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RESUMEN 

La familia de la Proteína cinasa C (PKC) esta constituida por isoformas con 
funcionalidad y distribución celular específica, implicadas en el fenómeno de 
transducción de señales. En este proceso moléculas extracelulares entre las que 
se incluyen los neurotransmisores, provocan cambios de dos tipos: a)a corto 
plazo como modificaciones postraduccionales y b )a largo plazo en el que se 
observan cambios en el patrón de expresión de genes particulares; en este último 
caso se ven involucradas enzimas que modifican la función de proteínas 
nucleares. En estudios previos ha sido reportado que en tipos celulares 
específicos, la PKC se encuentra en forma permanente en el núcleo o que puede 
translocarse hacia este organelo cuando es activada. En el presente trabajo se 
identificaron los tipos particulares de isoformas localizadas en el núcleo de 
neuronas de hipocampo de rata, así como el efecto del agonista colinérgico 
muscarínico carbacol en su distribución y niveles intranucleares. Fueron 
empleados cultivos primarios de neuronas de hipocampo de rata posnatal (8 
días), los cuales se trataron con carbacol 1 mM durante 18 horas. Se utilizaron 
núcleos purificados obtenidos elaborando gradientes de sacarosa. Mediante 
ensayos tipo Western, se determinaron los niveles de las isoformas específicas 
de la PKC presentes en núcleos enteros y fracciones nucleares (membrana 
(Mb), nucleoplasma (Np) y cromatina(Cr)). En núcleos enteros se detectó una 
fuerte inmunoreacción con los anticuerpos anti PKC beta y gama, mientras que 
se obtuvo una señal débil con los anticuerpos anti PKC epsilon y no se encontró 
señal con anticuerpos anti PKC alfa. La PKC beta se encontró distribuida de 
manera relativamente homogénea en las 3 fracciones nucleares analizadas, 
mientras que la isoforma gama se localizó primordialmente en el Np y la Mb de 
las células no estimuladas. El tratamiento con carbacol provocó una disminución 
de la PKC beta de un 30% en las fracciones nucleares. Por otra parte la PKC 
gama exhibió un cambio en su distribución intranuclear: un aumento de 3.6 
veces en Cr y una disminución del 93.1% y del 69.5% en Np y en Mb 
respectivamente. El diferente patrón de distribución de las isoformas detectadas 
en los núcleos de las neuronas de hipocampo, así como el efecto específico 
observado como resultado de la estimulación con carbacol, sugiere que estas 
isoformas participan en distintas funciones, y que probablemente existe un 
fenómeno de traslocación entre las diferentes regiones nucleares similar al 
observado para la PKC citoplasmática. 
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A Ch 

AMPc 

AP-1 

ABREVIATURAS 

acetilcolina 

adenosin monofosfato ciclico 

proteína activadora 1. Es un factor de transcripción formado por 

<limeros de las proteinas jun y fos. 

A TP adenosin trifosfato 

bZIP familia de proteínas que se unen al DNA. Poseen un región de 

dimerización conocido como cierre de leucina y una región básica 

adyacente que constituye la superficie que entra en contacto con el O NA 

CaM 

CaM-KII 

CD45 

C/EBP 

Cr 

CRE 

CREB 

DMEM 

calmodulina 

proteína cinasa multifuncional activada por calcio/calmodulina 

receptor de leucocitos con peso molecular de 180 a 229 kDa. Tiene 

actividad tirosina fosfatasa. 

proteína potenciadora de la transcripción que se une a la secuencia 

CCAAT 

cromatina 

elemento de respuesta a AMPc presente en genes activados por AMPc 

proteína que se une al elemento CRE 

medio de cultivo sintético para crecimiento de células de mamífero 

(Dulbecco 's modified Eagles medio) 
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DNA 

DG 

fos/jun 

FtdSer 

F12 

GAP 

GDP 

GTP 

GTPasas 

HRb IgG 

IMHV 

InsP3 

MHC-11 

mAChR 

ácido desoxirribonucleico 

diacilglicerol 

productos proteícos asociados como dímeros para formar la proteína 

regulatoria AP-1 

fosfatidilserina 

medio de cultivo sintético para crecimiento de células de mamífero 

proteína activadora de GTPasa. GAP se une a Ras y la inactiva ya que 

induce la hidrólisis de su molécula de GTP hacia GDP 

guanosin difosfato 

guanosin trifosfato 

proteínas que hidrolizan GTP 

inmunoglobulinas conjugadas con peroxidasa 

parte media e intermedia en la región ventral del hiperestriado 

inositol 1,4,5, trifosfato 

complejo principal de histocompatibilidad tipo 11 

receptor muscarínico de la acetilcolina 

MAP cinasas proteínas cinasas activadas por mitógenos 

Mb 

myc 

nAChr 

NFkB 

membrana 

proteína regulatoria de la familia de con dominios hélice-asa-hélice 

receptor nicotínico de la acetilcolina 

factor de transcripción que activa los genes k de las inmunoglobulinas 

en linfocitos B. 
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Np nucleoplasma 

N2 medio de cultivo (mezcla l: 1 de medio DMEM y F12) 

PBS solución salina de fosfatos 

PC fosfatidilcolina 

PDBu forbol 12-13 dibutirato 

PKA proteína cinasa dependiente de AMPc 

PKC proteína cínasa dependiente de calcio y fosfolípidos 

PLC fosfolipasa C 

PM peso molecular 

PMA forbol 12-miristato 13-acetato 

PMSF fluoruro de fenil metil sulfato (inhibidor de proteasas) 

Proteína G proteína trimérica que une nucleotidos de guanina, participa en la 

transducción de señales. 

Ptdlns fosfatidilinositol 

Ptdlns4,5P2 fosfatidilinositol 4,5 bifosfato 

Raf proteína cinasa de serina y treonina activada por ras 

Ras proteína que une GTP, estimula la cascada de fosforilaciones de 

proteínas 

RNAm 

SDS 

SH2 

ácido ribonucleico mensajero 

dodecil sulfato de sodio (detergente) 

dominio de interacción entre 2 proteínas, media reacciones de 

ensamblaje de proteínas dependientes de fosforilación 
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SNC 

SRE 

SRF 

TCR 

TPA 

Trombina 

U.D.O. 

7TMb-R. 

sistema nervioso central 

elemento responsivo a suero 

factor responsivo a suero que se une a SRE. 

Receptor de linfocito T 

beta-forbol- 12 tetradecanoil-13-acetil 

proteasa que induce la agregación de plaquetas. 

unidades de densidad óptica 

receptores de 7 segmentos transmembranales 

acoplados a proteína G 
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INTRODUCCION 

Muchas de las respuestas celulares específicas inducidas por estímulos extracelulares como 

neurotransmisores, factores de crecimiento y hormonas son mediadas por un sistema de 

transducción de señales. En este proceso la interacción del ligando con el receptor provoca su 

activación o inhibición, y directamente o a través de la producción de segundos mensajeros, 

ocasionan la activación o desactivación de enzimas (cinasas o fosfatasas) que modifican el 

estado previo (activo o inactivo) de sus proteínas blanco; este cambio postraduccional, modifica 

diversos procesos celulares como la expresión genética, al alterar la magnitud y velocidad de 

transcripción de genes específicos. Estos mecanismos de regulación celular resultan de interés, 

ya que se hallan involucrados en la modulación de funciones neuronales dada la habilidad de 

estas células, para amplificar, modular e integrar múltiples señales extracelulares en el tiempo 

y el espacio (Girault, 1993) (Diagrama 1). 

La mayoría de los ligandos de receptores de membranas plasmáticas de células de 

mamíferos han sido identificados como proteínas solubles, péptidos, o moléculas orgánicas 

pequeñas, cuya estructura y naturaleza química varía enormemente. Los receptores, por otra 

parte, se agrupan en pocas familias estructurales. 
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DIAGRAMA l.- VIAS DE TRANSDUCCION DE SEÑALES. 

Liganoo Liganoo 
Neurotrasmisores, 

Proteína G 

l••••••••••••l3te••••x•••••••••••I Adenilato ciclasa, 
Fosfolipasas, etc. 

i 

Insulina, factor de 
crecimiento neuronal y factor de 
crecimiento epidermal, etc. Liganoo 

GAP, fpsfolipasa y, etc. 

Seaunoo; mensajeros 
AMi>c, DG, lnsP3, Ca++ ,cte. 

Receptores. proteínas 
de citoesqueleto, fosfatasas, 
cinasas y otras enzimas, etc. 

Receptor 

l 
PKC, PKA, etc. 

1 
1 Ef,·i~j 

1 
CREB, myc, jun/fos, 
NF-kB. S6, etc. 

1 

l 
DNA 
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RECEPTORES 

Con base en las funciones del receptor, F éger et al ( 1994) los clasifica en tres tipos 

principales: 

!)Receptores de hormonas esteroides. 

2)Receptores transmembranales con actividad enzimática. 

3)Receptores acoplados a proteínas G. 

1 )Los receptores a esteroides presentan una localización intracelular y su función primaria 

es regular la transcripción. Esta familia de receptores incluye aquellos que unen hormonas 

esteroides como los glucocorticoides, mineralcorticoides, hormonas sexuales, etc, así como 

receptores que unen hormonas no-esteroideas como la hormona tiroidea y el ácido retinoico. 

Estos ligandos son moléculas pequeñas lipofílicas que fácilmente atraviesan la membrana 

plasmática. Cuando los receptores son activados por el ligando forman dímeros que reconocen 

secuencias específicas en el DNA, de manera que su función principal es modular la transcripción 

de sus genes blanco. 

2)Las proteínas transmembranales poseen un dominio extracelular que une el ligando, y 

un dominio citoplasmático que posee actividad enzimática intrínseca, mediante esta actividad el 

receptor efectúa la transducción de señales. Existen tres familias principales de receptores, con 

actividad catalítica distinta: 
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A) Guanilciclasas: en mamíferos han sido descrito tres receptores con esta actividad, son 

activados por péptidos natriuréticos (agente que estimula la excresión de iones de sodio en la 

orina) y enterotoxinas termoestables. 

B) Tirosina fosfatasas: han sido identificado varios receptores de este tipo (como el 

receptor CD45 de leucocitos), pero no se conocen sus ligandos; al parecer son importantes en 

la regulación de la división y diferenciación celular. 

C) Tirosina cinasas: incluye receptores para insulina, para el factor de crecimiento 

insulínico, para el factor de crecimiento epidermal y otros. Estos receptores al ser activados por 

el ligando, autofosforilan el dominio citoplasmático y en algunos casos forman dímeros, lo que 

da lugar a la unión específica con moléculas citosólicas, es decir sustratos que son fosforilados 

por el receptor. Los sustratos que se conocen poseen actividad enzimática (con dominios 

característicos SH2) como: la fosfolipasa C gama, que hidroliza fosfoinosítidos y genera 

segundos mensajeros; la fosfatidílinositol-3-cinasa que produce fosfolípidos con funciones 

importantes en la división celular; la proteína activadora de GTPasa, etc. Esta ultima tiene 

como sustrato a p21ras, proteína que puede activar a Raf cinasa de residuos serina y treonina que 

fosforila y activa la cascada de las MAP cinasas. Siendo así, activada la cascada de señales 

iniciada por factores de crecimiento (Karin, 1992). 

3)Receptores acoplados a proteínas G. Estos receptores (7TMb-R) se caracterizan por su 

estructura única, poseen siete segmentos transmembranales con estructura de alfa hélice y con 



asas hidrofílicas localizadas a ambos lados de la membrana celular. La región amino terminal 

generalmente es extracelular y presenta sitios de glicosilacíón. El sitio de unión al ligando 

generalmente es hidrofílico y esta localizado en esta región; sin embargo, algunos péptidos y 

algunas aminas pequeñas tienen afinidad por las regiones transmembranales. El dominio carboxilo 

terminal que es intracelular, posee sitios fosforilables por cinasas; cuando el ligando esta presente 

por períodos prolongados, se efectúan mecanismos de desensibilización del receptor, entre los 

que se incluyen la fosforilación y la intemalización del receptor. 

Las asas localizadas en el citoplasma presentan sitios de unión para las proteínas G. Los 

7TMB-R, son diversos, diferentes receptores pueden unirse a un mismo neurotransmisor u 

hormona, pero presentan efectos diferentes debido a que están acoplados a diferentes proteínas 

G y estas a su vez a diferentes efectores. 

Las proteínas G, son proteínas triméricas que se localizan en la cara interna de la 

membrana plasmática. La unión de ligando al receptor provoca un intercambio del GDP asociado 

a la proteína G, siendo remplazado por GTP; en consecuencia la subunidad alfa, que posee 

actividad de GTPasa, se disocia, dando lugar a un monómero activado que puede estimular a su 

sustrato efector, generalmente también asociado a la membrana. Se han reconocido más de 40 

proteínas G distintas. Algunas de ellas se acoplan a canales ionicos, a adenilato ciclasa, a 

fosfolipasas, etc. 
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En el sistema nervioso los receptores asociados a canales son importantes y pueden 

clasificarse en dos tipos: 

a)Receptores ionotrópicos: aquellos complejos proteícos que al mismo tiempo cumplen 

tanto la función de receptor como de canal. Están formados por múltiples subunidades, cada una 

con varios segmentos transmembranales. Se asocian en forma pseudosimétrica, delineando un 

canal ionico central (un ejemplo es el receptor nicotínico de la acetilcolina). 

b )Receptores metabotrópicos: son 7TMB-R (como los receptores muscarínicos de la 

acetilcolina). 

PROTEINAS CINASAS 

En general la activación de los efectores inicia la producción de segundos mensajeros, que 

permiten la propagación y la amplificación de la señal a través de la activación de proteínas 

cinasas, como la proteína cinasa dependiente de AMPc (PKA), la proteína cinasa activada por 

calcio y dependiente de fosfolípidos (PKC), la proteína cinasa multifuncional activada por 

calcio/calmodulina (CaM-KII), etc. (Simon et al., 1991). 
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Las proteínas cinasas son enzimas que ca tal izan la transferencia de un grupo fosfato del 

ATP y algunas veces del GTP hacia un aminoácido de una proteína (en eucariontes, 

preferentemente residuos treonina, serina y tirosina), provocando cambios conformacionales y 

modificando así, su funcionalidad (Hug y Sarre, 1993). 

Las cinasas participan en muchas de las cascadas de transducción de señales que son 

importantes en la modulación de funciones neuronales como la síntesis de neurotransmisores, las 

conductancias de los canales ionicos, la plasticidad sináptica, etc. 

PROTEINA CINASA DEPENDIENTE DE AMPc 

La PKA, se encuentra casi por completo en el citoplasma como tetrámero (R2C2) en forma 

inactiva, que en respuesta a la elevación del AMPc se disocia; cada subunidad regulatoria (R) 

se une a 2 moléculas de AMPc, dejando libre a la subunidad catalítica (C) en forma activa. La 

subunidad R se localiza principalmente en el citoplasma, siendo una de sus funciones establecer 

la distribución diferencial de las isoformas, las cuales se encuentran asociadas a diferentes 

estructuras como la membrana plasmática, dendritas, citoesqueleto, etc. Mientras que la 

subunidad R interviene en la localización de la PKA inactiva, la subunidad C participa en la 

traslocación hacia compartimientos celulares específicos después de su activación (Scott y 

Soderling, 1992). 
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CREB es una proteína que en su estado fosforilado se une al DNA y activa genes 

inducibles por AMPc. La subunidad catalítica de la PKA al disociarse puede traslocarse hacia 

el núcleo donde fosforila a CREB (Nigg et al., 1985). 

PROTEINA CINASA CALCIO/CALMODULINA DEPENDIENTE 

Las CaM-KII son una familia de holoenzimas formadas de 6 a 12 subunidades, 3 de las 

isoformas son específicas de neuronas: alfa (54kDa), beta (60kDa) y beta prima (59kDa); la 

gama (59kDa) y la delta (60kDa) se distribuyen más ampliamente (Colbran et al., 1993). Un 

segmento de la proteína esta posicionado en su sitio activo, de manera que bloquea el acceso de 

los sustratos. La unión de Ca++/ calmodulina rompe la interacción autoinhibitoria de la cinasa 

permitiendo la fosforilación de sustratos, así como la autofosforilación en el dominio 

autoinhibitorio causando la formación de una cinasa activada independiente de Ca++ (Smith et 

al., 1992). La elevación del calcio intracelular regula respuestas celulares prolongadas. La mayor 

parte de la CaM-KII se localiza en el citoplasma, sin embargo uno de los miembros de la familia 

recién caracterizados (CaM-KIV) es abundante en axones y en núcleos (Scott y Soderling, 1992; 

Colbran et al., 1993). 

PROTEINA CINASA ACTN ADA POR CALCIO Y DEPENDIENTE DE FOSFOLIPIDOS 

El sistema de traducción de señales que involucra a la PKC, resulta de gran interés por 

la variedad de procesos en los que participa y de tejidos en los que se distribuye (Nishizuka, 

1988). 
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Se sabe que ciertas señales extracelulares interaccionan con receptores de membrana que 

activan a la fosfolipasa C (PLC), la cual interviene en la hidrólisis del fosfatidflinositol (Ptdlns) 

produciendo dos segundos mensajeros: diacilglicerol (DG) e inositol 1,4,5,trifosfato (lnsP3), los 

cuales dirigen la activación de la PKC (Berridge e Irvine, 1984). El DG aumenta la constante 

de velocidad de fosforilación del sustrato (Mosior y Epand, 1993) y el InsP3 estimula la 

movilización del calcio desde el retículo endoplásmico (Berridge e lrvine, 1984). El calcio es 

requerido para la activación de la enzima, en algunos casos promueve la unión de la PKC a la 

membrana plasmática (Wolf et al. , 1985). 

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LA PROTEINA CINASA C 

La PKC es una enzima compuesta de una cadena peptídica única, con un peso molecular 

que varía desde los 76 a los 96 kDa según el tipo de isoenzima de que se trate (Hug y Sarre, 

1993). Se han identificado doce isoenzimas (Dekker y Parker, 1994), las cuales presentan un 

patrón específico de distribución tanto intercelular como intracelular, así como propiedades 

enzimológicas diferentes, lo que sugiere que cada una desempeña una función particular en cada 

tipo de célula (Nishizuka, 1988). 

Basándose en su patrón de elución en columnas de hidroxiapatita, a las isoenzimas 

dependientes de calcio (PKC convencionales) se les ha designado tipo 1 (gama), tipo 11 (beta 1 

y 11) y tipo 111 (alfa) (Kikkawa et al., 1987); por otro lado, a las PKC no dependientes de calcio 
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(PKC novel) se les reconoce como: delta, epsilon, eta, teta y my (homólogo de eta)(Ono et al., 

1988) y a las no activadas por ésteres de forbol son: zeta, iota y lamda (Dekker y Parker, 1994) 

(Diagrama 2). 

La secuencia primaria de las isoformas de la PKC presenta varias regiones funcionales, 

siendo las del dominio catalítico y el sitio de unión del nucleótido, invariables en todas ellas; 

en contraste, el dominio regulatorio, en el que se encuentra el sitio de unión 

del sustrato, suele ser más específico (Parker et al., 1989) (Diagrama 2). 

Las isoenzimas alfa, beta y gama presentan cuatro secciones conservadas ( C 1-C4) y cinco 

variables (Vl-V5); el resto de las isoenzimas no tienen la sección C2. Al dominio regulatorio 

de la cadena pertenecen las regiones Cl, C2, Vl, V2 y parte de la V3 (región de unión, situada 

entre el dominio catalítico y el regula torio), mientras que el resto de la cadena corresponde al 

dominio catalítico (Parker et al. , 1989) (Diagrama 2). 

La región C 1 contiene secuencias repetidas de cisteína que parecen ser esenciales para la 

unión del DG y los ésteres de forbol. Entre los residuos 13-30 existe una secuencia semejante 

a la región de reconocimiento del sustrato natural para la cinasa, pero que carece de los residuos 

fosforilables (serina o treonina), por lo que se presume como dominio autoinhibitorio, que 

mantiene la actividad de la cinasa en sus niveles basales (House y Kemp, 1987; Hardie, 1988). 

No se conocen bien los sitios de unión para cofactores como la fosfatidilserina (FtdSer) ni para 

14 



DIAGRAMA 2.- DOMINIOS ESTRUCTURALES DE LAS ISOFORMAS DE 
LA PROTEINA CINASA C. 
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el Ca++, sin embargo la región C2 parece conferir a las isoenzimas alfa, beta y gama la 

dependencia al Ca++ ( Ono et al., 1988; Parker et al., 1986). Los estudios realizados indican que 

la región Vl interviene en la selectividad del sustrato y sugiere que cada isoenzima tiene 

sustratos blanco que no pueden ser fosforilados por el resto de las isoformas. Por otra parte, la 

región C3 muestra un sitio de unión para A TP, su deleción elimina la actividad catalítica y 

además presenta gran similitud con los dominios de este tipo en otras cinasas, por lo que es es 

evidente que constituye el dominio catalítico (Azzi et al., 1992; Nishizuka, 1988 ; Parker et al., 

1989) (Diagrama 2). 

MECANISMOS DE ACTIV ACION DE LA PROTEINA CINASA C. 

La activación puede ser resultado de varios mecanismos: comúnmente modificaciones 

covalentes de esta enzima como la fosforilación y la acetilación, y no covalentes como la 

presencia de cofactores. Estas modificaciones ocurren generalmente en el dominio regulatorio, 

pero también en el catalítico (Girault, 1993). Además, se ha observado la translocación de la 

enzima a compartimientos celulares específicos cuando esta es activada (Kraft y Anderson, 

1983). 

En la activación de la PKC esta involucrado un sistema de transducción de señales 

activado por diversos tipos de moléculas externas, las ·cuales incrementan los niveles 

intracelulares de Ca++ y modifican el metabolismo de lípidos entre los que se incluyen 

fosfolípidos, diacilgliceroles y ácidos grasos. Los fosfolípidos como la FtdSer funcionan como 
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cofactores, su unión a la enzima es necesaria para su activación, pero no la induce. Se ha 

encontrado que las velocidades de fosforilación del sustrato y la unión de la enzima a la 

membrana son reguladas específicamente por las concentraciones de FtdSer (Mosior y Epand, 

1993). En algunos casos ésta puede ser reemplazada por otros lípidos aniónicos (Newton y 

Koshland, 1989). La liberación de DG a partir de fosfatidílinositol 4,5 bifosfato (Ptdlns4,5P2) 

o fosfatidilcolina (PC) causa su unión a la PKC (la interacción es esteroespecífica y se efectúa 

con regiones hidrofóbicas e hidrof11icas del DG, lo que provoca la intemalización de la enzima 

en la membrana) y simultáneamente provoca su activación. El DG funciona como activador 

incrementando la afinidad de la PKC por la membrana plasmática y aumentando su velocidad 

catalítica (Mosior y Epand, 1993); los ésteres de forbol 

la estimulan por mecanismos similares (Azzi et al, 1992). Se ha encontrado que las distintas 

isoformas poseen sensibilidades específicas al DG y se ha sugerido que esta depende también, 

de la composición de la membrana con la que interactúan (Parker, et al., 1989) (Diagrama 3). 

En experimentos realizados in vitro, se encontró que las PKC alfa y beta-1 humanas 

pueden ser activadas por Ptdlns4,5P2 y Ptdlns sustituyendo al DG y la FtdSer, como activador 

y cofactor respectivamente (Kochs et al., 1993). Por otra parte mientras que los ácidos grasos 

cis-insaturados activan a la PKC soluble, el DG activa la enzima asociada a membrana (Khan 

et al., 1992). 
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Cuando la activación es mediada por ésteres de forbol, posterior a esta se observa una 

degradación o regulación hacia ahajo de la PKC. Se sospecha que in vivo las proteasas I y II 

dependientes de calcio (calpainas) las cuales son activas en el rango micromolar y milimolar 

de calcio respectivamente, efectúan esta reacción, dado que in vitro la activación de la PKC 

puede efectuarse por medio de la degradación por tripsina o calpaina. Estas enzimas provocan 

la formación de dos fragmentos diferentes, en uno se encuentra el sitio regulatorio y en el otro 

el sitio catalítico; este último es activo en la ausencia de activadores (Kishimoto et al., 1989). 

Además se ha encontrado que in vitro, cada una de las isoformas presenta una sensibilidad 

específica a su degradación (Huang et al., 1993). 

La PKC recién sintetizada se presenta como una forma no fosforilada e inactiva de 74 

kDa, que es convertida a una forma activada de 77-80 kDa mediante modificaciones 

postranscripcionales que consisten al menos de dos fosforilaciones (probablemente 

autofosforilaciones )(Bomer et al. , 1989). Se ha mostrado que la autofosforilación altera la 

afinidad de los ésteres de forbol por la proteína y se ha notado que provoca un incremento en 

su sensibilidad hacia el Ca++ (Azzi et al., 1992). 

La activación de la PKC involucra en muchos casos una redistribución intracelular de 

esta enzima. Su redistribución se ha observado en diferentes tipos celulares y hacia distintos 

compartimientos dependiendo del estímulo. En neutrófilos, la distribución de la PKC entre el 

citosol y la membrana plasmática, presenta un equilibrio dinámico controlado por los niveles de 

calcio libre. En varias líneas celulares estudiadas, la PKC alfa parece estar localizada en el 
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DIAGRAMA 3. ACTIVACION DE LA PROTEINA CINASA C. 
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citoplasma y debido a tratamientos prolongados con PMA (forbol 12-miristato 13-acetato) se 

observa una traslocación hacia la membrana celular, y posteriormente una regulación hacia 

abajo (Hug y Sarre, 1993). En fibroblastos Swiss 3T3, la PKC se asocia a la fracción nuclear 

después del tratamiento con el factor de crecimiento-! parecido al de la insulina, mientras que 

el movimiento de la enzima se efectúa hacia la membrana celular en presencia de bombesina 

(Divecha et al., 1991). 

DISTRIBUCION TISULAR E INTRACELULAR DE LAS 

ISOFORMAS DE LA PROTEINA CINASA C 

Las isoformas de la PKC presentan especificidad celular. Han sido mapeadas utilizando 

diferentes técnicas como la hibridización histoquímica in situ e inmunocitoquímica obteniéndose 

resultados similares (Tanaka y Saito, 1992). 

Se ha identificado la expresión de las isoenzimas en diferentes tejidos encontrándose que 

la isoforma alfa presenta una distribución universal, es decir se encuentra ampliamente expresada 

en muchos tejidos (Nishizuk:a, 1988); las PKC beta 1 y 11 se distribuyen ampliamente, se 

localizan en varios tejidos como el cerebro, tejidos endocrinos, islotes pancreáticos, en la 

glándula pituitaria, el corazón, el riñón, el pulmón, etc. (Nishizuk:a, 1988); mientras que la 

gama se encuentra únicamente en el Sistema nervioso central (SNC) (Tanaka y Saito, 1992); 

"eta" es la única subespecie que se expresa más abundantemente en tejidos periféricos que en el 
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SNC, se encuentra principalmente en la piel y el pulmón (Osada et al., 1990); las isoformas 

delta, zeta y epsilon se expresan en varios tejidos (Ogita et al., 1990; Hug y Sarre, 1993). 

La mayoría de las isoformas se expresan en el SNC; existen neuronas que no expresan 

ninguna de ellas, en algunas neuronas se expresa solo un tipo de isoforma y en otras más de un 

tipo (Tanaka y Saito, 1992). En el SNC la PKC alfa se expresa menos abundantemente que las 

isoformas beta y gama, encontrándose primordialmente en el bulbo olfatorio, el núcleo 

septohipocampal, las regiones CA2 Y CA3 del hipocampo y estratum radiatum del hipocampo, 

islotes de Calleja y la parte intermedia del núcleo septo lateral (lto et al. , 1990). 

La PKC beta-! se expresa fundamentalmente en el núcleo septal triangular, el núcleo 

pontino, la materia gris y el núcleo del coliculus de la médula espinal (Hosoda et al., 1989). La 

PKC beta 11 se expresa abundantemente en la región CA 1 del hipocampo, caudado y putamen, 

neocorteza, tubérculo olfatorio, núcleo acumbens y substancia nigra (kose et al., 1990). La 

PKC gama se encuentra de manera abundante en el hipocampo, la neocorteza, el tálamo, el 

complejo amigdalino, el cerebelo, el núcleo coclear, el bulbo olfatorio, el tubérculo olfatorio, 

el núcleo olfatorio anterior y en la placa molecular del cerebelo (Tanaka y Saito, 1992; Huang 

et al., 1988). Epsilon es prominente en el bulbo olfatorio, el tubérculo olfatorio, el septo lateral 

y el hipocampo. (Tanaka y Saito, 1992). La isoforma delta se localiza en el bulbo olfatorio, la 

corteza cerebral, el septo lateral, el tálamo, el núcleo coclear, el cerebelo y en las líneas 

superficiales de la médula espinal. (Merchenthaler et al., 1993). Es importante resaltar que el 

hipocampo, es una región del cerebro que muestra múltiple expresión de las isoenzimas en una 
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misma neurona y además las PKC convencionales se expresan de forma abundante. 

También, en el SNC las isoformas presentan una distribución intracelular específica. Delta 

se encuentra primordialmente en neuronas, siendo prominente en el pericarion, ocasionalmente 

se encuentra en dendritas, fibras de axones y terminales nerviosas. El análisis del núcleo 

posterolateral del tálamo reveló que el núcleo celular, el retículo endoplásmico y la membrana 

plasmática son positivas a esta isoenzima (Merchenthaler et al., 1993). 

FUNCIONES DE LA PROTEINA CINASA C 

Las funciones de la PKC son específicas en cada tipo de tejido y para cada isoforma (Hug 

y Sarre, 1993). Participan en secreción y exocitosis, modulan la conductancia ionica (Shearman 

et al. , 1989), regulan la interacción de receptores con componentes del aparato de transducción 

de señales, la contracción de músculo liso, la velocidad de transcripción de algunos genes y la 

proliferación celular (Nishizuka, 1988; Ogita et al. , 1990), etc. 

En el SNC las isoformas controlan el movimiento de ciertos iones a través de la 

membrana plasmática mediante bombas iónicas, intercambiadores y canales, y por lo tanto 

modulan la concentración de iones, el potencial de membrana, y las señales eléctricas (Nishizuka, 

1991), participan en la plasticidad sináptica (Akers y Routtenberg, 1985), etc. Se conocen varios 

sustratos de la PKC implicados en las funciones neuronales, como la neurogranina, que se 
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expresa paralelamente a la PKC gama en el cuerpo celular y en las dendritas de neuronas 

corticales e hipocampales; y la neuromodulina, proteína que parece desempeñar una función 

importante en el crecimiento neuronal, la plasticidad sináptica, la liberación de neurotransmisores 

y el metabolismo de fosfolípidos entre otros (Huang y Huang, 1993). 

La diferenciación inducida por PMA o inhibida por estaurosporina en neuroblastoma 

(línea celular SH-SY5Y) ha sugerido que las isoformas presentes, desempeñan una función 

específica en la diferenciación neuronal. Se ha encontrado que mientras las isoformas alfa y beta 

se expresan abundantemente, la gama y la epsilon se encuentra en menores cantidades. Además, 

paralelamente a la extensión de los procesos a causa de la estimulación durante 72 horas con 1 O 

nM PMA, se observa un decremento significativo de las isoenzimas alfa y epsilon, no siendo 

afectada la isoforma beta (Leli et al. , 1993). 

La función que cumple la PKC en el SNC resulta de primordial interés, por estar 

implicada en funciones cerebrales tales como el aprendizaje y la memoria (Bliss y Collingridge, 

1993) y además porque se han encontrado evidencias que la involucran directamente en la 

regulación de las funciones nucleares (Ogita et al., 1990; Divecha et al., 1993). 
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ANTECEDENTES DE LA PRESENCIA DE LA PROTEINA CINASA C 

EN EL NUCLEO CELULAR. 

Las evidencias que apoyan la participación de la PKC en las funciones nucleares pueden 

agruparse en 2 tipos: 

1 )Existencia de sustratos localizados en el citoplasma, que son fosforilados por la PKC 

y consecuentemente traslocados al núcleo (Leonardo y Baltimore, 1989). 

2)Localización nuclear de sustratos de esta cinasa (Beckmann et al., 1992; Mahoney, 

1992; Hocevar et al., 1993; Corbett et al., 1993). En este caso puede existir una traslocación 

de la PKC hacia el núcleo cuando es activada (Malviya, 1992) o una localización permanente de 

la enzima en el núcleo (Greif et al., 1992). 

En el primer tipo de evidencias de la participación nuclear de la PKC se encuentran 

aquellas en las que ha sugerido la activación de factores de transcripción (Diagrama 3). 

El factor NF-kB es una proteína que se une a la región potenciadora kB presente en la 

secuencia reguladora de algunos genes. NF-kB se localiza en el citoplasma unido a una proteína 

inhibidora (lkB), en presencia de ésteres de forbol se trasloca hacia el núcleo, donde se une al 

DNA. Por estudios realizados in vitro, se ha sugerido que la capacidad de los ésteres de forbol 

para activar al NF-kB se debe a la fosforilación del lkB por la PKC, que causa la liberación del 
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NF-kB (Leonardo y Baltimore, 1989). 

El factor de transcripción AP-1 posee actividad de unión al DNA, es un dímero 

constituido por múltiples proteínas incluyendo todos los miembros de la familia de genes Fos y 

Jun. Estos funcionan como genes tempranos que en condiciones basales, se expresan en niveles 

relativamente bajos o bien están ausentes y que son inducidos trascendentalmente por un amplio 

rango de estímulos extracelulares. Por experimentos in vitro se ha sugerido que la fosforilación 

de la región terminal carboxilo de jun, provoca un decremento en su actividad de unión al 

DNA, mientras que la fosforilación de la región amino terminal la incrementa. La fosforilación 

de fos incrementa su habilidad para inhibir la transcripción mediada por el elemento de respuesta 

al suero. Sin embargo dada la variedad de proteínas cinasas que fosforilan ha estos factores in 

vitro y las condiciones requeridas, es difícil determinar que cinasa fosforita a estas proteínas en 

circunstancias fisiológicas (Abate et al., 1993). 

Se ha encontrado, que en las neuronas en general existe una conexión funcional entre la 

activación de la PKC gama y la expresión del gen c-fos (Ambalavanar et al., 1993) y se ha visto 

que in vitro la PKC fosforila a las proteínas fos y jun (Abate et al., 1993). Además se ha 

encontrado que los genes que contienen el elementos de respuesta a los ésteres de forbol como 

la colagenasa, jun/ APl, c-fos, c-myc, metaloproteínas, etc., poseen velocidades de transcripción 

moduladas por los ésteres de forbol y la PKC, sin embargo no se conocen los mecanismos 

exactos de regulación (Cantley et al., 1991). 
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La proteína C/EBP (miembro de la familia bZIP de proteínas que se unen al DNA) y la 

PKC se colocalizan en los núcleos de hígado de rata. In vitro, se ha demostrado que la 

fosforilación selectiva de la ser299 por la PKC, provoca una modificación en C/EBP que atenúa 

su unión al DNA, y que este aminoácido no puede ser fosforilado si C/EBP esta unido al DNA, 

de manera que puede inferirse que la fosforilación es un medio de regulación de su actividad de 

unión. Se encontró además, que las PKC 11 y 111 son más potentes que la 1, sin embargo no se 

halló ninguna secuencia consenso típica para la fosforilación por la PKC (Mahoney et al,. 

1992). 

En segundo lugar, la traslocación de la PKC al núcleo ha sido verificada por estudios 

de diversa índole. Utilizando constructos mutantes de la PKC alfa se encontró que la región 

carboxilo terminal del dominio catalítico y la región V3 exhiben en su secuencia primaria, al 

menos dos regiones separadas que poseen alta afinidad por sitios presentes en la envoltura 

nuclear. Dado que la región carboxilo terminal esta conservada en las diferentes isoformas, a 

diferencia de la región V3, se sugiere que los sitios representan secuencias de unión al núcleo, 

las cuales son una común y la otra especifica a las diferentes isoenzimas (James y Olson, 1992; 

Malviya, 1992). 

Empleando diferentes ligandos en distintos tipos celulares se ha encontrado que, la 

traslocación hacia un compartimiento celular es específica tanto para el ligando como para el tipo 

de isoenzima (Hug y Sarre, 1993). 
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En la membrana de los linfocitos B, se expresan moléculas del complejo principal de 

hístocompatibilidad clase II (MHC-II), que actúan como ligandos para los receptores del linfocito 

T (TCR). Las moléculas MHC-II, están codificadas en el genoma de ratón por los genes 1-A e 

1-E. La interacción del TCR del linfocito T con el MHC-11 del linfocito B, estimula la 

proliferación de estos últimos, pues las moléculas MHC-11 están asociadas a proteínas 

transmembranales transductoras de señales. Dado que los anticuerpos anti 1-A y anti 1-E simulan 

el efecto de los TCRs, es decir inducen la proliferación de linfocitos B, se emplearon estos 

anticuerpos, con el fin de analizar los efectos que tiene la estimulación de los receptores MHC-II 

en el metabolismo, los niveles intranucleares y la compartamentalización de la PKC en los 

linfocitos B. Se encontró que ambos anticuerpos monoclonales inducen la traslocación de la PKC 

al núcleo, de manera rápida, tras la estimulación de los receptores durante 2-4 minutos. Además 

los anticuerpos anti 1-A e 1-E no inducen un cambio detectable en el metabolismo de los 

fosfolípidos o los niveles de calcio libre, por lo que tampoco se observa una traslocación de la 

PKC citoplasmática hacia la membrana plasmática. Estos estudios se complementaron con 

trabajos de inmunofluorescencia en donde se observó que la asociación de la PKC es 

probablemente con la membrana nuclear, y dado que dicha asociación no se rompe por agentes 

no iónicos (concentraciones menores o iguales a l % de detergente NP40) se sugiere que la PKC 

no se une a lípidos (Chen et al., 1987). 

La estimulación de los fibrobastos IIC9 con alfa trombina provoca un incremento en los 

niveles de DG, la asociación de la PKC a la membrana nuclear y la fosforilación de sustratos 

endógenos en núcleos intactos que contienen ambas membranas. En estas células se expresan las 
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isoformas alfa, epsilon y zeta, las cuales en condiciones basales se distribuyen principalmente 

en el citoplasma. El tratamiento durante 10 minutos con 200 nM PMA disminuyó las 

concentraciones de las PKC epsilon y alfa en el citoplasma, pero en los núcleos, los niveles de 

alfa se elevaron 10 veces, mientras que los niveles de epsilon permanecieron constantes. Por otro 

lado, la estimulación durante 1 minuto con alfa trombina (500 ng/ml) provoca un incremento de 

3 veces de la PKC alfa en el núcleo, los niveles de epsilon aumentan 2.5 veces en la membrana 

plasmática y se mantienen en el núcleo (Leach et al . , 1992). 

En núcleos intactos, obtenidos de cerebro de bovino se encontró, a las isoformas alfa y 

gama de la PKC asociadas a las membranas nucleares y se observó poca reactividad para beta. 

Además se demostró que la PKC exógena puede ser activada por las membranas nucleares, que 

la PKC asociada a núcleo no es activada por ésteres de forbol (PDBu) ni dioleina, a menos que 

sean tratadas con detergentes. Lo que sugiere que la interacción de la PKC es probablemente con 

lípidos y no con proteínas (Buchner et al., 1992). 

Por último, en determinados tipos de células se ha encontrado a la PKC localizada en el 

núcleo de forma permanente. Análisis realizados in vitro, en células de hígado de rata se ha 

reconocido la localización de una PKC nuclear con base a sus distintos requerimientos de 

cofactores en comparación con la PKC citoplasmática. La máxima actividad de estas enzimas 

se alcanza a concentraciones de 3.5 mM y de 1.75 mM de ca+2 en la fracción nuclear y la 

citoplasmática respectivamente. La PKC nuclear requiere la concentración de calcio óptima, tanto 

para obtener una mayor eficiencia en la activación por ésteres de forbol como para activar al 
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máximo a esta enzima (Masmoudi et al., 1988). Mientras que en la fracción citosólica los ésteres 

de forbol reducen la constante de activación aparente (concentración para obtener la estimulación 

media-máxima) y por tanto la PKC puede ser activada por fosfatidilserina y 12-0-tetradecanoil 

forbol 13-0-acetato en ausencia de calcio (Wolf et al., 1985). 

Empleado inmunofluorescencia e inmunodetección in vitro se mostró que la PKC L 

(homólogo de eta) de 86 kDa se encuentra de manera específica y permanente en los núcleos de 

las líneas celulares A431, SCL 1 Y HaCaT derivadas de piel humana. La alta afinidad por los 

ésteres de forbol en el núcleo, también revela la presencia de la isoforma, sin embargo la señal 

fue menor que la observada por la inmunodetección, debido probablemente a no tener pleno 

acceso el forbol a las moléculas de PKC del núcleo (Greif et al., 1992). 

Además la localización de la PKC en el núcleo celular esta apoyado por diferentes 

estudios: diversos componentes del sistema de transducción de señales que activan a la PKC en 

la membrana plasmática han sido detectados en el núcleo. En núcleos purificados de hígado de 

rata libres de contaminación microsomal, se encontraron sitios específicos para la unión de 

(32P)InsP3, con una densidad de 8.9 fmol/mg de proteína y con una alta afinidad (KD = 0.11 

nM). Dichos receptores median una rápida liberación del calcio hacia la matriz. La entrada de 

45Ca++ al núcleo parece ser dependiente de ATP y las concentraciones de calcio intranucleares 

son independientes de las del citoplasma. Estos hallazgos resultan importantes ya que los 

movimientos del calcio nuclear podrían estar vinculados con la activación de la PKC asociada 

a las membranas nucleares y/o a la fosforilación de proteínas nucleares, incluyendo aquellas 
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involucradas en la transcripción (Malviya et al., 1990). 

Además existen evidencias que indican la presencia de todas las enzimas necesarias para 

sintetizar polifosfoinosítidos en el núcleo. Al incubar núcleos purificados de hígado de rata con 

(32P)A TP se observa la incorporación de fósforo radioactivo en inosítidos nucleares, con un 

patrón diferente al observado en la membrana plasmática (Divecha et al., 1993). 

Por otra parte, la estimulación de fibroblastos Swiss 3T3 con el factor de crecimiento 

insulínico-1 provoca un decremento del Ptdlns4,5P2 y un incremento del DG en el núcleo; este 

efecto no se presenta en la membrana plasmática y además provoca la traslocación de la PKC 

(80 kDa) citoplasmática hacia el núcleo antes de 1 hr., cuando se registran los niveles de DG 

más altos (Divecha et al. , 1991). 

Utilizando núcleos y membranas nucleares de corteza de cerebro de bovino, a los que 

se añadió proteína nuclear, se encontró que existen sustratos de cinasas cuya fosforilación es 

susceptible a inhibición por bajas concentraciones de inhibidores de PKC y los cuales son más 

eficientemente catalizados por la adición de la enzima. Dos de los sustratos nucleares fueron 

identificados como Lamina B2 y la proteína nucleolar B23 (Beckmann et al., 1992). 

Todos los resultados señalados anteriormente sugieren la existencia de un sistema de 

traducción de señales en el núcleo, en el que se encuentra implicada la PKC, que es distinto al 

localizado en la membrana plasmática, y que se encuentra bajo el control de receptores 
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localizados en la superficie celular. 

NEUROTRANSMISORES Y REGULACION DE LA TRANSCRIPCION 

Esta bien caracterizado que las señales trans-sinápticas provocan respuestas rápidas en las 

neuronas, que ocurren de milisegundos (por ejemplo la apertura de canales) a segundos o minutos 

(ej. eventos mediados por segundos mensajeros). Estudios recientes han revelado que la 

activación trans-sináptica también respuestas de larga duración (importantes en la plasticidad 

sináptica) que en muchos casos va acompañada de la inducción de nuevos programas genéticos 

(Goelet et al., 1986). Muchos de estos cambios ocurren en la densidad sináptica, la expresión 

de receptores y canales ionicos, la sintesis de neurotrasmisores. 

Así aunque la función mejor caracterizada de los neurotransmisores es la regulación de 

la comunicación trans-sináptica en el SNC y el sistema nervioso periférico, estos también regulan 

cambios de larga duración que afectan las propiedades de las neuronas y otras células post

sinápticas (Greenberg et al., 1986). 

Los genes que responden a la estimulación trans-sináptica se dividen en 2 tipos: 1) genes 

tempranos: aquellos que son activados rapidamente, en general son proteínas regulatorias de los 

genes del tipo 2 y 2)Genes de respuesta tardia:se requiere de la sintesis de proteínas para ser 

activados, su función es principalmente en la respuesta neuronal. 
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La acetilcolina (Ach) es un neurotransmisor que interactúa con receptores específicos de 

las membranas presinápticas, postsinápticas y gliares y que participa en diversas actividades 

fisiológicas; por ello, existen receptores a Ach muy diversos en su estructura, vías de regulación 

y cascadas de transducción de señales asociadas. La transducción de señales mediada por Ach 

ocurre a través de dos clases de superfamilias de receptores conocidas como muscarínicos 

(mAchR) y nicotínicos (nAchR), debido a su afinidad por la muscarina y nicotina, 

respectivamente (Hosey, 1992). 

Los mAchR, son receptores asociados a proteínas G. Están constituidos por una única 

subunidad que posee siete regiones transmembranales. Al interactuar la Ach con la región 

extracelular del receptor (constituida por varios dominios hidrofóbicos), este sufre un cambio 

conformacional en el dominio citoplasmático, el cual le permite interactúar con una proteína G. 

Se han identificado al menos cinco subtipos de mAchR y todos se expresan en el SNC, son 

designados : MI , M2, ... M5. Cada uno presenta un dominio citoplasmático característico, con 

la capacidad de estimular distitos tipos de proteínas G (Hosey, 1992). 

Las respuestas inducidas por los agonistas varían de acuerdo al tiempo de estimulación 

de los receptores. Se ha observado que in vitro, en cultivos primarios, con líneas celulares y en 

porciones de tejido, la interacción prolongada del mAchR con agonistas muscarínicos induce 

una respuesta de desentización seguida de la regulación hacia abajo de los receptores. 
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Una respuesta de corta duración es la internalización o secuestro de los receptores, que 

se efectúa minutos después de la estimulación con el agonista, horas después se observa la 

degradación de los mismos en el interior de la célula. Los efectos regulatorios de larga duración 

establecen un nuevo estado estacionario de los niveles de síntesis de RNAm del receptor. 

En las células PC12, se ha demostrado que la transcripción del proto-oncogen fos y la 

actina, que son activados por factores de crecimiento, también pueden ser inducidos por agonistas 

nicotínicos. La exposición con 100 uM de nicotina incrementa 10 veces la concentración de c

fos, en los primeros 5 a 15 minutos y decrece después de los 30 minutos. Se encontró que la 

estimulación de c-fos y la actina son específicos, ya que no se estimula la transcripción de genes 

como la alfa tubulina y c-raf. Además se encontró que la activación es dependiente de la dosis, 

la concentración mínima de nicotina que induce una respuesta es 1 O uM y la máxima 100 uM 

( Greenberg et al., 1986). 

En el caso de los mAchR, utilizando cultivos de células de corazón de embrión de pollo, 

los cuales fueron tratados con carbacol (agonista colinérgico muscarínico) (1 uM-1 mM), se 

encontró que se requiere de una exposición prolongada al carbacol para mantener niveles bajos 

de RNAm del mAchR y se necesita de al menos 12 horas después de eliminar al agonista, para 

regresar a los niveles basales del RNAm. Se encontró que existe un decremento en el número 

de los receptores dependiente de la dosis. A los primeros minutos de estimulación, el número 

de receptores empieza a disminuir encontrándose que a los 3 minutos de estimulación el 30 % 

de los mAchR han desaparecido; a las 6 horas de tratamiento se llega a una fase estacionaria en 
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donde se mantiene constante el número de mAchR por aproximadamente 24 horas. Se ha 

sugerido que el agonista induce cambios en los niveles del RNAm del receptor a nivel 

transcripcional, debido a que la vida media de los RNAm no se ve afectada y a que la 

actinomicina D (inhibidor de la síntesis de RNAm) no afecta los niveles del receptor. En 

corazón de pollo, la activación de los mAchR provoca la inhibición de la adenilato ciclasa y la 

estimulación de la hidrólisis del Ptdlns; ambos mensajeros se sabe que alteran la velocidad de 

transcripción (Habecker y Nathanson, 1992). 

Estudios bioquímicos han demostrado que la estimulación de los mAchR de células de 

corteza cerebral con carbacol , provoca la hidrólisis de Ptdlns y la consecuente activación de 

la PKC; además puede generar diferentes respuestas entre las que se incluyen la desensibilización 

de los receptores (Huizen y Tonnaer, 1993). 

Por otra parte, también por estudios bioquímicos se ha demostrado que existe en el 

hipocampo una fuerte estimulación del sistema de Ptdlns por agonistas muscarínicos, y se ha 

visto que aunque la PKC no media todas las acciones de estos receptores, si inhibe respuestas 

colinérgicas en varios tejidos. (El-Fakahany et al., 1988). 
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Con estos antecedentes, en el presente estudio se plantearon los siguientes objetivos: 

1. -Determinar cuáles de las isoenzimas de la proteína cinasa C más 
abundantes en el cerebro de mamíferos (alfa, beta, gama y epsilon) existen 
en el núcleo de las neuronas de hipocampo de rata. 

2.-Determinar la distribución de cada isoenzima en diferentes 
fracciones nucleares de neuronas de hipocampo de rata. 

3. -Determinar cuáles de estas isoformas se regulan o traslocan en las 
fracciones nucleares por efecto específico del agonista colinérgico 
carbacol. 
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MATERIALES Y METODOS 

1.-MEDIOS DE CULTIVO 

Los medios DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium)(Morton, 1970) Y 

F12 (Ham, 1965) se obtuvieron de GIBCO BRL. Se les agregó 33 mg de penicilina G potásica, 

50 mg de sulfato de estreptomicina y 1.2 g de NaHC03 por litro. El medio N2 se preparó 

haciendo una mezcla 1: 1 de medio DMEM/F12 suplementandolo con 10.0 ug/ml de insulina, 

100.0 ug/ml de transferrina, 6.28 ng/ml de progesterona, 16.1 ug/ml de putresina, 5 .19 ng/ml 

de selenita de sodio y 5 mM de Hepes. Fueron esterilizados por filtración con millipore de 0.45 

um y mantenidos a 4ºC. 

2. -ANTICUERPOS 

Los anticuerpos específicos contra las isoformas alfa, beta, gama y epsilon de la proteína 

cinasa C se adquirieron de GIBCO BRL. Estos fueron generados en conejos utilizando péptidos 

con la secuencia correspondiente a la región V3 de la cinasa. 
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La región V3 de la isoforma alfa reconocida por los anticuerpos anti PKC alfa 

corresponde a los aminoácidos 313 a 326: 

ala-gly-asn-lys-val-ile-ser-pro-ser-glu-asp-arg-arg-gln. 

Los anticuerpos anti PKC beta reconocen la secuencia de aminoácidos del 313 al 329 de 

esta isoforma (no distinguen entre PKC beta 1 y 11): 

gly-prol-lys-thr-pro-glu-glu-lys-thr-ala-asn-thr-ile-ser-lys-phe y asp. 

Los anticuerpos anti PKC gama reconocen los aminoácidos 306 a 318: 

asn-tyr-pro-leu-glu-leu-tyr-glu-arg-val-arg-thr-gly. 

y los aminoácidos de la PKC epsilon, reconocidos por los anticuerpos anti PKC epsilon (313 -

326) son los siguientes: 

lys-gly-phe-ser-tyr-phe-gly-glu-asp-leu-met-pro. 

Se emplearon diluciones 1 :500 de los anticuerpos anti PKC. Los anticuerpos de ratón 

anti IgG de conejo conjugados con Peroxidasa (HRb IgG) se adquirieron de SIGMA Chem. Se 

empleó una dilución 1: 1000. Ambos anticuerpos se diluyeron en 3 ml de PBS con albúmina 

sérica de bovino al 2 % y Tween 20 al O. 05 % . 
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OTROS REACTIVOS: 

REACTIVO BRADFORD. El reactivo Bradford se obtuvo de Biorad. (100 mg de azul 

de coomassie brillante G-250 en 50 mi de etanol al 95%, 100 ml de ácido fosfórico concentrado 

y agua destilada para un volumen de 200 ml) 

LUMINOL (Diacilhidrazido cíclico): Reactivos obtenidos de Amersham (sistema de 

detección ECL). 

SOLUCION ROJO DE PON CEA U S. 0.1 % de Rojo de Ponceau S en 5 % de ácido 

acético. Fue adquirida de SIGMA Chem. 

3.-CULTIYOS PRIMARIOS DE NEURONAS DE HIPOCAMPO. 

Las neuronas de hipocampo se obtuvieron de ratas postnatales, de 7 a 8 días de edad, 

empleando 50 ratas por cultivo. 

a)PREPARACION DE LAS CAJAS DE CULTIVO.-En cada cultivo se utilizaron 12 

cajas petri de 100 x 15 mm (FALCON), las cuales fueron tratadas previamente con poli-L-lisina 

durante 24 horas a 52ºC. Se emplearon por caja, 4 mi de poli-L-lisina al 0.2 % diluida en una 

solución 0.1 M de ácido bórico pH 8.4. Posterior al tratamiento, las cajas fueron esterilizadas 
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con luz ultravioleta durante 45 minutos. Finalmente fueron lavadas con 4 mi de medio DMEM, 

después de 30 minutos el medio fue eliminado y antes de iniciar la disección, a cada caja se 

agregó 4 mi de medio D MEM con suero fetal de bovino al 20 % y se mantuvieron en la 

incubadora a 37ºC (Banker y Cowan, 1977). 

b)PREPARACION DE LAS CELULAS.-Las ratas sacrificadas por dislocación cervical 

fueron aseptizadas manteniéndolas en alcohol al 70% y en benzal, durante 3 minutos en cada 

solución, y en seguida decapitadas. El cerebro fue extraído y mantenido en solución salina estéril 

(9 gr de NaCl/ litro de agua destilada), posteriormente las meninges fueron removidas y el 

hipocampo fue disecado (Banker y Cowan, 1977). 

La solución salina en la que se mantuvo el tejido durante la disección, fue reemplazada 

por 25 mi de medio DMEM con suero. Las células se aislaron mecánicamente, resuspendiendo 

el tejido aproximadamente 40 veces utilizando una pipeta Gilson de 5 mi; posteriormente la 

suspensión celular se pasó a través de filtros de 82 y 30 um; finalmente las células fueron 

sembradas en las cajas de cultivo. Se añadieron 2 mi de la suspensión (6 millones de células/caja 

aproximadamente), completando 6 ml de medio por caja (Banker y Cowan, 1977). 

El cultivo primario se mantuvo en medio con suero durante 24 hrs., posteriormente cada 

3 días se efectuaron cambios del medio N2 (utilizando 6 mi/caja) .. 
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CULTIVO DE NEURONAS DE HIPOCAMPO DE RATA 

c )TRATAMIENTO. - Los cultivos de 11 días fueron tratados con carbacol 1 mM durante 

18 horas y/ó atropina 100 uM, aplicada 1 :30 hr. antes. Se adicionaron 50 ul de carbacol diluido 

en agua destilada (solución 100 mM) a las cajas de cultivo conteniendo 5 ml de medio N2 o 

bien 50 ul de atropina (solución 10 mM). 
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4.-PURIFICACION Y FRACCIONAMIENTO DE NUCLEOS 

Las células de 12 días fueron empleadas para determinar la presencia de la PKC. 

Todo el procedimiento de fraccionamiento se efectuó a 4ºC. El medio de cultivo fue eliminado 

y después de dos lavados con 10 ml PBS frío (solución salina amortiguadora de fosfatos: 137 

rnM de NaCl, 2.7 mM de KCl, 8.1 rnM de Na2HP03 , l.5 mM de KH2P04 , 0.9 mM de CaCl2 

y 0.5 mM de MgCl2 ), reemplazado por 1.2 mi de la solución A (Buffer 10 mM Tris/HCI pH 

7 .4, 2.5 mM de MgC12, 1.0 rnM de Pirofosfato de sodio, 1.0 mM de cloruro de zinc, 1.0 mM 

de PMSF (fluoruro de fenil metil sulfato), 25 ug/ml de aprotinina, 25 ug/ml de leupeptina y 

1.0 mM de AEBSF), conteniendo 0.32 M de sacarosa. En esta solución la monocapa de células 

fue despegada mediante el raspado de las cajas de cultivo, homogeneizada (empleando 20 

movimientos del homogenizador) y finalmente centrifugada a 300 x g durante 10 minutos para 

obtener en la pastilla, la fracción nuclear cruda; el sobrenadante se centrifugó a 130,000 x g por 

30 minutos para obtener en la pastilla un control positivo de membranas celulares que se utilizó 

en los experimentos de inmunodetección. 

La fracción nuclear cruda fue purificada empleando gradientes discontinuos de sacarosa. 

Dicha fracción se resuspendió en l ml de la solución A conteniendo una concentración 2. 2 M 

de sacarosa, encima de esta primer capa, se agregaron 3 ml de una solución 0.32 M de sacarosa 

para completar de esta manera el gradiente, el cual se centrifugó a 130,000 x g durante 30 

minutos. 
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La pastilla obtenida de esta última centrifugación, con los núcleos purificados fue 

resuspendida en 200 ul de solución B (20 mM de Tris, 0.5 mM de EDT A, 0.5 mM de EGTA, 

1.0 mM de mercaptoetanol y 25 ug/ml de aprotinina y leupeptina). 

Cuando se obtuvieron fracciones nucleares, la pastilla con los núcleos fue resuspendida 

en l ml de la misma solución incluyendo tritón X-100 al 0.4 % y se mantuvo durante 10 minutos 

a 4ºC, con el fin de solubilizar la membrana nuclear; en seguida se centrifugó a 300 x g por 10 

minutos para separar las membranas nucleares (contenidas en el sobrenadante) de la cromatina 

y el nucleoplasma (contenidas en la pastilla). 

Para concentrar las membranas nucleares, el sobrenadante se centrifugó durante 30 

minutos a 130,000 x gen la solución A conteniendo 0.32 M de sacarosa, y finalmente la pastilla 

obtenida se resuspendió en 50 ul de la solución B. Por otra parte, la cromatina y el 

nucleoplasma se incubó a 4ºC durante 15 minutos en 50 ul de la solución B conteniendo 2.5 mM 

de EDT A. En seguida la suspensión fue sonicada a 60 Hz durante 3 minutos para romper la 

cromatina y se centrifugó a 12,000 x g por 2 minutos, para obtener en el sobrenadante el 

nucleoplasma. La pastilla, conteniendo la cromatina, fue resuspendida en 100 ul la solución B 

con 0.2 M de NaCl y posteriormente centrifugada a 12,000 x g durante 2 minutos, siendo 

finalmente resuspendida en 50 ul de la solución B. 

Utilizando el método de Bradford ( 1976) se determinó la concentración de proteína de los 

núcleos enteros y de cada una de las fracciones obtenidas. Se realizaron lecturas a 560 nm. 
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Posteriormente las muestras fueron diluidas con un volumen igual de solución amortiguadora de 

Laemmli 2x (4 ml de dodecil sulfato de sodio al 10%, 2 ml de glicerol y 1.2 ml de tris 1 M (pH 

6.8) en 2.8 ml de agua destilada con azúl de bromofenol al 0.01 %), hervidas durante 7 minutos 

y almacenadas a -200C. 

5. -ELECTROFORESIS 

Se realizaron electroforesis de núcleos enteros y de todas las fracciones nucleares en geles 

desnaturalizantes de acrilamida al 103 (para 10 ml de solución se agregó 3.3 ml de acrilamida 

al 30 3, 2. 5 m1 de Tris básico l. 5 M (pH 8. 8), 100 ul de dodecil sulfato de sodio al 10 % , 100 

ul de persulfato de amonio al 10%, 4 ul de Temed y 4 m1 de agua bidestilada) con el fin de 

separar por peso molecular las proteínas de las muestras analizadas. La corrida se efectuó 

durante 30 minutos empleando 100 volts, en la que se utilizó solución amortiguadora de corrida 

de Laemmli (3 gr. de Tris, 14.4 g de glicina, SDS al 103, para 1 litro de agua bidestilada pH 

8.3). 

Se emplearon los siguientes marcadores de peso molecular, obtenidos de SIGMA Chem: 

lisozima ( 14 400), inhibidor de tripsina (21 500), anhidrasa carbónica ( 45 000), albúmina sérica 

de bovino ( 66 200) y fosforilasa B (97 400). 
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6. -INMUNODETECCION 

Las proteínas separadas por su peso molecular en los geles de acrilamida, fueron 

transferidas a membranas de nitrocelulosa (0.45 um de poro}, por elución electroforética 

(sistema semihúmedo) empleando 15 volts durante l hora. Para verificar la eficiencia de la 

transferencia, la membrana se tiñó con Rojo de Ponceau; dicho colorante se empleó para 

determinar la posición de los marcadores de peso molecular (estos fueron señalados en la 

membrana con tinta indeleble). Posteriormente, la membrana de nitrocelulosa fue lavada en PBS 

para eliminar el colorante y enseguida fue bloqueada, utilizando 25 mi de en PBS con leche en 

polvo al 1003 y mantenida en agitación durante l hora a temperatura ambiente. 

La inmunodetección se efectuó por un método indirecto: Antes de añadir el primer 

anticuerpo se eliminó la solución de bloqueo y la membrana se enjuagó 2 veces con l O mi de 

PBS. La membrana se incubó con los anticuerpos de conejo anti proteína cinasa C a 37ºC 

durante l hora agitando a 4 rpm. Posteriormente, se efectuaron 4 lavados (cada uno con 25 mi 

de PBS) con agitación vigorosa, en los dos primeros lavados se utilizó leche al 10 3 y Tween-20 

al 0.053 y en los dos último se utilizó, únicamente leche al 103, cada lavado fue de 10 

minutos. En seguida se incubó con el segundo anticuerpo (lgG anti conejo conjugado con 

peroxidasa) en las condiciones empleadas anteriormente y fue seguida de los mismos 4 lavados 

y enseguida enjuagada con PBS (Harlow y Lane, 1988). 

44 



Finalmente, la detección de las isoforrnas de la proteína cinasa C inmovilizadas en la 

membrana y conjugadas indirectamente con los anticuerpos marcados con peroxidasa, se efectúo 

por quimioluminiscencia, empleando el sistema de detección con luminol de Amersham. El 

sistema se basa en la oxidación del luminol efectuada por la peroxidasa en condiciones alcalinas; 

el luminol oxidado, se encuentra en estado exitado y decae lentamente hacia su estado basal 

emitiendo luz. La luz producida en esta reacción alcanza su máxima emisión después de los 5 

a 20 minutos y disminuye lentamente, teniendo una vida media de aproximadamente 60 minutos. 

La máxima emisión de luz se detecta a los 428 nm, longitud de onda que puede ser detectada 

en película de autorradiografía sensible a la luz azul (Amersham Life Science, 1993). 

La membrana de nitrocelulosa fue colocada en un recipiente seco, donde se cubrió con 

luminol (0.125ml/cm2
) y se incubó durante 1 minuto a temperatura ambiente; en seguida, el 

exceso de reactivo se eliminó y la membrana se envolvió en plástico (megapack), para evitar el 

contacto del reactivo con la placa de autorradiografía. En obscuridad, la placa de 

autorradiografía (X-Omat de Kodak) se colocó sobre la membrana (en la cara donde se 

transfirieron las proteínas) y la exposición se mantuvo durante un periodo de 20 minutos. 

Después de este periodo la peücula fue revelada (Amersham Life Science, 1993). 

REUTILIZACION DE LAS MEMBRANAS. La membrana fue enjuagada con PBS y 

guardada en la misma solución a 4 grados centígrados para su empleo posterior. Para eliminar 

los anticuerpos, las membranas se incubaron durante 30 minutos a 50"C con agitación ocasional 
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en 5 m1 de solución C (62.5 mM de Tris pH 6.7 , 100 mM de 2-mercaptoetanol y SOS al 2%). 

Posteriormente se lavó la membrana 2 veces durante 5 minutos con PBS, y se repitió el proceso 

desde el bloqueo, empleando un primer anticuerpo diferente. 

7. -DENSITOMETRIA 

Con el fin de realizar un análisis cuantitativo de las bandas detectadas, se determinó la 

absorbancia de las autorradiografías en el densitómetro LKB ULTRA SCAN XL de Pharmacia. 
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RESULTADOS 

LOCALIZACION DE LAS ISO ENZIMAS BETA Y GAMA DE 

LA PROTEINA CINASA C EN NUCLEOS DE NEURONAS. 

Los primeros experimentos se realizaron con el fin de precisar cuales de las isoformas de 

la proteína cinasa C más abundantes en cerebro de mamíferos, se expresan en los núcleos de 

neuronas de hipocampo de rata crecidas in vitro. Para ello se efectuaron inmunodetecciones de 

estas isoenzimas por medio de anticuerpos policlonales anti PKC, en patrones electroforéticos 

de proteínas de núcleos enteros transferidas a membranas de nitrocelulosa. 

En núcleos enteros utilizando concentraciones iguales de proteína (8 ug), se probaron 

anticuerpos anti PKC alfa, beta, gama y epsilon. Con estos experimentos, se identificó a las 

isoenzimas de la PKC más abundantes en los núcleos de estas neuronas. 

Se encontró únicamente clara inmunoreacción para las isoformas gama y beta (Figura 

1). La inmunoreacción con los anticuerpos anti PKC epsilon fue muy de'bil, probablemente 

representa menos del 2 % de la PKC nuclear, en fracciones nucleares se encontraron 0.1 

Unidades de densidad óptica (U.D.0)/10 ug de proteína, sin embargo, esta isoforma no se 

detectó cuando fueron utilizados núcleos enteros. En estas condiciones (empleando 

aproximadamente 20 ug de proteína de cerebro de bovino o 20 ug de proteína de sinaptosomas 

obtenidos de los cultivos de neuronas de hipocampo o 10 ug de proteína nuclear) tampoco pudo 
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determinarse la presencia de la isoforma alfa. En el presente trabajo, las bandas detectadas se 

ubicaron entre los marcadores con peso molecular (PM) de 66 y 97 kDa, es decir con un peso 

molecular adecuado para dichas isoformas (Figura 1). Se ha informado que la PKC beta presenta 

un PM de 79 a 80 kDa, mientras que la PKC gama desde 77 a 84 kDa (Hug y Sarre, 1992). 

Para cuantificar los resultados, se realizó un análisis densitométrico de las bandas 

obtenidas en la inmunodetección. Estos valores refieren la concentración de PKC presente en 

la muestra y son expresadas en unidades de densidad óptica (U. D. O.). 

Los porcentajes presentados, describen la distribución de la proteína cinasa e gama y beta 

en las neuronas. Las U .D.O. obtenidas para cada muestra y para cada isoforma fueron dividas 

entre la concentración de proteína empleada en el ensayo (8 ug de proteína en el caso de núcleos 

enteros) para tener U. D. O/ug de proteína, este valor fue multiplicado por la concentración total 

de proteína obtenida de cada fracción celular (homogenado, núcleo, etc), para presentar valores 

de las U.D.O./fracción y de esta manera obtener la concentración relativa de la PKC en cada 

una de estas fracciones. Por otro lado, se consideró como 100% de PKC, a la suma de los 

valores obtenidos para PKC beta y gama en el homogenado total de neuronas de hipocampo 

(Tabla 1). 

A partir de estos valores, se encontró que en el núcleo existe un 3.66% de PKC (Tabla 

2), este porcentaje es substancial, dado que la proteína de la fracción nuclear purificada que 

nosotros registramos en estas células equivale a un 5 % de la concentración de proteína celular 

total (Tabla 1). 
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Del 75.69% de PKC gama y del 24.31 % de PKC beta hallado en el homogenado el 

3.28% y 0.38% de cada ísoforma están en el núcleo respectivamente (Tabla 2). La 

concentración de la isoforma gama fue mayor en ambas fracciones. En el núcleo esta isoforma, 

esta 8 veces más concentrada que la PKC beta, y solo 3 veces más en el resto de la célula. 

Como se muestra en la gráfica l, el 90.6% de la PKC nuclear es de tipo gama y solo el 

9.35% es beta. Estos resultados resaltan la importancia de la PKC gama del núcleo en las 

neuronas de hipocampo. 

EFECTOS DEL CARBACOL EN LOS NIVELES DE LAS ISOFORMAS 

BETA Y GAMA DE LA PROTEINA CINASA C EN EL NUCLEO. 

Los cultivos fueron tratados con 1 mM de carbacol, con el fin de investigar su efecto en 

los niveles de las isofonnas gama y beta de la PKC en núcleos enteros. 

Cuando se utilizaron los anticuerpos anti PKC beta en general no se detectó ninguna 

variación significativa en sus niveles a causa del tratamiento con carbacol (Figura 2). 

En la figura 3 se muestran los resultados obtenidos con la inmunodetección por 

anticuerpos anti PKC gama también en núcleos enteros. En este caso, el efecto del carbacol en 

los niveles de la enzima es aparentemente una regulación hacia abajo. Esto es, el tratamiento 

provocó una disminución del 66% (Gráfica 2). 
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Con el propósito de verificar que la variación observada en la concentración de PKC 

gama, fuera un efecto específico de la activación del receptor muscarínico, los cultivos fueron 

tratados 90 minutos previos a la adición de carbacol, con un antagonista global de los receptores 

muscarínicos, atropina (100 uM). 

En este caso, los resultados se expresaron como porcentajes de los valores obtenidos en 

condiciones basales. Se encontró que, en los núcleos de cultivos tratados con carbacol y 

estimulados previamente con atropina, los niveles de PKC gama se bloquean parcialmente, es 

decir se reducen únicamente hasta el 64 3, y no hasta el 34 3 como se observa con el 

tratamiento de carbacol. Sin embargo en los núcleos de los cultivos tratados solo con atropina, 

los niveles de esta enzima subieron hasta el 181 % (Gráfica 2). 

DISTRIBUCION INTRANUCLEAR DE LAS ISOFORMAS BETA Y GAMA 

DE LA PROTEINA CINASA C. 

Para evaluar la distribución de estas isoformas en el interior del núcleo, se efectuaron 

pruebas en 3 fracciones nucleares: cromatina (Cr), nucleoplasma (Np) y membrana nuclear 

(Mb). En estas determinaciones se emplearon de 0.5 a 1.5 ug de proteína de cada fracción por 

ensayo. En condiciones basales, para ambas isoenzimas se detectó una clara inmunoreacción en 

todas las fracciones nucleares. En la gráfica 3 se ilustra la distribución de ambas isoformas en 

las fracciones 
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GRAFICA ;- DISTRIBUCION DE LAS ISOFORMAS BETA Y GAMA EN LAS 

FRACCIONES NUCLEARES. 
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nucleares. Dichos valores se obtuvieron como se mencionó anteriormente y son expresados como 

porcentajes individuales de cada isoforma. 

Se encontró que la PKC beta se haya en mayor concentración en el nucleoplasma con un 

44.6%, en segundo lugar esta presente en la membrana nuclear con un 35% de la enzima y en 

menor concentración en la cromatina con el 20.4% de la misma. Esta isofomra exhibió una 

distribución más homogénea en las fracciones nucleares que la isoforma gama. La PKC gama, 

por otra parte se localizó primordialmente en el nucleoplasma, y en la membrana nuclear, con 

un 40.7 y un 49.8% respectivamente, mientras que concentraciones más bajas se registraron en 

la cromatina con un 9.5% (Gráfica 3). 

En los experimentos de inmunodetección realizados con el anticuerpo anti PKC beta se 

obtuvo generalmente una única banda de 80 kDa (Figura 4) y solo en algunas ocasiones se 

observaron dos bandas. Por el contrario, en los experimentos realizados con el anticuerpo anti 

PKC gama, en la mayoría de los casos la inmunoreación se visualizó como dos bandas con pesos 

moleculares aproximados de 80 y 67 kDa. La abundancia de ambas bandas, es decir, una con 

respecto a la otra fue relativamente variable (Figura 5). 
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EFECTO DEL CARBACOL EN LA DISTRIBUCION Y EN 

LOS NIVELES INTRANUCLEARES DE LAS ISO FORMAS BETA Y GAMA 

DE LA PROTEINA CINASA C. 

De la misma manera, a los experimentos realizados en núcleos enteros, se determinaron 

los cambios en las concentraciones de la isoformas beta y gama por el 

tratamiento con carbacol, en las fracciones nucleares . En la figura 4 y 5, se presentan los 

resultados para PKC beta y gama, respectivamente. 

En condiciones basales estos resultados también se expresaron como porcentajes, 

considerando el 100% a la suma de las U.D.O./ug de proteína de cada una de las fracciones. 

Para ambas isoformas, se consideró únicamente la contribución de la banda de 80 kDa. 

En estas condiciones el 27.9% de la PKC beta se encontró en la membrana nuclear, el 

34.63 en la cromatina y un 37.5% en el nucleoplasma (Gráfica 4) 

En las células tratadas con carbacol se detectó un 18% de PKC beta en la membrana 

nuclear, lo que representa una disminución en la concentración de esta isoforma del 36 % ; en 

la cromatina se detectó un 21.3% que significa un cambio hacia abajo del 38.4% y en el 

nucleoplasma un 26.7% que es equivalente a una disminución del 23.7% (Gráfica 4). 
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Por otra parte, también en condiciones basales, en la membrana nuclear se encontró un 

28.53 de la isoforma gama, en la cromatina un 20.53 y la mayor concentración de esta 

isoforma se ubicó en el nucleoplasma con un 51 3 (Gráfica 5). 

El tratamiento con carbacol, provocó en el nucleoplasma una disminución de la PKC 

gama a partir de un 51 % en el control hasta un 3.5% en el tratado, lo que equivale a una 

disminución del 93.1 % . Por otra parte, en la cromatina se observó el efecto contrario, su 

concentración pasó del 20.5% al 73.5% (es decir un incremento de 3.6 veces), y finalmente en 

la membrana nuclear se registró el 8.73 de la enzima, esto es, una disminución de un 69.53 

(Gráfica 5). 

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON CARBA COL Y ATROPINA EN 

LOS NIVELES DE PKC GAMA EN LAS FRACCIONES NUCLEARES. 

Se determinaron los cambios de los niveles de PKC gama en las fracciones nucleares 

cuando se adicionó atropina a los cultivos 90 minutos antes del tratamientos con carbacol. 

Las U.D.O. registradas en cada fracción nuclear en condiciones basales, fueron 

consideradas como el 100% y las variaciones observadas con los tratamientos se expresan en 

cambios de porcentaje en relación a los valores basales. 
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En cromatina el tratamiento con carbacol causó un aumento en los niveles de la isoforma 

gama, hasta un 300%. En estas condiciones, la atropina disminuyó el efecto del carbacol en 

forma significativa, aunque no lo bloqueo completamente, pues se observó un valor de 185 % . 

Por otra parte, el tratamiento con atropina sin carbacol provocó un aumento de los niveles de la 

enzima en un 51 % , es decir se registraron valores del 151 % (Figura 6). 

En nucleoplasma, el carbacol disminuyó un 90% los niveles de esta isoforma, pues solo 

se observó el 10% de la enzima; y la atropina bloqueo casi totalmente el efecto del carbacol, 

pues se detectó el 67 .2 % de la concentración de la enzima. Además se observó que en esta 

fracción, la atropina disminuyó un 29% los niveles de la PKC, efecto que no se observó en 

ninguna otra fracción, el porcentaje de la PKC gama en estas condiciones fue del 71 % (Gráfica 

7). 
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FIGURA 7.- INMUNODETECCION DE PKC y 
EN NUCLEOPLASMA. 
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DISCUSION 

LOCALIZACION DE LA PKC EN EL NUCLEO DE NEURONAS. 

En cerebro de rata y particularmente en el hipocampo se expresan de manera abundante 

las isoformas alfa, beta, gama y epsilon de la PKC (Tanaka y Saito, 1992; Saito et al., 1993). 

En el presente estudio se determinó cual de estas isoformas se localiza en los núcleos de las 

neuronas de esta región cerebral, ya que las isoformas de esta enzima, tienen una específicidad 

muy marcada respecto a su distribución en los diferentes tejidos, áreas cerebrales y 

compartimientos celulares (Azzi et al., 1992). 

Las pruebas de inmunodetección realizadas en el presente trabajo indicaron, que las 

isoenzimas beta y gama se expresan en los núcleos de neuronas de hipocampo de rata crecidas 

in vitro, en condiciones basales. Estos resultados demuestran por primera vez la localización de 

la isoforma beta en los núcleos de estas células y por otra parte señalan que se encuentra al 

igual que la isoforma gama, en forma permanente en estos núcleos. 

Ambas isoformas han sido previamente identificadas en núcleos de distintos tipos 

celulares. Así, la PKC beta se ha encontrado en núcleos de células epiteliales humanas (Knox 

et al., 1993), en núcleos de hígado de rata (Rogue et al., 1990) y de neutrófilos (Perletti et 

al., 1991). La PKC gama se ha detectado en núcleos de neuronas de la corteza cerebral de 

bovino, por ensayos tipo Western (Buchner et al., 1992) y en núcleos de neuronas de hipocampo 
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de rata mediante inmunocitoquímica (Kose et al., 1990), en todos estos casos se detectaron, en 

condiciones celulares basales. 

Por otra parte, en el presente estudio obtuvimos señales de inmunoreacción muy débiles 

con los anticuerpos anti PKC epsilon, este resultado concuerda con estudios de 

inmunocitoquímica realizados en neuronas de hipocampo de cerebro de rata, en los cuales esta 

isoforma fue detectada principalmente en el citoplasma de los axones y las terminales nerviosas, 

en menor concentración asociada a la membrana mitocondrial y vesículas, pero solo con una 

muy débil reacción en el núcleo (Saito et al., 1993). 

En las condiciones empleadas en nuestro estudio, no pudo determinarse la presencia de 

la PKC alfa, puede inferirse que se encuentra en concentraciones menores a las otras isoformas, 

pero no puede concluirse su ausencia, en base a la falta de reacción de los anticuerpos anti PKC 

alfa con el control positivo (homogenado de cerebro de rata o sinaptosomas de neuronas de 

hipocampo crecidas in vitro). Será pues, necesario el empleo de otro tipo de tejido como control 

positivo, en el que se tenga una mayor concentración de la PKC alfa, o realizar la preparación 

de las fracciones utilizando otro método para disminuir la degradación de la enzima y además 

determinar la funcionalidad de los anticuerpos. 

Todas las proteínas son sintetizadas en el citoplasma y su subsecuente distribución, 

depende de secuencias específicas de aminoácidos que las dirigen fuera del citoplasma. Existen 

dos tipos principales de señal de transporte: 1) Secuencia de 15 a 60 aminoácidos presente en el 
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extremo amino terminal de la proteína y que es eliminada cuando el proceso de distribución ha 

concluido y 2) Constituida por aminoácidos distribuidos en diferentes regiones de la proteína, que 

con el arreglo tridimensional de la misma, conforman la señal que determina su distribución 

(Alberts et al., 1994). La señal de localización nuclear de este último tipo, se encuentra en 

cualquier secuencia de 4 a 8 aminoácidos de las proteínas nucleares, y se caracteriza por ser rica 

en aminoácidos cargados positivamente como lisina y arginina y usualmente también contiene 

prolina (Dingwall y Laskey, 1994). 

No se conocen los mecanismos que participan en el transporte de la PKC a través de la 

membrana nuclear hacia el interior de este organelo, pero a este respecto ha sido identificada 

en la región C 1 de las isoformas beta y gama, una secuencia de aminoácidos semejante a las 

implicadas en el transporte de proteínas al interior del núcleo (Malviya, 1992). Esta secuencia 

se encuentra modificada en la PKC alfa (Malviya, 1992), lo cual respaldaría nuestros resultados; 

es decir, la presencia de las PKC's beta y gama y la ausencia de la alfa. Sin embargo dado que 

la distribución de una misma isoforma en los compartimientos intracelulares de los diferentes 

tipos celulares es muy variable, podemos suponer que otros mecanismos deban estar implicados 

en el trasporte de esta enzima al núcleo. Por tanto, es factible suponer la presencia de la isoforma 

alfa en los núcleos de neuronas en estado basal, dado que ha sido detectada en núcleos celulares 

de múltiples líneas de glioblastoma (Misra-Press, et al., 1992) y en corteza cerebral de bovino 

(Buchner et al., 1992), en estas condiciones. 
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Por otra parte, recientemente James y Olson (1992), sugirieron que la activación de la 

PKC provoca que exponga zonas de la región V3 y dominios responsables de la localización 

nuclear de la enzima. Estos datos manifiestan la posibilidad de que las proteínas que no se 

expresan constitutivamente (permanentemente) en el núcleo, requieran de su activación para 

poder ser traslocadas hacia este organelo, fenómeno observado en diferentes tipos celulares ante 

estímulos externos ( Chen et al., 1987; Leach et al. , 1992) . 

En el presente estudio, como se mencionó anteriormente, las isoformas beta y gama 

fueron encontradas en los núcleos de las neuronas de hipocampo no estimuladas, lo que revela 

la localización constitutiva de ambas isoenzimas en este organelo. Este hecho no excluye la 

posibilidad de que estímulos extracelulares específicos, induzcan la traslocación de las isoformas 

citoplásmicas de la PKC (incluyendo la beta y la gama) hacia el interior del núcleo (Misra-Press 

et al., 1992). 

NIVELES DE PKC EN NUCLEO 

La concentración de proteína nuclear hallada en este estudio en las neuronas de 

hipocampo, representa el 5% de la proteína del homogenado; este resultado es similar al 

reportado por Masmoudi et al (1989) y Malviya et al (1990) para hígado de rata: 6% y 6.1 % 

de proteína nuclear respectivamente, y Leach et al (1992) en células IIC9 con un 10.8% de 

proteína nuclear. 
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En nuestro caso, aún considerando la perdida de proteína nuclear, es evidente que la 

concentración de las dos isoformas de la PKC (beta y gama) nuclear hallada en neuronas de 

hipocampo (3.66% de la PKC celular) es substancial, pero significativamente menor a la 

reportada en otros estudios. Azhar et al (1987) detectaron un 12.5% de la PKC en el núcleo de 

células de hígado de rata. Podría sospecharse que esta diferencia, fuese causa del método de 

detección empleado. Azhar et al (1987) purificaron la PKC nuclear mediante cromatografía por 

filtración en gel y posteriormente, la enzima fue cuantificada midiendo la densidad de una banda 

detectada con azul de commassie en geles de acrilamida. 

Leach et al (1992) encontraron el 5.6% de la PKC en núcleos de células IIC9, valor que 

se encuentra en el mismo rango al obtenido en el presente trabajo, lo que coincide además con 

la metodología empleada. Leach et al (1992) utilizaron 100 ug de núcleos intactos (con 

membrana externa e interna), los cuales fueron probados con anticuerpos específicos anti alfa, 

epsilon o zeta, en ensayos Western. El empleo de una mayor concentración de proteína puede 

ser justificado, dado que el método de revelado utilizado fue colorimétrico, (fosfatasa alcalina) 

aproximadamente 10 veces menos sensible que la quimioluminiscencia. Además determinaron 

por ensayos de actividad enzimática, que el 4.76% de la actividad de la PKC corresponde al 

núcleo. 

En las células IIC9, se encontraron 3 distintas isoformas en el núcleo: 3.2% de PKC alfa, 

11 % de PKC epsilon y 3.2% de PKC zeta, para obtener estos valores se consideró el 100% 
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a la concentración de la isoforma específica respectiva en el homogenado, en cada caso (Leach 

et al, 1992). Si ahora se considera a la suma de las PKC's alfa, epsilon y zeta nucleares como 

el 100 3 , la proporción de las isoformas en el núcleo sería la siguiente: la alfa ( 18 3), epsilon 

( 64 3) y zeta (18 3). En las neuronas de hipocampo, nosotros encontramos diez veces más 

concentrada a la PKC gama que la PKC beta, es decir un 90.63 y 9.4% respectivamente, 

proporciones diferentes a las encontradas en el homogenado (24.33 de beta y 75.73 de gama) . 

Por una parte, estos resultados nos muestran la especificidad de la distribución de las isoformas 

tanto en los distintos tipos celulares como en los distintos comportamientos, y por otra parte 

sugieren que la isoforma gama detectada en las neuronas de hipocampo de rata, desempeña una 

función fundamental en el núcleo de estas células, además resulta compatible y de interés por el 

hecho de ser una isoforma exclusiva de sistema nervioso. 

Kose et al (1991) mediante inmunocitoquímica y microscopía electrónica (10,000x) 

encontraron que la PKC gama y la beta en el hipocampo de rata, presentan un patrón de tinción 

claramente distinto. La PKC gama, se encontró presente básicamente en el citoplasma, ya que 

el cuerpo celular fue densamente teñido, mientras que se en las dendritas y el núcleo se 

observaron solo señales difusas y débiles. La PKC beta, por otra parte se halló concentrada en 

el area del golgi, el pericarion y las dendritas apicales proximales; observándose una reacción 

negativa en la membrana plasmática, citoplasma y núcleo. Asumiendo que mediante métodos de 

inmunocitoquímica no se detectan antígenos que existen en bajas concentraciones, la alta 

concentración de PKC gama encontrada en comparación de la isoforma beta en nuestro estudio 

queda apoyada por los resultados de Kose et al ( 1991). 
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PESO MOLECULAR DE LA PKC 

En este trabajo con frecuencia se detectaron 2 bandas reactivas a los anticuerpos anti PKC 

gama y beta, a dichas bandas les corresponde un PM de 80 y 67 kDa aproximadamente. 

El peso molecular (PM) calculado para la PKC beta nativa es de 76.8 kDa y de 78.4 kDa 

para Ja gama y un PM aparente de 79 a 80 kDa para beta y de 77, 79, 82 y 84 kDa para gama 

(Hug y Sarre, 1993). Se han reportado variaciones en el PM de estas isofonnas desde 77 a 84 

kDa, que se han interpretado como diferentes estados de fosforilación de la enzima (Buchner 

et al., 1992; Kochs et al. , 1993; Leach et al. , 1992; Rogue et al. , 1990). Sin embargo son 

varios los reportes donde las variaciones son tan amplias, que dichas diferencias en el peso 

molecular no puede ser atribuido exclusivamente a dicho mecanismo. 

Una posible explicación es expuesta por Rogue et al (1990), quienes trabajando con 

células de hígado de rata purificaron por cromatografía una PKC nuclear de 80 kDa encontrando 

a una proteína de 64 kDa como principal contaminante. Sin embargo, esta proteína no fue 

reconocida por los anticuerpos monoclonales anti PKC empleados. La banda de 67 kDa obtenida 

en los núcleos de neuronas en el presente estudio es reconocida por los anticuerpos policlonales 

anti PKC. 
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Adicionalmente cabe la posibilidad de que exista una reacción cruzada de los anticuerpos, 

con alguna isoforma de la enzima. Buchner et al ( 1992) detectaron en núcleos de corteza de 

cerebro de bovino, a las isoformas alfa y gama de la PKC, cada una con una doble banda 

reactiva (80 y 64 kDa), estos autores sugieren que la presencia de la banda de 64 kDa puede ser 

causa de una reacción cruzada con la PKC zeta dado que anticuerpos contra esta isoforma, en 

un trabajo previo habían detectado en núcleos de cerebro de conejo bandas de 80 kDa, siendo 

el peso de la PKC zeta de 64 kDa. 

Como otra posibilidad, se sugiere que las bandas de menor peso molecular al asignado 

a la PKC reconocidas por los anticuerpos, correspondan a fragmentos de la enzima. Girard et 

al ( 1986) empleando cerebro de rata y de pollo encontraron que los anticuerpos anti PKC 

detectan a la PKC nativa (80 kDa), así como a diferentes fragmentos de la enzima; estos 

presentan PM de 67, 50 y 40 kDa, siendo los de 67 y 50 kDa catalíticamente activos. Azhar et 

al ( 1987) detectaron con anticuerpos anti PKC en hígado de rata, únicamente una banda de 64 

kDa correspondiente a una enzima catalfticamente activa, independiente de calcio y fosfolípidos, 

probablemente la enzima sin la región regulatoria. 

De acuerdo a los datos reportados, en nuestros resultados obtenidos, la banda de 80 kDa 

corresponde a la enzima nativa y la de 67 kDa probablemente a un fragmento catalítico de la 

misma, pero no puede descartarse la posibilidad de una reacción cruzada con alguna otra 

isoenzima. 

71 



DISTRIBUCION INTRANUCLEAR DE LA PKC BETA Y GAMA. 

Diferente distribución intracelular de la PKC en la mayoría de los tipos celulares 

estudiados (en linfocitos B y T, en células de neuroblastoma, en células renales, en fibroblastos, 

etc .) también ha sido reportada, y tal compartamentalización es un fenómeno dinámico y 

cambiante de acuerdo al estado funcional de la célula o de las condiciones ambientales a los que 

esta sometida (Hug y Sarre, 1993). 

Buchner et al (1992) encontraron a las isoformas alfa y gama de la PKC asociadas a 

la membrana de núcleos de neuronas de corteza cerebral de bovino, pero no descartaron la 

posibilidad de la localización de las enzimas en la matriz nuclear. Por otra parte en núcleos de 

hígado de rata utilizando anticuerpos no específicos a isoformas, se encontró que la PKC nuclear 

es primordialmente soluble, y que la mayor fracción se localiza en la matriz nuclear (Capitani 

et al., 1987). En el presente estudio y en condiciones basales, la PKC beta se encontró asociada 

a las 3 fracciones nucleares analizadas (membrana nuclear, cromatina y nucleoplasma) en 

proporciones similares. Mientras que la PKC gama se ubicó principalmente en el nucleoplasma, 

una porción considerable de la enzima se encontró en la membrana nuclear, y la menor 

concentración se halló en la cromatina. 

No es posible establecer un patrón de distibución estático de la enzima, pues 

probablemente como ocurre en la célula entera, cada isoforma presenta una localización 

específica que indudablemente esta relacionado con su función así, como la ubicación de su 

sustrato. 
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Reportes de fraccionamiento celular revelaron que en tejido cerebral, la PKC existe al 

menos en tres estados: 1) Proteína citosólica, 2)Formando un complejo con la membrana, que 

puede ser disociado por quelación con calcio y 3)Proteína integral de membrana, activa sin 

cofactores, que solo puede ser aislada solubilizando la membrana (Nelsestuen y Bazzi, 1991). 

La PKC citosólica representa primordialmente a una proteína no estimulada, y en general 

su traslocación hacia la membrana es considerados equivalente a su activación (Kraft y Anderson, 

1983). Por lo tanto, puede sugerirse que la PKC encontrada presente en el nucleoplasma de los 

núcleos de las neuronas de hipocampo es enzima que permanece inactiva, con la posibilidad de 

trastocarse hacia la membrana nuclear y quizás a la cromatina ante estímulos extracelulares. Es 

conveniente por lo tanto realizar ensayos para medir la actividad de la PKC en cada una de las 

fracciones. 

En núcleos de corteza cerebral de bovino, Buchner et al., ( 1992) encontraron PKC 

endógena inserta en la membrana (enzima permanentemente activa). Además se han encontrado 

proteínas nucleares sustrato de la PKC que están asociadas a la membrana, como la lamina B (la 

fosforilación de proteínas de la lamina nuclear causan su desensamblaje durante la replicación 

celular) y la proteína B53 (proteína nucleolar probablemente relacionada en el transporte de 

proteínas ribosomales) (Beckmann et al., 1992). Los resultados aquí presentados sugieren que 

las isoformas beta y gama quizás se encuentran insertas en la membrana nuclear y probablemente 

se hallen en forma activada. 
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Por último, la existencia de la PKC en la cromatina podria vincularse también con la 

activación de esta enzima, hecho que resulta trascendental dada la posible participación de la 

PKC en la regulación de la transcripción (Corbett et al., 1993; Roth y Allis, 1992; Chiarugi et 

al. , 1989). Se ha sugerido que la PKC participa regulando la actividad de proteínas como la 

topoisomerasa II, las histonas y factores de transcripción. La topoisomerasa II, es una enzima 

que participa en varias funciones celulares que requieren de superenrollamiento negativo o 

positivo del DNA, como sucede en la transcripción y la replicación. Esta enzima incrementa su 

actividad aproximadamente 2-3 veces con la fosforilación por la PKC (Corbett et al., 1993). 

Además, la transcripción, así como la replicación son procesos en los que se observa la 

descondensación de la cromatina y se ha demostrado que este fenómeno esta relacionado con los 

cambios en el nivel de fosforilación de la histona Hl (sustrato de PKC) . También se ha 

encontrado que, paralelamente a la activación de la PKC se observa un incremento en la 

accesibilidad del DNA hacia las nucleasas (Coceo et al., 1985) apoyando de esta manera la 

participación de la fosforilación, en la regulación transcripcional (Roth y Allis, 1992). 

Finalmente, se ha sugerido que la fosforilación dependendiente de PKC es necesaria para la 

activación de genes tempranos como c-fos (Chiarugi et al., 1989). Todas estas observaciones 

apoyan la idea de la participación de la PKC en la modulación de la transcripción. 
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EFECTO DEL AGONISTA COLINERGICO MUSCARINICO CARBACOL EN 

LOS NIVELES DE LA PKC NUCLEAR 

La mayoóa de las sinápsis colinérgicas en el SNC son muscarínicas y se cree que la ACh 

desempeña una función clave en los mecanismos que delinean la memoria, el aprendizaje, el 

control del movimiento, entre otros procesos (Nathanson, 1987). 

En el presente estudio, los cultivos de neuronas de hipocampo fueron estimulados durante 

18 horas con el agonista colinérgico muscarínico carbacol, con el fin de determinar su efecto en 

los niveles de la PKC nuclear. Encontramos que en núcleos enteros, el tratamiento con carbacol 

provoca un decremento en la concentración de las dos isoenzimas de la PKC detectadas, este 

efecto no parece haber sido reportado previamente, esto es, se produce una "regulación hacia 

abajo" de estas isoformas, a causa de la estimulación crónica con carbacol. Estos resultados eran 

esperados dado que, en estudios previos en nuestro laboratorio, se ha encontrado que la 

exposición prolongada (varias horas) con el agonista, provoca por una parte la reducción del 

número de receptores muscarínicos, lo que puede ir acompañada de un decremento fisiológico 

de la sensibilidad en la estimulación colinérgica (Siman y Klein, 1979), y por otra parte causa 

la "regulación hacia abajo" de la PKC, debido a un aumento de su sensibilidad a la degradación 

(Nathanson, 1987). 
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EFECTO DEL CARBACOL EN LA DISTRIBUCION INTRANUCLEAR DE LA PKC. 

Con el análisis dirigido a determinar el efecto que ejerce la estimulación por carbacol, 

en la distribución intranuclear de las isoformas de la PKC, se advirtió que la PKC gama 

desempeña una función dinámica. 

El tratamiento con carbacol ocasionó una disminución de esta isoforma en el nucleoplasma 

y membrana nuclear en un 93.1 % y de un 69.53 respectivamente, mientras que los niveles de 

la enzima asociada a cromatina aumentaron un 258. 5 3. Además se puede mencionar que, en 

condiciones basales la mayor densidad de esta isoenzima se detectó en el nucleoplasma y con el 

tratamiento se le encontró fundamentalmente en la cromatina. Esta es la primera vez que se 

describe una probable traslocación de la PKC gama intranuclear, con un estímulo específico. 

Es decir, dado que el cambio neto en los niveles de la enzima en el núcleo entero provocado 

por el tratamiento con carbacol fue una "regulación hacia abajo", por otra parte, el aumento 

observado de la PKC gama en cromatina a causa del mismo tratamiento, puede más bien estar 

vinculada con una traslocación de esta isoforma desde otra zona del núcleo hacia la cromatina. 

El aumento de la PKC gama en cromatina puede entonces atribuirse a una redistribución de la 

enzima con motivo de su activación, fenómeno semejante a la traslocación que sufre la PKC 

citoplasmática hacia la membrana plasmática o al núcleo, cuando esta enzima es activada. 

No se conocen los mecanismos mediante los cuales, los ligandos inicialmente actuando 

en la membrana plasmática pueden estar modificando la función de la PKC nuclear. Sin embargo 
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se han ido incrementando las evidencias de que segundos mensajeros o más bien terceros 

mensajeros son generados en el núcleo. Malviya et al., ( 1990) reportaron la existencia de 

receptores alinsP3 en la membrana nuclear de hígado de rata, además se sugirió que estos 

receptores tienen la función de regular los movimientos de calcio en el núcleo. Se piensa que los 

núcleos no almacenan calcio, sin embargo se ha demostrado que los núcleos de hígado de rata 

poseen un sistema de captura de este ion, estimulable por A TP, que puede ser el responsable de 

mantener elevados sus niveles dentro de este organelo (Malviya et al., 1990). Los núcleos 

cargados con calcio pueden entonces liberarlo debido a la estimulación por inositol trifosfato. 

Además, se han determinado cambios en el nivel de diacilglicerol nuclear ante estímulos 

extracelulares (Divecha et al., 1993); y adicionalmente se ha encontrado un incremento paralelo 

de otros factores de activación de la PKC en el núcleo, como la fosfatidilcolina, y un incremento 

paralelo en la actividad de la RNA polimerasa asociado a este cambio (Coceo et al., 1985). 

Estas evidencias apoyan la existencia de un ciclo de fosfoinosítidos en el núcleo, semejante al 

presente en la membrana plasmática. Creemos que son los cambios de estos segundos mensajeros 

y las concentraciones de calcio los que inducen la redistribución o traslocación de la PKC gama 

intranuclear, observada con la estimulación con carbacol. 
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EFECTO DEL ANTAGONISTA COLINERGICO MUSCARINICO 

ATROPINA EN LOS NIVELES DE LA PKC GAMA EN EL NUCLEO 

DE CELULAS TRATADAS CON CARBACOL. 

Ha sido demostrado que los efectos agudos de agentes colinérgicos (acetilcolina, carbacol, 

etc .) en el metabolismo de fosfoinosítidos pueden ser abolidos por concentraciones bajas del 

antagonista colinérgico atropina (Hokin y Redman, 1964). 

En el presente estudio :~ probó el efecto de atropina en los niveles de la PKC gama de 

núcleos enteros, nucleoplasma y cromatina de células estimuladas previamente con carbacol, con 

el fin de determinar la especificidad de los cambios observados a causa del agonista. 

Hokin y Redman ( 1964) encontraron que la estimulación aguda de los receptores 

muscarínicos con atropina inhiben la hidrólisis de fosfoinosítidos inducida por carbacol. En el 

presente trabajo, encontramos que los núcleos enteros de células tratadas con atropina contienen 

niveles de PKC gama mayores a los basales. Para la interpretación de estos resultados es 

importante considerar que el tratamiento con atropina en el presente trabajo fue crónico, de 

manera que el incremento en los niveles de la PKC gama observados con el tratamiento con 

atropina es un efecto contrario al del carbacol, es decir una "regulación hacia arriba" de la 

enzima, que podría atribuirse a la estimulación prolongada . con el antagonista. En el 

nucleoplasma, no se observó la regulación hacia arriba de la PKC gama causada por la atropina 

en núcleos enteros, efecto que quizás sea más evidente en la cromatina y en la membrana 
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nuclear. 

Por otra parte, en núcleos enteros atropina bloqueo parcialmente la "regulación hacia 

abajo" de la PKC gama inducida por carbacol. En las fracciones nucleares, se encontró que la 

dosis de atropina empleada, bloquea parcialmente el cambio inducido por el carbacol en los 

niveles de la PKC gama. Esto es, los niveles de la PKC gama en nucleoplasma de los núcleos 

de células tratadas con carbacol y atropina fueron mayores a los observados en el nucleoplasma 

de células tratadas únicamente con carbacol, sin embargo no se alcanzaron los niveles basales. 

De la misma manera en cromatina se encontró que aparentemente la atropina bloquea 

parcialmente el efecto inducido por el carbacol. Estos resultados se pueden explicar por el 

empleo de dosis no equipotenciales de ambas drogas, en dichos tratamientos y demuestran que 

los cambios de la PKC gama del núcleo inducido por carbacol son mediados en forma específica 

por el receptor muscarínico. 

Es claro, que la activación de los AChR provoca una o más respuestas bioquímicas 

detectables, entre las que se encuentran la hidrólisis de ciertos fosfoinosítidos de membrana, pero 

no es solo este cambio, el que media las respuestas fisiológicas de larga duración (Nathanson, 

1987). La liberación de neurotransmisores inicia una cascada de eventos, que culmina con 

cambios postsinápticos en la expresión transcripcional. La estimulación de receptores 

postsinápticos induce primero, cambios citoplasmáticos específicos en las vías de segundos 

mensajeros y luego, terceros mensajeros en el núcleo, que provocan la rápida inducción de 

genes tempranos, que finalmente activan programas genéticos importantes de la función neuronal 

(Annstrong y Montminy, 1993). 
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Utilizando ésteres de forbol (substitutos del DG) han sido identificado genes regulados 

por la PKC (Nelsestuen y Mohammad, 1991). El mapeo de promotores ha revelado que el TPA 

estimula la transcripción de genes como c-fos, a través de una secuencia en el DNA, previamente 

caracterizada como elemento responsivo a suero (SRE). Este elemento induce respuestas mediante 

la fosfoproteína celular SRF (factor responsivo a suero), que actúa como factor de transcripción 

(Lewin, 1994). Así mismo han sido detectadas otras proteínas como p62 que se unen al elemento 

SRE activando la transcripción de diversos genes (Armstron y Montminy, 1993). 

Como un fenómeno general, en el hipocampo y en el IMHV (parte media e intermedia 

en la región ventral del hiperestriado) del cerebro anterior se ha detectado, la colocalización de 

la PKC gama y la expresión del gen fos. En el IMHV, foses inmunoreactivo en el núcleo (cubre 

todo el núcleo o fragmentos y regiones cercanas a la membrana nuclear), mientras que la PKC 

gama se encuentra además del citoplasma y dendritas, en el núcleo de algunas células 

(Ambalavanar et al., 1993; Van der Zee et al., 1992). 

Estos datos, así como los encontrados en el presente trabajo apoyan la importancia de la 

isoforma gama en el núcleo, y la participación de esta isoforma en la modulación de la 

transcripción neuronal. 
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CONCLUSIONES 

-En el núcleo de neuronas de hipocampo de rata, se localizan de forma permanente las 

isoformas beta y gama de la proteína cinasa e. 

-Las isoformas beta y gama de la proteína cinasa C, presentes en estos núcleos, tienen 

un peso molecular aproximado de 80 kDa; además existen fragmentos de la enzima con un peso 

molecular de 67 kDa. 

-La concentración de la isoforma gama en el núcleo de estas células es diez veces superior 

a la concentración de la isoforma beta, aspecto que destaca su importancia en las funciones de 

las neuronas. 

-En condiciones basales, ambas isoformas presentan una distribución intranuclear 

específica: la isoforma gama se ubica principalmente en el nucleoplasma y la membrana, 

mientras que la isoforma beta se encuentra en el nucleoplasma, la membrana y la cromatina en 

proporciones similares. 

-La estimulación prolongada de los receptores muscarínicos colinérgicos de las neuronas 

de hipocampo de rata crecidas in vitro con el agonista carbacol, provoca una "regulación hacia 

abajo" de ambas isoformas de la proteína cinasa C nuclear. 
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-Además el tratamiento con carbacol provoca una probable traslocación de la isoforma 

gama nuclear, desde un compartimiento nuclear (por ejemplo nucleoplasma) hacia la cromatina. 

-La "regulación hacia abajo" y la traslocación de la enzima, son cambios regulados 

específicamente por el receptor muscarínico, estos cambios son antagonizados por atropina. 

-Los resultados sugieren que la proteína cinasa C desempeña funciones importantes en la 

regulación de procesos neuronales, en el núcleo. 
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APBNDICE 

FIGURA 1.-INMUNODETECCION DE PKC GAMA Y BETA EN NUCLEO 
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FIGURA 2.-INMUNODETECCION DE PKC BETA EN NUCLEO 
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FIGURA 3.- INMUNODETECCION DE PKC GAMA EN NUCLEO 

FIGURA 4.-INMUNODETECCION DE PKC BETA EN FRACCIONES NUCLEARES 
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FIGURA 5.-INMUNODETECCION DE PKC GAMA EN FRACCIONES NUCLEARES 

FIGURA 6.-INMUNODETECCION DE PKC GAMA EN CROMATINA 
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FIGURA 7.-lNMUNODETECCION DE PKC GAMA EN NUCLEOPLASMA 
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