'9 a 10”3 M) Mg'H' (10 mM)
_asi  como el cTP¥s (1072 a 1073 M) + PTH (1075M) y 10 mM de-
Mg*t, solo ejercen estimulacién sobre el sistema enzimatico‘.

Este comportamiento en el gue no se observa alguna fase

inhibidora, se ha descrito en otros estudios {68) que han

conducido a especulaciones acerca de un mecanismo de reaccién de
fosfotransferasa o de aumento en la actividad de la GTPasa en
donde interviene el GTP como donador del grupo fosfato.

La presencia fisica de la proteina G inhibidora en el
sistema enzimatico en estudio, se comprobé mediante la ADP
ribosilacién llevada a cabo por la toxina pertussis, que utilize
como sustrato NAD-32p. De la electroforesis en gel de
poliacrilamida, se obtuve una autorradiografia gque muestra una
banda definida con un peso aproximade de 42 Kdaltones y que
corresponde a la subunidad o¢! de la proteina G inhibidora. Como
se sabe, la toxina pertussis ADP ribosila entre otras, a 1la
subunidad oX de la proteina Gi por lo que es una herramienta de
gran utilidad para lograr su identificacién. .

Varjos experimentos sugieren la presencia funciohai de la
proteina Gi asi{ como su influencia en la regulacién.de 1la .
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 observs una respuesta
bifasica (64,68) dado que bajas concentraciones (1078 a 1074 M) )

de este nucleétido estimularon la produccién de AMPc ¥y
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concentraciones mayotes (10 3 a

‘sabe, el GTP se encuentra involuc ado

subbunidades ©Yy ien

observa en este experimento,

anto, .ast:o
indicaria que ambas proteinas: G prnbablementa poseen distinta
afinidad por dicho nucleotido de’ guanina~(64 68).

2) La curva de activacien” “con *PTHb  sin+-1-34 -en- presencia
de ‘Mg**,. por una parte comprobé la ‘funcionalidad de los
receptores a ‘esta hormona presentes en las membranas aisladas, y
se_obsexl'véls'u saturacién al ‘aumentar progresivamente la cantidad
de. PTH ‘qu‘e\sa adicions a la mezcla de ensayo. Por otra parte, en
este a#petimento solo se observé un efecto neto estimulatorio;
sin embargo, al estimular el sistema enzimético con diferentes
concentraciones de GTP + 10°% M de PTH y 5 mM de Mgtt, fue
posible apreciar un comportamiento muy parecido al que se obtuvo
en la curva con GTP y magnesio, donde la respuesta bifasica
sugiere la actividad tanto de Gs como de Gi, a diferencia de que
la respuesta se encuentra en niveles mayores de produccién de
AMPc. Por lo tanto, en este caso, fué posible observar 1la
restriccién en la actividad de la AC estimulada por PTH cuando
altas concentraciones de GTP act#an sobre Gi. De este modo, se
contrarresta el efecto de la PTH sobre la proteina Gs y se

evidenci{a la regulacién dual en la actividad enzimatica.
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estimulada de manera directa por

~oda t rsk 1na, efleja 1a accién aditiva de la proteina

Gs. ! cam:entr:aciones progresivamente mayores del nucledtido de
guanina - causaron: una inhibicién en la produccién de AMPc que
llegd a ser del 21- % con 1073 M de TP ¥ que probablemente
representé una accién inhibidora de la proteina Gi. En este
experimento, el efecto inhibidor dado por la proteina Gi, es mas
evidente que el observado con diferentes concentraciones de GTP +
5 mM de Mg**t + 1076 M de PTH, debido probablemente a que la misma
hormona actéa preferentemente sobre Gs.

4) En el experimento con GTP ﬁ S a diferentes
concentraciones {(de 1072 a 1073 M) + 5 mM de Mgt + 100 JM de
forskolina, se observé primerc un aumento en la actividad basal
de la ciclasa cuando estuvo presente la forskolina (386.6 % de
estimulacién), posteriormente con GTP}YS 10”7 Yy 10~6 M, se
presenté un incremento adicional que indica que la AC no se
estimulé al maximo. A concentraciones mayores de GTP § S (de 1075
a 1073 M) disminuyé progresivamente la produccién de AMPc hasta
alcanzar una inhibicién del 33 % respecto al punto de méxima
actividad, que probablemente refleje la participacién de Gi.

La magnitud de la inhibicién alcanzada en los diferentes
experimentes mencionados (del 20 al 30 % de inhibicién

aproximadamente), podrian sugerir que la proporcién de Gi con
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'-fribosilacién con wx en presencia de NAD-“P y también, algunos

de los experimentos realizados sugieren, de manera indirecta, la
presencia funcional de dicha proteina. Para obtener una
evidencia funcional directa, se utilizé a la toxina pertussis y
se realizaron con las membranas experimentos de ADP ribosilacién
por el método de Ribeiro-Neto modificado para mantener active al
sistema. La técnica de ADP ribosilacién (probablemente los pasos
relacionados con el lavado de membranas) afecté de manera
importante la cantidad y la integridad de las proteinas de
membrana cuya actividad disminuyé y, en consecuencia, no fué
posible apreciar claramente la accién de activadores del sistema
enzimatico, lo que se reflejé en las curvas como una zona de
"aplanamiento" en la produccién de AMPc. Lo anterior sugiere que
mientras mAs bajo es el nivel de produccién de AMPc alcanzado,
mas dificil es observar el efecto de dichos activadores.
Probablemente, la misma disminucién en la actividad de las

membranas impidié observar el efecto de la PTX sobre el sistema
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continu‘axj; conila opt@mizacibn’
ilacien:con ‘PTX. . Adem&s, en’la

a\:ura," la qnaybxfj.‘? ‘de’ ‘los e yos." de ADPV ribosilacién se

énéue;\érahA ,en'caminadobs a ‘lograr':‘ ‘lar ihcorporacltm de 32p a 1a
“'subunidad ~<? , y asl obtener una banda marcada por medio de
electroforesis en gel de poliacrilamida y autorradiografia, que
indique la presencia fisica de Gi como la obtenida en nuestro
ensayo. Sin embargo, tomando en cuenta las condiciones
particulares de nuestra preparacién de membranas, obtenidas con
un alto grado de pureza asi{ como la necesidad de conservarlas
fisiolégicamente activas, hacen mas dificil la ADP ribosilacién,
porque, como ya se mencioné, 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
optimizacién de 1la técnica de ADP ribosilacién, las dos
concentraciones probadas de sustrato no fueron las adecuadas ya
que probablemente 10 uM de NAD no fué suficiente para conseguir
la ADP ribosilacién, aunque si se observd actividad enzimatica; o
bien, estuvo en exceso (1 mM) por lo que la cantidad liberada de

adenina, la cual es inhibidora, fue demasiado alta.
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Cabe la posibilidad de que la -ADP rihosil@ac_ién no pudiera
haberse observado debido a que es probable, a jﬁzgér pﬁf la: baja
magnitud de la inphibicién obtenida en los ensayos previos a los
de ADP ribosilacién, que la proporcién -de: Gi con régpeqto "h Gs
sea menor, Ppor lo que al danar a Gi _con elA m_anejo de las

membranas, su funcién ya no resultara ser del. todo evidente.:
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