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RESUMEN

L.a ATPasa de calcio de la membrana plasmatica (PMCA) es una enzima ubicua de
células eucariontes que mediante la hidrolisis de ATP, transporta calcio hacia el espacio
extracelular. Esta enzima es codificada por cuatro genes que por edicion alternativa
principaimente en los sitios A y C, generan una diversidad de isoformas. El sitio A se
localiza proximo al exiremo amino y tiene relacién en la interaccién con fosfolipidos
acidos, el sitio C esta cercano al extremo carboxilo e incluye el dominio de unidn de
calmodulina. Nosotros hemos mostrado previamente que la actividad cinética de la PMCA
en el hepatocarcinoma AS-30D es significativamente menor que en el higado normal (Mas
Oliva y col,1991). E! objetivo central de este estudio fue el investigar si dicho
comportamiento pudiera deberse a Ia subexpresién de algin RNAm o a la expresion de
una isoforma desconocida de la ATPasa. Por analisis de una biblioteca de DNAc
construida a partir del hepatoma AS-30D, sélo detectamos [a isoforma PMCA1. En
segunda instancia, analizamos por RT-PCR la expresién de los genes 1 y 4 editados a
nivel de sitio Ay C en varics estados de desarrollo, asi como en higado en regeneracion y
en el tumor AS-30D. Las variantes 1b y 4b son las consideradas constitutivas, atin en el
tejido tumoral. Sin embargo, cualitativamente nuestras amplificaciones por PCR indican
una expresién menor de la isoforma constitutiva 4b en el hepatoma y una expresién
menor o nula de algunas otras isoformas con respecto al higadc normal. Aparentemente
la isoforma mas abundante en el hepatoma es la variante 1x, con niveles muy similares a
los de la totalidad de las muestras, seguida por la variante 1b. Encontramos a la isoforma
4d sélo en el higado normal y en regeneracion, dicha isoforma ha sido reportada
previamente por nuestro grupo en humanos (Santiago y col., 1996). Nuestros datos
sugieren gue nuestros hallazgos cinéticos previos puedan atribuirse a la combinacion
particular de isoformas de PMCA observadas en el tejido tumoral. A nivel de proteinas,
encontramos una relacion ATPasa/proteina total mayor en el tejido tumoral con respecto

al higado normal.
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SUMMARY

The plasma membrane calcium ATPases (PMCAs) are ubiquitous enzymes of
eucaryotic cells that through the hydreiysis of ATP release calcium to the extracelilular
space. These enzymes are encoded by four genes that through alternative splicing, mainly
at splice sites A and C, produce a large diversity of isoforms. Site A is located very close to
the amino terminal end and is involved in the interaction with acidic phospholipids. Site C
is close to the carboxyl terminal end and it inciludes the calmodulin binding domain.
Previously, we showed that PMCA kinetic activity in AS-30D hepatccarcinoma cells is
significantly lower than that in normal rat liver (Mas Oliva, 1991). The goail of the present
study has been to investigate if that behavior could be related to a down-expression of
some MRNA encoding this enzyme, or to the expression of some unknown isoform. By
screening of a cDNA library constructed from an AS-30D cell line, we only found the
isoform PMCA1. Second, we analyzed the expression of genes 1 and 4 at the splice sites
A and C by RT-PCR at different developmental stages, as well as in regenerating liver and
in the hepatocarcinoma cell line AS-30D. PMCA1b and 4b varianis are constitutive
isoforms in normal and transformed cells However, our results qualitatively suggest a
lower expression of the isoform 4b in the AS-30D cell and a low or absent expression of
other isoforms in comparison to normal liver. Apparently, the highest expressed isoform in
the hepatoma was the 1x with quite similar levels in all the samples, followed by the
isoform 1b. We found in normal liver as well as in regenerating liver, the isoform 4d
previously reported by our group in humans (Santiago, 1996). We suggest the possibility
that our previous kinetic resuits could be explained by the specific group of PMCA
isoforms observed in the tumor tissue. At the protein level, we found a higher ATPase/total

protein ratio in the tumor tissue than in the normal liver.
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1. INTRODUCCION

Dada la amplitud del tema de este trabajo, se desglosara el marco teérico en varios
subtemas. Se hablara brevemente de los sistemas que mueven Ca®" en la célula, con
énfasis en las ATPasas tipo P y describiendo e ciclo catalitico de la ATPasa de Ca® de ia
membrana plasmatica. Enseguida, se describen los genes implicados en la codificacion
de la misma ATPasa y e modelo topolégico mas aceptado para esta proteina. Por Gltimo,
se centrara la atencidon en los posibles mecanismos de reguiacion e isoformas de la
ATPasa de Ca®" de membrana plasmatica ya descritas en higado, asi como en el papel
que juega el Ca®" en los modelos estudiados en este trabajo; es decir, en células
hepaticas tumorales y en regeneracion.

La gran diversidad de funciones en las que participa el calcio, es conocida en
nuestros dias, de ahi que sea consideradc un segundo mensajero fundamental en ios
sistemas biolégicos, y por lo tanto, requiera de finos mecanismos gue regulen su
concentracion intracelular. En el interior de la célula, este cation se encuenira en
concentraciones del orden nanomolar; en tanto que extracelularmente su concentracion
se eleva al rango milimolar.

Las proteinas gque unen calcio se pueden clasificar en dos grupos: uno, el de las
proteinas membranales que gobiernan el pasc de calcio en el citoplasma hacia el exterior
de la célula; otro grupo corresponde a las proteinas solubles del citoplasma y los mismos
organelos cuya funcién principal es la de actuar como intermediarios para activar otras
proteinas (Sjélin, 1996). Las limitaciones cuantitativas de las proteinas solubles en lo
concerniente a la funcibn amortiguadora de! calcio, no aplican para las proteinas
intrinsecas de membrana, las cuales forman complejos con calcio en un lado de la
membrana, lo transportan y repiten la operacion de manera continua (Carafoli y col.,
1997).

Para el mantenimiento de las bajas concentraciones intracelulares de este cation,
la célula cuenta con un delicado balance a cargo de canales de calcio, un intercambiador
Na'/Ca®" y ia bomba de calcio, tcdos estos sistemas presentes en la membrana

plasmatica. De ellos, la bomba de calcio es el de mayor afinidad por el cation ya que su



Km es de alrededor de 0.5 uM o menor, sin embargo, es un sistema de baja capacidad
pues transporta 0.5 nmol/img de proteina de membrana/seg, de manera que responde
rapidamente a elevaciones en la concentracién intracelular de este cation, regulando
finamente sus concentraciones (Carafoli, 1997). La ATPasa de Ca®* de reticulo
sarcopiamico (SERCA) también tiene una alta afinidad por Ca®*, pero su capacidad de
transporte es mayor, por ejemplo la ATPasa de musculo esquelético rapido con una Km
menor a 0.5uM, transporta 70 nmolimg/seg (MacLennan, 1970). A pesar de que el Ca®*
gue atraviesa la membrana plasmatica dispara eventos intracelulares fundamentales, el
calcio necesarioc para la actividad celular es exiraido de los almacenamientos

intracelulares como son el reticulo endoplasmico, las mitocondrias e inclusive el nlcieo
(Fig. 1).

Figura 1. Sistemas amortiguadores de la concentracion intracelular de calcio en la célula
eucarionte (Tomado de Carafoli y col., 1997).
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1.1 CARACTERISTICAS DE LAS ATPasas TIPO P

La ATPasa de calcio de la membrana plasmatica (PMCA, por sus siglas en Inglés)
fue descrita en e! eritrocito humano por Schatzmann en 1966. A pesar dei hecho de que
usualmente esta enzima representa sblo del 0.01-0.1% de la proteina total de membrana
{(Knauf y col., 1974), en la actualidad se reconoce su amplia distribucién en céluias
eucariontes y esta muy bien caracterizada biogquimica y molecularmente. La familia de las
bombas de calcio consta de mas de 20 proteinas distintas (Keeton y col., 1895) En
humanos podrian resultar entre 20 y 30 isoformas distintas producto de los 4 genes vy
solo 2 sitios de edicidn alternativa (Hilfiker y coi., 1894).

La bomba de calcio de la membrana plasmatica tiene las siguientes caracteristicas
{Carafoli, 1992):

) Redquiere una baja concentracién de calcio libre por lo que se considera un sistema
de alta afinidad y es regulada directamente por calmodulina (CAM).

i) Requiere de magnesio y calcio como cofactores.

iii) Su peso molecular oscila entre 134 y 140 kD.

iv) Forma un intermediario fosforilado de manera dependiente de calcio.

v) Es inhibida por vanadato v lantanc.
TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

vi) La estequiometria Ca”'/ATP esde 1.

De manera similar a las ATPasas tipo E1-E2, la formacién de un aspartil-fosfato o
intermediario fosforilado (IF) determina el criterio de la clasificacion de esta enzima dentro
de las ATPasas tipo P (Pedersen y col, 1987). Con E1-E2 se denotan las dos
conformaciones de alta y baja afinidad por caicio que se ha propuesto adopta la enzima
durante su ciclo catalitico (Fig. 2). Otras enzimas importantes que pertenecen a este
grupo son la ATPasa Na'-K* y la ATPasa de calcio de reticulo endosarcoplasmico.

Respecto al papel de CAM, se sabe que esta proteina moduladora no es activa por
si misma sino que forma complejos Ca®*-CAM (Teo y col., 1973; Lin y col.,1874) teniendo
capacidad para unir 4 iones de Ca®. Cuando el cation se le une, CAM adopta una
conformacidn tal que permite hacer active al complejo (Liu y col., 1876; Dedman y col.,
1977). Se propone que la unidn de Ca®" induce un cambio conformacional, de manera



similar a lo que ocurre con la troponina C, que exponga zonas hidrofobicas en la
superficie de la proteina (La Porte y col., 1980; Tanaka y col., 1880; Manalan y col., 1984,
Babu y col., 1885). Como se ha mencionado, CAM tiene la propiedad de estimular
directamente a la ATPasa (Vincenzi y col., 1980) a través de un efecto combinado sobre
la Km y Vmax de la enzima, aunque siendo predominante el efecto sobre la primera. En
presencia de concentraciones optimas de CAM (1 nM), la Km basal para calcio de la
ATPasa de 20 uM, disminuye a 0.5 uM (Niggli y col., 1981). La estrecha afinidad de la
enzima por CAM, ha sido aprovechada metodolégicamente para purificar exitosamente la
enzima mediante cromatografia de afinidad con columnas de Sepharcsa acopladas con
CAM (Niggli y col, 1879).

En ausencia de CAM, la enzima aicanza la mitad de su activacibn maxima en
presencia de fosfolipidos acidos o acidos grasos poli-insaturados (Ronner, 1977, Niggli,
1981) situacion que in vivo podria ser relevante, dada la presencia de estos lipidos en el
interior de !as membranas. Otros tratamientos alternativos que activan a la ATPasa son
tratamientos proteoliticos {Enyedi y col., 1980, Caroni y col., 1981; Zurini y col., 1984), la
fosforilacion por proteinas cinasas A, C o0 G (PKA Caroni y col., 1981, PKC, Furukawa y
col., 1989; Wright y col., 1993). La activacion mediada por proteina cinasa G ocurre a
través de un mecanismo indirecto via fosforilacion de una proteina de 240 kD (Yoshida y
col., 1991), y por induccién de un estado oligomérico (Kosk-Kosicka y col., 1988). Todos
estos procedimientos ocurren a través de un efecto predominanie sobre la Km de la
enzima (Carafoli, 1992}

Respecto a la estequiometria Ca”*/ATP se sabe que ain cuande desde el punto de
vista termodinamico cabe la posibilidad de que esta relacion pudiera ser igual a 2. Los
datos experimentales de la enzima in sifu (Schatzmann, 1973), o reconstituida en

liposomas (Niggli y col., 1881) apoyan una estequiomeiria de 1.
1.2 CICLO CATALITICO DE LA ATPasa DE Ca**

La energia necesaria para el transporte de calcio hacia el medio extracelular, se
obtiene de la hidrolisis de ATP. Esta hidrélisis ocurre por una serie de pascs que
involucran transiciones conformacionales y la formacion e hidrélisis ciclica de una

fosfoenzima o intermediario fosforilado (IF). El IF en preparaciones de membranas o en la
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enzima pura tiene una estabilidad maxima a un pH cercano a 1 (Rega y col., 1875;
Lichtner y col., 1980). Los eventos del cicio, se han estudiado mediante técnicas de
cinética rapida (stop-flow) que tienen poder de resolucion en el orden de milisegundos, i.e.
cuando ia reaccidn esta en condiciones pre-estacionarias. La estabilidad del IF a un pH
acido, permite que las reacciones de cinética rapida se detengan con soluciones acidas,
sin danar a la fosfoenzima. Brevemente, ios pasos del ciclo catalitico son: fosforilacion,
fosforilacién reversa, desfosforilacion, transiciéon del IF en sus dos estados
conformacionales (E1~P « E2~P) y la transicion E2 «» E1 {Fig. 2).

La fosforilacidon ocurre en presencia de calcio en ¢l medio de reaccién y la enzima
se encuentra como el conférmero E1 de alta afinidad por calcio y que aparentemente se
orienta hacia el lado interno de la membrana plasmatica. El magnesio estimula este paso
promoviendo que la reaccidn aicance el estado estacionario a tiempos mas cortos. Se
postula que la fosforilacidn requiere ATP en el sitio de alta afinidad y de calcic en el sitio
de transporte de la ATPasa, y que el sitio de alta afinidad por ATP representa el sitio
catalitico de la enzima (Garrahan, 1986).

Cuando la fosforilacidn se detiene por dilucidn isotdépica de ATP marcado, la
fosfoenzima decae rapidamente El decaimiento se acelera por ADP cuyc efecto es
dependendiente de calcio (Rega y col , 1978). Posiblemente ei efecto de ADP signifique la
capacidad del IF para transferir su fosfato al ADP y regenerar ATP invirtiendo la reaccion.
Trabajo previo de nuestre grupo, ha demostrado que ia reaccion de fosforilacidn durante
ia cual ocurre la hidrélisis de ATP, puede invertirse para producir ATP a partir de Pi +
ADP, cuando se usan concentraciones milimolares de calcio y medios con hidrofobicidad
aumentada (Mas-Oliva y col., 1983; Mas-Oliva, 1985). Por estudios de cinética rapida
hemos encontrado que en la ATPasa de sarcolema, el IF alcanza mas pronto su nive!
estacionario cuando se preincuba sin CAM. En la etapa pre-estacionaria, se encontré que
CAM en tiempos cortos aumenta ia concentracion del {F, pero su velocidad de formacion
es mas lenta que en ausencia de CAM Paralelamente se encontro que la liberacion de Pi
en ausencia de CAM muestra un retraso mayor seguido a la formacion del IF con respecto
a la liberacién de Pi que se forma en presencia de CAM (Cliva, 1998).

La formacidon de E1~P es una reaccidon endergénica que a pesar de que se

estimula por magnesio, procede hacia la siguiente reaccidn de! ciclo, probablemente



favorecida por el caracter exergdnico de la reaccion E2-P — E2 + Pi. Respecto a la
desfosforilacion del IF, hemos demostrado que CAM es capaz de acelerar ia
desfosforilacion del IF en la ATPasa de calcio de reticulo sarcoplasmico (Mas-Oliva y col.,
1992) y en la ATPasa de eritrocitos humanos (Delgado-Coello y col., 1996).

La transicibn E1~-P < E2~P es un evento compuesto de dos reacciones que
requieren magnesio pero no de ATP, ni de calcio. El primer paso involucra una transicion
conformacional que conduciria al IF desde la forma E1~P sin alterar su estructura
covalente. El segundo paso implica la hidrélisis del IF, suponiendo que solo E2~P sufre
hidrélisis y que una vez que interviene magnesio en el cambio conformacicnal, Ia
velocidad de desfosforilacion aumenta cuando ATP se une en algun sitio de E2~P cuya
afinidad es mucho menor que la del sitio al que se une ATP para promover la fosforilacion.
A bajas concentraciones de ATP, su sitio en E2~P estaria desocupado, la reaccion es
muy lenta y el magnesio es inefectivo. Dado que la catalisis de la hidrélisis de ATP puede
explicarse por la transferencia del fosfato-y del ATP a la enzima, el ATP actuaria en E2~P
como un modificador sin sufrir hidrolisis (Garrahan, 1986). La transicion E2 <« E1 es
menos conocida, pero se sabe que no requiere calcic y es favorecida por ATP tanto en la
ATPasa de calcio de membrana plasmatica (Carafoli y col.,, 1982; Rega y col., 1986),
como en ia de reticulo sarcopiasmico (de Meis, 1981) y en la bomba Na™-K* (Schuurmans
y col.,1981).

C02+

AIP + E, E,~ P+ ADP

Pi +E» E,~ P

COQ—!—

Figura 2. Ciclo catalitico abreviado de la ATPasa de calcio de la membrana plasmatica.
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1.3 GENES QUE GODIFICAN PARA LA PMCA E ISOFORMAS GENERADAS
POR EDICION ALTERNATIVA

La bomba de calcio es codificada por 4 genes que en el humano, han sido
mapeados y localizados en los cromosomas 12 (isoforma 1), 1 (isoforma 4) (ambas
descritas por Olson y col., 1991), 3 {isoforma 2, Brandt y col. 1992; Latif y col., 1993) y la
isoforma 3 en el cromosoma X (Carafoli, 1993; Wang y col., 1994).

Ademas, exisie una variedad de isoformas que son generadas por edicion
alternativa de los transcritos primarios. Teéricamente, dicha edicién ocurre en 4 sitios (A-
D) de los cuales los mas importantes son A y C. Una generalizacion 0til es que las
isoformas difieren esencialmente en la region C-terminai reguladora. Por ofro lado, las
regiones importantes para la funcion catalitica como el sitioc de unién a ATP, el sitio de
fosforilacion y los motivos estructurales involucrados en el patrén de plegamiento son
altamente conservados lo que significa que la diversidad de isoformas no involucra los
arreglos transmembranales y las unidades que protruyen hacia el citoplasma (Carafoli,
1992). Las isoformas correspondientes de humano y rata tienen una simulitud de 97-99%
en su secuencia de aminoacidos, mientras que las isoformas dentro de una misma
especie muestran entre un 85% y un S50% de similitud en su secuencias primarias
(Strehler, 1981).

El sitio A de edicion ubicado hacia el extremo amino, esta relacionado con el
producto del gen 2 e incluye exones que codifican residuos cercanos a un dominio
sensible a fosfolipidos. El sitio B involucra al dominio transmembranal 10, io que afectaria
la topologia de la enzima dejando un numero impar de cruces a traves de la membrana.
El sitio C abarca el sitio de unién a CAM y se localiza en el extremo carboxilo y D,
involucra el sitio de unidn de la proteina cinasa A (Fig. 3). Cabe decir que de las isoformas
resuitantes de los sitios B y D, sélo se cuenta con evidencias basadas en reportes de
DNAc deletados hallados en humano y rata, respectivamente. Sin embargo, por las
implicaciones topolégicas de la enzima y fisioldégicas de su expresion, es necesario
corroborar su existencia real pues incluso se ha sugerido que pudiera existir algun
artefacto de clonaciéon o que estas variantes resulten de un edicién aberrante (Stauffer y
col., 1993; Keeton y col., 1993; Santiago y col., 1996). Los cuatro productos basicos han

sido clonados, pero sélo 3 se han expresado y estudiado funcionalmente (Heim y col,,



1992; Hilfiker y col, 1994, Stauffer y col., 1993). La isoforma 3 es la que alGn no se ha
expresado (Carafoli y col., 1997).

La primera letra de las isoformas, designa la especie a que corresponde por
ejemplo: ‘I para rata y “h” para humano, después se indica PMCA y enseguida un
numere que identifica los diferentes productos génicos y una letra minGscula que indica la
isoforma editada. Cada letra sucesiva se refiere al tiempo de publicacién (Shull y col.,
1988; Strehler y col., 1890). Para las isoformas con edicion alternativa en el sitio A o en el
sitio C, dichas letras minlGsculas suelen ser las letras finales o iniciales del alfabeto,

respectivamente.

ATP CcaM S
5678910 1

i J 5

B CD

Figura 3. Diagrama de la secuencia de la PMCA vy sitios potenciales de edicion alternativa
(A-D). Se muestran los 10 dominios transmembranales, el sitio de fosforilacion (P), el de
unién de FITC/ATP, los dominios A y B que unen CAM, la regién de estimulacién por
fosfolipidos (FL) y €l sitio de fosforilacion por cinasa A (8).

Los 4 genes codificantes a excepcién del gen 1, producen formas alternativas a
nivel de sitio A (Fig 4.A). La isoforma conocida dei gen 1 es llamada 1x. En el gen 2, las
distintas combinaciones de sus fres exones (de 33, 60 y 42 pb) generan en humano la
variante 2z que no incluye ningin exén, 2x que incluye al exén de 42 pb, y 2w que incluye
135 pb, i.e. los 3 exones (Stauffer y col. 1993). En algunos tejidos de rata se encuentra la
variante 2y en la que pueden incluirse solo los exones de 33 y 60 pb (Adamo y col., 1892).
Del gen 3 por inclusion o exclusion de un fragmento de 42 pb, se producen las variantes
3x y 3z, respectivamente (Stauffer y col., 1993). Del gen 4 se conocen dos formas: la
variante 4x que incluye un exén de 36 pb y la variante que no lo incluye, la 4z (Stauffer y
col.,, 1993; Keeton y col, 1995). La variante 4z se ha reportado en humano,
especificamente en corazén (Stauffer y col., 1993).

A nivel de sitio C (Fig 4.B), el gen 1 de humano produce una variante que incluye

un exon de 154 pb que con cuatro sitios donadores internos en posiciones 87, 114, 152 y

10 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




154, que dan lugar a 5 variantes (1a-1e) en humanos. El gen de rata tiene un exon similar
de 154 pb y aparentemente se edita de una manera semejante (Adamo y col., 1892). Del
gen 2 solo se producen dos variantes por inclusion (2a) o exclusion (2b) de un exén de
227 pb, el cual a su vez se compone de 2 exones de 172 y 55 nucledtidos
respectivamente. El gen 3 comprende 2 excones de 154 y 68 pb que pueden a su vez dar
lugar a tres variantes, sin inclusion (3b), la que incluye al exdn de 154 pb (3a) y la que
incluye a ambos (3g). La variante 3e se ha descrito en rata y se genera por una variante
surgida de un sitic donador interno al exén de 154 pb. En humanos, las variantes 4a y 4b
se originan por la inclusién y exclusién de un exén de 154 pb, respectivamente. Nuestro
grupo ha descrito una variante mas en sitio B/C en humanos, denominada 4d que
contiene el exdn en el sitio B con un corte en el exén en sitio C en el mismo sitio aceptor
que la isoforma 42 pero en este caso, usando un sitio donador intemo a 108 pb del!
comienzo del exén C (Fig. 5) (Santiago y col., 1996). En general, la edicidén alternativa en
sitio C puede originar proteinas con sensibilidad distinta a CAM y con una region COOH
terminal distinta.

La coordinacién entre la expresion de los distintos exonas puede ocurrir con objeto
de construir una bomba de calcio que reuna requerimientos optimos y especificos para la
regulacion del calcio intracelular en los diferentes tejidos a traves del desarrollo (Adamo v
col., 1992).

La distribucion de estas isoformas muestra que éstas siguen un patron teiido-
especifico, lo cual es claro en ias isoformas PMCA1a-PMCA1d. La distribucion de
PMCA4a es idéntica que la de PMCA1b y ambas se han encontrado en todos los tejidos
estudiados por lo que se consideran formas originadas de genes constitutivos
(housekeeping genes) de la enzima. Las isoformas 1¢ y 4a se encuentran en tejidos
excitables, 1d se ha reportado en musculo esqueletico y corazdén especificamente
(Hammes y col, 1994} La variante PMCA2 se ha detectado en higado, glandulas
adrenales, médula espinal y cerebro. PMCA3a se encuentra en médula espinal y la 3b en
timo, glandulas adrenales, médula espinal y cerebro. De las formas especializadas, se
han encontrado subespecializaciones a nivel de regiones cerebrales y mas aun, de tipos

neuronales, por ejemplo en las células de Purkinje se han descrito cantidades importanies
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Figura 4. Esquema de las variantes generadas por edicion alternativa de los genes
codificantes para la PMCA. A) Variantes a nivel de sitio A. B) Variantes a nivel de sitio C.
{Modificado de Stauffer y col., 1993).
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4a, db, 4d 4a, 4b, 4d da, 4d, 4g 4a, 4g

108 bp 183 bp 178 bp
ag 4b 4d

Figura 5. Esquema del patrén de edicion de la isoforma hPMCA4 en los sitios By C. Los
exones de la region COOH terminal, se representan por cajas sombreadas. En el sitio C
de edicion, se resalta la variante 4d descrita en corazén de humano fetal y adulto
(Tomado de Santiago y col., 1996).

de la isoforma 2 en tanto que la isoforma 3 es tipica de los plexos coroideos (Stauffer y
col., 1995).

En general, estas isoformas muestran diferencias no soélo en su distribucién tejido-
especifica, sino también en sus caracteristicas cinéticas. Las caracteristicas de las

isoformas basicas se muestran en {a Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades de las isoformas de la PMCA*,

PMCA1 PMCAZ PMCA3 PMCA4
Distribucién ubicua cerebro cerebro ubicua
Nivel de
expresion en rata alto alto bajo medio
y humano
Cambios de cambio cambio subregulada cambio
expresion fetal/adulto fetal/adulto en fetal/adulto
tejidos
adultos
KdCAM?® 40-50 nM 8-10 nM ND 40-50 nM
KJATP® 0.1 pM 0.2-0.3 uM ND 0.7 uM
1 de degradacién
por calpaina 2-4 min 50-55 min ND 50-55 min

ND= dato no disponible
?{ a forma analizada fue Cl, i.e. sin inserto en el sitio C que incluye el dominio de unién de CAM.
®Se determiné de la formacion de fosfoenzima.
* Tabla tomada de Carafoli y col., 1997.
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Si se analizala distribucion de las isoformas en una forma mas fina, encontramos
que las formas de distribucidon amplia son en sitio A: 1x y 4x, y a nivel de sitio C: las
variantes 1b y 4b (Stauffer y col., 1983).

1.4 TOPOGRAFIA DE LA ATPasa DE Ca® DE LA MEMBRANA PLASMATICA

A pesar de que aun no se cuenta con estudios cristalograficos especificos de la
PMCA, una estructura similar unifica a las ATPasas tipo P como grupo, ya que su
crganizacion tridimensional parece ser comun para todos sus miembros. De acuerdo a un
modelo dilucidado inicialmente para la SERCA a partir de |a secuencia de aminoacidos
(MacLennan y col., 1985), la proteina esta formada por 10 dominios transmembranales de
los cuales un 80% de la masa total, representado por 4 unidades, se orienta hacia el lado
citoplasmico de la membrana (Fig 6). El 20% extracelular, consta de pequefas asas que
interconectan los dominios transmembranales. La estructura cristalina de {a ATPasa de
Ca® de reticuio sarcoplasmico a una resolucion de 14 A muestra que pueden incluirse 10
segmentos transmembranales (Stokes y col., 1994). Recientemente, este modelo ha sido
confirmado mediante la cristalizacién de la SERCA a una resolucion de 2.6 A (Toyoshima
y col., 2000} Por otro lado, estudios de transcripcién/traduccion in vitro han proporcionado
evidencia de 8 ¢ 9 de los 10 u 11 segmentos transmembranales considerades en los
modelos topoldgicos actuales para las ATPasas de Ca** de reticulo sarcoplasmico y de
reticulo endopiasmico, respectivamente (Bayle y col., 1995).

La primera unidad ubicada del lado citoplasmico es el extremoe amino terminal que
consta de 90 a 100 residuos, dependiendo de la isoforma que se trate. La segunda
unidad, cuya funcién es desconocida, abarca uno de 2 sitios de unién para fosfolipidos
acidos. La tercera protruye dei dominio transmembranal 4 que contiene el sitio activo de ia
enzima, esto es, el sitio de fosforilacién del Asp que forma una union covalente con el
fosfato gamma del ATP y el dominio ubicade hacia el carboxilo terminal que une ATP el
cual contiene a su vez, una lisina conservada. La dltima unidad, protruye de la Gitima
hélice transmembranal gue contiene los sitios de unién a CAM, los sitios consenso de
fosforilacion por PKA y PKC (éste contiene un residuo de treonina comiin a todas las
isoformas) y los sitios de union a calcio que posiblemente modulan la actividad de la

bomba.
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Figura 6. Modelo topolégico de la PMCA donde se muestra la estructura primaria y la
estructura secundaria para esta enzima. En la regién extracelular destacan las asas que
conectan los 10 dominios transmembranales. En la region citoplasmica; CAM representa
el dominio de unién a calmodulina, donde se resalta el residuo de treonina fosforilado por
protein cinasa C. PL es una secuencia que interacciona con fosfolipidos acidicos. Los dos
dominics en negro son 0s "receptores” para el dominio autoinhibitorio de union a CAM. La
regién sombreada y encerrada en un cuadro (ATP) es parte de la bomba donde el ATP se
une, resalta un residuc conservado de lisina. D es el sitio de fosforilacién. (Tomado de

Carafoli y col., 1997).
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La unidad carboxilo terminal de la bomba tiene aparentemente una funcion
autoinhibitoria lo cual ha sido apoyado por experimentos de protedlisis. Por anaiisis de los
fragmentos producidos por incubacion de la enzima con tripsina, se encontrd que hay
pérdida de porciones C terminales. Estos fragmentos corresponden a segmentos que
protruyen de la membrana y que contienen el dominio de unién a CAM (Zurini, 1984,
Benaim y col., 1984; Zvaritch y col., 1990). En consecuencia la bomba no responde a
CAM y se mantiene activada de forma permanente en su ausencia, es por eilo gue se
piensa que el dominio de unidn a CAM puede funcionar como inhibidor de la actividad
enzimatica. Existen datos obtenidos con una proteasa intracelular llamada calpaina
(Murachi, 1983), que pudieran ser importantes in vivo pues ésta es dirigida
preferencialmente a proteinas que unen CAM (Wang y col,, 1988). La activacién por esta
proteasa, se relaciona con el corte en dos pasos de la bomba en el inicio del dominio de
unién a CAM (James, 1989). En suma, CAM retrasa la proteodlisis y altera el patrén de
corte por lo que se sugiere que in vivo, en presencia de CAM, el patron de degradacion
seria modificado. Ademas, la digestion de la bomba in situ es mas rapida y completa, i.e.
sin la formacién del fragmento de 124 kD caracteristico de la degradacién por calpaina
(Wang y col., 1989; James y coi., 1988). El mecanisimo de inhibiciéon se ha estudiado con
ayuda de un derivado sintético fotoactivable del dominio de unidon a CAM, el cual ha
permitido identificar las zonas adicionales de interacciéon. Los sitios identificados se
localizan entre los sitios de union de la fosfoenzima y ATP (sitio FITC), otro mas, esté en
la unidad entre los dominios transmembranales 2 y 3. Tridimensionalmente, se apreciaria
cdmo se pliega la regién C-terminal de la bomba manteniendo juntas la segunda y tercera
unidades citoplasmicas inhibiendo asi a la bomba en ausencia de CAM (Falchetto y col.,
1991; Falchetto y col., 1992). Después CAM interactia con su dominio de unién y lo aleja

de sus sitios receptores, relevando la inhibicién.

1.8 POSIBLES MECANISMOS DE REGULACION DE LA ATPasa DE Ca”
HEPATICA

L a fisiologia del higado es sumamente compleja dado que desempefia funciones
como organo efector y también como érganc sensor (Kietzmann y col., 1997). Dentro de

las funciones del higado como efector, resaltan su papel como centro metabdlico, como
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centro de defensa desde el punto de vista de que procesa y elimina agentes xenobidticos
(por ejemplo, drogas), ademas de gque los macréfagos residentes realizan fagocitosis o los
linfocitos granulares grandes que se encargan de eliminar células tumorales que pudieran
detectar. El higado actia también como estacién de control hormonal sintetizando y
liberando precursores y mediadores hormonales, y funciona como reservorio sanguineo.
El higado se considera d6rganc sensor pues reporta el suministro de nutrientes a los
centros dei hipotalamo, es decir, contribuye al control de la ingesta de alimentos.

A pesar de su aparente uniformidad histolégica, a nivel morfométrico e
histoquimico, el higado es bastante heterogéneo. Esta heterogeneidad se relaciona con la
microcircuiaciéon, pues las células periportales y las perivenosas poseen un repertorio
distinto de enzimas, translocadores, receptores y estructuras subcelulares que marcan
también distintas capacidades funcionales (Kietzmann y col., 1997). Un fendmeno que
ocurre en el tejido hepatico formado de células tipicamente quiescentes, despues de
diferentes estimulos, es la regeneracién que hace a este érgano, un objeto de interés de
muchos laboratorios de investigacion.

La informacién previa nos da una idea general de lo que hasta la fecha se conoce
de la isoformas de ia PMCA. En el caso especifico del higado nos encontramos con una
enzima que no es activada por CAM vy su peso es 10 kD mayor al promedio reportado
para la generalidad de las ATPasas de calcio que es de 134 kD (Kessler y col., 1980).

Lo anterior ha dificultado su purificacidon por el método convencional, asi que
mediante cromatografia de inmunoafinidad con un anticuerpo moncclonal dirigido contra
una secuencia conservada de la ATPasa de eritrocito (clona SF10) se ha logrado su
purificacioén (Kessler y col., 1990). Cabe mencionar que aungue la enzima no responde a
CAM, si cuenta con un dominio de unién de alta afinidad por CAM. Kessler, mostro que la
enzima de higado une CAM en concentraciones de 1 y 3 nM (Kessler y col., 1990), es
decir, con mayor afinidad que la bomba de eritrocitos cuya Kd es de 4 nM (Graf y col,,
1981). Esta observacion probablemente indique que el dominio de unién a CAM se
encuentre enmascarado en la enzima intacta y por lo tanto, la enzima no es capaz de
unirse a coelumnas acopladas a CAM.

En afos previos se ha mantenido una discusién de la posible coexistencia de dos

ATPasas sustancialmente distintas. lwasa y col describieron una ATPasa de alta y otra



de baja afinidad por calcio y ademas, independiente y dependiente de calcio,
respectivamente (iwasa y col., 1983). El mismo grupo demostro también que la ATPasa
de alta afinidad es inhibida por CAM, en tanto que la de baja afinidad es moderadamente
estimulada por dicha proteina. Por su parte, Lin y col. reportaron dos ATPasas ambas
dependientes de magnesio (Lin 1985; Lin y col., 1988). Con base en observaciones como
la amplia especificidad de la enzima por nucledtidos, por metales y ademas por
experimentos de la enzima reconstituida en liposomas en los que se encontrd que no se
lleva a cabo transporte de calcio dependiente de ATP, Lin y col. propusieron {Lin, 1985)
que esta proteina pudiera ser una ectoenzima encargada de regular posiblemente la
concentracion extracelular de ATP en la vecindad de la membrana plasmatica (Lin y col,
1988)

El hecho de que la ATPasa de calcio hepatica no responda a CAM, abre la
posibilidad de que posiblemente sea regulada a través de un mecanismo distinto. En
1984, se reportd que en forma caracteristica esta ATPasa es inhibida por altas
concentraciones de glucagon, involucrande asi a otras moléculas (Lotersztajn y col.,
1984). Sin embargo, mas adelante el mismo grupo demostré que un producto de la
degradacion de glucagon, el miniglucagon que incluye los residuos 19-29 del extremo
COOH, pudiera ser el que fisicldgicamente inhibe a la enzima (Mallat y col., 1987,
Lotersztajn y col., 1990) Aun cuando el miniglucagon no activa a la adenilafo ciclasa, este
metaboiito es un inhibidor 1000 veces mas eficiente de la ATPasa de caicio, que el propio
glucagon. Se ha descrito una accion bifasica para este péptido la cual se ha asociado con
una regulacion por proteinas G heterotriméricas. La subunidad « implicada es del tipo Gs
dado que el efecto es claramente inhibido en ratas tratadas con la toxina del colera y no
por la toxina pertussis (Lotersztajn y col, 1990). También el efecto se ve inhibido
especificamente por un anticuerpo dirigido contra los 10 residuos del COOH terminal de la
subunidad Gso (Jouneaux v col., 1993). Otras hormonas tambien inhiben a la ATPasa
como son la calcitonina y la hormona paratiroidea humana y su efecto es mediado
también por alguna proteina Gs pero sin activar adenil ciclasa. Otro activador de adenil
ciclasa es el isoproterenol, sin embargo no ejerce efecto alguno sobre la bomba de calcio,
lo que indica que no existe una comunicacién cruzada entre los dos sistemas receptor-

efector. Cabe Ia posibilidad de que la subunidad Gs sea funcionalmente especializada y
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que exista una compartamentalizacion de Gs (Jouneaux y col., 1893). Al heterodimero py
también se le confiere actividad reguiadora sobre la actividad de la bomba de calcio.
Aparentemente estas subunidades son capaces de inhibir directamente la actividad basal
de la enzima formando un complejo con la Ga asociada, de manera que su papel ceniral
en la inhibicion hormonai del sistema seria el de controlar los reservorios de Gs
(Lotersztajn y col., 1992).

Un mecanismo alternativo de reguiacion de la ATPasa hepatica podria ocurrir, via
alguna proteina unidora de calcio distinta de CAM. El candidato mas viable reportadc en
la literatura es una proteina llamada requcalcina, la cual tiene un peso de
aproximadamente 33 kD (Shimokawa y col., 1993). Dicha proteina fue aislada de la
fraccion citosélica del higado de rata y es homdloga en su secuencia primaria con CAM
s6lo en un 13.3% (Nojima y col., 1987). Regucalcina aumenta la actividad de la PMCA del
higado de rata, aun en ausencia del cation (Takahashi y col, 1993 y 1994).
Aparentemente, a la fecha no se ha usado esta proteina para intentar la purificacion de la
enzima de una forma anadloga a como se hace con columnas de CAM-Sepharosa.
Actualmente nuestro grupo esta en vias de montar metodologias para explorar esta
posibilidad.

En este punio, es importante hacer énfasis en que se ha demostrade
experimentalmente gue la regulacién de estas enzimas transportadoras de calcio, no
ocurre de manera independiente, sino que la sobre-expresion de una tiene un efecto
sobre la expresion de otfra{s). Esta subregulaciéon de la ATPasa de calcic de reticulo
sarcoplasmico (SERCA) enddgena se ha observado en células CHO (de ovario de
hamster Chino) transfectadas con PMCA4CI (Guerini, 1995) y en células endoteliales de
aorta de rata transfectadas con PMCA1a (Liu, 1998). Asimismo, se ha demostrado que la
sobreexpresién de SERCA3 subregula la PMCA y las variantes de SERCA endogenas
(Kuo y col., 1997). Es claro entonces, que las principales vias transportadoras de calcio
estan regulatoriamente ligadas y entonces la expresion ectdpica de una bomba de calcio
produce una subregulacién de la expresion de la PMCA y la SERCA enddgenas
involucrando asi al mismo nucleo celular que rige la expresion genética.

Ofra posibilidad de regufacion que ya se ha descrito, es que los lipidos

membranales modularan la actividad de la enzima (Ronner y col., 1977; Niggli y col.,
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1981). Sin embargo, ain no se ha descrito la influencia que el colesteroi, abundante en
las membranas hepdéticas, podria ejercer sobre la PMCA. Nuestro grupo, ha demostrado
que el colesterol lleva a cabo un importante papel estabilizando a la ATPasa de Ca® de
corazdn y de eritrocitos en condiciones de estrés térmico {Ortega y col., 1996; Santiago y
col., 2000). Basicamente, el colesterol incrementa la estabilidad conformacional de la
enzima impidiendo que se inactive por choque térmico (Ortega y col., 1996). Se proponen
dos mecanismos posibles para tal efecto, ya que el colesterol aumenta el espesor de la
bicapa lipidica, puede estabilizar a las proteinas de membrana (Mclntosh, 1978; Maneri y
col., 1988). Otra posibilidad es que el colesterol puede a su vez reordenar y empacar
lipidos insaturados de la bicapa, compensando de esa manera los cambios
conformacionales que puedan sufrir potencialmente las proteinas integraies. El colesterol
tiene la capacidad de potenciar el efecto estabilizador que el calcio también tiene sobre |a
enzima (Santiago y col, 2000). En general, estos hallazgos indican el caracter

multifactorial de la regulacion de las enzimas membranales.
1.6 ISOFORMAS DE LA PMCA REPORTADAS EN CELULAS HEPATICAS

En relacién con las variantes de PMCA expresadas en el tejido hepatico de rata, en
la literatura se ha reportado la presencia de las formas constitutivas de la enzima, i.e. las
isoformas 1 y 4b. Por PCR se identificé que en todos los tejidos, incluyendo al higado, se
encuentra el mensajero para PMCA4 (Brandt y col., 1992). En todos los tejidos, exceptc
en higado se ha encontrado un RNAmM de 8.5 kb que reconoce una secuencia de 275 pb
que incluye la secuencia no traducida y el inicio de la secuencia cedificante de hPMCA4
(mediante sondas de humano y de rata). En el mismo trabajo, se reportd que la forma
mas abundante en el higado de rata es la variante PMCAZ2b. (Keeton y col., 1993).
Mediante estudios por RT-PCR a partir de los mismos RNAmM se encontré expresada la
isoforma rPMCA4 editada en el sitio A, aun en el higado (Keeton y col.,, 1995). En un
analisis por PCR cuantitativa, se encontré también que en el higado humano se expresa
mayoritariamente la isoforma PMCA1x (70%), después la PMCA4x (28%) y en minimas
cantidades la PMCA2 (2x y 2w). Las variantes en sitio C fueron predominantemente la 1b
(70%), después la 4b (28%), la 2b sélo representa un 2% (Stauffer y col., 1993). Existe
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un reporte previo donde se analizaron especificamente las isoformas presentes en higado
de rata y humane. En dicho reporte, sélo se encontraron las isoformas de PMCA1 y
PMCAZ2, donde Ia primera fue la mas abundante de las dos (Howard y col., 1984).

Recientemente empleando técnicas de hibridacién in sifu, se ha reportado que en
embriones de ratén el gen de PMCA1 se expresa ampliamente desde los 9.5 dias de
gestacion, en tanto que PMCA4 se expresa a los 12.5 dias de gestacién con un nivel
elevado en higado. La expresion de la isoforma PMCA4 desciende en higado a los 18.5
dias mientras aumenta en otros sitios (Zacharias y col,, 1899).

1.7 METABOLISMO DEL CALCIO EN CELULAS HEPATICAS TUMORALES

Dado que en este trabajo se empied el sistema tumoral AS-30D, cabe mencionar
algunas de sus caracteristicas basicas. |nicialmente, se produjo un tumeor sélido en el
higado mas una acumulacion de fluide con células libres, mediante la alimentacion de
ratas macho durante 12 semanas con el compuesto carcinogenico 3’-metil-4-
dimetilaminoazobenceno al 0.06% (Griffin y col, 1948). El tumor primario fue llamado
30D. El tumor ascitico AS-30D surgié por inoculacion de ratas hembra con células
provenientes del fluido del tumor 30D (Smith y col., 1870). Mas adelante, el tumor se
inoculd tanto en ratas hembras como en machos. Histoldgicamente, estas células
muestran ser de origen epitelial con apariencia general de hepatocitos aun cuando la
forma de los nucieos varia. Los demas componentes dei fiuido, tales como eritrocitos se
remueven faciimente lavando con solucion salina o algun otro amortiguador. El tumor se
designd como hepatoma por haberse obtenido el tumoer primario precisamente de higado.

Actualmente es claro que el metabolismo de calcio en células tumorales se
encuenira alterado, pues se ha comprobado experimentalmente en varios sistemas
transformados, que éstos proliferan activamente en medios con concentraciones
milimolares de! catién (Swierenga y col., 1978). Ademas se han cuantificado niveles
intfracelulares y mitocondriales de calcio endégeno muy por arriba de los niveles normales
hallados en células no malignas (Hickie y col., 1967; Cittadini y col., 1882; Fiskum, 1985).
Por ejemplo, en el hepatoma de Morris se han medido niveles de cailcio de 413 pg/g en
comparacion con 120 pg/g medido en higado normal de rata (Hickie y col., 1967). En

células del tumor ascitico de Erlich, se ha mostrado que el aumento de calcio intracelular,
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ocurre por entrada de calcio a través de la membrana plasmatica (Cittadini y col., 1982).
En el hepatoma AS-30D también se ha demostrado una capacidad aumentada
significativamente tanto de la célula como de las mitocondrias para capturar calcio en
presencia y en ausencia de ATP y en {as células intactas o permeabilizadas con digitonina
(Fiskum vy col., 1985). La capiura elevada de calcio en mitoecondrias, representa un
eficiente mecanismo protector para la célula tumoral, dado gue de esa forma la
concentracion intraceiular del cation es baja y asi evita la activacidbn de enzimas
proteoliticas y lipoliticas sensibles a calcio (Farber, 1982). Ademas este mecanismo es de
relevancia para la sobrevivencia del tumor, pues las células estan expuestas
potencialmente a largos periodos de isquemia (Kennedy vy col., 1980).

Concomitantemente a los niveles elevados de calcio, se han encontrado niveles o
actividad elevadas de CAM en células transformadas (Watterson, 1976; Criss, 1982)) lo
cual involucra atin mas al calcic en los eventos que suceden en estos sistemas.

Los niveles de colesterol en la membrana mitocondrial son elevados (tres veces por
arriba del contenido en mitocondrias normales) y explican de alguna manera su capacidad

de acumulacion del catién (Parlo y col., 1984; Woldegiorgis y coi., 1585).

1.8 METABOLISMO DEL CALCIO EN CELULAS HEPATICAS DURANTE LA
REGENERACION

El higado es un érganc tipicamente dividido en lobulos, aunque en la mayoria de
los mamiferos no existe un limite definido para estas unidades. En la rata el higado esta
dividido en 4 I6bulos, el mayor es el I6bulo medio que se posiciona ventraimente y cubre
al iobulo lateral izquierdo, asi como al lateral derecho y al caudado (van Dongen y col.,
1990, Waynforth y col., 1992). Las células hepaticas son quiescentes (indice mitotico de 1
mitosis/20,000 células) de las cuales la mayoria son hepatocitos o© celulas
parenquimatosas (Steer, 1995). Sin embargo, ante estimulos quimicos, fisicos ©
infecciosos y hepatectomia parcial (HP), las células hepaticas se replican activamente en
un proceso conocido como regeneracion hepatica. Estrictamente, este proceso es mas
bien una hiperplasia compensatoria pues el higado aumenta su masa hasta alcanzar una

proporcion adecuada respecto a ia masa corporal (Columbano y col., 1896; Michalopoulos
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y col., 1997). Cuando la proliferacion se induce por estimulos quimicos sin pérdida previa
de células, el mecanismo se llama hiperplasia directa.

El modelo de regeneracién mas reportado en la literatura es el que involucra
hepatectomia parciat (HP), que de acuerdo a Higgins y Anderson (1931) se entiende que
por extraccién de los I6bulos mayores del tejido hepatico de ratas, se logra una
hepatectomia de! 70%. Esta capacidad de regeneracion se ha observado en todos los
mamiferos estudiados a la fecha y se lieva a cabo en un lapso de 7 a 10 dias en ratas
(Steer, 1995). La velocidad de regeneracion depende de factores como el estado
nutricional, la edad, ingesta de alcohol, entre otros.

El proceso de regeneracion hepatica es sumamente complejo e involucra dos
etapas principales: una fase cebadora en la que las células se liberan de la inhibicidn
natural para dividirse y una fase de progresién en la que se promueve la replicacién
celular. Como es logico imaginar, en este proceso ocurre una cascada de eventos en los
que intervienen multitud de factores gobernados por eventos sefaladores y transductores
que dependen de la actividad metabdlica del higado, de interacciones entre células
parenguimatosas y no parenquimatosas, componentes de la matriz extracelular y circuitos
reguladores endoécrinos, autdcrinos, paracrinos y neurales. Tal cascada de eventos es
llamada “sinfonia portal” (Fig. 7} la cual comienza por una abrupta caida en los niveies de
calcio en plasma que produce incrementos de vasopresina y glucagon, entre otros
factores (Macmanus vy col., 1975; Cornell, 1985). La caida de calcio alcanza un maximo
de 1 mg/100 ml de plasma en las 6 horas posteriores, tiempo en el cual se liberan a la
circulacion portal ia hormona paratiroidea y una nueva oleada de glucagon. A las 12 horas
posthepatectomia comienza ia sintesis de DNA con un maximo a las 24 horas. A la fecha,
se han identificado cuatro familias conocidas de factores de transcripcion (HNF1, HNF3,
HFN4 Y C/EBP) especificos del higado que son responsables de los cambios que ocurren
en la expresion diferencial de genes en el higado en regeneracion a distintos tiempos
(Nagy, 1994).

El fenébmeno de regeneracion involucra practicamente a todos los organelos
celulares y a la misma membrana plasmatica la cual se conoce sufre cambios de fluidez
en particular asociados con la proporcién colesterolffosfolipidos (Bruscalupi y col., 1980;
Kohmoto y col. , 1994).
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Con base al innegable papel que el calcio juega en la fisiologia particular de los
sistemas tumorales y del higado en regeneracibn, a nosotros nos interesan las
alteraciones que deben ocuirir a nivel de la membrana plasmatica particularmente en lo
gue se refiere a una de las mas importantes proteinas movilizadoras de calcio, la PMCA.

En nuestro iaboratorio, se ha trabajado previamente con la ATPasa de calcio del
higado de rata desde un punto de vista cinético, usando paralelamente dos modelos: uno
de células en crecimiento acelerado pero controlado (higado en regeneracion) y un
segundo correspondiente al hepatoma AS-30D que sigue un crecimiento descontrolado
como es caracteristico de los sistemas transformados (Mas-Oliva y col., 1991). La
actividad de la enzima fue significativamente menor tanto en higado en regeneracion
como en ceélulas tumorales, respecto a las células normales. Una observacion importante
es que a través de mediciones de la actividad enzimatica, se determiné que la actividad
de la bomba de calcio se ve dramaticamente disminuida después de una HP y que su
recuperacion es un evento tardio del proceso de regeneracion.

En la Fig. 8 se muestra que a partir del 4o0. dia, la actividad de la enzima comienza
a elevarse y hasta después del 150 dia se aproxima a los niveles normales. Este dato fue
considerado para el disefio y planeacion de los tiempos en que se estudiaria la expresion
de ios RNAm de la ATPasa bajo la influencia del proceso de regeneracion, que se
describe mas adelante.

A pesar de que la actividad de la enzima tumoral fue menor que la del sistema
normal, sorprendentemente, la capacidad de transporte de calcio en ambos fue
practicamente idéntica (5.5 y 5.9 nmoles Ca®*/mg/10 min, respectivamente) y el recambio
ATP < Pi fue también muy similar en ambos casos: 30 y 26 nmoles ATP <« Pi/fmg/min,
respectivamente; (Mas-Oliva y col, 1991). Estas observaciones sugieren que
posiblemente ios sitios moduladores de la reacciéon de recambio de la ATPasa en las
células transformadas, sean regulados de manera especial. Asimismo, indican que la
membrana plasmatica de las células tumorales presenta un mecanismo que regula el
movimiento de calcio mediante la bomba de calcio, pero haciendo un uso éptimo de su

energia.
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Figura 7. Sinfonia portai durante ia cual se liberan a la circulacién portal, varias hormonas
después de una hepatectomia parcial. EGF= factor de crecimiento epidermal;
CT=calcitonina; PTH= hormona paratiroidea. (Tomada de Whitfield, 1990, seglin datos de
Macmanus y ¢col., 1975 y de Cornell, 1985).

TESIS CoN
2 FALLA DE ORicmy |




Estas observaciones nos han llevado apensar en la posibilidad de que la ATPasa
de calcio del sistema tumoral pudiera tener diferencias a nivel de secuencia de DNA y por
ende, en su secuencia primaria, respecto al sistema normal .que de aiguna manera lo
hacen mas eficiente. Las limitantes para abordar esta posibilidad desde un punto de vista
bioquimico, nos condujo a utilizar un analisis a nivel molecular de la(s) isoforma(s) que
pudieran estarse expresando en el hepatoma AS-30D o bien, si una expresion particular
de estas isoformas, pudiera explicarnos las conductas cinéticas que observamos. Lo
anterior tiene sentido si se piensa en que la naturaleza proveé a las células con un
mecanismo de control fino de las sefales intracelulares, a través de generar multiples

variantes (Enyedi y col., 1994).
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Figura 8. Actividad de la ATPasa-(Ca’* Mg®) medida en vesiculas de membrana
plasmatica de higado en regeneracion a distintos tiempos. Promedio + E.E de dos
experimentos (Tomado de Mas-QOliva y col., 1991).

En primera instancia, se usé una biblioteca de DNAc construida a partir del RNAm
del hepatoma AS-30D, lo que garantiza una representacion completa de los mensajeros
gue se expresan en esta linea celular. En paralelo, dado gque presuntamente estas
proteinas deben ser codificadas por mensajeros poco abundantes, mediante un analisis

por RT-PCR y con sondas previamente usadas por nuestro grupo (Santiago y col., 1996)
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se-procedid -a-un analisis cualitativo de su expresion. Basicamente se explord la expresion
de las isoformas 1, y 4 .con sus variantes por edicion en los sitios A y C en el higado
normal .durante varias etapas de desarrollo, en higado en regeneracion y en el sistema
tumoral AS-30D.

De esta manera, utilizando herramientas de biologia molecular hemos realizado un
andlisis que nos permite entender més ampliamente la expresion y reguiacion de esta
ATPasa de calcio especial, en varios estados fisiologicos de la célula hepatica.



2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVO GENERAL:

1)

Analizar con herramientas de biologia molecular, la distribucién de isoformas de la
ATPasa de calcio de membrana plasmatica que se expresan en el tejido hepatico de
rata durante diferentes etapas de desarrolio, en condiciones de regeneracidn y en el

sistema tumoral AS-30D.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1)

2)

3)

4)

Analizar una biblioteca de DNAc del hepatoma de rata AS-30D, para determinar las

isoformas presentes de la ATPasa de calcio de membrana plasmatica.

Amplificar por RT-PCR los mensajeros que codifican para las variantes de los genes 1

y 4, generadas por edicion alternativa en los sitios Ay C.

Dilucidar la existencia de un patron de expresién diferencial de las distintas isoformas
de la ATPasa de calcio en los tejidos hepaticos fetal, en regeneracion y del tumor £
30D.

Analizar si existe una expresion diferencial de la ATPasa de Ca®* a nivel de proteinas,

en las membranas de higado normal tanto fetal como aduito, en regeneracion y en el
hepatoma AS-30D.
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HIPOTESIS

Con base en el conocimiento de que la ATPasa de Ca®" de membrana plasmatica del
tumar AS-30D presenta un mecanismo altamente eficiente para transportar calcio hacia el
espacio extracelular, sin un requerimiento mayor de energia que la ATPasa de Ca®* de
higado normal, es posible que el analisis molecular de este sistema revele la expresion de
una isoforma desconocida de la bomba de calcio, o una combinaciéon especial de las
isoformas ya conocidas. Por otro lado, en el modelo de higado en regeneracién en el cual la
recuperacién de la actividad de la ATPasa de Ca”™ es un evento tardio, podria encontrarse
un patron diferencial de reactivacion de las distintas isoformas dependiente del tiempo

transcurrido posterior a una hepatectomia.



3. MATERIAL Y METODOS

Los medios empleados para crecimiento del fago (NZCYM) y de las bacterias (LB
base y LB agar + agarosa), asi como las sales y amortiguadores, se obtuvieron de Sigma
{Sigma Company, St Louis, MO). Las enzimas de restriccién, la reverso transcriptasa murina
y algunos de los oligonucledtidos empleados fueron adquiridos con GIBCO BRL (Bethesda
Research Laboratories, Gaitherburg, MD U.S.A), también se usé el juego para
secuenciacion dsDNA Cycle Sequencing Systemn provisto por la misma compania. Para el
marcaje de algunas de las sondas se uso el Oligolabelling Kit de Pharmacia LKB
Biotechnology, B Uppsala, Sweden. Tanto el y"?P-ATP como el o*P-dCTP (actividades
especificas de 3000 Ci/mmol) se adquirieron con DuPont NEN Research Products Boston,
MA.

La biblioteca de DNAc del hepatoma AS-30D fue construida por Clontech Laboratories
inc. Palo Alto, CA. Los filtros de nitrocelulosa se obtuvieron de Millipore Corporation, Bedford,
MA. Las membranas de nylon Hybond-N+ se adquirieron con Amersham International pic,
Buckinghamshire, UK. Los productos para elucion de DNA de la agarosa (gene-ciean) se
obtuvieron de BIO 101 inc, La Jolla, CA. Para las reacciones de sintesis de DNAcC y de
amplificacién de DNA, se usaron transcriptasa reversa murina y AmpliTag polimerasa de

Perkin-Elmer Corporation.
3.1 ANALISIS DE LA BIBLIOTECA DE DNAc DEL HEPATOMA AS-30D

Para el crecimiento del tumor AS-30D, se usaron ratas Wistar macho de un peso
premedio de 200 g las cuales se inccularon intraperitoneaimente con 1 ml de concentrado de
células del hepatoma (3 x 10° células/ml). Los concentrados de céiulas se mantuvieron en
congelacidon en nitrégeno liquido en presencia de medioc Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM) adicionado con dimetilsulfoxido al 10%, hasta su utillizacién. El liquido ascitico
producido se extrajo de las ratas a una semana de su inoculacién. En condiciones estériles
se procedid a eliminar eritrocitos basicamente, centrifugando el liquido ascitico en un
amortiguador de NaCl 150mM, KCI 5 mM y Tris-HC! 20 mM, pH 7.4. Finalmente las células

se resuspendieron en PBS, se congelaron en nitrégeno liquido rapidamente y se enviaron



para {a construccion de la biblioteca (Clontech, de acuerdo al método de Gubler y col., 1983),
0 bien, se procesaron para la obtencién de RNA para los experimentos de RT-PCR.

La biblioteca fue preparada usandc como vector de clonacién, al fago Agt10 vy
acoplando el inserto con un acoplador de 12 bases de longitud (secuencia:
CCGGAATTCCGQG) en el sitio EcoRI (Fig. 9). El DNAc fue obtenido a partir de RNAm aislado
usando como cebadores oligodT y oligdbmeros al azar en paralelo. Los titulos de la biblioteca
de acuerdo al proveedor fueron para sus formas amplificada y no amplificada de 1.5 X10°
ufp/ml y de 1.7 X 10° ufp/ml (ufp, unidades formadoras de placas), respectivamente. El
tamafio promedio de los insertos identificados por PCR usando oligos para el fago Agt10, fue
de 2.1 kB (Fig. 10). El hospedero recomendado para propagar el vector es la cepa C600 de
E. coli para las cuales se usd como criterio de seleccién, la produccién de piacas de lisis
turbias y claras. Las placas normales llevan el gen cl y son turbias, en tanto que las que
llevan el gen mutado cl’, son claras.
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Figura 9. Mapa del vector de insercion xgt10 donde se indican los sitios de restriccion de los
cuaies destaca el sitio EcoRlI (*) en el gen represor del fago (cl), sitic en el cual se insertan
fragmentos de DNA hasta de 7.6 kB. La insercién de un DNA en el gene represor permite
identificar placas recombinantes que son tipicamente claras (cl).

Antes de iniciar el analisis de ia biblioteca, hicimos nuestra propia titulacion la cual
resultd ser de 1.8 X 10’ ufp/ml. De acuerdo a este calculo, se usaron diluciones de 3 X 10°
de la biblioteca de cDNA en medio SM o diluyente del fago % (solucién 10X: NaCl 1.0 M,
MgS0,.7H,0 0.1M, Tris-HCI 0.35M, pH 7.5). Las bacterias C500 por infectar, fueron crecidas

en LB-ampicilina adicionado con maltosa a! 0.2% para aumentar la adsorcion del fago, la
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Figura 10. Gel que muestra los productos de PCR de placas claras obtenidas de la biblioteca
de DNAc, obtenidos por amplificacion con oligos para Agt10. En el primer carril, se muestra el
marcador de A cortado con Hind lll. En los siguientes carriles se muestran solo seis insertos
con pesos de 2.5, 2.1, 2.3, 1.6, 2.0 y 2.2 kB, respectivamente. La ausencia de bandas en los
demas carriles (no se muestran), puede deberse a que el inserto sea muy grande para
amplificarse, 0 muy pequefio para visualizarse, o que simplemente no exista.

pastilla final se resuspendido en MgSO, 10 mM final para estabilizar al fago durante la
infeccién. La infeccién se hizo incubando 1.5 ml de bacterias con el fago ya diluide a 37°C
durante 20 minutos, sin agitacién. Después de este tiempo, se agregaron 5 ml de L B-agarosa
(precalentada a 47°C) por tubo y se vacidé inmediatamente en cajas Petri estériles de 90 mm
de diametro. Ya secas las placas, se incubaron a 37°C toda la noche hasta alcanzar
semiconfluencia para poder resolver con claridad entre distintas clonas. Las placas se
guardaron a 4°C mientras no se usaran.

Para la identificacion de clonas positivas (screening=tamizaje) se inicid con diluciones
de fago de 3 X 10° /caja que en un total de 40 cajas, hacen 1.2 x 10° clonas analizadas por
cada serie de tres tamizajes sucesivos para la confirmacién de las clonas previamente
identificadas como positivas (Fig. 11). Para cada serie se hicieron réplicas colocando, con
ayuda de unas pinzas, membranas de nitrocelulosa sobre las cajas (previamente incubadas
al menos una hora a 4°C para endurecer la agarosa y facilitar el procedimiento). Tanto las
cajas como ios filtros se numeraron y se les colocaron tres marcas asimétricas con tinta
China para facilitar la alineacion con las autoradiografias correspondientes a las

hibridaciones de los filtros con una sonda especifica. Las réplicas se colocaron 2 minutos en
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una solucién desnaturalizante de NaOH 0.5M + NaCl 1.5M y después se lavaron dos veces
por dos minutos en una solucion neutralizante de Tris-HCl1 0.5M (pH 8) + NaCl 1.5M y
finalmente se lavaron rapidamente en SSC 3X (solucidon 20X; NaCl 3M + Citrato de Na 0.3 M,
pH 7). Se secaron los filtros a temperatura ambiente vy se fijé el DNA mediante 2 ciclos
automaticos en un entrecruzador de luz UV (cross-linker de Stratagene).

Para la validacitn de la identidad de estas clonas, se usé como sonda una clona de la
isoforma PMCAZ2 de rata que fue subcicnada en pBR322 de cuya restriccién con Pstl se
obtienen 4 bandas: una de 3.969 Kb correspondiente al plasmido y de 3.7, 1.956 y 0.842 kB
{Fig. 12), correspondientes a los fragmentos generados por los cortes en sitios internos del
DNAc de esta clona. El marcaje de los fragmentos eluidos de la agarosa, .se hizo por
extensién con hexameros al azar y con fragmento Klenow y «**P-dCTP. Las hibridaciones se
hicieron a 42°C durante toda la noche como se detalla mas adelante (seccidn 3.2, ii). Las
réplicas en nitrocelulosa se lavaron con alta astringencia en presencia de SSC 0.2X.

Las clonas que resultaron positivas en el primer rastreo fueron faciimente distinguibles
por un halo o cola airededor de la placa de lisis, éstas se colectaron de las placas de LB-
agarosa en condiciones estériles, con ayuda de la boca de una pipeta Pasteur. Los pedazos
de agarosa se colocaron en microviaies conteniendo 500 ul de solucion SM mas dos gotas
de cloroformo. El segundo analisis se hizo seleccionando al azar algunas de las clonas
positivas y haciendo diluciones 1.1000 en medio SM del concentrado obtenido del primer
rastrec, y de ahi se prepararon 3 diluciones {1:60, 1:20 y 1:10) en un total de 100 pl de medio
SM. A cada dilucién se le agregaron 100 ul de bacterias C600 recién preparadas para
infectar por 20 minutos en las mismas condiciones que en el analisis previo. Después,
igualmente se agregaron 5 mi de LB-agarosa por tubo y se vaciaron en cajas Petri.
Dependiendo de la dilucion que diera mejor confluencia, se selecciond para el resto de las
ciohas por analizar o se hicieron distintas diluciones. Se hicieron réplicas de las cajas y se
procesaron igual gue las anteriores. Para el tercer analisis, se repitid el mismo procedimiento,
excepto gue ahora se colectaron las clonas del segundo rastreo, usando una punta de menor
diametro que en el primero con objeto de evitar la contaminacion con otras clonas.

De las clonas confirmadas como positivas se purifico el DNA del fago v se secuencid

con los oligonucledtidos compiementarios a ambos brazos de Agt10 (Tabla 2). Asimismo, los
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insertos de estos fagos, se liberaron cortando con EcoRl y se subclionaron en el plasmido
pTZ19R {0 en pBiuescript) previamente preparado para la reaccidon de ligacion, i.e. digerido
con EcoRl y desfosforilado con fosfatasa alcalima, en células NMS22. Para hacer
competentes a las células para transformacion se usé el protocolo con cloruro de caicio
(Coheny col., 1973). Para ia transformacion, se usaron distintos volimenes de la reaccién de
ligacién para cada fragmento, que se incubaron con células competentes que se plaquearon
en dos densidades distintas en presencia de ampicilina (100 mg/ml}. De las colonias
resistentes a ampicilina, se aislé el DNA de acuerdo al método de lisis alcalina (Sambrook y
col., 1989) vy se determind por digestion con EcoRl y electroforesis en geles de agarosa,
cudles tenian un inserto del tamafic esperado. Estos DNAs fueron secuenciados con los
oligonucledtidos adecuados para los plasmidos de la serie M13/pUC (Tabla 2), siguiendo el
meétodo de terminacion de la cadena (Sanger y col., 1877). Las secuencias obtenidas fueron
enviadas a un banco de datos (BLAST) y se locaiizaron las homolegias con las distintas

isoformas reportadas para la ATPasa de calcio de membrana plasmatica.

3.2 ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS RNAm DEL HIGADO DE RATA EN

DIFERENTES ESTADIOS DE DESARROLLGO
i) Amplificacion de DNA mediante reaccién en cadena de |a polimerasa (RT-PCR).

Para esta seccidén de nuestro estudio, utilizamos ratas Wistar macho de 200-250g las
cuales fueron hepatectomizadas parcialmente de acuerdo al método original (Higgins y col,
1931) que implica la ablacion de ios dos |6bulos mayores del tejido hepatico. Se recuperaron
los higados en regeneracion a los 2, 4, 8, 14 y 17 (R2—>R17) dias posteriores a la operacién.
Asimismo, se obtuvieron higados fetales de 13 y 17 (F13, F17) dias de gestacidn, asi como
higados de ratas neonatas (NEQ) y de adultos normales (HN). También se colectaron celulas
del hepatoma AS-30D a partir del liquido ascitico generado por el tumor a los 7 dias de
inoculado i.p. en los animales Se aislaron RNA totales de todos los tgjidos, segun el método
de tiocianato de guanidina (Chomczynski y col, 1987) cuya calidad se evalud
espectrofotométricamente y por analisis electroforético en geles de agarosa-formaldehido al
1%.

Con estos RNAs se hicieron RT-PCRs y se obtuvo & DNAc utilizando 5 pug de RNA
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Figura 11. Metodologia empleada para cada serie de andiisis en busca de cionas positivas
portadoras de insertos relacionados con la ATPasa de calcio de membrana plasmatica
(PMCA) en la biblioteca de DNAc del hepatoma AS-30D.
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Figura 12. Patron de bandas resultante de la restriccién de una clona completa de rPMCA2
incluida en pBR322 (banda de 3.9 kB) con la enzima Pstl. Los carriles después del marcador
de peso molecular son idénticos y muestran las bandas de 3.7, 1.956 y 0.842 kB que se
eluyeron y se usaron ¢como sondas.

Tabla 2. Oligonucledtidos empleados en fa secuenciacién de clonas positivas
en el fago Agt10 o en células NM522.

OLIGO SECUENCIA

hgt10 — 5 -CCTTTT GAG CAAGTT CAGCCT GG -&
Agt10 « 5 -GGT GGC TTATGAGTATTT CTT CC -3
M13 - B'-CCC AGT CACGAC GTT GTAAAMACG -3
M13 « 5 - CAG GAAACAGCTATGAC -3

" TESIS CON
TALLA DE ORIGEN
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total iniciales en un volumen de 5 ul conteniendo aligodT (50 pmel) y hexameros -at azar (50
pmaol), utilizando el programa: 68°C/5' - rampa a 25°C durante 10 minutos, al aicanzar los
25°C, se agregaron 15 il de la mezcia de reaccion conteniendo el amortiguador: MgCl; &
mM, dNTPs 1 mM cada uno, inhibidor de RNAasas (RNAzin, 1U/ul)) y 2.5 U/l de
transcriptasa reversa murina. El ciclo prosiguié durante 60 minutos a 42°C mas 5 minutos a
95°C.

De cada DNAC se us6 una quinta parte de ia reaccion (4pul) para una reaccidn en un
volumen de 44 ul (incluyendo al amortiguador: MgCi> 0.2 mM, dNTPs 0.2 mM cada uno y 1 U
de Taqg polimerasa) para la amplificacién por PCR para la cual se realizé una preincubacién a
aita temperatura (hot-start), de manera que se incubd a 82°C por un minuto y entonces se
agreg6é la mezcla correspondiente de oligonucledtidos sentido y antisentido (10 pmol de
cada uno en 2 pl totales). La amplificacién se llevé a cabo durante 35 ciclos con la secuencia:
84°C por 45" seguido de 55°C por 45" y 72°C por 2', al final de! programa se incluy® un paso
de extension a 72°C durante 10 minutos (Fig. 13). El termociclador empleado fue el modelo
9600 de Perkin-Eimer. Se usaron oligonucledtidos para GAPDH como control y los
correspondientes a las isoformas de rata PMCA1 y PMCA4 sitios A y C para ambas (ver
secuencias en Tabla 3). Los productos de PCR se separaron en geles de agarcsa al 2%

{excepto para GAPDH) tenidos con bromuro de etidio.

ii} Hibridaciones DNA-DNA (Southern)

LLos geles con los productos obtenidos por PCR se transfirieron durante toda la noche
en membranas de nylon Hybond N+ con solucion SSC 20X, previa desnaturalizacion del gel
en una solucién de NaOH 0.2M + NaC! 1.5M durante 20 minutos y neutralizacion en Tris
0.5M (pH 7.4) + NaCl 1.5M por 20 minutos. Las membranas con los DNAs transferidos se
lavaron con SSC 2X para remover el exceso de sales y se fijo ei DNA en un entrecruzador
UV mediante dos cicios automaticos. Todas las incubaciones de prehibridacién e hibridacion

se realizaron en un horno Techne HB-2D.

LI5]
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5 g DE RNA TOTAL + HEXAMERQS + OLIGO dT
1 68°C/5' RAMPA A 25°C/10’

AGREGAR MEZCLA DE REACCION
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42°C/B0' — 95°C/5'—> DNAC
4
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J

EXTENSION 72°CNM10’

Fig. 13. Diagrama de flujo del programa empleado para las amplificaciones por RT-
PCR.



Las membranas con los productos de PMCA1 y 4 sitio A, se hibridaron con la misma
sonda empleada para el analisis de la biblioteca de DNAc. Para las membranas con los
fragmentos de rPMCA1 y IPMCA4 sitio A, la mezcla de prehibridacion tenia las siguientes
concentraciones finales: SSC 5X, Denhardts 5X, formamida al 50%, SDS 0.1% y 100 ug /mi
de DNA de esperma de salmén, la mezcla se calenté a 65°C antes de agregarla a las
membranas e incubarlas a 42°C toda la noche. La sonda fue marcada en presencia de 20 pnl
de la siguiente mezcla de reaccion: 2U del fragmento Klenow de ia DNA polimerasa | + 5 pl
de «**P-dCTP + una mezcia de dATP, dGTP y dTTP en concentraciones finales de 25 uM
{en un amortiguador Tris-HCl 500 mM, pH 7.8) + 2 pl de hexameros al azar {(concentracién
de 3.1 mg/ml) incubando a 37°C por 2 h y posteriormente se precipitd con EDTA 0.6M pH 8§,
acetato de sodio 3M (pH 7) y etanol al 100% a —20°C por 2 horas. Finaimente la sonda se
recuperd centrifugando a 13,000 rpm/25' a 4°C, se resuspendio en amortiguador TE (Tris 10
mM pH 8 + EDTA 1 mM, pH 8) y se calenté el DNA marcado a 92°C por 5 antes de
agregario a la mezcla de prehibridacion previamente caliente a 65°C, para hibridar a 42°C
durante toda la noche. Los filtros se lavaron para remover la unién inespecifica, aumentando
la astringencia desde SSC 2X-SDS 0.1% a 42°C, a SSC 1X-8DS 0.1% a 50 y/o 65°C hasta
SSC 0.2 6 0.1X-SDS 0.1%, de ser necesario.

Las membranas con ios productos del sitio C de ambas isoformas se prehibridaron al
menos 4 horas, en una solucidon con las siguienies concentraciones finales: SSC 6X,
Denhardts 5X, SDS 0.5%, 100 ug/ml de DNA de esperma de salmén v pirofosfato de sodio
0.05% en un velumen de 10 mil a 37°C. En este caso se usaron como sondas, oligos internos
de las secuencias de rata amplificadas, para sitio TPMCA1 sitic C: 5-
GCTCTAAGGCGACAACCCTCC -3 (3661-3681, Fig. 14) y para rPMCA4 sitio C. &' -
CTTCGTTGGCTTCTAAGTCGC -3 (3796-3817, Fig. 15) Para marcaje, se usaron
aproximadamente 3 pmoles de! oligo que se incubd en un volumen total de 10 pl en
presencia de 10U de T4 polinucledtido cinasa, el amortiguador correspondiente y v*“P-ATP a
37°C/30 minutos, la reaccion se detuvo incubando a 65°C por 15 minutos. La sonda se
recupero por filtracién a través de un filtro de acetato de celulosa de 0.20 um con un poco de
mezcla de hibridacion. La mezcla de hibridacion consistid en SSC 6X, Denhardts 1X, tRNA

de levadura {20 pg/ml) y pirofosfato de sodio 0.05% en un volumen de 10 ml, las membranas



se hibridaron a 37°C toda la noche. La unidn inespecifica fue removida mediante lavados
con S8C 6X-pirofosfato de sodio 0.05% a 37°C y aumentando la temperatura conforme
fuese necesario. Las membranas se expusieron en pelicuia X-OMAT de Kodak. a ~70°C de 2

hs a toda la noche.
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Tabla 3. Secuencia de oligonucledtidos empleados para amplificacion de productos mediante
reacciones de RT-PCR.

OLIBO SECUENCIA FRAGMENTO(S)
ESPERADO(S)
hPMCA1 —> 5-CAGGTACTCATGTAAGGGAAGGCTC -3' (785-809) 231 pb (1x)
sitio A . (310 pb, 2w)*
< 5-CACTCTTCAATGGCTGCATTTCC -3' (1015-993)
FPMCAT —> 5-GAGATCCCTGAGGAGGAATTGG -3' (3502-3523)
sitio C 392 pb (1b)
< 5-TGTGCGGCTCTGAATCTTCTATC -3' (3893-3871)
rPMCA4 —> 5 TGGTCAGCTTATACAACTCCCAGTG -3 (752-776) 450 pb (4x)
sitio A 420pb (4z)
€~ §.GGTCCCTTGCTTGCTTTCTTCTC -3' (1201-1179)
rPMCA4 —> 5 AGAGATCGACCATGCCGAGATG -3' (3398-3419) 455 pb (4a)
sitic B/C 385 pb (4d)
< 5-AACAGTTTCAGCATCCGACAGG -3' (3852-3831)
277 pb {4b)
GAPDH — 5-TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGT —3' (71-96)
e 983 pb

« 5-CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC -3' {1030-1053)

* Este juego de oligos fueron reportados por Verma y col., 1888. La banda correspondiente a
2w no era esperada, pero se identificd por secuenciacion.
** Los oligos para amplificar GAPDH son los reportados para humano (Stauffer y col., 1993),
los cuales se usaron para amplificar secuencias de rata, dada ia alta homologia entre estas

especies.

Los demas juegos de oligos se disefaron con base a lo reportado por Keeton y col.,1993;
Keeton y coi.,, 1995; Adamo y col.,1992 y con ayuda del programa de analisis MacVector

6.0.1.
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61
121
181
241
301
36l
421
481
541
501
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
24561
2521
2581
2641
2701
2761
2821

tgtggagaag
gaaacaagtc
gctttaccaa
ttcatcttggy
tcctecteat
ggtgtgaaaa
gagctgcyggg
tatggggatg
ggaaatcctg
aagaagccaa
atactagaaa
gataatgcac
tggattgaayg
aatgactgga
aagttcaccg
ggagacattg
ggcaatgacc
tctctagata
atggtcgtta
gctggaggceg
caagatggag
atgcagocte
aatctgccaa
attggcaaag
gtgatcgata
atccagtact
gaaggcctcece
gataacaact
tgtteoccgata
aacgaaaagc
tatctggtaa
aaagagggtyg
ctcttggatt
tacaaagtct
gatggaagtt
aaaatcttga
gtgaagacgg
agagacttcc
ggccttactt
gcaataaada
aacacagcete
tgcttagaaqg
gagaggatag
aaacatacac
gctgtgacag
gcaatgggca
gacaacttca
tcaaaattcc

aagggagegt
atgggeccagt
gtcatacaat
aaaattgatc
aaattaccct
actctttgaa
ccctcatgga
tctatggaat
cagatttaga
aaacctttct
tcgcagccat
tttgtggaga
gagctgccat
gtaaggagaa
tcatcaggygyg
cccaadtgaa
ttaaaattga
aagacccctt
ctgctgtagg
aagaggagga
ctattgaaaa
tgaagagtga
agaaggaaaa
caggtctget
cecrtetgggt
ttgtgaagtt
cgctggecgt
tggtgaggca
agacggggac
attataaaasa
caggaatttc
gattacctcg
taaagcggga
ataccttcaa
tccggatcett
gtgctaatagg
tgattgagcce
ccgcaggaga
gcatcgctgt
aatgtcagag
gggccattge
gtaaagattt
acaagatttg
tggttaaagg
gggatggtac
ttgctggaac
caagcattgt
ttcagttcca

cggaccggaa
ggtcaagata
gagtgtttqgy
aagtgaagat
tgtaatgggce
agaagctaat
gctcaggtcce
ttgcaccaag
aagaagagaa
tcagttagta
agtatcattg
agtttctgtt
cctcecttgteyg
acagttcgga
tgggcaggtce
gtacggtgat
cgagagtteyg
gocttctttea
tgtgaactct
aaagaaagat
tcgcaacaaa
agaadgggda
gtetgtgtta
gatgtctgcc
tcagaagagy
cttcattatc
cacgatctca
ccoctggacget
cctgacgatyg
ggttccggasa
tgtgaattgt
tcatgtgggg
ttatcaagat
ttctgttagg
cagcaagggt
tgaggccaaa
catggcatct
gccagaacca
tgtggggatt
gactggaatt
taccaaatge
taaccgaaga
gccaaagett
tataattgac
aaatgacggg
tgatgtgget
taaagcggtt
gettactgtt

42

cggatgtata
cttctetggyg
tttaaggaag
Ttcatttett
gacatggcaa
catgatggcg
acagatgcat
Ttgaaaacat
gcagtgtttg
tgggaagcat
ggcctttett
gggdaadaag
gtggtgtgtg
ggcttgcaga
atccagatac
cttetteocag
ttgactggeg
ggtactcatg
caaactggga
gagaagaaga
gcaaaagcaoc
gatggtgatg
caagggaaac
atcacggtta
cegtogettg
ggggtcaccy
ctggettact
tgtgagacca
aacaggatga
ccagaagoca
gcttatacat
aataaaacaqg
gttagaaatg
aaatccatga
gcatctgaga
gtgttccygac
gaaggcctga
gagtgggata
gaagatcctg
accgtgcecgceca
ggtattttac
atacgaaatg
cgagtgcttg
agcacadgtct
cctgcegctga
aaagaagecat
atgtggggac
aatgtagtgg

catctcaaaga
aattgttgcet
attttaatat
ttttrtttty
acaactcagt
actttggcat
tacgaaaaat
ctcccaatga
gaaagaactt
tacaagatgt
tttatcaacc
aaggtgaagg
tggtgttagt
gtcgaattga
ctgtagctga
ctgatggtat
agtctgacca
taatggaagy
tcatctttac
aagaaaagaa
aagacggcgc
agaaagacaa
ttacgaagct
tcatcctagt
ctgagtgcac
ttctagtggt
ccgtcaagaa
tggggaacgc
cggtcgttca
toeceogecaaa
caaaaatatt
aatgtgcectt
aaaltaccaga
gtacagtcct
taattctgaa
ccagagaccqg
gaaccatatg
acgagaacga
tgaggceetga
tggtcactgg
acccaygggga
aaaaaggaga
caagatcatc
cagagcaacy
agaaagcaga
ctgatatcat
ggaatgtcta
ccgtgattgt

ttgagaggaa
gctgataact
ttaaaagatt
ggaaacattt
tgcatatagt
cacacttgcc
acaggaaagc
aggtttaagt
tatacctect
cactttaatt

tccggaagygg

agaaacgggg
gacggcttte

acaggaacag
cattactgtt
attgattcaa
tgttaagaag
ttetggaagg
cttacttgga
aaataagaaa
ggccatggag
gaagaaagca
ggctgttecag
gctatatttt
gccaatctac
cgcggtgecy
aatgatgaag
tacagctatc
ggcctacatc
tatcctgtcc
gccaccggag
gttgggattt
agaagcattg
aaagaattca
aaagtgtttc
agatgacatt
cctagegtic
tgtecgtcace
ggtaccadag
tgataatatt
agatttcctg
gattgaacaa
tceccactgac
ccaggttgta
cgttggettt
tctcacagat
tgacagcatc
cgctttcacg
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2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201

ggcgettgta
atcatggaca
ctccggaage
ttgggccatyg
tttttcgata
accattgtgt
attcatgggg
gtcttaggca
tgctcagaac
ctetggggee
gaccatggga
attgaccatg
agaatccaaa
gctctaagge

ttactcaaga
cgetggecte
cttacgggag
cgttctatca
tcgacagtgg
tcaacacctt
aaagaaatgt
cectttgtggt
Lttcaataga
agcttatttc
cacagaagga
ccgaacggga
cacagatgga
gacaaccctc

ctcgeccactyg
cctggetctyg
aaacaagect
gctegtagtyg
gaggaacgcc
tgtgctgatyg
gtttgaaggyg
gcagataata
acaatggctg
aaccattcca
agagatecet
gttgcggcgt
tgtagtgaat
catcgccagc

cctacacatyg
gaatgcattt
ccacaacttt
tatcgatgac
ctecteoctaac
caagtetget
attgtaagcet
ttttcacaca
acttgtacga

tagtgttttc
cgtagotcett
atgacacacc
actgatgctyg
agaaaataaca
acctecttegt
gaacgttaac
ttgtgacgga
atgtagattt

ctettetact
tatacgaagg
ccgagtttag
aagatgacgc
atgcegtiga
ccoccagggad
acactagoecy
caagatggcg
attttttt

aaggcggtac
gcgacadgaac
ctcatctcac
gtcticacge
cctectgecatyg
cagctcttea
atcttcaaca
atcgtgeagt
tggtccatat
accagccgcet
gaggaggaat
ggccagatct
gctttccaga
cagcaccatg
gcttCtath
gttagagaag
gatagaagat
tcctactaaa
cagegggate
cccactgeat
cactgtaaaqg
ttecttgtete

agatgctctyg
cacccaccga
gcacaatgat
tcttgttege
ctccacegte
atgaaataaa
acgcocatett
ttggcgggaa
tcoctgggaat
taaagtttct
tggcggagga
tgtggtttag
gtggaggttc
atgtaacaaa
ctgtggggta
ccagaatcaa
tcagagocge
cgcaactcca
caccttacaa
agtttggaaa
aaacaaattyg
cggacttcaa

ggtcaacctc
gtcactcctg
gaagaatatc
tggagagaag
agagcactac
tgceccggaaa
ctgcacaatt
gecoettteage
ggggacctta
aaaagaagct
tgttgaagag
aggectygaac
cattcaggag
tgtttectace
tcecgagtggt
gaagttcaat
acatcccoct
gcececteegcec
tagaaatgaa
catcactctyg
aaactgagtc
cagaagacac

Figura 14. Secuencia de nucledtidos del DNAc de la isoforma rPMCA1 {(clave de acceso del
Genbank: J03753). En rojo se indican las secuencias a las que se unieron los oligos
disefiados para el sitio A de hPMCA (ver Tabla 3) En azul se indican las secuencias de los
oligos para amplificacion en sitio C. En este dltimo segmento, se muestra subrayada la
seciiencia del oligo interno (3661-3681) empleado como sonda para identificar los productos
de este sitio (Shull y col., 1988).
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
201
261

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
le81
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821

gctactctga
gaagaaazaa
gaaactctac
caggacataa
ccttaatgga
gtgcccacta
gtctgtctgyg
tacctcecgaa
cactecatcat
ctggcgggga
gagaaactgg
tgacagcctt
agcttgagca
agattgtggt
tcctaatcceca
atgtcaagaa
gctctggacg
ccctcttagg
gagtctctga
cactcaacag
eraagaagga
aggcaggtct
acaattteat
attttgtcaa
tgeccactygge
acttggtceg
ataagacyggyg
ctcactaccyg
tcaacagcat
gaggcctecc
acctgaagca
tgtacacctt
gcttocgegt
tgaacaagga
acgtcattga
ttgatggtga
ttgcagtggt
gcaaacgggdc
ccatcgccac
aagaattcaa
aggtctggcc
tgaaaggtat
atggaaccaa
caggecacaga
gecattgtgaa
agttccaget
ctcaggattc
ttgecttctet

aacttattgc
gtgggaagaa
atcttctectyg
cttgccagcece
cctgaggaaqg
tggaagtgta
gaaccctgca
aaagcccaaqg
cctggagatce
aaatgaaatc
ctggattgaa
caacgactgqg
aaaattctcc
gggagatatt
gggaaatgat
gactctggac
gatggtggtyg
ggctaatgag
aaatcgcaac
ccaggagggyg
gaagtcecggtc
gatcatgtect
gatacagcgc
gttcttcatc
tgtcaccate
gcacttggac
cacgctgacc
ccagatecca
ctgtatcaac
cecggcaagta
ggactaccaa
caactcagtg
gttcagcaaq
aggaggaatt
gcccatggeco
agagccceteg
gggcattgag
tggcattact
caaatgtggc
cagactcata
caggcttcgg
cattgacage
tgatggaccg
tgtggctaag
ggcagtgatg
cactgtcaac
cccactgaaa
ggccctggec

acaagatatt
acgaagaaga
gttgagagtc
aactcggtag
ctcatggagc
caagaaatct
gatttggaga
acgttcttag
gcagccatca
tgtggccaca
ggggcagceca
agcaaagaga
attatccgga
gcecaggtca
ctgaagattg
aaagaccccea
actgctgtgg
gaagaagacg
aaagcaaaaa
ctcgatagtg
ctgcagggca
atcctcacag
cgggecatgge
atcggagtca
tecgttggeet
gcctgtgaga
atgaaccgca
aaacctgacg
tectygcttaca
ggcaacaaga
gecagttecgca
cgcaagtcca
ggcgecteeg
gtaccattca
agtgaaggac
tgggaaaatg
gaccctgtgc
gtcaggatgg
atcttgactc
cgcaatgaga
gtactggcac
aatattoggg
gctctaaaga
gaggcatcag
tggggccgga
gtggtggeccg
gcggtgcaga
acagagcecoc
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gtcaatttat
gaaggcaada
tggtaaccga
ctgagagcta
ttcgtgeage
gcgcaagact
agcgtagact
aattagtgtg
tatccctggt
ttgtaagtaa
ttettgecte
agcagttccecyg
atggtoaget
aatacggtga
acgagagctc
tgttgctcte
gaatcaattc
atgagaaaaa
cccaggatgg
aggazaadgga
agctcacacyg
tcectecatect
ttecctgagty
ctgtactggt
actctgtaaa
cgatgggcaa
tgaccgtggt
acctceccace
cttctaagat
cagaqgtgltgg
gtgagatgcc
tgagcaccygt
agataatgct
aaactaagdga
tcaggaccat
agaatgagat
gcccagaggt
tgacaggtga
ctggtgatga
agggcgaggt
gatcttctce
aacagaggca
aagcagatgt
acatcatcct
acgtatacga
tgattgtggc
tgotgtgggt
cgacecgattc
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coccctaactyg
gacactgctc
aggcaagatg
tgaaggggag
tgatgcagtyg
gaaaacctcc
tgtttttggg
ggaagccctg
cctgtectte
cccagaagaa
ggtgatcatt
ggggctgcag
tatacaactc
cctgctgect
tttgacagga
agggactcat
ccagactgga
gaagaaaggt
agtggcettg
gasgaaagoa
cctggetgtyg
gattctatac
cactecectgtg
agtggctgtyg
gaaaatgatg
cgccacagcc
acaagcttac
caacgttetg
tctgcctceca
actgctgggc
cgaggagaag
catcaggaag
gcgcaagtgt
ccgagacaat
cggcatagcet
cttcactggg
accagatgcce
caacgtcaac
ctteetgtgt
cgaacaagaa
cacagacaad
ggtggtggcet
cggttttget
gactgatgac
cagcatttcc
tttctetgga
gaacctgatc
cctgctgagyg

ggctcccaga
agttagaggg
acgaatccat
tttggctgca
acccagatca
cctgtagaag
aagaacatga
caggatgtca
taccggeetc
gatgaggaag
gtggtattcg
agtecgeattg
ceagtggectg
gccgacggas
gaatcagatc
gtgatggaag
atcatcttca
aaaaaacaag
gaaatccagc
ageaagggac
cagatcggga
ttcgtggttyg
tacatccagt
ccagaggggc
aaggacaaca
atctgetetyg
attgggggca
gaccteatag
gagaaagagy
tttgtcacag
ctcttcaagyg
ccggaagyqgy
gatcggatcc
atggtacgca
taccgagatt
ctggtctgceca
attaacaagt
acagccaggg
ctggaaggga
aagctggaca
cacacattgg
gtcaccggtg
atgggcattg
aacttcacca
aagttcectge
gcctgcatca
atggacacgt
cgtcgcecect



2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081

atgggcgaaa
tgtatcagcet
acagtgggag
acacgtttgt
agaatgtcett
tcttctgeca
ccatggagca
Lcatctctgce
acaaagagga
agcttogecy
aagtaattaa
tgagtcaaca
tcagaacctc
gtcaaagtat
cacagctica
aatcaagagg
getgaaactg
atcgttgect
atcctctgag

atggtgggac
ccatgaadaa

caagceocccty
cggaatcgte
gaaggcgcct
gctgatgcasa
tgcagygtgte
gatcttgatc
gtggatgtgg
aatacctacc
gatcagcaadg
aggccagatc
caaattccag
acttgatgta
cccecoctcecocace
ttcatagtit
tgacccaacc
aaagtccttce

atctctcgea
ttecetecteg
ctcaattcac
ctcttcaacg
taccgcaaca
gtggaagtagg
tgtctcttta
aagtctctaa
gacgctgagg
ctetgggtce
acgggagcct
aaactggttc
tctictgeey
ccgagacgtce
tgagtacgcc
gttggcttct

caatgatgaa
tctttgectgg
cacccagcca
agatcaactc
tocattttetg
gaggtaagece
tagggatcgg
agttectgaa
ggctggaaga
gtggcctgaa
cttttaaggg
ctagctcecta
ttacacctce
attcataaat
gcagacgatg
aagtcgcgga

tttcacagaa
cecatcccaa
taccgtceccet
ttgtcattgt
gecacagacct

caacacgaat
cagccctcta
gctctceccect
ttcatcagct
ac

aacaatgceg
caaagccagg
ttttctecttce
gctcctaagc

gaacatcctg
cgacaaactg
gcactacacc
tcggaagatc
ctetgttgtt
cttcagectge
agaacttttg
agaggceggge
gatcgaccat
ccggattcag
agtcctaagyg
ttcagaagca
tcctgtggge
ccaagaacca
aaatgtcaca
ttaccaageg
toggactgccea
agacaccggt
atctgtccta
atgtgagaac

ggccacgceqgg
tttgacattyg

attgtttteca
catggcgaga
ttaggcacgt
acaaacctca
tggggccagy
catggcagtg
gecgagatgg
actcagattg
cgacagaact
gttgcgtcag
aatcagagtg
ggtctccatc
gtcctteetyg
coctgteggat
ccaagtgcaa
ctgaacgtcc
tectgtatgtyg
ccccacctga

Figura 15. Secuencia nucleotidica de la isoforma rPMCA4 (clave de acceso al Genbank,
U15408). En rojo se indican las secuencias de los oligos empleados para amplificacion por
PCR en sitio A; en azul se muestran los oligos especificos para sitio B/C. En la region del
sitio C, se ubica subrayada la secuencia del oligo interno (3796-3817) usado como sonda
para identificar los productos del mismo sitio (Keeton v col., 1995).
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3.3 TRANSFERENCIA DE PROTEINAS (Analisis tipo Western)

Con el objeto de analizar cualitativamente si existen diferencias en las ATPasas de los
distintas muestras hepaticas a nivel de proteinas, decidimos hacer inmunotransferencias con
et anticuerpo monoclonal 5F10. Dicho anticuerpo se obtuvo a partir de eritrocites humanos y
reconoce una region conservada de la PMCA localizada en el asa intracelular entre los
dominios transmembranales M4 y M5, con un epitope entre los aminoacidos 724-783.

En primera instancia se aislaron fracciones crudas de membranas de higado normal y
en regeneracidon de rata y del hepatoma AS-30D, de acuerdo al método reportado por
nuestro grupo (Mas-Oliva y col., 1981). En el caso de ias células colectadas del hepatoma,
se hizo preliminarmente un lavado de las mismas en un amortiguador de NaCl 150 mM, KCI
5 mM y Tris-HC| 20 mM, pH 7.4. El homogenado inicial de todes los tejidos se ajustd
midiendo con un refractémetro Zeiss a una densidad de 47% con sacarosa y se centrifugd
en un gradiente discontinuo de sacarosa seguido de dos capas de 44 y 42.3% de sacarosa
en un amortiguador de Tris-HC! 5 mM, pH 8 (150,000 X g/t h en un rotor SW 28 de
Beckman). La fraccion membranal se recuperé sobre la capa de 42.3%, se lavo en el
amortiguador Tris-HClI 5 mM pH 8 por centrifugacidn a 40,000 X g por 15’ en un rotor
Beckman 80Ti. La pastilla final se resuspendié en un amortiguador de Hepes-Na 25 mM y
MgCl; 10 mM, pH 7.4 y se congeld a2 —70°C hasta su uso.

Para nuestros andlisis tipo Western se colectaron los sobrenadantes obtenidos por
centrifugacion a 100,000 x g/30' de muestras solubilizadas por 20° en Tritén X-100
{concentracidén final de 0.5%) de las tres preparaciones de membranas de higado y se
cuantificé la proteina total. Las mediciones de proteina se hicieron de acuerdo al método con
acido bicinconinico (Pierce, cataloge 23225). Como control positivo se incluyé ademas a la
ATPasa de eritrocitos humanos purificada a homogeneidad por nosotros mediante columnas
de Sefarosa acopladas con calmodulina (Niggli y col., 1978). Se corrieron geles de
poliacrilamida-SDS al 7.5% (Laemmli, 1870) con las muestras solubilizadas usando 25 mA
por cada gel. En ios carriles se cargaron cantidades equivalentes de proteina para cada tipo
membranai (20 pg). Los geles se tifieron con azul de Coomassie o se transfirieron en
nitrocelulosa con poro de 0.45 um (Bio-Rad) usando un sistema humedo aplicando ung
corriente de 100 mA durante toda la noche. El amortiguador usadec para transferir las

proteinas fue el siguiente: Tris 25 mM + Glicina 192 mM + Metanol 20%. La calidad de las
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transferencias se-corrobord en la nitrocelulosa por tinciones con PonceauS (selucion al 0.2%
en acido tricloroacético.y &cido sulfosalicilico al 3% de Sigma).

Todas las incubaciones siguientes de las membranas de nitroceluiosa con las.
proteinas transferidas se realizaron a temperatura ambiente y en agitacion suave. Los
bloquecs de unidn inespecifica se hicieron con leche descremada al 2.5% en un
amortiguador de Tris-HCI 20 mM pH 7.5 + NaCl 160 mM + Tween 20 al 0:05% (TBST)
durante 1 hora. Posteriormente se incubd por 1 hora mas con el primer anticuerpo. El primer
anticuerpo usado fue el monocional clona 5F10 en una dilucion 1:1,000 recomendada por el
proveedor (Affinity Bioreagents, Inc., catdlogo MA3-814). Después de incubar con el primer
anticuerpo, se lavaron las membranas con TBST con cambios cada 15 minutos por un total
de una hora, y se procedid a la incubacién con el segundo anticuerpo. El segundo anticuerpo
fue una mezcla de anti IgG+A+M(H+L)-peroxidasa de ratén aislada de cabra (Alpha
Diagnostic International, catalogo 40420). Este anticuerpo se uso en una dilucion 1:50,000 en
leche-TBST y se incubé la membrana de nitrocelulosa durante 1 hora. Posteriormente se
lavé con TBST por una hora con lavados de 15 minutos cada vez. Al final se lavd 15 minutos
solo con TBS (i.e. el mismo amortiguador, sin Tween), para evitar inhibir la actividad de la
enzima dei anticuerpo conjugado. Ei revelado de ias proteinas reconocidas por ei anticuerpo
se hizo con el sistema quimioluminiscente ECL (Amersham, catalogo RPN2106) vy se expuso

en pelicula Biomax de alto contraste de Kodak durante distintos tiempos.
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4. RESULTADOS

4.1 CLONAS AISLADAS POR ANALISIS DE LA BIBLIOTECA DE DNAc DEL HEPATOMA

AS-30D

En esta seccidn de nuestro trabajo se realizd un andlisis de alrededor de 1.2 X 10° clonas
por cada serie de 3 rastreos en busca de clonas positivas para la ATPasa de calcio del
hepatoma AS-30D. En total se analizaron alrededor de 1 x 10° clonas de la biblioteca.

En la Fig. 16.A se muestra una serie de ejemplos de las clonas positivas verdaderas
obtenidas del fago Agt10 en los que se aprecian los insertos de entre 1.6 y 2 kB. Este tamario,
concuerda perfectamente con el tamafio previsto por Clontech, proveedor de la biblioteca. Los
insertos se obtuvieron cortando con EcoRI el DNA previamente purificado del fago. La identidad
de estos fragmentos fue comprobada por experimentos de hibridacién DNA-DNA usando como
sonda una clona completa del DNAc de rata correspondiente a rPMCA2 (Fig. 16.B).

A

32.7xB
10.6kB

2.0kB
1.6kB

2.0kB
1.6kB

Figura 16. A) Gel de agarosa al 1% donde se separaron electroforéticamente los insertos
liberados por digestion con EcoRI! del DNA del fago Agt10 de algunas de las clonas positivas.
Las bandas de alto peso moiecuiar de 32.7 y 10.6 kB, representan el brazo izquierdo y derecho
del fago Agt10, respectivamente. B) Autoradiografia de las mismas clonas transferidas en
nitrocelulosa que hibridaron con el DNAc completo de la isoforma rPMCAZ2.
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Después de un analisis exhaustivo de esta biblioteca, no encontramos una isoforma
distinta a las previamente reportadas como constitutivas. Todas las clonas positivas
(aproximadamente 11 clonas) fueron secuenciadas en el fago y/o en células NM522
transformadas conteniendo estos insertos. Las secuencias se enviaron a un banco de datos
(BLAST) para su alineamiento con secuencias altamente semejantes. En la Fig. 17 se muestra
un mapa donde se ubican las clonas positivas analizadas las cuaies se sobrelapan y cubren

la extension total de la secuencia de la isoforma PMCA1 de rata.
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Figura 17. Esquema de Ias clonas aisladas de ia biblioteca de DNAc de céiulas del hepatoma
AS-30D. La barra superior muestra la secuencia codificante de la isoforma rPMCA1, las 10
regiones transmembranales se indican con barras negras y se indican los sitios de edicion
alternativa A y C en los dominios de unién para fosfolipidos y calmodulina, respectivamente. Las
barras inferiores indican la longitud de las cionas aisladas con los respectivos nombres (a-k)
asignados durante los rastreos. Todas las cionas gue se ubican en el sitio A corresponden a la
isoforma 1x; en el sitio C, las clonas corresponden a la isoforma 1b.

49

TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN




4.2 ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS RNAmM DEL HIGADO DE RATA EN
DIFERENTES ESTADIOS DE DESARROLLO

Para esta seccidon de nuestro estudio aislamos ‘RNA teiido hepatico normal de ratas
adultas (HN), de higados a los 2, 4, 8, 14 y 17 dias posthepatectomia (R2, R4, R8, R14 y R17,
respectivamente) asi como de higado fetal de 13 y 17 dias de gestacion (F13 y F17), higado de
ratas neonatas (NEO) y de células AS-30D {HEP). Para todas las reacciones de RT-PCR se
usaron 5 g de RNA total de cada uno de los tejidos. Como control, realizamos amplificaciones
del gen constitutivo para la enzima gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

En ia Fig. 18, se muestran los productos de PCR obtenidos con oligos especificos para
PMCA1. Los productos editados en el sitio A (el cual se ubica hacia el extremo amino e
involucra exones que codifican residuos proximos a un dominio sensible a fosfolipidos) se
muestran en la Fig. 18.A. De acuerdo a la tabla 3, se esperaba una banda tnica de 231 pb
correspondiente a la variante 1x. Sin embargo, es evidente una banda adicional de un peso
molecular de 312 pb; dado lo inesperado de este resultado, decidimos aislar esta banda,
subclonarla y secuenciaria. Esta banda resultd inequivocamente ser la isoforma 2w la cual se
obtuvo debido a que el par de oligos utilizado, también hibrida con el DNAc de la isoforma 2 (Fig.
19). Un analisis cualitativo sugiere que la isoforma 1x tiene una expresién relativamente alta y
muy similar en todos los tejidos, no asi la isoforma 2w la cual es mucho menos abundante y
coh mayor variaciéon si se comparan los contenidos. En la Fig. 18 se muestra un par de
autoradiografias, correspondientes a reacciones de PCR distintas a las mostradas en los
paneles A y B de la misma figura, pero realizadas bajo las mismas condiciones, que
demuestran la especificidad de los productos obtenidos. En estas hibridaciones se usaron como
sondas, un oligo interno marcado para los productos de sitio A (Fig. 18.C) y el DNAc completo
de rPMCA2 para el sitio C (Fig. 18.D)

La isoforma 4 del sitio A comprende las variantes 4x y 4z de 450 y 420 pb,
respectivamente. La expresion de 4x es mayor que la de 4z, aungue en el gel se aprecia que
la expresion es notoriamente menor en el hepatocarcinoma y en el higado fetal de 13 dias (Fig.
20.A). Resalta también que la expresion de la isoforma 4x aumenta a través del proceso de
regeneracion hepatica siendo aparentemente mayor que en el higado normal. La variante 4z

no se encontré en higado fetal de 13 dias, en el higado normal adulto, ni en el hepatoma. En
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A

312 pb (2w)
231 pb (1x)

B

392 pb (1b)

392 pb {1b) __

Figura 18. Gel de agarosa al 2% con los productos de PCR con oligos especificos del sitio A
(Panel A) v sitio C (panel B) de la isoforma PMCA1. F13, higado fetal de 13 dias; F17, higado
fetal de 17 dias; NEO, higado neonato; R2, higado de 2 dias de regeneracién; R4, higado de
4 dias de regeneracion; R8, higado de 8 dias de regeneracién; R14, higado de 14 dias de
regeneracion; R17, higado de 17 dias de regeneracion; NL, higado adulto normal;, HEP,
hepatoma AS-30D. En el panel C se muestra la hibridacién tipo Southern de los productes
generados con oligos del sitio 1A con las sondas de rPMCA2. En el panel D se muestra la
hibridacion tipo Southern de productos generados con oligos para sitio 1C con un oligo internos
de la secuencia, en este casoc las muestras fueron: F17, NEO, NEQ, R2, R4, R8, R14, R17, HN,
HN, y HEP, HEP. Las hibridaciones mostradas en los paneles C y D no corresponden a los
mismos experimentos de los paneles Ay B.
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PEYIETLT R
tgaagaggaagagaagaa 18 C

aga-caaaaaaggtgtgaagaagggggatggccttcagctaccagecagecagacggtgegg 1025 A
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agagcaaaaaaggtgtgaagaagggggatgg-cttecagetaccage~gecgacgg-gecag 177
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aga-caaaaaaggtgtgaagaagggggatggccttcagctaccagcggeccgacggegaag 77 C

cagcttcaaacgcotgcagatagtgcgaatgcecagectagticaatggtaaaatgcaggatg 1085 A
R A A RS N R A RN
—acctgcaaacgetgcaggtagogoaaatgocagectagicaatggtaaaatgecaggaty 236 B
S N N R NN NN RN
cacctgcaaacgcetgcaggtagegeaaatgecagectagtcaatggtaaaatgeaggaty 138 C

gcaatgtggacgecagocagagcaaageoaaacaacaggacggggeagecgocatggaga 1145 A
L S N e I
grcagtgecogacagagoccagagc—aagcecaagcagecaggat—gggcagctgectatggaaa 294
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gecagtgcogacagcagecagagcaaagecaagcagcaggatgaggeagetgetatggaa 197 C

tgcagcecocotcaagagtyg 1183 A
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tgcagectetgaagagtg 312 B
EhERIIE  kkkkkkkdh

Figura 19. Alineamiento del fragmento correspondiente a la isoforma PMCA2w de higado de
rata. El producto de 312 pb obtenido por PCR con oligonucleétidos para hPMCA1 sitio A se
secuencid (B). mosirando una alta hemologia con la secuencia de PMCA2w de humano
previamente publicada [A, (Latif, y col., 1983)] y la secuencia parcial de ta isoforma 2w de rata
(C). Se indica en negritas la secuencia de los dos oligonuciedtidos usados para amplificar
PMCA2w y los nucledtidos idénticos de la secuencia de lcs oligonucledtidos de PMCA1 se
indican con asteriscos bajo la secuencia de rPMCA2. Las secuencias de los oligonucledtidos
para ef sitio A de PMCA2 publicados por Adamo y col,, 1882, estan subrayados.
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los. demas estadios analizados solo se detectd tenuemente.

Las variantes-del gen 4 editadas en sitio C reportadas en la-literatura son lada y 4b de
4585 y 277 ph, respectivamente. Con nuestro juego de oligos disefiados para sitio 4B/C, se
amplificaron las variantes 4a (455 pb), 4b (277 pb) y 4d (385) (Fig. 20.B). Esta Gltima reportada
por nuestro grupo en humano (Santiago, 1996) y por primera vez repartada en higado. La
isoforma constitutiva 4b muestra una expresion relativamente alta en la mayoria de los tejidos,
excepto en el higado en regeneracidon temprana y en el hepatoma AS-30D. La identidad de
estas variantes fue comprobada por hibridacion con un oligo interno de esta secuencia (Fig.
20.C) o por hibridacién con e DNAc completo de rPMCA2 (Fig. 20.D). Las hibridaciones
mostradas en estas autoradiografias corresponden a geles distintos de los mostrados en los
paneles A y B de la misma figura, obtenidos bajo las mismas condiciones.

Utilizando el hallazgo adicionai de la isoforma 2w, analizamos la contribucion de las
isoformas editadas en el sitio A de los genes 1 y 4 y encontramos gue en las muestras
hepaticas analizadas, la variante 1x representa bajo nuestras condiciones, la mayor proporcién

aparente, seguida de las variantes 2w, 4x y 4z.



A B A <
A FREI R N

420 pb (42) ~— 08

B

455 pb (4a)

385 pb (4d) b e
277 pb (4b) ——RRL L S R etk

C
450 pb (4)

420 pb (4z) —

D

455 pb (4a) ~

Figura 20. A) Gel de agarosa al 2% con los productos de PCR con oligos especificos del sitio
A (Panel A) y sitio C (panel B) de la isoforma PMCA4. En los paneles C y D, se muestran
hibridaciones tipo Southern (de experimentos distintos a los mostrados en A y B) de los
productos de PCR obtenido del sitic 4A y 4C, respectivamente. Las abreviaturas y el orden de
las muestras son iguales que en la Fig.18.
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4.3 ANALISIS DE LA EXPRESION A NIVEL DE PROTEINAS

En la Fig. 21 se muestra un gel representativo tefiido con azul de Coomassie idéntico al
usado para transferir a nitrocelulosa, excepto gue en este gel se cargd un exceso de ATPasa
purificada a homogeneidad (40 ng) para poder visualizarta con claridad. En el mismo gel se
cargaron 20 ng del scbrenadante obtenido al solubilizar fracciones crudas de membranas de
higado normal y del hepatoma AS-30D con Tritén X-100. Con objeto de explorar la expresion de
la ATPasa de Ca** en las distintas etapas de regeneracion analizadas en este trabajo se
realizaron geles que fueron tefidos con azul de Coomassie, o se transfirieron en nitrocelulosa.
Paralelamente se corrié el correspondiente control de ATPasa purificada de eritrocitos, que
aunque no se aprecia en el gel tefiido con azul de Coomassie (Fig. 22), si fue detectable con el

anticuerpo monoclonal.

Figura 21. Gel de poliacrilamida al 7.5% tefiido con azuldeCeomassie. Se muestra el marcador
de peso molecular (marcador pretefiido Kaleidoscope de Bio-Rad); en el carril 1 se muestra el
solubilizado del hepatoma AS-30D y en el carril 2, el de higado normal de rata; en el carril 3 se
muestra la ATPasa de caicio purificada a homogeneidad de eritrocitos humanos.

En la Figura 23.A se muestra el andlisis tipo Western obtenido empleando el aniicuerpo
monoclonal 5F 10, en esta inmunotransferencia se aprecia en el primer carril, el control positivo
dado por la ATPasa de eritrocitos (hPMCA) purificada donde se cargaron aproximadamente 500
ng de protéina. En lob sifuldnt8s cArHI&S, 48 HMUBSHAR iguales cantidades de proteina
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transferida de los sobrenadantes de muestras solubilizadas de fracciones crudas de membranas
de higado normal (NL) y del hepatoma AS-30D (HEP), respectivamente (20 pg). Aunque las
cantidades de proteina aplicadas al gel fueron iguales, es obvio gue la cantidad de ATPasa de
calcio no es equivalente en las membranas de higado normal en comparacién con el
hepatoma AS-30D. Resalta claramente en el carril correspondiente al hepatoma AS-30D y muy
tenuemente en el carril del higado normal adulto, la presencia de una banda de mayor peso que
la ATPasa de calcio de eritrocito (138 kD). En el analisis tipo Western que se muestra en la Fig.
23.B, se usaron iguaimente 20 ug de proteina solubilizada por carril para cada una de las etapas
de regeneracion reportadas en la seccion de resultados de RT-PCR, éstas son: higado en
regeneracién de 2 (R2), 4 (R4), 8 (R8), 14 (R14) y de 17 dias (R17). En el tiempo mas corto
posthepatectomia fue aparente una elevacién en la cantidad de ATPasa, que disminuyd
conforme avanzé6 el tiempo de regeracion del tejido hepatico.

Figura 22. Gel de poliacrilamida al 7.5% tefiido con azul de Coomassie de los solubilizados
crudos correspondientes a muestras de higado en regeneracién. Se muestra el marcador de
pesc molecular {marcador pretefiido Kaleidoscope de Bio-Rad); en el carril 1 se muestra &l
control positivo (ATPasa de eritrocitos humanos) y en los carriles 2 a 6 se muestran 20 pg de
los solubilizados de higado en regeneracion de 2, 4, 8, 14 y 17 dias.
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Figura 23. Autoradiografia de proteinas transferidas en nitrocelulosa e incubadas con el
anticuerpo monoclonal 5F10 dirigido contra la ATPasa de eritrocitos y reveladas por
quimicluminiscencia. En el panel A se muestra el control positivo correspondiente a la ATPasa
pura de eritrocitos humanos [hPMCA, (460 ng, aproximadamente)] cuyo peso aproximado es de
138 kD; se muestran también, las bandas reconocidas en el solubilizado de higado normal (NL)
y en el solubilizado del hepatoma AS-30D [HEP (20 ng de proteina cada uno)). En el panel B se
muestra el control positivo (nPMCA), el control de una rata laparotomizada y sucesivamente, las
muestras correspondientes al higado en regeneracion desde 2 hasta 17 dias (R2-R17).
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5. DISCUSION

La ATPasa de calcio de la membrana plasmatica del higado no es tan bien conocida
como las provenientes de otros tejidos. Esta enzima pertenece a las ATPasas tipo P, sin
embargo no comparte todas las caracteristicas consideradas generales para estas ATPasas.
El hecho de que esta enzima forma un intermediario fosforilado estabilizado por lantano
como ocurre con el de otras ATPasas y la semejanza demostrada con las proteinas de la
familia, por ejempio con la bomba de eritrocitos, contribuyen a considerar sin duda gue
corresponde a una ATPasa tipe P {Carafoli, 1992).

La informacién existente acerca de esta ATPasa de calcio es en verdad controvertida.
Un punto de debate es si solo existe una ATPasa o son dos (iwasa y col., 1683; Lin 1985 y
1888). Mas aln, se desconoce en qué dominio fisico de la membrana se localiza. También
se discute que molécula o moléculas podrian hacer las veces de CAM en esta enzima en
particular, siendo un candidato la proteina unidora de caicio, regucalcina (Takahashi y col.,
1993). Respecto a la primera controversia, Lin y col. pusieron a discusion la existencia de
una (Ca®*-Mg®*)-ATPasa la cuai es distinta de la bomba de Ca®’, ambas con propiedades
distintas como la especificidad por ATP, el requerimiento de Mg?*, la formacién de una
fosfoenzima y ademas su localizacion.

Aparentemente, esta ATPasa de calcic puede ser regulada de una forma distinta v
pueden participar moiéculas que nunca han sido relacionadas con la reguiacion de otras
bombas de calcio, tales como regucalcina (Takahashi y col,, 1993; Takahashi y col, 1894) y
las proteinas G (Jouneaux y col., 1983). Llama la atencion que por un lado, regucalcina es
una proteina unidora de calcio no muy conocida dentro de la literaiura general y por el
contrario, las proteinas G son ampliamente conocidas porque intervienen en multitud de
procesos intracelulares, pero ambas se han mencionado como probables moduiadoras de la
ATPasa hepdtica.

Los problemas de estudiar proteinas como la ATPasa de calcio gue representa una
baja proporcién de las proteinas de membrana, han sido superados al menos parciaimente, a
través de las herramientas que proveé la biciogia molecular. Precisamente dadas estas

ventajas, nuestro objetivo fue el explorar desde un punto de vista molecular qué sucede en el
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contrario, las proteinas G son ampliamente conocidas porque intervienen en multitud de
procesos intracelulares, pero ambas se han mencionado como probables moduiadoras de la
ATPasa hepdtica.

Los problemas de estudiar proteinas como la ATPasa de calcio gue representa una
baja proporcién de las proteinas de membrana, han sido superados al menos parciaimente, a
través de las herramientas que proveé la biciogia molecular. Precisamente dadas estas

ventajas, nuestro objetivo fue el explorar desde un punto de vista molecular qué sucede en el
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higado de rata. iEn particular ha sido de nuestro interés, saber si existe aiguna expresién
diferencial de isoformas de PMCA en el hepatoma AS-30D, asi como .en el higado en
distintas etapas de desarrollo y durante el proceso de regeneracién.

El -papel que juega el calcio en los tejidos tumorales, ha sido abordado por varios
grupos (Hickie 'y col., 1967, Swierenga y col., 1978). En el caso del hepatocarcinoma AS-
30D, se sabe que lleva a cabo una captura elevada de este catién tanto a través de la
membrana plasmatica, como a través de ia membrana mitocondrial (Fiskum 1985}). En el
mismo sistema tumoral, hemos encontrado que las células transportan calcio con eficiencia
similar a como lo hacen las células normales. Ademas, mostramos que la actividad de la
ATPasa es menor que los controles vy a pesar de ellc, €l transporte de calcio es simiiar. Este
fendmeno se explicd a través de un recambio ATP <« Pi elevado el cual a su vez pudiera
sostener el transporte de calcio (Mas-Oliva, y col.,1991). Estos hallazgos sugieren que la
bornba de calcio de AS-30D tiene un mecanismo mas eficiente para regular el movimiento de
calcio haciendo un uso éptimo de la energia.

En el higado en condiciones de regeneracion, ideal como modelo de células en
crecimiento acelerado pero bajo control, hemos encontrado que la actividad de la PMCA
comienza a recuperarse alrededor del 40. dia posthepatectomia. La actividad enzimatica
alcanza sus niveles normales hasta después de 20 dias (Mas-Oliva y col.,1991, Fig. 8).

Parece ser que la naturaleza proveé a las células con un delicado control de sefiales
intracelulares a través de la produccién de una gran diversidad de vanantes (Enyedi y col,,
1994). En el caso de la PMCA se han descrito cuatro genes basicos de los cuales la edicion
alternativa genera gran variedad de variantes o subtipos. Varios grupos han analizado la
distribucion de las distintas isoformas y han mostrado que las variantes PMCA1 y 4 son las
de mas amplia distribucion, o constitutivas. Por otro lado, las variantes PMCA 2 y 3 se
distribuyen siguiendo un patrén tejido-especifico siendo particularmente localizadas en el
sistema nervioso. En el higado, se ha demostrado que la variante PMCA2b es la mas
abundante de las tres isoformas generadas en sitio C en el gen 2 (Keeton y col., 1983). Sin
embargo, por analisis cuantitativo se encontrd gue dicha isoforma sélo explica cerca de un
2% de la expresidn total {Stauffer y col.,1993). La informacién recopilada de la literatura no

abarca todas las posibilidades de expresion fisioloégica del tejido hepatico, consideradas
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en este trabajo.

Para llevar a cabo nuestros objetivos, hicimos uso de dos herramientas fundamentales
de la biologia molecular: el analisis de una biblioteca de DNAc y amplificaciones por PCR de
mensajeros especificos de la PMCA.

El analisis a través de tamizajes sucesivos de la biblioteca de DNAc del hepatoma AS-
30D proporciond un hallazgo muy general. Bajo nuestras condiciones, encontramos que este
sistema tumoral expresa mayocritariamente a la isoforma rPMCA1, es decir, encontramos
consistentemente a una de las isoformas constitutivas (housekeeping) descritas hasta ahora
(Fig. 17). La poca informacidn provista por el andlisis de la biblioteca de DNAc se atribuye al
hecho de que idealmente una biblioteca de esta naturaleza, se disefa a partir de tejidos con
una alta expresion de los RNAm de interés. Si se considera que la cantidad de proteina es un
buen indicador de la abundancia del mensajero correspondiente, se calcula que de una
proteina que representa el 1% del total de proteinas ceiulares el RNAm codificante implica al
1% del poliA. Las clonas de DNA de interés comprometerian un 1% de las clonas en la
biblioteca de DNAc (Ausubel, 1995). Existen calculos de que la ATPasa de Ca”™ de
membrana plasmatica representa soélo el 0.01-0.1% del contenido total de proteina (Knauf y
col., 1974). Este valor aproximado nos indica que una cantidad minima de RNAm se
encuentra representada en la biblicteca de DNAc¢. Los resultados obtenidos con nuestra
biblioteca sugieren que de alguna forma, las variantes de rPMCA 1x (sitio A) vy 1b (sitio C)
son las mas abundantes en &l teiido tumoral AS-30D,

Sin embargo, una mayor aproximacién al estudio de estas proteinas de baja
expresion, se logra a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Trabajos
previos por PCR cuantitativa en tejidos humanos, reporitan que la mayor parte de la
expresion (70%) de las isoformas editadas en sitio A se debe a la variante 1x, seguida por la
variante 4x que explica un 28%. Las variantes 2x y 2w s6lo representan < 1%. Las formas
mas abundantes editadas en sitio C son las variantes PMCA1b y 4b (Stauffer y ¢ol.,1993). Un
estudio enfocado en el tejido hepdtico de humano y de rata mostré que las isoformas
constitutivas 1 y 4 se expresan en abundancia, a diferencia de PMCA2 en el higado humano,
en tanto que PMCA1 es mas abundante que PMCA2 en el higado normai de rata (Howard y
col., 1984).

Mediante amplificaciones por PCR, encontramos una expresion diferencial obvia en el
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hepatocarcinoma AS-30D. Podemos decir que |z iscforma 1x mostré aparentemente un alto
contenido en el tejido hepatico y adentas més ¢ menos canstante en todos los estadios del
higado (Fig. 18) como corresponde a una variante constitutiva. En esta misma figura resalta
una banda inesperada que se explica adecuadamente observando el anélisis de secuencia
de la Fig. 19. Es evidente la homologia entre los oligonucledtidos disefiados originalmente
para humano (Tabla 3) y la secuencia de rata reportada en la literatura (Adamo y col.,1992).
En la Fig. 18.B se observa la expresion de la varianie generada del gen 1 editada en sitio C,
llamada 1b que mostrd una sintesis muy similar en todas las muestras analizadas. Referente
a las variantes editadas en sitio A del gen de PMCA4, encontramos una mayor variabilidad.
Se observa un bajo rendimientc en estados fetales tempranos (F13) y en el hepatoma AS-
30D de la variante 4x resaltando el higado neonatal y el higado en regeneracion de 17 dias
con los mayores rendimientos de esta isoforma. En comparacién, la isoforma 4z se presenté
con mucho menor rendimiento en general, y ausente en F13, higado normal y en el
hepatoma.

Del andlisis de la expresién de variantes del gen 4 editadas en sitio C, demostramos
que ia isoforma 4b es constitutiva y se expresa en todos los tejidos (Fig. 20). Llama la
atencién una expresién ligeramente menor de ésta enh el tejide tumorai asi como en el higado
regenerado de 2 dias. Con relacidn a lo observado con la expresion de la isoforma 4b
podemos especular respecto al mecanismo de subregulacién mediado por calcineurina,
originaimente descrito en neuronas de rata expuestas artificiaimente a un aumento sostenido
de Ca® en el citosol (Guerini y col., 2000). Este mecanismo podria relacionarse con lo
observado en el hepatoma y en etapas relativamente tempranas de la regeneracién hepatica,
dado que en estos sistemas también se han descrito elevaciones del Ca®* citosdlico (Diaz-
Mufioz y col., 1998; Cittadini y col., 1982; Fiskum, 1985) donde calcineurina podria tener un
papel modulador relevante. Curiosamente, las variantes 4a y 4d no se encontraron en el
tumor, ni en higado en etapas tempranas de desarroilo (neonatal y fetal). Un hallazgo
relevante fue la aparente expresién diferencial como funcion del estadc de desarrollo, en
particular de la iscforma 4d. Cabe hacer énfasis en que la isoforma 4d sélo se habia
reportado previamente en corazén humano tanto en estado fetal como adulto (Santiago vy
col., 1996). La presencia de las variantes producidas del gen 4 es un dato nuevo, que

contrasta con el reporte previo por Howard y col. (Howard y ¢ol.,1994) quienes descartaron la
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presencia de todas las variantes de PMCA4 en ei higado de rata.

La expresion no solo tejido-especifica, sino desarrolio-especifica de los sublipos de la
PMCA, se ha demostrado previamente en el transcurso de la diferenciacién miogénica y
neuronal (Hammes y col., 1994). En estirpes de megacarioblastoides se expresan cantidades
relativamente altas de PMCA, mientras que en las plaguetas maduras, sélo se encuentran
trazas de !a proteina (Paszty y col., 1958).

La edicidn alternativa de variantes puede alterarse y mantenerse en respuesta a
estimulos externos (Zacharias y col., 1996). En células IMR32 (neurobiastoma humano) con
el calcio intracelular elevado artificialmente, la edicién del gen 2 del sitio A se alterd dejando
expresar a la variante x ademés del subtipo w que se expresa en condiciones basales. Un
hallazgo mas de este trabajo es que estos cambios en la edicién, no requieren sintesis de
proteinas para que ocurran, por {0 que éste pudiera ser un mecanismo que regule la
expresion genética a nivel post-transcripcional (Zacharias y col., 1996). Mediante técnicas de
hibridacién in situ se han detectado patrones de expresion de los 4 genes de PMCA
sobrelapantes espacialmente pero distintos en embriones de ratén (Zacharias y col., 1999).
En este trabajo se reportd la presencia de las isoformas 1 y 4, esta Ultima desde los 12.4 dias
de gestacién en mayor proporcidén en higado que en otros tejidos con un claro decaimiento
en la expresion hacia los 18.5 dias. Este patron de expresién sugiere una regulacion tante
positiva como negativa.

En el presente trabajo se muestran diferencias dependiendo del estado de desarrollo
o de la etapa de regeneracion. Los resultados obtenidos amplificando los mensajes
contenidos en los RNAm codificantes para las ATPasas de Ca®* sugieren que la PMCA
incluyendo todas sus variantes, pueden ser reguladas por mecanismos muy complejos que
modulan sefiales especificas para la expresion de las mismas.

Consideramos que la combinacion de isoformas detectadas en el hepatoma AS-30D, o
de alguna manera, la suma integrada de sus caracteristicas intrinsecas (por ejempio, su
afinidad por Ca®* y CAM), expliquen probablemente cémo el transporte de calcio se realiza
eficientemente con una menor actividad hidrolitica (Mas-Oliva, 1991). Es claro gque las
variantes conocidas de la PMCA poseen propiedades que las distinguen, las cuales guardan
estrecha relacion con su ubicacidén y papel fisioldgico. Por ejemplo, las variantes del gen 2

(2a y 2b), son inusualmente sensibles a calcio (su afinidad por Ca?* es mayor) y a CAM lo
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que correlaciona con su localizacion preferencial en el sistema nerviose (Elwess y col.,
1887). La isoforma rPMCAZ2b es 4 veces mas sensible a CAM que la isoforma hPMCA4b v ia
isoforma rPMCAZ2a presenta mucho mayor afinidad que la isoforma humana correspondiente
(Elwess y col., 1897). El hepatoma AS-30D, como otros sistemas tumorales, se caracteriza
por una elevada concentracidn intracelular de calcio, por lo que se esperaria la expresién de
subtipos de la PMCA mucho menos susceptibles al catién.

Consideramos que probablemente, los cambios observados en ila expresién de los
RNAm del hepatoma AS-30D, deben ocurrir en este tipo de sistemas transformados en forma
paralela con ofros cambios importantes. Una posibilidad que podria imaginarse es que la
aparente subexpresion de isoformas especificas pudiera ocurrir simuitaneamente con una
sobreexpresién de otros sistemas celulares que mueven calcio. Este tipo de regulacién, se
presenta in vivo en células CHO (células de ovario de hamster Chino, Guerini y col., 1895) o
en células endoteliales de aoria de rata (células RAEC, Liu y col,, 1986). Una expresion de
15 a 20 veces mayor de PMCA4b sobre la cantidad de bomba enddgena produce una
subregulaciéon de la ATPasa sarcoplasmica endégena (Guerini y col., 1895). Lo contrario
ocurre cuando se sobrexpresa la variante SERCA 3, en este caso, se observa que la ATPasa
{SERCA 3) sarcoplasmica y ia variante SERCAZ endégenas disminuyen su expresion (Kuo y
col., 1897).

Desde el punto de vista fisioldgico, pareceria muy interesante el vislumbrar la
expresion de los mensajeros editados en sitio C pues en esta regién se localiza el sitic de
unién a CAM. En el caso de la PMCA hepatica, este sitio adquiere especial interés, pues la
principal proteina unidora de calcio (CAM), aparentemente no juega un papel en su
regulacién. Sin embargo, ia PMCA de higado purificada parcialmente mediante
inmunocromatografia de afinidad es capaz de unir CAM con una afinidad mayor que la que
presenta la PMCA de eritrocito (Kessier, y ¢ol.,1890). La unién de CAM se demostré en
ensayos en los que la proteina transferida en nitrocelulosa y previo blogueo de las
membranas, se incubaron con distintas concentraciones de '*°I-CAM. Es decir, Aln cuando
no se conoce la organizacién estructural y funcional del dominio de unién a CAM en la
ATPasa de calcio hepatica, pudiera suceder que este dominio se encuentre enmascarado en
la enzima intacta. Lo anterior tiene sentido, dado que cuando la enzima se trata en

condiciones desnaturalizantes, tanto para electroforesis como para ensayos de unidén con la
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proteina transferida, el dominio puede quedar expuesto (Kessler y col.,1990). No obstante,
esto no resueive la incognita de qué sucede en la enzima intacta. Todo parece indicar que la
enzima de higado presenta una afinidad por caicio dptima en ausencia de CAM que refleja
alguna forma de interaccion del dominio de CAM con algin(os) otro(s) dominio(s) que
potencialmente pudiera estar en otro sitic de la bomba.

De la transferencia que se muestra en la Fig. 23, cabe mencionar que nuestro control
positivo funcioné de acuerdo a io esperado, mostrando una banda correspondiente a Ia
enzima purificada, (PM= 138 kD). Nosotros usamos una dilucién 1:1000 del aniicuerpo
monoclonal para incubar la nitroceluiosa conteniendo las proteinas de geles cargados con
aproximadamente 460 ng de proteina purificada. Aungue esta cantidad de proteina puede
parecer excesiva, nos permitié visualizar la enzima sin ruido de fondo, lo cual no ocurria si se
cargaba 10 veces mas de enzima (Fig. 23.A). Para los geles tefiidos con azul de Coomassie,
S€ Cargo un exceso de la enzima y apenas fue visible la banda correspondiente (Fig. 21).

En el caso de nuestra pregunta a resolver respectc a si existen diferencias a nivel de
proteinas entre las células de higado normal y las del hepatoma AS-30D, es importante
mencionar que en los geles tefiidos con azui de Coomassie resaltan diferencias en el patrén
de bandas de ambaos tipos celulares (Figs. 21 y 22). Por otra parte, ei analisis tipo Western
(Fig. 23.A) muestra claramente, tanto en el casc del higado normal como en el hepatoma AS-
30D, una banda del mismo peso de la ATPasa pura. En la literatura se reporfa que la
ATPasa de higado es tipicamente de mayor masa que el resto de la familia (Kessler y coi.,
1990; Carafoli, 1992). Aparentemente, en las membranas hepaticas normales, el anticuerpo
monoclonal no reconoce bandas de manera especifica de tamafio mayor que la de la PMCA
de eritrocitos. El proveedor del anticuerpo establece que esta clona reconoce la banda
correspondiente a la PMCA, y dos bandas de 95 y 180 kD que posiblemente representen
productos naturaies de protedlisis o de agregacion de a enzima. Kessler y col. al purificar la
enzima de higado encontraron 3 bandas de 170, 140 y 42 kD, de las cuales sblo las dos
mayores tuvieron reaccidén cruzada con ¢! anticuerpo mAb5F10 (Kessler y col., 1890). En
nuestro caso, las dos bandas que observamos son de pesos muy similares que podrian
representar dos de las isoformas, tal vez las constitutivas que sabemos solo difieren en
pocos daltones.

Lo mas interesante que resaita con el analisis tipo Western de la figura 23.A y que se
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encontré consistentemente en otros lotes de membranas, es que si se compara ia intensidad
de las bandas reconocidas en ! higado normal y en el hepatoma, es notable que en este
Uitimo existe una mayor cantidad de ATPasa de caicio por miligramo de proteina total del
solubilizado. Esta observacién sugiere que en el caso de la ATPasa tumeoral ocurre que por
una parte, la regulacién de la proteina pueda tener lugar principalimente a nivel traduccicnal
y/o post-traduccional, mas que en el inicio de la transcripcion como es lo mas comun. El
hecho de que estos resultados indiguen que la membrana plasmatica del tumor AS-30D
contiene una mayor cantidad de ATPasa de calcio que las membranas de higado normal
pudiera contraponerse con la observacién de que en el sistema tumoral, la cinética indica
que la actividad enzimatica es menor respecto al higado normal (Mas-Oliva y col.,1881). Sin
embargo, la banda que reconoce al anticuerpo monoclonal puede representar una mezcla de
las variantes detectadas por nuestro analisis por RT-PCR no distinguibles como bandas
distintas por ser muy parecidas en peso molecular, que no necesariamente tendrian que ser
funcionales.

Los andlisis tipo Western de los solubilizados de membranas crudas de higado en
distintas etapas de regeneracién se muestran en la Figura 23.B. En |la etapa mas temprana
de regeneracion analizada (R2) ocurre una “estimulacién’ de la expresion de la proteina que
pudiera ser necesaria para amortiguar los efectos de ia condicién de estrés dada por la
cascada de eventos que se suceden después de una hepatectomia parcial. En etapas
postericres, se observa que la cantidad de proteina va decreciendo.

Todavia guedan muchas incégnitas por resolver acerca de esta complicada enzima
movilizadora de calcio. Entre otras, no se conoce cud! es la razdn de que su peso molecular
sea mayor respecto al resto de las ATPasas de caicio de acuerdo a lo reportado por Kessler
(Kessler y col., 1990). A la fecha no se ha demostrado por ejemplo, que la proteina pudiera
encontrarse giucosilada (Kessler y col., 1990). Se sugiere la posibilidad de que la enzima
contenga una secuencia de insercidn, no determinada en la actualidad. Tampoco se cuenta
con una preparacién de cada region de la membrana hepatica, libre de contaminacion y que
no deje lugar a dudas respecto a su localizacion. Es factible que pudiera encontrarse una
expresion diferencial de isoformas en funcién del dominio en que se localicen.

En conclusion, debemos puntualizar que este es el primer trabajo en el que se

reportan la expresion de ios RNAm de la PMCA de higado de rata en un tejido tumoral, asi
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como en disfintas etapas del desarrolic y en regeneracién. Un dato interesante es que de
acuerdo con resultados previos (Mas-Oliva y col.,1991), ia recuperacion de la PMCA es un
evento tardio en el proceso regenerativo. Los cambios observados en la expresion diferencial
de las isoformas estudiadas, reflejan la importancia que potencialmente pudieran tener éstas
en la regulacion fina de la homeostasis del calcio durante las diferentes etapas del desarrollo,
tanto normal como anormal. Ademas, encontramos una diferencia entre la cantidad de PMCA
presente en las células hepaticas normales con respecto a las tumorales, que bien podria dar
un indicio de una adaptacion especial de estas Ultimas, a las demandas especificas de un
sistema transformado.

Como perspectivas del trabajo, se desarrollara la metodologia especifica para purificar
a esta enzima en gran escala, tanto del higado normal como del tumor AS-30D, mejorando
las metodologias bioquimicas ya reportadas, o bien, intentando el uso de moduladores
propuestos para la PMCA de higado acopiados a columnas de afinidad. Un punto de especial
interés sera el estudiar el dominio de union a CAM de la PMCA hepatica donde
probablemente radiquen diferencias sustanciales respecto al resto de las ATPasas
membranales. Continuando con el enfoque molecular, se impiementaran a la brevedad
posibie, metodologias de PCR en tiempo real que permitan una aproximacion cuantitativa de
fa expresion de las distintas isoformas Por otro lado, sera de interés hacer
complementariamente una evaiuacién a través de métodos inmunochistoquimicos, de la
expresion de la ATPasa de calcio en el higado en los tiempos inmediatos a la intervencién
quirargica para tener un mapeo temporal mas preciso de lo que ocurre en el higado en
regeneracion. Sera necesario hacer uso de anticuerpos especificos de cada isoforma de la
PMCA con el propésito de dilucidar claramente qué isoformas activan su expresion durante el
proceso. Asimismo, cabe la posibilidad de desarrollar métodos de hibridacion in situ
empleando sondas apropiadas para el tejido hepético, que pudieran proporcionar informacion
adicional acerca no sélo del complejo fendmeno de regeneracion, sino también de las

diferencias de un sistema transformado como el hepatoma AS-30D.
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6: CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Mediante: el analisis dé uha biblioteca de DNAc proveniente del hepatoma: AS-30D:y
bajo- nuestras condiciones experimentales, sélo pudimos detectar a la isoforma
constitutiva rPMCA1 en este sistema tumoral.

Mediante técnicas de RT-PCR fue posible identificar en todos los tejidos analizados,
las isoformas consideradas como constitutivas procedentes de edicion alternativa en

los sitios Ay C,

La expresion disminuida de algunas las isoformas detectadas en el hepatoma AS-30D,
podria explicar, el comportamiento cinético de la mezcla de subtipos que expresa este

sistema tumoral.

Se determind la existencia de un patrén diferencial de expresion de las isoformas de
PMCA, asociado a las diferentes etapas de desarrollo o de regeneracidén del fejido

hepatico.

La isoforma 4d se detectd en el tejido hepatico normal v en etapas avanzadas de

regeneracion.

La relacidn ATPasa de calcio/proteina membranal total es aparentemente mayor en el

sistema tumoral que en el tejido hepatico normal.
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