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I. RESUMEN

Se encontraron dos formas principales de protelna cinasa C
{PKC) en hepatocltos de ratas Wistar o Zucker usando cromato-
grafla en DEAE~celulosa: PKC 1 y PKC 2. La pre-incubacldn de
las células con 1 uM de tetradecanclli-forbol-acetato (TPA)
produjo una marcada desapariclon de la actlividad de PKC 1 y
una menor pérdida de actlvidad de PKC 2. EI andlisis de es-
tas formas de PKC por cromatografla en hidroxlapatita, resol-~
vid PKC t en tres plcos dlistintos 1a, 1b, 1c y PKC 2 en al
menos cuatro plcos 2a, 2b, 2¢ y 2d, aunque en las ratas Zuc-
ker se encontrd otro plco adlclonal pequefio de PKC t denomi-
nado aa, EI andlisls por inmunotransferencia con antlcuerpos
monoclonales iIsozlima-especiflcos, identificéd al plco ta como
PKC-B y al plco tb como FKC-a; los otros plcos de actlvidad
no se identificaron. El tratamiento con TPA de hepatocltos de
rata Wistar causd una pérdida de |los plcos tb y 1c, mientras
que e! pico 1a no fue afectado. Los plcos de actlvidad co-
rrespondlentes a PKC 2 no mostraron ningdn cambio significa-
tivo, excepto el pico 2d, que disminuyd en un 50%.

El anAllsls de ias acclones conocidas de PKC en hepatocitos
de ratas normales en comparaclidn con las de ratas genétlica-
mente obesas, mostrd que en estos animales obesos existe una
sensib!|idad disminulda a TPA como fendmeno generalizado y no
como e! resultado de un defecto en una lsozima especlfica, lo
que quedd manifiesto en los sigulentes resultados: 1) la pro-
piedad de!l TPA para bloquear el recambio de fosfatidiiinosi-
to! mediado por el agonista al-adrenérgico fenilefrina esta

atenuada en ratas obesas, (i) la habllidad de! TPA para dis-
minuir la acumulaclon de AMPc estimulada por glucagon o por
toxina del cdlera es menor en hepatocitos de obesas, y 1il)

fa pérdida rdpida de la actividad de PKC 1b (a) y 1c inducida
por 10 nM TPA en las ratas delgadas no ocurre en las obesas.

La desaparicidon aparente de la actividad de PKC Inducida por
TPA ocurrld de manera dependlente del tiempo y de la doslis
tanto |n ylvo como ln vlirg. S!n embargo, los cursos tempo-
rales, el grado de disminucldn de la actividad, as! como el
orden de potencia de los ésteres de forbol para Inducir la
pérdida de actividad de PKC en Ios dos grupos de isoformas,
mostraron marcadas djferencias.

Finalmente, se vid que la disminucldn de la actividad de PKC
Induclida por TPA, no se debld a un cambio en la especiflcidad
de sustrato de la enzima, y tampoco parece ser el resultado
fe u? cambio en el estado de fosforilacldn o de oxldacidn de
a misma.




I1. SUMMARY

Two main forms of protein kinase C (PKC) actlvity were found
in rat hepatocytes from Wistar or Zucker rats using
DEAE-ce!lulose chromatography: PKC 1 and PKC 2. Treatment of
‘cells with 1 uM 12-0O-tetradecanoy!phorbo! 13-acetate (TPA)
for 15 min caused a marked loss of PKC t activity and only a
small loss of PKC 2 activity. Hydroxliapatite column chromato-
graphy resoived PKC 1 Into three dlistinct peaks, ta, tb, 1c
and PKC 2 Into four peaks: 2a, 2b, 2c and 2d although in 2Zuc-
ker rats there is another small peak In the PKC t elution
profiie that we have named aa. Immunoblot analysis with
Isozyme~-spacific monocional antlbodies Iidentified peak ta as
PKC~f and peak 1b as PKC-a; the other peaks of actlvity were
not ldentifled. Treatment with TPA Induced a loss of activity
of peaks 1b (PKC-a) and 1c, whereas peak 1a (PKC-B8) activity
was not affected. The peaks of activity corresponding to PKC
2 dld not show any malor change due to TPA treatment except
peak 2d that decreased.

Analysls of the known actions of PKC In obese (fa/fa) Zucker
rats [n comparison with lean (Fa/fa?) Zucker or normal Wistar
animals, showed that there is a decreased senslitivity to TPA
In celis from obese animal3s as a generallzed phenomenon and
not as the result of a defect 1In one specific Isozyme. This
was demonstrated by the following results: {) Phenylephrine-
stimulated phosp hatydylinositoi labe!ing was antagonized by
TPA In cells from obese and lean animals, but bigger residual
effects were observed In cells from obese animals even at

high TPA concentrations, |1) TPA diminished glucagon- and
cholera toxin-Induced cyclic AMP accumulation, but celis from
lean rats were more sensitive to TPA , and (1l) the rapid

loss of PKC tb (a) or 1¢c activities Induced by 10 nM TPA In
hepatocytes from lean rats did not occur in those from obese
rats.

The apparent disappearance of PKC activity induced by TPA oc-
curred in a time-dependent and dose-dependent fashion both Lln
vlyo and |n vitro. However, the time-courses, the extent of
depletion and the potency order of phorbol esters exhiblted
substantial differences in the two groups of Isoforms.

Finally, |t was shown that the decrease In activity produced
by TPA treatment was nelther due to a change In PKC's
substrate specificity nor by the result of a change in the
phosphorylation or oxidation state of the enzyme.



II1.- INTRODUCCION

Una de las caracteristicas esenclales de I|os seres vivos es
la de poder comunicarse con su medlo ambiente. En la mayoria
de los organismos superiores, existen dos sistemas principa-
les de comunicacldn entre las células: el sistema hormonal o
enddcrino y el sistema nervioso. La interrelacidn entre estos
dos sistemas es tan estrecha, que se puede considerar como
uno solo: el sistema neuroenddcrino. En ambos slistemas, las
células se comunican unas con las otras por medlo de mensaje-
ros quimicos.

En la forma de comunicacidn endocrina, una gidndula |lbera
hormonas que pueden actuar sobre células u organos localiza-
dos en cuaiquler parte del organismo. Las glandulas enddcri-
nas secretan hormonas al torrente sangulneo; cada célula
blanco estA equlpada con receptores, los cuales son protelnas
capaces de reconocer especificamente a las moléculas de hor-
mona destinadas a actuar en ella.

Las hormonas de naturaleza hidroféblca, como los esteroldes,
tienen la facultad de atravesar |a membrana celuiar y de po-
der unirse a receptores que se eancuentran en el citopiasma.
Sin embargo, la mayorla de las hormonas o mensajeros que se
producen son de naturaleza hidroflllica (como péptidos, aminas
y derivados de aminoAcidos) y no atraviesan la membrana celu-
lar, slno que Iinteraccionan con receptores localizados en el
exterior de ellia.

Los receptores de la superficie celular que se conocen hasta
ahora se pueden clasiflicar en tres categorias distintas (1),
de acuerdo con la topologla que presentan en la membrana
plasmAtica y de acuerdo con |os mecanismos moleculares que
emplean para transducir las sefiales: i) raceptores acoplados

a protelnas G, Il) receptores que poseen funciones catajilti-
cas Intrlnsecas, ya sea de tirosina clnasa, de fosfotlrosina
fosfatasa, o de guanllato ciclasa, y {il) receptores que ope-

ran canales Iénicos.

El andilsis estructural de ta familia de receptores acoplados
a protelnas G revela que todos ellos son gllcoprotelnas Inte-
grales de membrana que poseen una estructura con 7 dominlos
transmembranales unlidos entre sli por asas Intracelulares y
extracelulares. Se cree que Jla unidn del agonista (mensaje)
con el receptor produce una conformacidn alterada tal, que
ahora el receptor activado es capaz de est!mular a una prote-
Ina G. Las protelnas G que se acoplan a receptores de 7 domi-
nlos transmembranales, constlituyen una famiila altamente
conservada de proteinas heterotriméricas compuestas por las
subunidades a, B ¥y ¥ (2, 3). Funclonan modulando la afinidad
del agonista por su receptor, acoplando esta interaccidn con
los slistemas efectores. La Interacclén receptor-agonista
induce el cambio de GDP unido a la subunidad a por GTP, pro-
vocando la disoclaclén de GTP—-a de los componentes 8Y. Existe
evidencla de que la subunidad activada GTP~g estimula enton-
ces a la enzima efectora aproplada, aunque también hay evi-
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dencla que suglere dque el complejo PBY participa en ello
(4,5,6), hasta que la subunidad a, por medio de su actlividad
intrinseca de GTPasa, hidroliza al GTP, Esto tleva a la for-
macién de GDP-a y a su reasociacidn con #Y, quedando la pro-
telna G lista para volver a ser estimulada por la Interaccién
agonlsta-receptor, mientras que la "enzima efectora” transmi-
tird la sedal convirtiendo a moléculas precursoras en segun-
dos mensajeros. Por ultimo, estos segundos mensa)eros son
reconocldos con una extraordinaria afinldad y especificidad
por protelnas que participan en |a propagacldn intraceiular
de la seflal; éstas son 1las |lemadas protelnas clnasas, las
cuales fosforiian a algunas proteinas de la célula, que al
ser fosforlliadas, camblan en su actividad y activan o inhlben
a su vez a otras proteinas clnasas y/o fosfatasas, desencade-
nadndose as| una “cascada” de camblos que amplifican 1a sefal
en el Interlor de la célula.

En resumen, en el maravilloso escenarlio de ia comunicacién
celutar, nos encontramos con los sigulentes protagonistas:
tos mensajes, protelnas receptoras, protelnas G transducto-
ras, protelnas efectoras del mensale y por Gltimo, las prote-
Inas cinasas ampt|flcadoras, que propagan ia sefal para dar
ia respuesta final de la célula al mensaje inlcial captado.
En este escenario, dos son los sistemas de transducién de se-
fales que mejor se conocen en la actuallidad: el sistema de ia
adenilato ciclasa y el slistema de recambio de fosfoilpldes
con moviiizacidn de calcio. En la presente tesis doctoral me
centraréd en una de |as protelnas amplificadoras de sefiales
hormonales mAs versAtiles y trascendentales para la céluia:
la proteina cinasa C, enzima ciave en el sistema de transduc-
cidn de recamblo de fosfollpidos y movilizacidn de Ca++, por
lo que a continuacidn se describirA detal|adamente este sis-
tema, después de una breve descripcién del sistema de la ade-
nitato ciclasa.
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Sistema de Adenilato Ciclasa.

El segundo mensajero mas conocido hoy en dla és sin duda el
AMP clclico (AMPc), descublerto por el grupo del! Dr. Suther-
land en los afios sesenta. Este compuesto es generado en frac-
clén de segundos y en forma transitorla como resultado de la
actlvacidén de la enzima adenilato clclasa que forma al nu-
cledtido clcllico a partir de ATP, generando tamblén plrofos—-
fato.

S| blen algunas hormonas como glucagon o vasopresina tienen
la capacidad de estimular 1a actividad de la adenliato ci~-
clasa, otras hormonas y neurotransmlsores como ta somatosta-
tina y la acetilcolina, disminuyen los niveles de AMPc¢ al
Iinhiblr a 1a enzima. Yamblén, algunas mads como la epinefrina,
son capaces de Induclr ambas acciones a través de receptores
diferentes. La activacidén o la inactivacidn de la adenilato
ctclasa medlada por receptor, se |leva a cabo a través de
protelnas transductoras Gs (estimulatoria) y GI (Inhiblto-
ria), respectivamente. Estas proteinas slirven a su vez de
sustrato a toxlinas bacterlianas. La toxina del cdlera es ca-
paz de ADP-ribos}liar a ta subunidad a de Gs en un residuo de
arginina, bloqueando su actividad de GTPasa, y delAndola en-
tonces en forma permanentemente actl!va para estimular la pro-
duccidn de AMPc en las células (7,8). A su vez, 1& toxina
pertussis ADP-rlbosila a |a subunidad a de Gl en un residuc
de cistelna, bloqueando |la actividad Inhlblitoria que ejerce
sobre la adenlilato clictasa (9).

En cuanto al elemento efector en este sistema de transduc-
cidn, |a adenilato clclasa, se tiene evidencia de que exl|ste
en maltiples formas molecuiares. La enzima purificada de co-
razdén (10) y de cerebro (11) consta de una sola cadena poli-
peptidica con peso molecular aproximado de 150 kDa. Por lo
menos una forma de la enzlma de cerebro es activada por cat-
modulina, probablemente de manera directa, mientras que las
otras formas de la enzima pueden ser activadas también dlrec-
tamente, pero farmacoldgicamente, con el diterpeno forskoll-
na.

Una vez formado e! segundo mensajero por |a adenilato cicla-
sa, el AMPc, es reconocido por |a proteina clnasa A (PKA),
enzima encargada de |a propagacidn y amplificacidn de las se-
Aales acopladas a este sistema. La PKA estd constituida por
dos subunidades reguladoras y dos catalliticas; la unidn del
AMPc a las subunidades reguiadoras altera su afinidad por las
subunidades catallticas, provocando |la disociacién en un di-
mero de subunidades reguladoras—AMPc y dos subunidades cata-
Ilticas libres, capaces de fosforilar a otras protelnas y de
Iiniciar la propagacién de ta sefal hormonal. En ta flgura 1
se presenta un esquema de este sistema de transduccldn con
sus componentes.

Existen evidenclas de que hay una gran Interaccidn entre los
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sistemas transductores acoplados a t(a adenilato cliclasa-PKA
con los acopifados al recamblio de fosfol!pldos~activaclén de
ta protelna cinasa C (PKC). Esta interaccidn depende del tipo
celular, y puede resultar en un slnergismo, potenclando la
formaclén de segundos mensajeros de un sistema o del otro, o
blien, en un antagonismo, disminuyéndola. Los mecanlsmos mole-
culares imp!icados en esta intercomunicacldn se han dilucida-
do en algunos casos., Asl, se ha observado que los efectos de
fa PKC sobre el sistema de adenilato ciclasa son complejos y
miltiples pudlendo afectarlo a nivel de cualquiera de sus
componentes (ver flgura 1), ya sea por la fosforilacién di-
recta de ellos por PKC (12,13) o por la Induccidn de una al-
teracidn aun no blen definida molecularmente de alguno de
elios, como en el caso de Gs (14).



(o)\ \\ /
Esteres e
de forbol

FIGURA 1. Modelo de la regulaclidn del sistema de adenilato
ciclasa por |a proteina cinasa C. H, hormona o neurotransmi-
sor; R, receptor; AC, adeniiato clclasa; Gs y Gi, protelnas G
u';tlmu!atorla e inhibltoria, respectivamente; PKC, proteina
cinasa C.
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Sistema de transduccion de recambio de fosfollpldos y movili-
zacidn de caliclo.

La primera descripclidn que se hizo del calclo como mensajero
intracelufar fue en 1883 cuando e! Inglés Syney Ringer descu-
brid que el tejldo muscular que estaba examlnando no se
contrala en ausencla del catién. Mas tarde, Mabel y Lowel!
Hokin, observaron que la administracidn de acetilcolina a cé-
lulas secretoras pancredticas aumentaba la Incorporacién de
fosfato radiactivo a fosfatidiiinoslto!l, uno de itos fosfoll-
plidos constltuyentes de ia membrana celuiar. Sin embargo, no
fue sino hasta 1975 en que Robert Michell percibld claramente
una asociacldn estrecha entre el recambio del fosfatidilino-
sitol (PI) y las variaclones en |a concentracidn de Ca++ | |-
bre en el cltoplasma de la <c¢élula, proponlendo que el meca-
nismo de transduccidén para un gran nimero de mensajeros
Involucra, como paso Iniclial, un aumento en el recambio de
fosfolnosltidos, el cual, a su vez, conduce a cambios en la
concentracidn Intracelular de Ca++ (15). Desde 1975 hasta el
dla de hoy, el avance en el conocimliento sobre este tema ha
sldo enorme, y sigue evoluclonando con gran rapidez. La vi
sidén actual que se tlene de este sistema es la siguiente:

A) Transduccldén de ta sefial.

Los agonlstas movilizadores de calclo Incluyen a hormonas,
neurotransmlisores y factores de crecimiento que causan cam-
blos profundos en el metabolismo celular de Ilpldos. Entre
ellos se pueden citar: la epinefrina (vla receptores
at-adrenérgicos), vasopresina (receptores V1), hlstamina (re-
ceptores H1), serotonina (receptores 5HT2), angiotensina II
(receptores AT!), a-~trombina, tlrotropina (TSH), hormona 1|~
beradora de tirotropina (TRH), a-Interferon, interleucina 1,
bradlkinina, proiactina, bombesina, y muchos mas. Los cam-
bios Inlclados por estos agonistas al (nteracclonar con su
receptor, conducen a ia activacion de una proteina f|jadora
de nucledtidos de guanina, ia cual se ha |lamado Gp (debldo a
que activa a una fosfolipasa, 12), Gx (16) y, mds reclente~
mente, Gq (17).

Los primeros datos sobre fa participacidn de una proteina G
en este sistema, surgieron en Ia década de los ochenta, con
tos trabajos de Cockroft y Gomperts (18) y de Fain (19),
qulenes demostraron que el GTP y sus anAlogos no hldroliza-
bles son capaces de estimuiar al efector, la fosfollpasa C
(PLC) en membranas aisladas. Otros autores demostraron poste-
riormente que la afinidad para agonistas de los receptores
acoplados a este sistema, es modulada por nucledtldos de gua-~
nina y que, ademds, algunos de estos receptores son capaces
de desencadenar en las membranas una actividad de GTPasa, su-
glriendo todo esto la exlstencia de una protelna G (6).

Aunque la lidentidad de la protelna Gp o Ggqg empieza apenas a
conocerse, el tratamlento con toxina pertussis ha Indicado I|a
existencia de por lo menos dos tipos de proteinas G en este
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sistema: en algunos tejidos y células, |a proteina G que
Inhibe a fosfolipasa C (una “Gpi"™) parece ser sensible a la
toxina (20, 21), mlentras que en otros, como |as membranas de
higado bovino, la activacldn de fosfolipasa C (PLC) por dos
proteinas Gaa ("Gps"”) es insensible al tratamiento con ella
(17). Existe una gran cantidad de evidencia (20-23) que su-
glere que exlisten distintos tipos de "Gp" que pueden acoplar-—
se selectivamente tanto a diferentes receptores expresados en
la misma célula, como a diferentes tipos de fosfolipasas
efectoras, aunque también se ha visto que la clase de fosfa-—
tidilinositol-PLC¥ se puede asociar con y puede ser fosforl-
iada por varlios sistemas de receptores con actlvidad de tiro-
sina cinasa en una manera aparentemente independlente de pro-
telna G (24,25).

Una vez activada la protelna "Gp", se Induce la activaclén de
una protelna efectora, que, como se menciond en ilneas ante-
riores, es una fosfolipasa ya sea tipo C, D o A2, que a par-
tir de fosfolipldos precursores produclran ios segundos men-
sajeros de ia seiial hormonal. Hasta hace poco tiempo, el es-—
quema claslco de este slistema de transduccldn estaba repre-
sentado excluslvamente por Ila hidrblisls del fosfatidiilino-
sltol-4,5-bifosfato (PIP2) por fosfolipasa C (PLC) mediada
por receptor (ver figura 2). SIn embargo, estd muy claro ac-
tualmente que los agonlstas movillzadores de Ca++ pueden
Induclr tamblén una hidrdlisls rapida de fosfatidilcollina
(PCh) a través de diferentes tlpos de fosfolipasas.

tos fosfoinosltldos son un pequefio grupo de fosfollpldos de

- membrana, ¢nicos en cuanto a su cabeza polar de mio~lnositol

que puede ser fosforl|lada en varios sitios. Como la mayorla
de los glicerollpldos, estan constituidos por un esqueleto de
sn-1,2-diacliglicerol, con la cabeza polar unida al Atomo de
carbono 3. Forman un componente menor de todas |las membranas
eucaridticas, pues colectivamente constituyen usualmente me-
nos del 8% del total de Ilpidos de membrana (1).

La fosfatidilcolina, por el contrario, es e} tlpo de fosfo-
Ilpido mis abundante en los tejidos de mamifero y puede
constituir hasta el 50% del contenldo total de fosfollpldo en
la célula (8), Consiste de 1,2-dlacil-sn-glicero-3-fosfoco-
lina, 1-0-atquil-2-acil-sn- gllcero-3-fosfocoilna y 1-al-
quil-1’-enl|-2-acii-sn=-glicero~3 fosfocolina, E€n |a mayorla
de los tejidos, la subclase domlnante es el 1,2-dia-
cil=-sn-glicero-3—-fosfocolina (26). La PCh de tejidos de ma-
m!feros normatmente contiene un Aacido graso saturado en el
carbono 1 y un Acldo graso Insaturado en la posicidn del car-
bono 2 del glicerol. Comparado con los fosfoinositidos, los
cuales estdn relativamente enriquecidos en acido estedrico y
4cido araquidénico, el 1,2~dlacil-sn-glicero~-3~-fosfacolina es
relativamente deficlente en 4&clde araquidénico, y contiene
principalmente 4cido oleico o llnoleico e€n fa posicidn del
carbono 2. Sin embargo, el 1-0-alqull-2-acli-sn-gllce-
ro-3-fosfocolina estd relativamente enriquecido en &cido ara-
quidénico en esa posicidon. A continuacidn, se describiran los
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FIGURA 2. Modelo de regulacién por feedback ejerclido por Ia
proteina cinasa C sobre el sistema de transduccidn fosfolno-
sltidos~calclo. H, hormona o neurotransmlisor; R, receptor;
PLC, fosfollpasa C (fosfoinositidasa); PIP2, fosfatidllino~-

sltol-4,5-blfosfato; DG, dlacliglicerol; 1IP3, milo-inosi-
tol-1,4,5-trifosfato; Gps, proteina G estimutatoria adn no
caracter|zada; [Ca*+], concentraclédn del lon calclo; PKC,

protelna clnasa C.
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segundos mensajeros que pueden producirse en este sistema de
transduccidén, seglin el tipo de fosfollpasa que se active y
seglin el sustrato que ésta emplee:

a) Fosfollpasa C.~ Las fosfollpasas C son fosfodiestera-
sas que hidrollizan el enlace glicerofosfato de fosfollipidos
Intactos para generar diacliligliicerol (DAG) y ia cabeza polar
soluble que Ileva el grupo fosfato. La mayorla de las PLC que
se han estudlado hasta ahora hidrollizan preferentemente al
fosfatidiiinoslitol-4,5-bifosfato (PIP2), pero se conoce tam-—
blién 1a exlstencia de otras PLC que no utillzan como sustrato
al PIP2 sino a la fosfatidilcolina (37).

Exlsten miltiples formas de PLC espec!ficas para fosfolnosti-
tidos, que, segun su secuencla, se han ciasificado en cuatro
faml|las de isozimas a, B, ¥y 8 (1) las cuales poseen dls-
tinto peso molecular y, sorpresivamente, aunque tres de eilas
poseen dos estrechas regiones de secuenclias homdlogas, mues-—
tran muy poca homologla global en su secuencia aminodcida y
el tipo a es completamente dlferente (27). La hidrdlisis del
PIP2 por tosfollpasa C (PI-PLC) genera dos segundos mensaje-
ros: el DAG y el inositol-1,4,5-trifosfato (IP3).

El IP3 tlene 1a capacidad de Interactuar con receptores
Iintraceluiares localizados a nlivel de! retlculo endoplasmico
l1iso (28). La activacidn de estos receptores por este segundo
mensajero induce !{a apertura de un canal que |libera calcio de
este organelo, aumentandoc de 3 a 10 veces la concentracidn de
calclo cltosdlico, desde un valor de 100 o 200 nM hasta 600 o
1000 nM, Este Incremento en |a concentracidn de Ca++ es un
factor de acoplamiento muy importante, pues es capaz de acti-
var a miltiples enzimas en forma directa y a protelinas clna-
sas dependientes del catidn o del complejo Ca++-calmodulina.
Ademds, el IP3 puede ser fosforilado por una cinasa para ia
formacldn del Inoslitol-1,3,4,5-tetrafosfato (IP4). Se ha pro-
puesto que tanto el IP3 (29) como el 1P4 (30,31) pueden tener
una funcldn Importante en la regulacidn de la entrada de cal-
cio de! exterior de la célula, necesaria para sostener res-
puestas por tlempo prolongado (mds de 5 minutos). Se sabe que
exliste una Interconversidn rapidisima de tos fosfoinosltidos,
lo cual mantlene niveles mds o menos constantes de ellos en
1a membrana plasmidtica de ias céluias., Asl mismo, el IP3 es
metabollzado hasta la obtenclén de Inositol libre e! cuail es
reciclado a fosfatidilinosito!l.

€l otro segundo mensajero producido por la hidrdlisis del
PIP2 o de la fosfatidilcolina (PCh), el diaciliglicerol (DAG),
es un compuesto hidrofdblco de aparicién transitoria, ya que
su desaparlicidn se produce en segundos o minutos de su forma-
cién y activa a la PKC, como se describira maAs adelante. Por
su composiclén mAs varlada, la hidrélisis de PCh por fosfoli-
pasa C puede producir distintas especies moleculares de DAG
(26), mientras que la hidrdlisis de PIP2 generalmente produce
un solo tipo de DAG: el compuesto por 1-estearato y 2-ara-
quldonato. La gran vetocidad con que ocurre la degradacidn
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de] DAG obedece a que es metabolizado a acido fosfatldico
(AP) por !a DAG- cinasa o a i-acil-glicerol y acido graso I~
bre por la DAG-iipasa, los que a su vez, pueden originar
otros mensajeros. Los estudios con inhibldores y con analo-
gos de sustrato de |la DAG-cinasa han sugerido que en las cé-
lulas estimuladas, la ruta principal de metabolismo de DAG es
catallzada por esta enzima, de |la que se han reportado varias
Isoformas inmunoldgicamente distintas (32,33).

b) Fosfolipasas A2.- Son esterasas dependlentes de Ca++ que
catalizan la hldrélisis de Jla posicidén 2-éster de los
3-sn-fosfoglicéridos. Se conoce bastante de 1a estructura de
las PLA2: constituldas por una sola cadena pollpeptidica,
poseen cerca de su extremo amino-terminal un patrdn de resi-
duos de cisteina repetido en tandem cuya secuencla y distri-
bucidn es similar a la que se encuentra en el dominio regula-
torio de las PKC; ademds, existe homologlia en la secuencia
aminoadcida entre la PKC y el sitio actlvo de las PLA2, en
poslclones andiogas relativas al patron de clstelna. De estas
observaciones se ha hipotetlzado que las PKC y las PLA2 com-
parten elementos estructurales Importantes para la Interac-—
cién protelna-fosfollpldo (34). En camblo, la informacidn
que se tlene sobre el papel de estas fosfollpasas en la
transduccion de sefales que activan a |la PKC es escasa en
comparacidn con la que se tiene de las PLC y su estudlo
constituye en ta actualidad un campo de Investigaclion muy
activo.

Se ha observado en distintos tipos celulares la activacldn de
la PLA2 mediada por raceptor (35-38), asl como su activacién
por distintas proteinas G (39,40)., También se ha demostrado
que las proteinas cinasas A, C y las tirosina clnasas, regu
lan la actividad de la PLA2 celular (41).

La fosfolipasa A2 hidroliza varlios fosfoilpidos de membrana
incluyendo a fosfolnositlidos, PCh y a ia fosfatidlletanotami~
na (PEt). La hidrolisis de PiIP2 o de PCh por esta fosfolipasa
genera, por un lado, Aclidos grasos Insaturados: oleico, |ino-
leico o araquiddnico, que segin se ha demostrado, estimulan a
la protelna cinasa C en la presencia o ausencla de calclo y
de fosfolipidos, y por otro lado, el |isofosfollpido corres-
pondlente (36).

Cuando e! Acido graso que se |ibera es el araquiddnico, éste
es convertldo a través de las rutas de la clcio~oxigenasa y
de la |ipo-oxlgenasa a elcosanoides que incluyen a prosta-
glandinas, tromboxanos, prostaciclinas, leucotrlienos y Ilpo-
xinas (42). En algunas células, como en las Kupffer, se ha
encontrado que !a PLA2 se transloca rapidamente a las membra-
nas de manera Ca++-dependiente para actuar como la suminjis-
tradora principal de Adcido araquiddnlico en estas células, y
por tanto, como la enzima !imitante en Jla sintesis de el-
cosanoides, muchos de los cuales son medladores lipldicos po-
tentes en los procesos de inflamacidn (43).
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c) Fosfollpasa D.— Esta enzlma hldrollza a fosfollpidos
en el enlace existente entre el grupo de cabeza polar y el
acldo fosfatldlico. Investigacidn muy reciente ha revelado
evidencias que sugleren que existe otra forma en la célula
para generar DAG a partir de PCh involucrando la actividad
de una fosfollpasa D (PLD) aparentemente a través de una pro-
teina G (45-48). Los segundos mensajeros que se forman son
colina y acido fosfatldlco (AP), y a partir de éste, por ac-—
cldn de la fosfatidil-fosfohidrolasa, se genera el DAG (45).

Adiclonalmente a la hldrdllisis, la PLD catallza una reaccion
Unica de "transfosfatlidilacién” por medlo de la cual ia por-
cidn fosfatldil del sustrato fosfollpido es transferida a al-
coholes primarlos para producir fosfatidllalcoholes (26). De
hecho, esta reaccldn ha servido de apoyo adicional para de-
mostrar que se activa PLD en experimentos en los cuales los
agonistas promueven la formaclon de fosfatidiletanol en la
presencla de etanol (49).

Hasta el momento, se desconoce el papel que juega la collna
Ilberada por la PLD o el de la fosfocolina producida por la
PLC a partir de PCh; sin embargo, se ha propuesto que la sin-
tesls de acetiicolina en ei cerebro estd acoplada a la hi-
drdilsis de PCh (60-52), E! Aacido fosfati.ico, cuya composi-
cldn puede variar segin el tlpo de PCh gque se hldrollce, pue-
de constitulr en sl un mensajero potencial antes de ser de-
gradado posteriormente a DAG (26).

La hidrdiisis de PCh por PLD se observa frecuentemente
después de un clerto periodo largo de estimulaclon con hormo-
nas o con ésteres de forbol (activadores de la PKC). Hay evi-
dencla que Indica que algunos agonlstas generan DAG de manera
bifasica, a través de la estimulacidn secuencial de PLC y de
PLD/PA hldrolasa probablemente para inducir una activa cldn
sostenida de ia PKC, necesarla especlaimente para producir
tas respuestas a largo plazo de ésta (53).

Flnalmente, las concluslones respecto a |a manera en i{a cual
es regulada la PLD varlan. Algunos Investlgadores han inferi-
do que la activacidn de PLD es dependiente de protelna cinasa
C. Otros han atribuido la activacién de PLD al aumento en el
calclo cltosdlico inducldo por agonistas (49).

En ta figura 3 se encuentra esquematizado un resumen de |los
segundos mensajeros que se pueden generar en este sistema de
transducclon de seflales, Indicando las enzimas efectoras que
los producen y la modulacldn positiva o negativa que ejercen
sobre la PKC. Los fendmenos que se han reseflado en este ca-
pltulo, han sldo objeto de un estudio Intenso en los dltimos
aflos, y aunque no se han esclarecido muchas preguntas, se es-
tad progresando en forma espectacular en este campo, por lo
que seguramente en los proximos afos se tendrd la respuesta a
muchas de allas.
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Figura # 3. Mecanismos de activacidn e inhibicidn de 1a protefna
cinasa C, PI, fosfatidilinositol; PIP, fosfatidilinositol 4,5
bifosfato; PC fosfatidilcolina; GEsL, glucoesfingol¥pidos; PLC,
fosfolipasa C; PLD, fosfolipasa D; PLA2, fosfolipasa A3, EM,
esfingonelinasa; IP3, {inositol 1,4,5 trifosfato; DAG diacilglicerol;
C, colina; AF, &cido fosfatf{dico; AA, dcido araquidénico; A0, &cido
oleico; LISO-PC, 1l1isofosfatidil colina; E, esfingosina y LISO-E,
lisoesfingosina.



-10-

B) Propagacidn de la seRal: accidon de la proteina cinasa C.

Los trabajos de Krebs, Fischer y Larner en los afos 1955-70,
Ilevaron al descubrimiento de {a regulacidn enzlmdtica por
fosforilaclén reversible, cuando demostraron que el control
neuro~hormonal del metabollsmo del glucdgeno en misculo es-
quelético estaba medlado por camblos en el estado de fosfor|-
lacidn de las enzimas glucdgeno fosforilasa, fosforilasa ci-
nasa y glucdgeno sintasa. Estas 3 enzimas fueron los dnicos
ejJemplos de este fendmeno hasta flnales de 1960, cuando se
descubr|dé a la protelna clnasa A, dependlente de AMPc (54).
En los &ltimos 10 akos, se ha visto un enorme avance en esta
Area, especialmente con el advenimiento de las técnicas de
clonacién molecular, asl como con el descubrimiento de que
muchos oncogenes codlfican para protelnas cinasas. Actuaimen-—
te asclende a mAs de 100 el nimero de protelnas clnasas
descritas y seguramente se descubrirdn mAs, ya que se ha cai-
culado que el genoma de I|os mam!feros puede codificar hasta
para mil diferentes protelnas cinasas (55).

Todas ias protelnas cinasas caracterlzadas hasta ahora, caen
en una de dos grandes clasea: las espec!ficas para fosforilar
residuos de serina y treonina, y las especlflcas para fosfo-
rilar reslduos de tirosina. A pesar de esta diferencia, exis-
te entre todas e!las una gran homologla en sus dominios cata-
Ilticos, pues ia comparacidn de Iias secuenclas primarias de
un gran ndmero de ellas, ha reveiado la ex!stenc!a de tres
regiones altamente conservadas que constituyen el sitio de
unidn para el ATP: son las secuenclias Gly—-X-Gly-X-X-Gly,
X-Ala-val/lile-Lys-X, y dentro de una regidn de 60 aminodci-
dos, caracterlsticamente espac| ados, los triptetes
Arg~Asp-Leu, Asp-Phe~Gly y Ala-Pro-Glu (55 y 56).

El proceso de fosforilacidn y desfosforilacién de proteinas
catalizada por proteinas clnasas y por protelnas fosfatasas,
estd reconocldo como el medlo principal a través del cual se
regulan tas funclones celulares. Entre I|os eventos gue son
regulados por este proceso, estAn los sigulentes: a)
transduccidn de sefales hormonales, b) regulacidn de rutas
metabdlicas, ¢) regutaclén de 1la slIntesls de protelnas, d)
organizaclon del cltoesqueleto, e) regulacién de la
transcripclén, f) neurotransmisién y g), regulacién de aper-
tura o clerre de canales idnicos.

La fosforilacidn muitiple es un mecanismo sencl!|lo para am—
pllar grandemente el potencial regulatorio de ias enzimas: la
fosforilacidn en un sltio puede ampiificar, o blen, antagoni-
zar los efectos de la fosforilacldn en otros sltios, o puede
alterar las velocldades a las cuales son fosforilados o
desfosforilados éstos. La fosforilacidén en dlferentes sitios
por diferentes protelnas clnasas, capacita a las enzimas para
responder a varlos estlmulos flsloldgicos, ya que las inte-
racclones entre 1os sitios de fosforilacldn pueden represen-
tar el mecanlsmo por el cua! wun estimulo influencla a otro.
Los sustratos, activadores o (inhibidores, pueden también
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afectar la velocidad a la cual es fosforiiada o desfosforila-
da una enzima, amplificando o suprimlendo los efectos de la
modiflicacldn covalente. La fosforilaclén-desfosforilacién por
eso no debe considerarse como un mecanismo de "apagadp o en-
cen dido" de una enzima, sino miAs blen como una forma ie cam-
blar a esta protelna en dos o varlas formas, que respondan
diferenclalmente a sustratos y a moléculas reguladoras, lo
que ofrece poslbillidades de un control finlsimo para Integrar
fa informacidn extra e |Intracelular vy producir la respuesta
precisa.

La Protelna Cinasa C.
A) Caracteres estructurales

Desde su descubrimiento en 1977 por el grupo de Ygsutomi
Nishizuka, la PKC se ha convertido en el foco de atengidén de
investigadores Interesados en el estudio de los mecan!gmos de
transduccidn de seflales, de diferenciacldn celuiar y |de tu-
morigénesis.

Los estudlos de clonaclén molecular, asl como los andlisis
bioquimicos, han revelado que la PKC existe como una famlila
de miitiples subespecles con estructuras estrechamenteLrelu—

clonadas entre s!. Hasta el dia de hoy, se han identificado 8
subespecles de PKC: a, 8I, BII, ¥, &, e, y n (67). Las
subespecies fI y PRAII derivan de un solo gene, Ue se

transcribe en dos RNAm distintos por procesamlento alterno;
difleren una de otra aproximadamente en 50 residuos amlhodcl-
dos locallzados en |la regidn V5 de sus extremos carbox!jo.

Todas {as subespecies de PKC poseen diferencias en su modo de
actlvacidn, propledades cinéticas y especificidad de sustrato
(58, 59) y pueden ser subdivididas en dos grupos (57): las
Cat++-dependlentes (a, B y ¥ ) y ias Ca++-Independientes (5,
€,%, y n). Ambos grupos de protelnas consisten de una soia
cadena polipeptidica con una estructura homdioga general: 3 o
4 regiones altamente conservadas y § regiones variableg dis-
tribuidas en dos dominlos, uno regulatorio y otro catalltico,

- separados entre sl por la regién variabie V3, como se myestra
en |la figura 4,

La mitad amino terminal contiene las regiones constantes C1 y
C2 y constlituye e! dominlo regulatorio, que Interacciona con
Ca++, fosfoilpido y DAG o ésteres de forbol. Cabe hacer no-
tar aqu! que solamente los dominios regulatorlos de las| Iso-
zimas a, B y ¥ contienen la regidén €2, mientras que en las
demAs subespecies esti ausente.

En el extremo amino de la regién C1 se localiza el motivp de-
nominado “pseudosustrato”, identificado por primera ver por
House y Kemp en 1987 (59). Se trata de una pequefia secusncla
aminoAcida cuyo motivo central RKGALR posee una gran aflipidad
por e] sitlo activo de la PKC, ya que se parece al sitjo de
fosforllaclén de los sustratos de la enzima al tener una se—
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cuencia Gly~-Ala flanqueada por reslduos bAsicos, determinan-
tes para el reconocimiento de! sitio a fosforilar por la PKC.
De hecho, un péptido sintético que contlene la secuencla
pseudosustrato actda como potente Inhibidor de PKC, mlentras
que la sustitucidon de Ala por Ser en esta secuencia, lo
transforma en un excelente sustrato para la enzima (58, 59).
Esto |levd a proponer a House Yy Kemp que el sitlo pseudosus—
trato puede Interaccionar con el sitio activo de PKC en las
células para mantener Inactiva a la cinasa en ausencia de ac-
tivadores (59).

La region constante C1 contiene ademds, una repeticlidn en
tandem de la secuencia rica en cisteina
Cys-X2-Cys~-X13(14)~Cys-X2-Cys-X7~Cys—-X7-Cys, donde X repre-—
senta cualqulier amlnodcido (61). Esta secuencia es conservada
en todos los mlembros de la famllla de PKC, con ia excepcldn
de que en PKC % no estA repetida (80), y es similar a ia se-
cuencia consenso de "zinc-DNA-blInding-finger” (dedos de zlinc)
presente en muchas metaloprotelnas y en protelnas que se unen
al DNA ¥y que estdn relacionadas con Ila regulacién de la
transcripcidn de éste (62), aunque en el caso de la PKC, no
hay evidencia sdlida que indique que se une a DNA.

La reg/dn conservada C2, de 115 residuos aminodcidos que si-
gue a la regidn V2, es idéntica en un 67% en los tipos a, B y
Y, y mds del 65% de |as diferencias entre ellos representan
camblos conservativos. Se ha demostrado que esta regidn |le-
va el sitio de unidn para calcio, el cual no posee una es
tructura tipica "brazo EF" (ahélice-asa-ahélice) presente en
ta mayoria de !as protelnas que unen Ca++ (58).

Inmediatamente adyacente a |la regidn C2 se locaiiza |a regidn
V3, que es ia mAs extensa y la de mayor divergencia entre to-
das las 5 reglones variables de PKC. Esta regidn posee ca-
racteristicas hidrofllicas y se cree que representa una zona
expuesta de las PKC pues es muy sensible al ataque proteoll-
tico. Parker et al han propuesto que representa una regidn
bisagra entre tos dominios catalltico y regulatorlo (63, 64).

La mitad carboxllo terminal de cada Isozima, que empieza
después de !a regidon hlipervariable v3, contiene las regiones
constantes C3 y C4 y es el dominio catalitico de PKC, pues
muestra grandes grupos de secuencias homdlogas a las existen-—
tes en otras protelnas cinasas. La regidn conservada C3 tiene
un sitio de unidn para ATP Gly-X-Gly-XX-Gly...Lys y es espe-
clficamente ol sitlio activo de la enzIlma (58). Aunque la re-
gidn C4 contlene otra secuencia idéntica a ésta, se desconoce
si representa o no un sitlo de unidn adicional para ATP (61)
Por Gltimo, se presenta la regidn varjable V5, en el extremo
carboxlio, cuya longitud varia entre las diferentes formas de
PKC.

El peso molecular de las PKC osclia entre 76 y 90 kDa. El de
la subespecie 5 es menor (64kDa) debldo a que solamente
contlene una secuencia "dedos de zlInc"” en vez de dos, mien-
tras que la de mayor peso molecular es la subespecie €, de 90
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FIGURA 4. Estructura de la familia de proteinas cinasas C. Ci
& C4, regliones constantes 1 a8 4; Vi a V5, reglones variables
1 ab; A, regldn donde se locallzan las secuencias ricas en

clstelna "dedos de zinc”.




kDa. (58).
B) Locallzacldén de la PKC.

La localizacidn genética de los miembros de la familia de PKC
se ha establocido solamente para las subespecies dependientes
de calcio. El gene de PKCa se localiza en e! cromosoma humanc
17, el de PKCB en el cromosoma 16 y el de PKCY¥ en el cromoso-
ma 19.

El uso de técnicas tales como la hibridacién Lp sltu con RNAm
y ol andlisis "Northern™ con pruebas ol lgonucieotldicas espe-
clflcas, ha sugerido que algunas Isozimas de PKC se expresan
espec! ficamente en clertos tejidos (61). EI} patrdn de expre-
sidn de mlitiples especies de PKC se ha examinado también
usando técnlicas bloquimlcas, citoquimicas e Inmunoldglicas con
anticuerpos especlflicos para cada subespeclie. Mucho se conoce
acerca de la distribucidn de a, By ¥ Yy poco de la de &, e,§
y n.

La subespecie a es la que se encuentra mas ampliamente dis-
tribuida. Las PKC con las secuencias 81 y BII estAn presen-
tes en proporcidn varlable en muchos teJidos y tipos celufa-~
res Incluyendo el cerebro. En la rata, |a subespecie ¥ se
expresa unicamente en el cerebro y en |la médula espinal. En
cuanto a |la localizacldn de |as Isoformas Independientes de
calclo, se ha reportado que PKC & es la forma principal que
se expresa en teJlido hematopoyético de ratédn (67), que PKC €
se expresa en células de pituitaria, cerebro y timo de rata
(68), PKC Z en cerebro, plaquetas y neutrdfilos (69), y por
ditimo, que PKC n se expresa predominantemente en puimén y en
piel de ratdén (70).

Algunos tejidos como corazdn, pulmdn, corteza adrenal y tam-
bién tas plaquetas, parecen contener varlas subespecies atin
no definidas. AdemAs, se ha observado que |la mayorla de jas
células contienen mids de una subespecie de PKC en diferente
proporclén, cuya distribucidn Intracelular varla dependiendo
de! estado de proliferacidn de las células (65, 67).

En cuanto a la localizacidén intracelular de la PKC, e! andll-
sls de las caracteristicas hidropAticas de las PKC demuestra
una simiftltud general entre ellas y no ofrece plstas adicio-
nales respecto a su posible locallzacidén; solamente |a regtdn
repetida rica en cistelna contiene grupos pequefios de secuen-
cias hidrofdbicas, que pueden permitir, con una conformacidn
apropiadamente plegada, la asoclacidn de la PKC con el lado
citopldsmico de Ia membrana plasmAtica (64). Se ha reportado
que la isoforma BI frecuentemente estd asociada con la mem-
brana plasmatica, mientras que la (11 se localiza en el apa-
rato de Goigi (58). También se ha reportado la locallzacidn
de PKC @ en nicleo (65,66), as! como su translocaclidn desde
el citosol hasta éste en varios sistemas humanos y en hlgado
de rata (71-74). Sin embargo, se desconoce en la actualldad
la topograflia intracelular precisa de las subespecies de la
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protelna cinasa C.
C) Actlivacidén de la PKC.

Para entender el mecanismo de acclén de la PKC se requiere
conocer el proceso de su activacidon. La base molecular de es-—
te proceso dista mucho de ser clara en el presente. No obs-
tante, se tiene conocimiento de varios aspectos de este fe-
ndmeno, gue se describirdn a continuaclén.

Los moduladores enddgenos naturales posltivos por excelencla
de la PKC son el sn-1,2-dlacilglicerol, fosfolipidos Acldos,
particuiarmente la fosfatidilserina y, en el caso de las liso-
formas a, B y X, también el calclio (75). Como ya se describld
en el capltulo anterior, existen varias rutas que proveen el
DAG necesarlo para la activaclén de |a enzima, como se ve en
la figura 3, mlentras que Ia movillzacién de calcio resulta
solamente de la liberacidn de IP3 por la hidrdlisis del fos-
fatidlilinositol-4,5-bifosfato (PIP2}.

Entre varios fosfollpldos probados (76), sdlo los de caracter
dcido de cadena targa, ademads de la fosfatidilserina (Pser),
tales como el fosfatldilinosltol (PI), fosfatidlletanolamina
(PEt) y el Acido fosfatldico (AP), han sldo efectivos para
producir la activacidn de PKC, en diferentes grados_ y a
concentraciones de calcio relativamente altas (10 -102M),
pero ninguno ha sido mAs potente que |a PSer para activar a
cualquiera de fas Isoformas de Ja PKC . Sin embargo, varlos
fosfollpidos de membrana, que son Iinactivos por sl mlsmos,
juegan un papel especifico con cooperatlividad poslitiva o ne-
gativa en la actlvacldén de PKC. Asl, se ha visto gue cuando
PSer es suplementada con PEt, se produce mayor activacidén de
la enzlma; Inversamente, la adiclén de fosfatldilcolina o de
esfingomlelIlna, disminuye notablemente la activacidn Inducida
por PSer (76).

Reclentemente se ha visto que la |Isofosfatidllicolina y otros
lisofosfollpldos regulan ta actividad de la PKC de una manera
bifAsica: La estimulan a baja concentracldn (<20uM), Inhi-
bléndola a altas concentraclones (30uM,38), sugiriendo que
pueden funclionar como moduladores tanto negativos como posi-
tivos de la PKC (ver figura 3).

Se ha reportado que el DAG aumenta Unicamente la kcat de PKC,
mlentras que el Ca++ y |la PSer reducen solamente la km para
el sustrato proteico (77). De este modo, el DAG actua sobre
PKC como un “"activador”, mlentras que el Ca++ y la PSer son
"cofactores esenciales" para la actividad enzimadtica (77). Se
sabe tamblén que aunque tanto el DAG como ta lisofosfatidil-
colina requleren de calclo para sus efectos, la lisofosfati-
ditcolina disminuye la aflnidad de !a protelna cinasa C por
el Ca++, mientras que el DAG ia aumenta.

Por otro lado, ta dependencia [p vitro de PKC por Ca++, DAG y
fosfollpldo, varia marcadamente con el aceptor de fosfato
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utlilzado (78). Se ha observado que en ausencia de Ca++, las
propledades cinéticas de la PKC son Influenciadas grandemente
por la basicidad de Jas proteinas sustrato Imp!licadas (79),
pues ciertos policatliones favorecen la expresidn del sitio de
unidén para DAG, estabilizando la conformacidén activa de PKC,
aunque el mecanlsmo preciso por el cual un sustrato puede
Inducir actividad de PKC se desconoce (80).

Se ha sugerido que la activacion de la enzima por fosfollpl-
dos causa un camblo conformaclonal en la PKC que desplaza la
secuencia pseudosustrato del sitlo activo, permitiendo asl el
acceso a 61 de los sustratos proteicos (80), como se observa
en la figura 5a. La inhlbicidn ejercida por e} pseudosustrato
no tiene efecto sobre la dependencia de Ia PKC en cuanto a la
presencia de PSer, DAG o Ca++.

Por otro lado, Ila translocacién (redistribucidén) de la PKC
entre los compartimentos soluble y asocliado a membranas pare-
ce estar Involucrada en |la activacidn de !a enzima (81-88),
en la "down-regulation” (degradacldn) de la PKC (89, 90) y en
el acceso a sustratos especificos. Se tiene abundante eviden-
cla de que el Ca++ aumenta 1la afinidad de la clnasa por las
membranas promoviendo su asoclacldén reversible con ellas,
mlientras que los ésteres de forbol, potentes activadores de
PKC, potencian este efecto y producen la asociacién no rever-
sible de |la PKC a |as membranas.

La proteina clinasa C puede ser activada tamblén por protedl!l|-
sis limitada con proteasas neutras dependlentes de calclo,
calpalna 1 o calpaina II. La hldrdlisis ocurre en uno o dos
sitlos especiflicos de la reglidn V3, |lberadndose el fragmento
catalltico, que es completamente activo en ausencia total de
Ca++, DAG y fosfollpido y se le denomina protelna cinasa M.
Se sabe que |la PKC asociada a membrana es maAs susceptible a
este tipo de protediisis (92) y que dlferentes subespeci|es de
PKC son hidrol lzadas a distintas veloclidades. Aungue el sig-
niflcado fisioldgico de esta protedlisis |imltada no ha sldo
establecido, es posible que esta reacclidn constituya una ma-
nera de actlvar a PKC persistentemente, Alternativamente, la
protedlisls puede ser tamblén un medlo de Iniciar |la degrada-—
?IO? de la molécula de PKC, denominada "down-regulation”
58).

Existen evidenclas (93, 94) de que las formas a, BI, BII, ¥ vy
n de PKC pueden autofosforilarse en |a presencia de caicio (o
en su ausenclia, en e! caso de PKC n), PSer y dioleina |n vl~
tro; esta reaccldén se lleva a cabo en residuos de serina en
las isoformas ay X , mientras que en |as subespecies Al y
BI1 ocurre tanto en serina como en treonina. Esta reaccléon de
autofosforilacion se ha asociado con ta activacldn de la en-
zIlma, aunque su signiflcado fisioldgico se desconoce.

La PKC sirve también como receptor para promotores de tumo-
res: los ésteres de forbol. Estos compuestos dlterpénicos,
tal como el tetradecanoil-forboi-acetato (TPA) obtenido de la
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seml!lta del arbol Croton tiglium, tienen una estructura siml-
lar a la del diacilgiicerol (ver flgura 6); se Intercalan ra-
pidamente en la membrana actlivando dlrectamente a ia PKC tan-
to [n vitro como [n vivo. Como el DAG, los ésteres de forbol
aumentan dramatlcamente la afinidad de la enzima por calcio.
Sin embargo, estos dlterpenos no son répidamente metaboliza-
dos y pueden extender una fase de la respuesta celular usual-
mente |imitada.

La respuesta celular a los ésteres de forbol es por lo gene-
rat bifAsica: la respuesta Inlcial Involucra activacion y re-
distribuciédn de PKC. Sin embargo, |a actlvacidn persistente
de la enzima prolonga su asoclacidén a la membrana y resulta
en su “"down-regulation” (94,95,96).

Ademds de los ésteres de forbol y diterpenos relacionados, se
han identificado otros productos naturales estructuraimente
distintos que también se unen a PKC con alta afinidad: estos
comprenden a los Indol-alcaloides tales como teleoclidina y
los pol iacetatos tales como aplisiatoxina (97). También las
brlostatinas, que son lactonas macroclicllicas aisladas de Bu-
ula nerltica y de otros briozoarios marinos, actlvan farma-
coldglcamente a la PKC (97).

La PKC se activa cuando un diglicérido se wune a un slitio
efector de su dominio regulatorio; esta Interaccidn es este-
reospeclfica, siendo activo solamente el (S)-enantidmero. Los
estudios de especificldad han mostrado un grado no usual de
espec| flcidad hacla el esqueleto del gilcerol y a las mitades
hidroftiicas de los dligllcérlidos. La especlficidad estricta
mostrada hacia éstos, contrasta con {a conducta de PKC hacia
promotores de tumores estructuralimente tan diversos.

En 1989, usando mutantes con deleclones y mutaciones en la
regién C1 de PKCY, Ono et al (98) demostraron que la secuen-
cla dedos de zinc es Indlspensable para la unidn del éster de
forbol a la enzima. Por esto, se ha pensado que es posible
que el TPA, y tal vez el DAG, se unan por puentes de hidrége-
no a los grupos sulfhidrilo de estas regiones ricas en cls-
telna. El DAG exhlbe solamente dos grupos aceptores (éster
carboni to) y un grupo donador (el grupo OH iibre) y entonces
sélo se puede unir a PKC en una ortentacién, como lo Indica
la flgura 5b. El TPA, sin embargo, contlene dos regiones con
grupos aceptores y donadores disponlbles. Una es la reglon
C3, CS y C20 y otra es la regidn Cc8, C12 y C13.

varlos autores (60, 97, 99-101) han reallzado estudios de la
Interaccidn de los actlvadores con la PKC usando comparacio-
nes computarizadas de |as estructuras derivadas de rayos X o
de las calculadas, para dilucidar los elementos criticos que
constituyen el farmacdforo de los ésteres de forbol y del
DAG, a fin de contestar la pregunta de que cdmo el mismo si-
tio de unidén puede ser el blanco de moléculas activadoras tan
diferentes. Todos estos autores, han <colncldido en proponer
un modelo estereoquimico en el cual el carbonilo del C3 y los
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hidroxllos del C9 y C20 del TPA, son los esenciales para la
unidn con la PKC (ver figura 5b) y corresponden a clertos
oxlgenos y nitrdgenos en otros compuestos. La estructura tipo
DAG del TPA es Iintrigante, pero puede no ser significativa
puesto gue exlsten otros activadores de PKC que no contienen
una zona tipo DAG.

Por tanto, la interaccién de la PKC con las 3 zonas hidrofl-
ticas indlcadas, es vista como la "sine qua non" de la acti-
vacién de ia enzima, aunque adiclonalmente se requliere tam-
bién de zonas hidroféblcas espaciaimente correspondientes
(101): se sabe que las cadenas de &cldo graso esterificadas a
los C13 o C12, son Iimportantes para la actividad de los éste-
res de forbol, pues los de cadenas cortas son menos potentes
que el TPA, por lo que se cree que estas reglones hidrofdbl-
cas pueden estar Involucradas en la Interaccion con fosfoll-
pldo, que es absolutamente requerida para activar completa-
mente a la PKC (60).

La actividad del DAG como activador de la PKC, as! como su
afinidad por ella, es al menos 3 ordenes de magnltud menores
que la de TPA., Esto puede ser debido a gue el farmacéforo C3,
C9, C20 del TPA se ajusta mejor en la regldn rica en clistel-
na, que el farmacdforo C1, C2, C3 del DAG (60).

Este modelo estA apoyado por evidencia experimental adicio-
nal: el resliduo de asparagina presente solamente en |a segun-
da regidn dedos de zinc de 1{a PKC, puede ser esencial para
una fuerte unidn de! TPA, puesto que permitirla un puente de
hidrdgeno adicional con el grupo OH de!l C20 (flgura 5b).
Consistente con esto, el grupo de Ono (69) ha encontrado que
la PKC %, que contlene sdlo la primera regldn rica en cistel-
na (sIn asparagina), no es activada por concentraciones nano-
molares de TPA (60).

Finalmente, dentro de la gran varledad de compuestos exdgenos
y enddgenos que han sido reportados como reguladores positli-
vos de la PKC, existen dos ¢dnlicos ejemplos de moduladores
que, a dliferencla de todos |os demds, son Incapaces de actli-
var a la PKC en ausencia de cofactores |In vitro. Los dos son
activadores enddgenos muy potentes de PKC, éter—-aminofosfo-
glicéridos, que fueron descritos por primera vez como Inhibl-
dores de la activacién glucocorticolde-receptor. Estimulan ia
actividad de PKC 2-4 veces por separado y 10-12 veces }untos
en cltosol de higado de rata. La activacidn parece ser espe-
cifica para PKC y ocurre solamente cuando la enzima ha sldo
Inicialmente actlivada por Ca++, PSer y DAG. Adicionalmente,
parece que interaccionan dlirectamente con el dominio reguia-
torio de PKC pues inhiben la unidn de ésteres de forbol a la
PKC (77).

D) Caracteres individuales

Existen diferenclas entre las dlversas subespecies de protel-
na cinasa C en cuanto a su modo de activacidén (65,102,103).
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Las subespecles a y¥ son activadas en menor grado por dia-
cilglicerol en la presencia de PSer que |as especies Bl y
BI1, mientras que éstas d4ltimas muestran ademas considerable
actividad aln en ausencia de calclo (78).

Una de las caracteristicas mAs sobresalientes de la isozima
¥ es que puede ser activada |n vitrao por concentraciones mi-
cromolares de Acldo araquldénico libre y por algunos de sus
metabo!itos tales como lipoxina A; esta actlvaclén no requie-
re de Ca++ ni de fosfollpldo. En contraste, las subespecles @8
son actlvadas muy pobremente por concentraclones micromolares
de Acido araqulddnico, mientras que las especlies a responden
a altas concentraclones de éi, pero séilo a elevadas concen-
traciones de calcio (61).

Las |sozlmas de PKC del grupo Ca++ Iindependliente muestran una
estricta dependencia de la presencla de fosfollpldos (68),
pero, a diferencia de a, By ¥ , tlenen diferente especifici-
dad de sustrato, ya que la histona H1-111IS, que es el sustra-
to comin utllizado In vitro, es fosforllado pobremente por
estas lsozlImas, fosforilando en cambio muy eficlentemente al
pseudosustrato modlflcado (104). Sin embargo, la subespecie
% muestra actividad significativa con histona H1 como sus-
trato en ausencia de cofactores; esta actividad es muy aumen-
tada por fosfolipido. pero nt DAG ni TPA muestran efecto en
ella.

Las subespecles &, € y n son actlvadas potentemente por TPA
(69). Exlste evidencia de que en plaquetas, que co-expresan
los subtipos a, 8 y X, el TPA en concentracldn micromolar
transloca diferenclialmente a estas isozimas (57)., También, en
células HLEO, la briostatina y el forbol dibutirato diflieren
en su hablltdad de activar y de translocar a las subespecles
ay BII: PKC a es transiocada a la membranan plasmatica en
respuesta & brlostatina, mientras que PRIl se transloca a |a
membrana nuciear en rospuesta al é&ster de forbol (105).

Existe evidencla de que el a-interferdn selectivamente activa
a PKCR a través de la hidrdlisis de fosfatidllicollna (107).
Como se menciond anteriormente, la selectlvidad de |la ruta de
tansduccidn hormonal probablemente ocurre a un nive! iIni-
clal: de protelnas G o de fosfollpasas productoras de dls-
tintos segundos mensaleros, mds blen que & nivel de PKC.

Actualmente, existe muy poca Informacldn sobre las consecuen-
clas bioquimicas y fisioldgicas de la activacidén de mAs de un
tipo de PKC. Tampcco Se conoce con precisién la especiflcidad
de sustrato |pn vivo de todas las Isoformas de PKC. Por otro
lado, como ya se dlJo antes, I|a dependenclia de PKC sobre
Ca++, DAG y fosfollpido varia con e! aceptor de fosfato usado
en las reacciones |n vitro, o que sdlo ha hecho posible la
comparacidn entre los miembros de Ila famllia de PKC balo
condiciones limitadas. Es posible que las distintas subespe-
cies de PKC respondan diferenclaimente a activadores in N
pero el problema reclén mencionado, junto con al hecho de gque
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tas proeferencias de sustrato y de activadores puedan ser el
resuitado de la distribucién diferencial en varjos tipos ce-
fulares asi como de |a compartamentatlijzacidén dentro de la
misma célufa, deja en el presente Importantes preguntas por
contestar en cuanto a los mecanismos de activacidén in vive de
cada isozima de PKC.

E) Sustratos de PKC

Las protelnas que son capaces de servir de sustrato a la pro-
telna cinasa C normalmente contienen aminodcidos baslcos en
el tado carboxllo terminal adyacente al residuc de serina o
treonina a ser fosforllado (107, 108, 102, 110)}).

La razdn por ta cual un sustrato puede influenciar el reque-
rimlento de cofactores para PKC se desconoce, y tampoco esté
claro s} tiene slgniflicado flisloldgico. De acuerdo a esto,
los sustratos se han clasiflicado en tres categorlas: A) aque-
{los cuya fosforiiacidn no requiere de cofactores, como la
protamina, B) sustratos como la protelna mielina basica, po-
il-Lis~Ser o poli-Arg-Ser, que requleren sciamente de la pre-
sencla de fosfollpido, y C}, sustratos como histona, troponi-
na y la cadena ligera de la miosina, que requieren la presen-
cla de Ca++ y de fosfollpido (78).

Hasta el dla de hoy, se ha repcrtado una gran cantidad de
sustratos para PKC. Sin embargo, hnho se sabe si todos elios
son sustratos flsloldglicos. Se han encontrado en miltipies
sistemas celulares, dos protelnas que se fosforilan por la
activacidn de PKC In vivo: una es !a glicoprotelna &cida de
80kba (111) ¥y ta otra es la protelna denominada "MARCKS"
(sustrato de cinasa C rico en atanina, miristoiiado), uti!ti-
zados frecuentemente como Indice de ia activacién de PKC
{112); pero aunque estas proteinas se han caracterizado a ni-
ve! molecular, su funcidn precisa es obscura, as! como tam-
blén el tipo de PKC que las fosforila. Entre los demds sus-
tratos ?ue se conocen para PKC estdn los siguientes (60,
113-119):

a) Protelnas receptoras: receptores al y PB-adrenérglcos,
receptor para factor de crecimlento epldédrmico, receptor de
insulina (ia treonina 1336 de la subunidad B), receptor de
transferrina, receptor de somatomedina C (IGF-I1), receptor de
interieucina 2, receptor para factor de crecimliento derivado
de plaquetas, receptor collnérgico nlcotinico, y receptor de

1P3.

b) Protelnas membranates: ATPasa de calcio de la membra-
na plasmdtica, ATPasa Na+/K+, canal de Na+, intercambiador
Na+/H+, transportador de glucosa y protelnas G.

¢} Protelnas contrdctiles y del cltoesqueleto: cadena
figera y pesada de ta miosina, troponinas I y T, vinculina,
filamina, y protelnas asociadas a microtdbutos.

d) Enzimas: glucdgeno fosforilasa cinasa, glucdgeno sin-
tasa, fosfofructocinasa, @-hidroxi-p-metilgliutarii-CoA re-
ductasa, tirosina hidroxilasa, NADPH-oxidasa, citocromo P450,
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guanilato ciclasa, adenilato cliclasa, fosfolipasas C,
DNA-metilasa, factor de Initciacidn 2.

@) Otras protelnas: Topoisomerasa 1I, protelnas no hls-
ténicas HMG 14 y 17, histonas H1, H2B y H4, protelina riboso-
mal 6S, fibrindgeno, pro-tromblna, GABA mecdullna, fosfolam-
ban, proteina mlellna basica {(MBP), lamininas A y B y l|ipo-
cortinas.

F) Inhibidores de PKC

Existen varios moduladores negatlvos enddgenos de PKC. Y.
Hannun y R. M. Bell (120), descubrieron que la esfingosina
derivada de la hidrdllsls de glucoesfingolipldos de membrana
por acclédn de la esflngomielinasa, es un inhilbidor potente y
reversible de la actividad de PKC. Las caracteristicas es-
tructurales criticas de la esfingosina como Inhibidor, son la
amina primaria y el cardcter hldrofdblco (120). Tamblén los
|isoesfingolipldos [nhiben reversibliemente y con gran poten-
cla a PKC (ver figura 3). Sin embargo, los Inhibidores endd-
genos mis potentes que se han reportado hasta el momento, son
proteinas que unen calclo: una de 17 kDa aislada de higado de
rata y de otros tejldos (121), y otras protelnas de 29~33 kDa
que tlenen simlllitud en ia regidn carboxlilo terminal con la
familla de las ||pocortinas (122).

Otros Inhibidores de la protelna cinasa C que han sido repor-
tados incluyen: dlbucalna, clorpromazina, adriamicina, vera-
paml |, amilorida, tamox|feno, bllirrublna, palmitoilcarnitl-
na, derivados (soquinollna-sulfonamida (H7), polimixina B,
staurosporina (123), gossypol, tloésteres acldo gra-
so-acl i-CoA (124), sangivamiclpa (125), vy derlvados de acrl-
dina (123).

Se sabe que H7, staurosporina y sanglvamicina, actdan como
Inhibidores competlitivos con respecto al ATP y que los deri-
vados de acridina se comportan como inhibldores no competitl-
vos tamblén con respecto al ATP. Los polisacAridos sulfatados
tales como pentosan polisuifato (PPS) vy heparina, son otros
potentes Inhibldores de ia PKC: PPS es Inhibldor competitlvo
con respecto al ATP ¥y no competitlivo con respecto a histona;
en contraste, la heparina Inhibe a la PKC compeatltivamente
con respecto al sustrato protelcc y no competitivamente con
respecto al ATP (126). A excepcldn de estos Inhlbldores,
exlste muy poca informacidn sobre |los mecanismos de accldn
por los cuales Jlos demds compuestos menclonados afectan la
actlvidad de la PKC, lo que ha ilevado a suponer que la mayo-
rla de estas molécuias perturban |a blcapa lipldica, Inhi-
blendo como consecuencia a la PKC no especlficamente (123).

G) Funclones de fa PKC

La versatllidad bioquimlca, asl como |la importancla que tiene
esta clnasa para Inducir gran varledad de respuestas celula-
res s sorprendente. La diversidad de funciones en las cuales
se ha involucrado a fa PKC, puede estar retacionada con la
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capacldad de activar multiples especies moleculares de ella,
aungue en la actualidad, como se ha relterado, existe muy po-
ca informacidn sobre este aspecto.

Una de las principales funciones de la proteina cinasa C es
la de regular tanto positiva como negativamente ia Interac—
cldn de clertos receptores de ia membrana con componentes del
aparato celular de transduccidn de seflales. Cuando ei control
que ejerce es positivo, ocurre una potenciacidn de la res—
pussta que se produce al estlmulo dado, pero puede ejercer
también un control negativo de “"feedback" sobre varios pasos
en los procesos de transmisidn de sefales, produciendo enton-
ces dlferentes tipos de desensibilizacidn, es decir, respues-
tas disminuidas a estimulos subsecuentes en el sistema bajo
control. Por ejemplo, en hepatocitos de rata, |la activacldn
de PKC conduce a Ila Inactivacidén de I|a glucdgeno sintasa
(127 ), al bioqueo de las acclones at-adrenérgicas por fosfo-
rilacién del receptor al-adrenérgico (113), a la desensibli|-
zacidn heterdloga de adenilato ciclasa por la Inhibicién de
las acciones de Gs (14, 128), y al blogueo de la funcidn de
Gl a través de la fosforilacidn de aGi (129),.

Todas las formas de accidn e)Jercidas por ia PKC pueden operar
tanto a corto como a largo plazo. Entre los diversos procesos
celulares que modula |la PKC produclendo respuestas rapldas,
estaAn |las siguientes (130, 131, 132, 133):

- En sistemas enddcrinos, secrecldén de aldosterona, pro-
lactina, catecolaminas, Insulina, hormona del crecimiento,
calcitonina, hormona l|uteinlzante, tlirotropina, hormona para-
tiroidea y hormonas pitultarias,

- En sistemas exdcrinos, saecrecidn de amllasa, mucina,
pepsindgenos, Acldo gldstrico y surfactante.

= En el sistema nervioso, |liberacldn de acetllcoilna, do-
pamina y de otros neurotransmisores.

- ?? sistemas musculares, contraccidn y relajacidn de mis-
culo 50.

-~ En sistema Inmune, !iberacidén de histamina, |iberacidn
de serotonina, |lberaclén de enzimas | |sosomales, slntesis de
eicosanoldes, agregaclon plaquetarla y actlvacidn de {infocl-
tos T y B.

- Otros sistemas y procesos metabdlicos: |lpogénesis en
adlpocitos, esteroidogénesis.

= Transporte de lones a través de la membrana: regula la
accldn de la ATPasa de calclo de ta membrana piasmAdtica, de
la ATPasa de Na+/K+, del canal de Na+, del Intercambiador
Na+/H+ y de! transportador de glucosa.

Dentro de las respuestas a largo plazo moduladas por ta acti-
vacidén de la protelna clnasa C estdn la sintesis del DNA y la
regulacidn de la expresidn de ciertos genes como el que codi-
fica para Interferdn (134), interleucina 2 (65), la orni-
tina~descarboxilasa (135), la histidino-carboxilasa (136),
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calcltonina (137), prolactina (138) y de los proto-oncogenes
c-myc, c—fos y c-jun (142, 143, 144), También, la fosforila-
cién de protelnas catalizada por PKC ejerce profundos efectos
en los procesos de prollferacidn celutar, desarrollo y dife~
renciacidn (65, 139, 140, 141).
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1V. OBJETIVOS

El presente trabajo tlene como objetlvo general estudlar la
base molecular de la desaparicidn de |a actlvidad de la pro-
teina clinasa C inducida por ésteres de forbo!. Para ello,
utilizando como medelo experimental al hlgado de rata, se
plantearon los slguientes objetlivos particulares:

-~ conocer cuAntos y culles subtipos de PKC se expresan
en hepatocltos de ratas Wistar y Zucker.

~ Determinar qué efecto producen los ésteres de forbol
sobre la actlvidad de la PKC tanto de ratas normales
(Wistar o delgadas Zucker) como de ratas con una supues-
ta gcclén deficlente de PKC (Zucker genéticamente obe-
sas).

~ Caracterlzar como ocurre y a qué se debe |a desapari-
clén de ia actividad Inducida por ésteres de forbol.
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V. MATERIALES Y METODOS

La metodotogia empieada en Ia ejecucldn de los presentes
experimentos se halla descrita en los artlculos que se prepa-
raron como parte Integral de esta tesls, y que aparecen
incluidos en la seccidn de resultados. Se mencionaran tamblén
tres técnicas que no fueron wusadas en dichos trabajos, y que
por tal motivo se describlradn a continuacidn:

Tratamiento con ésteres de forbol ip yltro.- Los hepatocitos
fueron aislados y homogenizados como se describe en los tra-
bajos. EI sobrenadante obtenido de la centrifugacidn de este
homogenado, denominado "extracto crudo”, se incubd a 4° C en
ausencia o presencla de 1ias concentraciones Indicadas de los
ésteres de forbol o de dlolelna durante 5§ minutos antes de
ser aplicado a DEAE-celulosa, a fenll-sefarosa, o de tomar
allcuotas para medir |la actividad de |la PKC.

Cromatografia en fenil-sefarosa.- €| extracto crudo, o la PKC
eluida de una columna de DEAE-ceiulosa, se ilevd a una
concentracldn 1.5 M de NaCl y se aplicd a una columna de fe-
nil-sefarosa previamente equl !l ibrada con amortiguador
Tris-HC! 20 mM- 0.5 mM EDTA -~ 0.5 mM EGTA pH 7.5, adlclonado
con 0.1 mg de Inhibidor de tripsina y con 50 mM 2-mercaptoe-
tano!. Después de lavar ia columna con el mismo amortiguador
(8 veces el volumen de cama), se eluyd la PKC lavando con es-
ta misma solucidn pero sin NaCl, o bien, con un gradiente
continuo de NaCl de 1.5 a 0 M.

Efecto de antloxidantes sobre la actividad de PKC.- E!
extracto crudo obtenido del homogenado de hepatocitos, fue
Incubado durante 15 minutos |n vitro en presenclia o ausencia
de 1yM TPA y de las concentraciones de antioxidantes Indica-
das, 8 4° C y en obscurldad, antes de aplicar las muestras a
DEAE-celulosa para purificar parcialmente la PKC 1. Del elua-
to obtenido, se tomaron allcuota+s para determinar la actlvi-
dad de PKC segln se describe en el trabajo 1.
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VI. RESULTADOS

Los resultados obtenidos durante la realizacidén de esta tesis
fueron dados a conocer en 1991 en:

1.~ Robles-Flores, M., Alcadntara-HerniAndez, R. and Garcla~
gdinz, J.A. (1991). Differences en phorbol ester-induced
decreass of activity of proteln kinase C sozymes in rat
hepatocytes. Blochim, Biophys. Acta 1094: 77-84,

2.~ Garcla-84Inz, J.A., AlcAntara-Herndndez, R., Ro-
bles Flores, M., Torres-MaArquez, M.E., Massillon, D,,
Annabil, B. and Van de Werve, @G. (1991), Modulation by
protein klinase C of the hormonal respons!veness of
hepatocytes from |ean (Fa/fa?) and obese (fa/fa) Zucker
rats. Sometido a publlicacidn en Biochimica et Blophysica
Acta.

8e incluyen ademds después de estos trabajos, 6 flguras con
datos no publicados, que se discutirdn Junto con fos demds
resul tados.
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Differences in phorbol ester-induced decrease of the activity
of protein kinase C isozymes in rat hepatocytes
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Two main forms of protein kinase C (PKC) actlvity were found in eat hepalocytes using DEAE-cellulose
chromatography: PKC 1 and PKC 2. Treatment of cells with 1 xM 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate (TPA) for
15 min caused a masked loss of PKC 1 activity and only a small loss of PKC 2 activity. Hydroxyapatite column
chromatography resolved PKC 1 into three distinct peaks Ia, 1b and Ic, and PKC 2 Into four peaks 2a, 2b, 2¢ and
24. Immunoblot analysis with isoxyme-specific -onoclolul antibodles identified pesk Ia as PKC-8 and peak 1]

PKC-a: the other peaks of activity were uot with TPA p a loss of activily of peaks 1b
(PKC-a) and Ic, whereas pesk 13 (PKC-g) activity was nol sffected. The pulu of actlvity corresponding to PCK 2
did not show any major change due to TPA treatment except peak 2d that The

of PKC histone-kinase activity induced by TPA was also observed using other [{ or viaculin)

The TPA-induced decrease in sctivity occurs in a tl and di fashion. However, the
h the extent of and the potency order of phorbol esters in induction of an activity decrease in

the two growps of isoforms exhibited substantial differences.

Introduction

Proicin kinase C (PKC) has emerged as a major
of i systems 1.2).
The enzyme is d dent on Ca h and
diacylglycerol (DAG) for its lCllVlly and is encoded by
a multigene family whlch comprisc at least seven forms
with subtle indivi in bc-
havior [3-6) to Cal* and h
[7] and tissue distribution [5,8]. PKC also has been
defined as the major tumor-promoting phorbol esters
receptor [9,10). Phorbol esters are structural analogs of
DAG that activate PKC directly both in vivo and in
vitso (reviewed in Ref. 11).

E2S

and 111 which have the structures of y, g (81 and 811}
and a sequence, respectively [3,6]. In rat liver, only
type 11(8) and 11l (a) PKC isozymes have been found
(8,12-14). However, the specific pathways in which
cach of them function are yet poorly defined as it is the
reason for the existence of so many different isozymes.

“Tumor-promoting phorbol esters elicit a large vari-
ety of biological responses in tissues and cultured cells
[2,11,12). The cellular response to such agents is gener-
ally biphasic. The initial sesponse involves activation
and redistribution of PKC. However, prolonged activa-
tion of the enzyme results in its down-regulation (de-
pletion), the m:mhrane form of lhe enzyme being

Rat brain PKC can be resolved by h i
column into three fracti types I, Il

Abbreviations: PKC, protein kinuse C: TPA, 12-O-teisade.
cancylphorbol 13-acetate; 4-O-me-TPA, 12-O-tetradecancylphorbol
13-acetate 4-O-meihyl ether; PDBu, phorbol 12.13-dibutyrate.

Cortespondence: ).A. Garcia-Siinz, Instituto de Fisiologla Celular,
Univenidad Na Autonoms de México, Ap. Postal 70-248.
04510 México, D.F., Mexico.

more to ion [IS).
D of PKC activity induced by prolonged
treatment with the potent tumor-promoter TPA has
been cxiensively reported in a variety of cell types
[16-18]. Recent evidence has also shown that a brief
treatment {2-15 min) with TPA may quickly deplete
the activity of some PKC isozymes in KM3 cells [18)
and in rat )-fibrobl. bovine ad: cells and
human lymphoid cells [19).

As in many other systems, it has been shown that
treatment of intact hepatocytes with TPA, induces
within minutcs a shift in the subcellular distribution of
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PKC towards the membrane associated form [13,20.21),
However, quantitative studies indicate that part of the
total cellutar PKC activity was lost during the process.
We investigated this phenomenon and found that
total PKC activity from untreated and phorbol cster-
treated sar hepatocytes can be separaled inlo (two
groups of i using DEAE-cellul h:
raphy; further resolution of cach of them on hydroxy-
apatite chromatography resulted in three and four
peaks of activity, respectively. We also show here that
these peaks of PKC activity exhibit substantial differ-
ences in their phorbol ester-induced decreases in activ-
ity.

Experimental procedures

4a-Phorbol, 12-0. U 1 13 0
(TPA), phorbot 12,13-dib (PDBu), 12-0: d
canoylphorbol 13-acctate 4-O-methyl ether (4-O.me-
‘TPA), histone HI-INS (lysine rich), protamine sulfate,
phosphatidylserine, Triton X-100 and 1,2-diolein were
oblained from Sigma Chemical Co. Collagenase (Type
11) was from Cooper Biomedical, [1-’- PJATP was pur-
chased from JCN Radioch DEAE-cellul
(DE-52) was from Whatman and hydroxyapatite was
from Calbiochem. Other rcogents were of analytical
urldc Vmcuhn was purified from chicken gizzard as

Fi i and i [22] up to the
DFAE-chlulosc step. Murine monocional antibodies
to PKC isozymes were fmm Smk.\glku Kogyo Co and
goat it 18G-alk:

- columa buffer cont

mM  2-mercaptocthanot, pH 7.5) and applicd to
DEAE-ccllulose columns (1 ml bed volume) that had
been previously equilibrated with ‘column buffer’ at
4°C. After washing with column bulfer (8 ml). the PKC
activity was cluled batchwise first with 42 ml of
ning 0.08 M NaCt. 2 mM EDTA
and {).] mg/ml trypsin inhibitor, and then with 2~ 2
ml of column boffer containing (.25 M NaCl. 2 mM
EDTA and 0.1 mg/ml trypsin inhibitor. Using this
chromatography system, two peaks of PKC were eluted.
the first at 0.08 M NaCl and the second al .25 M
NaCl (sce Fig. 1). The pooled PKC (1 or 2) fractions
from DEAE-cellulose were concentrated to | ml with
an Amicon concentrating system (YM-30 membranc).
The concentrated fractions were dialyzed against buffer
A (0.02 M potassium phosphate (pH 7.5). 0.5 mM
EDTA, 0.5 mM EGTA. 10 mM 2-mercaptoethanl. 105
(v/v) glycerol) before applying it 10 an hydroxyapatite
column (1.5 X 5 cm) equilibrated with the same buffer.
The column was washed with 65 ml of buffer A and
protein kinase C isozymes were cluted with a 70 ml
linear concentration gradient (0.03-0.2R M patassium
phosphate) at a flow rate of 10 mi/h. Fractions of 2.3
ml were collecled and assayed tor PKC activity.

PKC activity was assayed by measuring the incorpo-
ration of ??P from [y- ¥ PIATP into HI-11IS histone (or
into protamine or vinculin as indicated). The reaction
mixture (250 u1) containcd 20 mM of Tris-HCI (pH
7.5), 5 mM magnesium nitrate, S0 ug of H1 histonc (or

were from Bio-Rad,

Female Wistar rats (200-250 g) fed ad libitum were
used. Hepatocytes were isolated by the method of
Berry and Friend (23}, Isolation, washing and incuba-
tion of the cells were performed in Krebs-Ringer bicar-
bonate buffer, saturated with 0,/CO, (95% :5%) (pH
7.4 at 37°C). Freshly isolated hepatocytes were incu-
bated (triplicate determinations, final volume 1.0 ml,
cell concentration 150-200 mg fresh weight/ml) in the
absence {vehicle) or presence of phorbol esters for 15
min or the time indicated. At the cnd of the mcuba~
tion, cells were and washed th
three times with Krebs.Ringer bicarbonate buffer.

After washing, the cclls were resuspended in 1 ml of
ice-cold buffer containing 20 mM Tris-HCi (pH 7.5), 10
mM EGTA, 2 mM EDTA, 0.5% Triton X-100, 50 mM
2-mercaptocthanol and 0.1 mg/ml trypsin inhibitor.
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Fig. 1. DEAE-ccllulose column chromatography of PKC from rat
were incubated withou! (pancl A) or with

The cells were with an for 20
s, und the homogenate was maintained a1 0-5°C for 30
min before being centrifuged at 28000 x g for 20 min.
Almost no PKC activity was observed in the pellets
from control or TPA-treated cells and they were dis-
carded. Aliquots (640 ul) of the supernatants from this
cenrifugation designated ‘crude extracts’, were diluted
with 3 vuls. of “column buffer’ (20 mM Tris-HCI, 50

(panel B) 1 wM TPA at J7°C for 1S min: the cclls were washed and
PKC was partially punfied on DEAE-cellulose chromatography,
PKC activity was cluted fint with bulfer containing 0 M NaC1.
then with 0.25 M NaCl and finally with 0.8 M NaCl. Aliquots of the
fractions were assayed for PKC activity in the presence of 1-phospha-
tidylserine (20 wg/mil. L2-dilein (08 g mi) and CaCly 05 mM
€3, a) or in the presence of EGTA 05 m (9. a b Vertical Iines
represent the S.EM. (ur four experiments using iterent cell preja-
rations.




S0 ug of protamine sulfate or 200 gg ol vinculin), 10
#M {y-CPIATP (800 cpm/pmot). § ug phosphatidyl-
scrine. .2 up 1.2-diolein, .5 mM CuCl, and the
appropriate amounts of enzyme. Blank incubation was
performed by replacing CaCl, with 0.5 mM EGTA
without addition of lipids. Activity was also assaycd
with CaCl, alone (without lipids) and was practically
the same as that uhlnmcd from blank incubations. For
the in vitro acti
serine, 10 uM CaCl, and the indicated concentrations
of phorbol esters instead of diolcin were used. After a
4 min incubation at 30°C, the reaction was stopped by
the addition of 2 m! of 25% trichloroacetic acid und 0.1
ml of 1% albumin; the precipitates were collected and
washed onto glass microfiber filters. Activity obtained
from blank incubations was substracted from the a
ity obtaincd in the presence of Ca®* and phosphalipid.
PKC activity is expressed as pmol/mg of hepatocyte
wet weight in 4 min. Under the conditions employed
the activity was lincar with respect to lime and protein
concentration.

Samples containing PKC activity of cach peak were
separated by 10% SDS‘PAGE followed by clec-

transfer to ni as
rcmmmcndcd by Towbin ct al. (24] lmmunoblms were
fi d using specific against

ubbu hram PKC |sozymes nnd affinity-purificd goat
13G 1o alkaline phos-

phatase.
Results

In order to examine the effects of TPA on PKC
activity, freshly isolated rat hepatocytes were incubated
in the absence (vehicle) or presence of 1 uM TPA for
15 min and the total PKC activity from these cells were
analyzed. Fig. 1 slmws the clution profile of PKC
activity upon DEAE. cofumn
‘Two distinct enzyme fractions were cluted from control
cells (panel A} one major peak at 0.08 M NaCl and
another smaller one at 0.25 M NaCl. Essentially (hc
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Fig. 2. Scparation of three isozymic forms of protein kinase C from
PKC 1 by hydrosyapatite column chramatography. PKC activity was
eluted with a lincar concentration gradient of potassium phosphate
{0.02-0.28 M). Aliquots of the [ractions were assayed for PKC
activity under standard conditions. Activity plotied represents the
difference between the activity obtained in the presence of cofacrors.
minus thal obtained in their absence. bul containing EGTA. Pancl A
represents the elution profile vbtained from coniro! untreated cetls,
and panel B 1hal obtained from hepatogtes incubated with § xM
TPA for 15 min. Dala from the two pancls were ohlained from the
ume rtll Ppreparation and running the :elumn! in paraltel. The data
ive of five i ining similar data.

1a, 1b and Ic. The peak activities, cluted from hydroxy-
apatite column at approx. 0.07 M (1a). 0.13 M (1b) and
0. 2() M (l¢) potassium phosphate.

same result was obtaincd when a lincar
gradient (0-0.5 M NaCl) was employed (not shown).
Remarkably, it was found that the tumor promoter at
this .concentration induced the near disappearance of
the first peak of PKC activity, whereas the second one
was affccted to a much lesser degree (Fig. 1 panel B).

To analyze further the PKC 1 and PKC 2 isoforms
eluted from DEAE-ccllulose, and 1o evaluate lhc pus-

of 1his clution profile with that ob-
|amcd from hepatocytes treated with 1 «M TPA for 15
min (Fig. 2B), by estimating the change in cach peak
area, indicated that phorbo} ester treatment provoked
a drastic loss of activity of isozymes 1b (93¢¢, n=15)
and Ic (98%, n =5), whercas isoform la remaincd
unaffected. The recovery of total activity after the
h)dmxyapaulc column varicd from cxpcriment to ex-

sibifity that the short TPA may

deplete the activity of only certain PKC isozymes,

DEAE-cclIulosc column cffluents were resolved on
ite column As can be seen

( 2A). this procedure separated PKC 1 from un-

treated control hepatocytes into three distinet peaks

{as shown previously by Azhar et al. |25]} designated

the clution profiles and the effect
of the phorbol ester were consisiently observed. The
clution position from the hydroxyapatite column of
peaks 1a and th corresponds, respectively, to type 11
(PKC-8) und type 11l (PKC-a) described before for rat
tiver {8,13]. In order to confirm this we performed
immunoblot analysis of the fractions with higher PKC
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activity using type-specific monoclonal antibodies. As
can be seen in Fig. 3, the monoclonal antibody against
PKC-a detected a peptide of approx. 82 kDa in the
line ding to peak b, Simi the antibody
against PKC-g identificd a major band of 82 kDa in
the line corresponding to peak 1a. When the whole
peaks (rather than the fractions wuh higher activity)
were d some cross ion was ob-
served. Peak ic was not identificd by these antibodies.
Resolution of PKC 2 from control cells on hydroxy-
apatile (Fig. 4A). showed at lcast four peaks of activity,
eluting approx. at 0.09 M (2a}, 0.12 M (2b), 0.17 M (20)
and 0.23 M (2d) potassium phosphate, In some experi-
ments another small peak was apparent at 0.04 M
potassium phosphate, but it was not consistently ob-
served. In cells treated with 1 gM TPA for 15 min
(Fig. 4B), there was no significant loss of activity in
peaks 2a, 2b and 2c, and only in peak 2d a decrease in
activity of 50% was d on the basis of quantit
tive estimation of the changes in peak arcas tnr each
one. However, it was very difficult to analyze quantita-
tively the loss in activity with respect to control PKC 2
isoforms from untreated cells, because alihough the
recovery of aclivity was usually good from the hydroxy-
apatite column chromatography step (40-50%), it was
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Fig. 4. Separation of isorymes of protcin dintasc € from PKC 2 by
bydrazyapatite column chromatography. PKC activity was cluted
with a linear concentration gradient of potassivm phosphate (0.02 10
028 M). Aliquots of the Iractions were assayed for PKC activity
under standard conditions. Activity plotied represents the dilference
Between the activity oblained in Ihe presence of cofactors minus thal
obtained in their absence but containing EGTA. Panc) A represents
the clution prufile abtained from control untreated cells, and pancl
B thal obtained from hepatocytes incubated with 1 uM TPA for 15
min, Data from the 1wo paneis were obtained from the same cell
preparation and running the columns in parallcl. The data are
represcntative of five expetiments ubtaiding similar data.

not always exactly the same for cach column cven when
running in paralicl. Morcover, the TPA-induced loss in
activity of PKC 2 as a whole is not at all as dramatic as
it is for isozymes of PKC 1, in which two of the peaks
of activity are practically ‘erased’. Thus, in order 1o
overcome this problem, we decided to work henceforth
with the PKC | and PKC 2 obtained from DEAE-cel-
fulose step.

It has been reported that cxposure of rat 1-fibrob-
tast [£9) or BC3H-1 myocytes [26] to TPA, results in
loss of ylating activity of PKC when it is

¢c b oa c b a
Fig. 3. Idemification of proicin kinase C mmm by immuno-
blotting. Fractions from colum were
separated by SDS-P, and lo mem-

branes. Immunoblot analysis was done with manoclunal antibodies

against type a enzyme or type 8 enzyme and developed with alkaline

phosphatase-conjugated second antibody. Lanes corresponding 1o

each peak la, 1b or [c from control cells and the positions of

molecular weight standards arc indicated. The amount of protein

was IS ug for each lane; the result shown is representative of three
independent experiments.

assayed with histone as substrate but not when another
substrate such as vinculin or eytochrome £-450 is used.
These data suggest, therefore, that the loss in activity
may not reflect a truc depletion of PKC activity but,
instead. a TPA-induced change in the catalytic proper-
ties of the enzyme. To investigale this possibility, PKC
1. which is more sensitive to treatment with TPA, was



assayed under standard conditions using i sct of differ-
ent protein substrates. The data, listed in Table [ show
that the enzyme from TPA-treated cells had decreased
its ability to phosphurylate all substrates used: Is
min of exposure to ! uM TPA induced a decrease of
887 in histone kinase activity, 77% in protamine-kinase
activity and a 68" of vinculin-kinase activity. thus
ruling out that the depletion of PKC vity could be
the tesult of a TPA.induced change in the enzyme
substrate specificity.

‘We next examincd whether the phorbol ester-in-
duced decreases in aclivity were dose dependent and
their pharmacological specificity. We decided to test
two well-known active photbol estess. TPA and PDBu,
and compare their effccts with those produccd by

» - -3
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PKC ACTIVITY (% OF BASAL)
»
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a-phorbol and 4-0-me-TPA, reported as
inactive [27). As shown in Fig. 3, when hepatocytes
were treated with different concentrations of phorbol
esters for 15 min, a dose dependent loss of PKC
activity was obscrved with TPA and PDBu for both
groups of isozymes {PKC | and PKC 2), but surpris-
ingly and in marked contrast, 4-O-me-TPA induced
depletion of PKC 1 activity, but did not produced any
effect on PKC 2 activity in the same cells, Strikingly,
4-0-me-TPA, reported as unable 1o activate PKC, was
even more potent than PDBu in inducing down-regu-
fation of PKC 1. With this isoform, the half maximal
effect was obtained with 2-10°" M TPA; it is also
shown that the concentration of 4-O-me-TPA neces-
sary 1o deplete 90% of PKC 1 activity was 100-times
greater than that required of TPA, whereas with the
maximal concentration of FDBu tested (1-10°* M) a
loss of activity of only 57% was attaincd (Fig. 5.1).
‘Thus, for PKC 1, the potency order obscrved with the
phorbol derivatives used was TPA > 4-O-me-TPA >
PDBu: a-phorbol was inactive. In the case of the PKC
2 isoform (Fig. §,2), it is noteworthy that the potency
order observed was changed: TPA > PDBu; 4-O-me-
TPA and a-phorbo! were unable to diminish PKC 2
activity at the concentrations tesled. Morcover, the

TABLE1

Substrate specificity of PKC obtained from tat hepatoxstes incibated in
the absenve (s ehicle) or presence of | uM TPA for 15 min

PKC 1 was partially purified on DEAE-cellukne chromatography as
described, and activity was auayed under the stafdard conditions
using 0.2 mg/m) of histone HI-NIS or protamine sullate or using 0.4
mg/ml of vinculin. Mean values are indicated with the S.E. of threc
experiments using different ccll preparations.

Substrates Actrvity {pmol /mg)
contsol

21922 ({0%)
2.52048(10077)
081 1.4(100%)

TPA-reated cells

262403(12425)
5071041214 2%)
6653 LATN2 £ T%E

Histone HI-111S
Protamine
Vinculin

Fig. 5. D tation of PKC isoforms as a function of phorbul
n during incubation in vive. Hepatocyles were
incubated for 15 min with the concentrations of phorbul ester
indicated. PKC was partially purificd on DEAE-cellulose chromatog-
raphy and PKC was assayed as described in Materials and Methods.
Basal activities (squarest were: PKC | 19.8:4 0.7 pmol/ma. and PKC
2 924006 pmol/my. Lincs fepresent the SEM. of fout to six
cxperiments using different sell preparations D. control: O, TPA: @,
PDBu: 4., 4-0-Me-TPA; a, a-phorbol. In the Icft panet (1) the
activity of TKC | is presentcd ond in the right panel (2)
that of PKC 2.

phorbo! derivatives were able to deplete only 55%
(TPA)} or 25% (PDBu) of the PKC 2 isozymes at
telatively high concentrations, Taken together, these
data indicate that PKC 1 is much more sensitive to
TPA than PKC 2, and that there are clear pharmaco-
logical differences between them.

We next studied the time-course of disappearunce
of activity for both group of isoforms induced by a
maximal dosc of TPA (1 uM) The results in Fig. 6
show that the TPA-induced disappearance of activity
was much faster and larger for isoform 1 than for
isoform 2: whereas the activity of PKC 1 dramatically
decreased in only | min and continued to disappear up
10 9% with respect to the control, PKC 2 activity
decreased much more slowly and only up to 50% of the
control, Also, it can be scen that removal of TPA (rom
the medium by thorough washing (dotted linc in Fig.
6), did not revert lhc loss of activity for cither of the
two isozymes, indicating. therefore, that the TPA-in-
duced down regulation of PKC s not reversible, at
least during the 30 min studicd.

Activation of PKC scems to lead to decreases in
activity in several models [2K-3t]. Dose-tesponse curves
for activation in vitro of the PKC isoforms by phorbol
esters are presented in Fig. 7. TPA and PDBu increase
the reuction velocity, PKC 1 was aclivated at Jower
TPA and PDBu concentrations than PKC 2, and
rcached maximal activity with concentrations of 10 uM
and 100 M, respectively. On the other hand, PKC 2
activity never reached a real plateau of maximal activ-
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Fig. 6. Time-counse of the TPA-induced down-regulation in sal
hepatouytes. Hepatocytes were incubated without (C) or with (83 1
#M TPA for the times indicated (solid lines) or for 5 min and were
then washed and re-incubated in the absence of any agent {dotted
lines). The squares represent Ihe activities (100% basal aclivilics}
observed in the controly and were: PKC [, {8923 pmol/mg and
PKC 2. 87404 pmol/mg (mean S.C., n = 15). Mean values are
plutted and vertical lines represent the 5.E. uf five expetiments using
different cell preparations. In the left panel (1) the activity of PKC )
is presenied and inthe right panel (2) thal of PKC 2.

ity with the concentrations tested (Fig. 7). In addition,
it was observed that 4-O-me-TPA produced a very
weak activation only of PKC 1 which is more sensitive
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Fig. 7. Activation of protein kinase C isuforms by different concen-
trations of phorbol esters. PKC isoforms from rat he patocytes were
partially purificd by DEAE-ceiluk culumn and
asayed in sitro in the presence of 10 uM CaCly. 20 ug/ml!
phaaphatidylscrine and the indicated concznifations of phorbol es-
ter. Controls were assayed under the same conditions except that no
pharbal esler was added but vehicle {DMSO) instead. Q. control: O,
TPA: @ PDBu, a.4-0-me-TPA and & . a-phorbol. Mean values are
phutted and vertical lines represent the 5.5, for six eaperiments using
hfferent cell preparations. In the left panel 111 1he activity of PRC 1
is presented and in the right panel (23 that of PKC 2,

1o phorbul esters. Both isozymes showed the sa
patency order of phorbol esters for its activation (T.
> PDBu) TPA being one order of magnitude mc
putent than PDBu for bath forms of the enaame: this
coincident with the potency order reported for tum
promotion [9,10,32).

Discussion

As reported earlies for rat liver, pamal purificatic
of PKC by DEAE-ccllul column
resolves PKC inlo two peaks of activity [13.25). ¥
resolved these fractions further on hydroxyapatite cc
umn chromatography and found that PKC 1 could |
separated into three peaks of activity and PKC 2 in
at least four. Qur data of resolution of PKC 1 are
agreement with those reported by Azhar el al. [25] wh
resolved the major peak eluted from DEAE-cellulos
into three isoforms upon hydroxyapatite chromatog
raphy. Kosaka et al. [8) and Houweling et al. [13} on.
found two isozymes of PKC irom these cells. corre
sponding o the type 1l (f-sequence) and 1 {aesc
quence) subspecies described for rat brain [3.5). W
observed that avoiding 10 overload the hydrosy apatit
column with the sample, was probably the muin facto
to obtain a good separation of peaks 1b and lc. be
cause if this precaution is not taken they overlap.

The peak corresponding to PXC 2 has not yet beer
further characterized. Here we have provided evidence
for the existence of at least four peaks of activity in this
fraction when resolved using hydroxyapalite column
chromatography. The possibility that this second peak
could be protein kinase M {a protcolytic fragment of
PKC) was considered, since other authors have ob-
served that in a peak that clutes at a similar NaCl
concentration the activity is not dependent on
Ca** phosphatidylscrine or diolcin [13.25). However, in
our hands, the protein components of PKC 2 appear to
be native forms of PKC for the following rcasons: (i)
this activity was dependent on the presence of diolein
or active phorbol esters: (ii) it has the characteristic
order of potency for activation of PKC by these tumor
promoters (TPA > PDBu). and we could not de-
tect any increase in ipid- and Ca®*-ind:
dent histone-kinase activity in the purification sieps.
These data clearly indicate that this PKC 2 peak is not
protein kinase M, which lacks the regulatory domain
and, therefore, is fully active in the absence of diacyl-
glycerol or active phorbol esters. and further indicates
that it must contain at lcast one of the two cvst ic!
zinc-finger-like sequences of the C-1 region of the
regulatory domain of PKC which arc absolutely re-
quired for the binding of the wmor promoter [33].

PKC 2 could be composed with the new members of
the PKC family (8. ¢ and {) subspecies whose struce
ture are common to that of the previously known




mn.mhus hul have dulh.n.n( regulatory nlnm‘um [12.34).
and | proce
dures with subspec ceific antibodies, and northern
blot a s with specific oligonucleotide probes, have
shown the presence of formy 8 and e in rat liver
(34.35). Morcover, there is cvidence suggesting a key
role of the regulatory domain in determining the chro-
matographic behavior of the enzyme [36].

With respect to the decreases of activity induced by
TPA treatment, we found in this study that this phor-
bol ester selectively deplete the activity of some, but
not alt, PKC isozymes during the 15 min studicd. The
two main peaks of PKC activity obtained from DEAE-
cellulose in our system can be distinguished by their
different pharmacology in the decrease in activity in-
duced by phorbol esters, and by their rate and extent
of disappcarance duc to the lumor pmmmcr treat-
ment. Furth they have a signifi
in scnsitivity 10 TPA and PDBu for activation in vitro.
Qur data arg in agreement with those reported by Ase
ct al. [18]) in KM3 cclls and by Cochc! ct al. [19]) in rat
1 bovine cclls and human
lymphoid cells with respect to several facts: (i) sub-
specics uf PKC co-expressed in a single cell ype disap-
peer at different rates upon exposure 1o TPA; (i)
decrcases in activity of some PKC isoforms, can be
induced very quickly (1-15 min); (iii) this rapid deple-
tion of activity does not seem to be ussoctated to an
increase in PKM.

Itis that d

with sub

dugmdauun [17.32.38]. A salicnt feature of the results
presented here, is that 4-0-me-TPA, which was able to
deplete the activity of PKC 1, was hardly able to
activate it. It is also inicresting that onc of the forms
whose activity is markedly decreased by treatment with
equence) which is particularly
wn (15).

Rcbardmg the loss in activity of PKC 2; it may well
be sceondary to its activation, since this form of PKC
cxhlbllcd the same crdcr of potency of phurbol esters

of .

is duc

them is of importance considering the key role that
PKC plays in modulating metabolism and the hor-
manal responsiveness of these eclls.
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FIGURA 1. Desaparicldén de la actividad de PKC 1 en funcidn de
la concentracidn de éster de forbol o de dioleina durante la
Incubactdn In vitre. El extracto crudo de hepatocitos de ra-
tas Wistar se Incubd a 4°C durante 15 minutos en presencia o
ausencla de las concentraciones Iindlcadas de los diferentes
agentes. Posterlormente se purlficd parclalmente |la PKC 1 por
cromatograflia en DEAE-celulosa y se determind la actividad de
ta enzima. Las |lneas representan el error estdndar de la
muestra de siete experimentos usando dlferentes oreparaciones
celulares. g, control; 0, TPA; @,PDBu; A,4-0-Me-TPA y [0 dio-
lelna.
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FIGURA 2, Pérdida de actlvidad de PKC en extractos crudos ob-
tenidos de hepatocitos Incubados con 1uM TPA Ib vlvao o in
vitra. En los experimentos In vive, se incubd con (WA) o sin
TPA (1) a los hepatocitos reclén alslados, por 15 min. a
37°C con agltacidn; posteriormente se lavaron y homogenizaron
para obtener el extracto crudo, del que se tomaron allcuotas
para determinar la actividad de PKC. En los experimentos in
vitro, se homogenizd primero a los hepatocitos para obtener
el extracto crudo, y a éste se le incubd en presencla (W) o
ausencla (1) de 1 uM TPA por 15 minutos, después de los cua-
les se tomaron alicuotas para determinar la actividad de la
PKC.
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FIGURA 3. Pérdida de actividad induclda por incubacidén in
ylitro con tuM TPA. El éster de forbol fue agregado en dlfe-
rentes pasos de la purificaclién parclial de PKC usando tres
sistemas cromatograficos distintos: fenilsefarosa (a), hldro-
xlapatita (b) y DEAE-celulosa (¢). S.n. Indica que el TPA se
agregd (barras obscuras) o no (barras blancas) ln vitro al
sobrenadante obtenido por centrifugacién del homogenado de
hepatocitos. S.1. indica que se tomd ailicuota (dllucidn 1:1
con buffer) de la resina que quedd en las columnas cargadas
con extracto crudo incubado (barras obscuras) o no (barras
blancas) con TPA. Pellet Indica que se tomd allcuota del pe-
Ilet resuspendido en buffer, obtenido de centrifugar el homo-
genado de hepatocltos contro! (barra blianca) o tratados con
TPA (barra obscura). Reaccldén Indica que el TPA se agregd
(barra obscura) o no (barra blanca) hasta el momento de de-
terminar la actividad de PKC.
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FIGURA 4. Identificacidén por Inmunotransferenclia de la prote-
Ina clnasa C a de hepatocitos tratados con o sin 1uM TPA. La
PKC de los hepatocitos Incubados (p viva con o sin TPA se
obtuvo por purificacidn parcial en cromatografla en DEAE-ce-
ilufosa y en hidroxiapatita. Allcuotas de ia fraccldn corres-
pondiente a PKC a se sometieron a SDS-PAQE y se transfirleron
a nitroceluliosa. La deteccldn de PKC a se realizd utillzando
anticuerpo monoclonal antl|-PKCa y antl-I1gG de ratdn conjugado
a fosfatasa alcallna. Se Indica |la posicién de los estAndares
de peso molecular y de [a PKC. La cantidad de protelna en ca-
da carril fue de 25 upg Yy el resultado es representativo de
clnco experimentos Independlentes.
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FIGURA 5. Efecto de varlos agentes antioxidantes sobre la ac-
tividad de PKC. Se Incubd el extracto crudo de hespatocitos
durante 15 minutos In vitro con o sin los agentes antloxidan-
tes en presencia o ausencia de 1 uM TPA, Posteriormente se
purificd parcialmente a la PKC por cromatografla en DEAE-ce-
lulosa, y se determind la actividad de la enzima. C, control;
TPA, tetradecanoll-forbol-acetato; aT, a-tocoferol; Asc, as-
corbato de sodio; N2, nitrdgeno; Dit, ditlonita.
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SUMMARY

The effect of phorbol myristate acetate (PMA) on the hormonal
responsiveness of hepatocytes from lean and obese Zucker rats was
studied. Phenylephrine-stimulated phosphatydylinositol 1labeling
and phosphorylase activation were antagonized by PMA in cells from
obese and lean animals; bigger residual effects were observed in
cells from obese animals even at high PMA concentrations. Cyclic
AMP accumulation induced by isoproterenol, glucagon, forskolin and
cholera toxin was higher in cells from lean animals than in those
from obese rats. PMA diminished glucagon- and cholera toxin-
induced cyclic AMP accumulation; cells from lean animals were more
sensitive to PMA. Two groups of isoforms of protein kinase € (PKC)
were observed in hepatocytes from 2ucker rats using DEAE-
cellulose column chromatography: PKC 1 and PKC 2. The PKC 1
isozymes were separated into four peaks using hydroxylapatite: aa,
la (PKC-8), lb (PKC-a) and lc. Short treatment with PMA decreased
the activity of PKC 1 (peaks 1b (PKC-a) and lc) and to a lesser
extent of PKC 2; cells from lean animals were more sensitive to
PMA than those obtained from obese rats.

our results indicate that cells from genetically obese Zucker
rats are in general less sensitive to this activator of protein
kinase C than those from their lean littermates. The possibility
that alterations in the phosphorylation dephosphorylation cycles,
that control metabolism and hormonal responsiveness, may

contribute to this obese state is suggested.



INTRODUCTION

Protein kinase C (PKC) modulates the cellular responsiveness
to hormones by participating in requlatory feedback loops and in
the cross-talk between different signal transduction systems [1-
3]. Among its substrates are receptors, G-proteins and membrane
effectors [1-3]. PKC is activated physiologically by the second
messenger diacylglycerol and pharmacologically by active phorbol
esters such as phorbol 12-myristate l3-acetate (PMA) [1].

In rat liver cells, activation of PKC by PMA leads, among
other effects, to inactivation of glycogen synthase [4], blockade
of alpha,-adrenergic actions [5-7], heterologous desensitization
of adenylate cyclase via inhibition of Gs activity [8,9], blockade
of Gi function (inhibition of adenylate cyclase by low
concentrations of Gpp(NH)p) via phosphorylation of aGi-2 [10] and
a rapid loss of PKC activity [11].

Mature genetically obese (fa/fa) Zucker rats exhibit insulin
resistance which is expressed in several tissues such as muscle,
adipose tissue and liver [12] and it is associated to a deficient
action of PKC ([13,14]. In liver cells from obese animals the
properties of PMA to counteract phenylephrine-mediated activation
of phosphorylase and to inactivate glycogen synthase are
attenuated (14). We further characterized this phenomenon by
studying several of the known actions of PKC in hepatocytes; our
results show a decreased sensitivity to PMA in liver cells from

obese (fa/fa) animals.



MATERIALS AND METHODS

Lean (Fa/fa?) and obese (fa/fa) Zucker rats were purchased
from Charles River. Animals were 10-20 weeks old at the time of
the experiment. Hepatocytes were isolated and incubated as
previously described [6,14]. Glycogen phosphorylase activity was
assayed at 30°C in homogenates of thawed cell suspensions as
described by Hue et al [15)}. Labelling of phosphatidylinositol
(PI) with [%P)Pi was carried out as described previously (6].
Cyclic AMP was determined in cells plus medium by the method of
Brown et al [16]; in these experiments the cells were incubated
for 2 min with the agents and in the presence of 0.1 mM methyl

isobutyl xanthine (MIX) to inhibit phosphodiesterase activity.

PKC activity was assayed by measuring the incorporation of 3%
from {r-PJATP into HI-IIIS histone {11]; the procedures for
homogenization, DEAE-cellulose and hydroxyapatite column
chromatography, SDS-PAGE and immunoblotting were performed as

previously described in detail [11].

RESULTS

One of our groups previously showed that in hepatocytes from
obese animals the activation of phosphorylase by phenylephrine was
only partially blocked by PMA, in contrast to the almost complete
blockade that this active phorbol ester induces in cells from lean
animals [14]. This was also found performing the experiments in

the presence of 10 uM propranoclol (data not shown). Phenylephrine



(10 uM) in the presence of 10 uM propranoclol increased the
labeling of PI both in cells from lean or obese animals; (180 % 30
and 220 + 10% of basal labeling, respectively; means * S.E.M., n
= 5 and 6 respectively). PMA antagonized the effect of
phenylephrine in cells from obese or lean animals; the
dose-response curves were not very different although at 1uM PMA a
consistently higher residual effect of the agonist was observed in
cells from obese rats than in those from lean animals (27 + 5% and
6 + 5% of the effect of 10 uM phenylephrine; means + S.E.M. n=6
and 5, respectively). ‘
Isoproterenol increased cyclic AMP accumulation in cells from
lean rats but no clear increase in cyclic AMP accumulation was
obgserved in cells from obese animals (Fig. 1). The beta~
adrenergic agonist activated glycogen phosphorylase a activity
similarly both in cells from lean or obese rats (data not shown).
The accumulation of cyclic AMP induced by glucagon was
consistently decreased in hepatocytes from obese rats as compared
to cells from lean animals (Fig. 2). Again-the activation of
phosphorylase by glucagon was not different between the two groups
{data not shown) Similarly, the effects of forskolin and cholera
toxin on cyclic AMP accumulation were decreased in cells from
obese rats (see legend of Fig. 3). PMA decreased the accumulation
of cyclic AMP induced by cholera toxin or glucagon more and at
lower concentrations in cells from lean animals than in those from
obese ones (Fig. 3). The effect of forskolin was not altered by

PMA in agreement with our previous findings {9].




Two main groups of PKC isozymes have been detected in Wistar
rat hepatocytes using DEAE-cellulose: PKC 1 and PKC 2 [11]. In
whole cell extracts obtained from hepatocytes from Zucker rats,
these two groups of PKC isozymes were also present (results not
shown); the absolute values of PKC 1 and PKC 2 activity were
somewhat variable from animal to animal but in general were
similar in cells from obese or lean rats for PKC 1 and slightly
higher (approx. 2-fold) in the cells from obese rats for PKC 2
(Fig. 4, figure legend).

In hepatocytes from Wistar rats, PMA induces a rapid loss of
activity of PKC 1 and a smaller loss of PKC 2 [11]. We confirmed
this finding using 1liver cells from Zucker rats and further
observed that cells from lean rats were more sensitive to PMA than
hepatocytes from obese animals (Fig. 4).

In cells from Wistar rats the isozymes in the PKC 1 peak can
be resolved using hydroxyapatite column chromatography into three
peaks la, 1b and 1lc; we identified peak la as PKC-8 and peak lb as
PKC-a (11]. Treatment with PMA provoked a loss of activity of
peaks 1lb (PKC-a) and 1c whereas peak la (PKC-B) activity was not
affected {11]. PKC 1 of hepatocytes obtained from Zucker rats can
be separated into four peaks using hydroxyapatite column
chromatography: peaks la, 1lb and lc ( those previously observed in
cells from Wistar rats (11] ) and another small peak that we have
named aa (Fig. 5). This pattern was very similar in cells obtained
from cbese and lean rats (Fig. 5). We attempted to determine if

the decrease in PKC 1 sensitivity could be associated to specific



isoforms. For this purpose cells were incubated in the absence or
presence of 10 nM PMA (a concentration at which the difference in
sensitivity between cells from obese and lean animals is marked;
see Fig. 5). In cells from lean rats PMA induced marked decreases
in the activity of peaks 1lb (44 * 4 % of the activity in the
absence of PMA) and 1c (48 % 4 % of the activity in the absence of
PMA) but no change was observed in peaks laa or la (105 * 10 and
126 * 11 % of the activities in the absence of PMA, respectively)
(Fig. 5). In cells from obese rats 10 nM PMA failed to
significantly decrease the activity of any of the PKC 1 peaks (aa,
105 £ 11 ; la, 109 + 20; 1b, 90 £+ 2 and 1lc, 95 * 2 ¥ of the
activities observed in the absence of PMA; results are the means
+ S.E.M. of three experiments in triplicate using different cell
preparations) (Fig. 5). Using isoform-specific monoclonal
antibodies we performed immunoblots of the isoforms; peak la was
identified as PKC-8 and peak lb as PKC-a (Fig. 6), in agreement
with our previous data [11]; peaks aa and lc were not recognized

by these antibodies (Fig. 6) [11].

DISCUSSION

In the present study we examined obese (fa/fa) Zucker rats in
comparison with lean (Fa/fa?) animals. The genetic 1lesion
responsible for the obese condition is unknown, but in association
with insulin resistance, a defect in PKC activation has been
suggested [13,14].

Van de Werve and Massillon [14] observed previously that PMA



blocked the activation of phosphorylase by phenylephrine in cells
from lean animals, but only partially did it so, in hepatocytes
from obese rats. In the studies on alpha,-adrenergic stimulation
of PI labeling we observed a residual adrenergic action in cells
from obese rats, in spite of the presence of relatively large
concentrations of PMA. However, this residua) effect was not as
dramatic as in the metabolic studies. It is well known that only
a small increase in IPg is required to maximally increase
cytosol Ca?* [20). Therefore, it is possible that a small residual
second messenger generation could be sufficient to elicit a large
metabolic response, A similar situation may explain the
paradoxical lack of correlation between cyclic AMP accumulation
and phosphorylase activation by isoproterencl and glucagon.

The possibility that beta-adrenoceptors could be responsible
for the only partial blockade of phenylephrine action by PMA in
cells from obese rats was considered. This was specially important
since it is known that the obese Zucker rats suffer from
hypothyroidism [17] and hepatocytes from hypothyroid rats usually
have an increased beta-~adrenergic responsiveness (18,19]). However,
the results ruled out this possibility.

The decreased cyclic AMP accumulation in response to agents
that activate adenylate cyclase (such as isoproterenol, glucagon,
forskolin and cholera toxin) in cells from obese animals, indicate
a general post~receptor defect but do not allow us to distinguish
if it involves Gs, the catalytic subunit or both. Previously,

Houslay and coworkers [21] have studied this matter and suggested



that abnormalities in the level of expression of the 52 KbDa forms
of the alpha subunit of Gs give rise to an altered coupling
between receptors and adenylate cyclase in liver membranes from
obese Zucker rats.

In our present study and in that of Houslay et al [21) a
decreased production of cyclic AMP in response to glucagon was
shown in obese rats. However, while we recognized a decrease in
maximal effect, these authors observed a decrease in the Ka in
basal conditions [21). Interestingly, they ([21] also reported that
treatment with pertussis toxin magnified the effect of glucagon in
membranes from lean animals but not in those from obese ones; data
similar to ours. Later studies by this group {10] elegantly showed
that this difference is due to the activities and basal states of
phosphorylatién of alpha~Gi-2 in 1liver membranes from obese and
lean rats. It should be mentioned that in our studies we measured
cyclic AMP accumulation in whole cells whereas Houslay et al [21]
assayed adenylate cyclase activity in isolated membranes.
Therefore, it is possible that a different participation of Gi
under these conditions could explain the difference observed.

In the present study, using hepatocytes from Zucker rats, we
confirmed: a) the ability of PMA to decrease glucagon- and cholera
toxin-stimulated cyclic AMP accumulation [8,9); b) the rapid
PMA-induced decrease in PKC 1 activity due to dinminution in
activity of some PKC isozymes, i.e., peaks 1b (PKC-a) and 1lc,
[11].

It is important to mention here that in hepatocytes from



obese Zucker rats there is evidence for changes in the activity of

a protein phosphatase (glycogen synthase phosphatase) [22,23].

h horylation/deph horylation cycles are among the most

powerful biochemical mechanisms that control cellular functions
[24] and the state of phosphorylation of a given protein depends
on the balance of the two activities (kinases/phosphatases) both of
which could be affected in obese rat liver cells.

Secondary action(s) on various factors, including among others,
covalent modification of PKC, presence of inhibitors, differences
in the PKC substrates, in permeability to PMA and in the
availability of cofactors could also participate in the decreased
sensitivity to this tumor promoter found in hepatocytes obtained

from obese animals.
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FIGURE 1

BPFECT OF ISOPROTERENOL OM CYCLIC AMP ACCUNULATION. Hepatocytes
from lean (open triangles) or obese (closed circles) rats were
incubated in the presence of 0.1 mM MIX and different
concentrations of isoproterenol for 2 min. Plotted are the means

and vertical 1lines represent the S.E.M. of 5-7 experiments in

duplicate using different cell preparations. Basal cyclic AMP
accumulations were 1.10 + 0.10 and 1.25 # 0.10 pmol/mg cells wet
weigh for hepatocytes from lean and obese animals, respectively

(mean + S.E.M., n=7 in sach case)
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FIGURE 2

BFFECT OF OLUCAGON ON CYCLIC ANP ACCUNULATION. Hepatocytes from
lean (open triangles) or obese (closed circles) rats were
incubated in the presence of 0.1 m=mM MIX and different
concentrations of glucagon for 2 min. Plotted are the means and
vertical 1lines 7represent the S.E.M. of 5-7 experiments in

duplicate using different cell preparations. Basal values as in

Fig. 1.
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FIGURE 3

EFFECT OF PMA ON THE CYCLIC AMP ACCUMULATION INDUCED BY CHOLERA
TOXIN OR GLUCAGON. Hepatocytes from lean (open triangles) or ocbese
{(closed circles) rats were incubated in the presence of 0.1 mM MIX
and with either 1 gg/ml cholera toxin and different concentrations
of PMA for 30 min or with PMA for 30 min and 10 nM glucagon for
the last 2 min of the 30 min incubation. Cyclic AMP accumulations
were in the abasence of PMA: cholera toxin 16.00 = 0.90 (lean and
11,40 = 0.80 (obese); glucagon 18.10 + 0.70 (lean) and 13.20 +
1.30 (obese). Plotted are the means and vertical lines represent

the S.E.M. of 5-6 experiments in duplicate using different cell

preparations.
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PKC! ACTIVITY (% OF CONTROL)

FIGURE 4

EFFECT OF 1IN VIVO TREATMENT WITH PMA ON PROTEIN KINASE C
ACTIVITY. Hepatocytes from lean (open triangles) or obese (closed
circles) rats were incubated for 15 min with the concentration of
PMA indicated, PKC 1 (left panel) and PKC 2 were separated using
DEAE-cellulose column chromatogrgphy and activity was assayed as
indicated in Materials and Methods. Basal activities were ac
follows: lean PKC 1, 4.7 ¢ 0.6; lean PKC 2, 1.3 % 0.2Z; obese PKC
1, 3.9 ¢t 0.4: obese PRKC 2, 2.8 * 0.7 pmol/mg cells wet weight.
Results are the means and vertical lines represent the S.E.M. of
7 experiments performed in 1riplicate using different cell

preparations.
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FIGURE 5

SEPARATION OF IBOZYMIC FORMS OF PKC 1 BY HYDROXYAPATITE COLUMN
CHROMATOGRAPHY. Cells from lean (panels A and B) or obese {panels
€ and D) rats were incubated in the absence (panels A and C) or
presence of 10 nM PMA (panels B and D), PKC 1 was obtained and
subjected to hydroxyapatite column chromatography.The data is

representative of 6-7 experiments obtaining similar results.
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FIGURE &

IDENTIPICATION OF PKC ISORYMES BY INNUNOBLOTTING. Fractions
obtained from the hydroxyapatite column chromatography were
separated by SDS-PAGE and tranfered to nitrocellulose membranes.
Immunoblot was done with monoclonal antibodies against type a or
type B enzyme and developed with alkaline phosphatase-conjugated

second antibody. The result shown is representative of three

experiments.
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VII. RESUMEN DE RESULTADOS

De acuerdo a los obletlivos planteados, los resultados obteni-
dos pueden sintetizarse de la sigulente manera:

Se encontraron dos formas de protelna cinasa C en hepatocitos
de ratas Wistar o Zucker, usando cromatografla en DEAE-celu-
losa: un gran pico de actividad, denominado PKC 1, que eluye
a 0.08 M NaCl, y otro mds pequefio, PKC 2, que eluye a 0.25 M
NaCl (trabajo 1). La pre-incubacldn de las céliulas durante
15 minutos con 1uM de tetradecanoll-forbol-acetato (TPA),
produjo una gran pérdida de actividad del plco 1 (90%), mien-
tras que el pico 2 disminuyd solamente en un 40% (trabajo 1).

La resolucidn por separado de estas dos formas de PKC en cro-
matografia en hidroxiapatita, mostré que Ila PKC 1 de ratas
tanto Wistar como Zucker estd compuesta por 3 plcos distintos
1a, 1b y 1c, aunque en las ratas Zucker se resolvid ademds
otro pico adlclonal pequefo denominado aa (trabajos 1 y 2).
PKC 2, a su vez, se resolvid en 4 formas distintas 2a, 2b, 2c¢
y 2d (trabajo 1). El andlisls por inmunotransferencla con
anticuerpos monoclonales |sozima-especificos, Identificd al
plco 1a como PKC-f y al plco 1b como PKC-a; los otros plcos
de actividad no se ldentificaron (trabajos 1 y 2).

El perfll de elucidn obtenido en hidroxiapatita de las célu-~
las tratadas con 1 UM TPA indicd que éste disminuyd selecti-
vamente la actlvidad de los picos tb (PKC-a) en un 93%, 1c en
un 98%, y 2d, en 50%, pues todas las demds Iisoformas no fue-
ron afectadas (trabajo 1). La pérdida selectiva de la activi-
dad de estas lsozlmas se comprobd tamblén en los hepatocitos
de ratas Zucker delgadas tratadas con 10 nM TPA, pero a esta
concentracidn, no ocurrid desaparicidn de actlvidad de ningu~-
na de lag Isozlmas de PKC 1 de |as ratas obesas (trabajo 2).

E! andlisls de las acclones conoclidas de PKC en hepatoclitos
de ratas normales, en comparacidn con ias de ratas genética-
mente obesas con una supuesta acclén deficlente de PKC, mos-
trd que en estos animales obesos existe una sensibi!idad dis-
minulda a TPA como fendmeno generallzado y no como ef resul-
tado de un defecto en wuna Isozima especlifica, lo que quedd
manifiesto en los slguientes resultados: {) !a habllidad del
TPA para antagonizar el recamblio de fosfatidilinositol media-
do por fenllefrina, estd atenuada, |l) la acumulacién de AMPc
inducida por Isoproterenol, glucagon, forskolina y toxina del
célera es mayor en células de animales delgados que en obe-
sos, ¥y la capacidad del TPA para disminuir estos niveles de
AMPc estimulados por glucagen y toxina del cdlera, es tamblén
menor en hepatocitos de ratas obesas, i1l) la pérdida raplda
de la actlvidad de PKC 1 y de PKC 2 Inducida por TPA fue
slempre menor en los animales obesos, aun con las concentra-
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ciones mids altas utilizadas (trabalJo 2).

En cuanto al objetivo de Investigar cémo ocurre e! efecto de
desaparicién de |a actividad de PKC que producen los ésteres
de forbol, se obtuvieron los sigulentes resultados:

El proceso ocurrl|d de manera tlempo y dosis dependlente (tra-
bajos 1 y 2). Sin embargo, los dos grupos de Isoformas, PKC 1
y PKC 2, exhibleron marcadas dlferencias en su modo de
"down-regulation”, pues los cursos temporales, el gradc de
disminuclén de la actividad, asl como el orden de potencla de
los diferentes ésteres de forbo! para Inducir la pérdida de
actlividad, fue diferente para cada grupo (trabajo 1).

Tamblén se encontrd que, mientras que PKC 2 muestra exacta-
mente e! mismo orden de potencia de ésteres de forbol tanto
para su actlvacién como para su desaparicidn, PKC {1 en cam-
blo, muestra ordenes de potencla distintos, sugiriendo que
los fenémenos de actlvacidn y de desaparicién de PKC 1 pueden
no estar causaimente relaclonados.

Finalmente, con respecto al obJetivo de conocer por qué ocu~
rre o] efecto de los ésteres de forbol sobre la actividad de
PKC, se observd que:

~ La pérdida de actividad Induclida por TPA no es un artefacto
de la purificacidén de PKC en DEAE-celulosa, pues ocurre con
otros s!stemas cromatograficos, y también ln vitro, de manera
dosis-dependlente y con el mismo orden de potencia de los és-
teres de forbol que se obtuvo |n vivg (figuras 1, 2 y 3 de
datos no pubilcados). Sin embargo, |a pérdida de actlvidad
induclida por TPA |p vitrQ, no se produce sl se adiclona el
éster de forbol al extracto crudo (figura 2 de datos no pu-
bl lcados), ni tampoco sl se agrega dlrectamente en ia reac-
cidn de determinacidn de actlvidad de PKC (figura 3 de datos
no publicados).

- La desapariclén aparente de la actividad de PKC (histo-
na-cinasa) Inducida por TPA se observd también usando otros
gustratos tales como protamina o vincullna (tabia I del tra-
bajo 1), pero no parece ocurrir por un camblo en el estado de
fosforliacldn o de oxldacidén de la enzima (figuras 4 y 5 de
datos no publicados, respectivamente).
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VIII. DISCUSION

El objetivo central de ia realizacidn de esta tesls fue sl de
investigar la base molecular de !a desaparicién de la activi-
dad de la protelna clnasa C Inducida por ésteres de forbo!l,
usando como modelo experimental al higado de rata.

Para poder caracterlzar los efectos que ocurren sobrs la PKC,
fue necesarlo injcialmente establecer I|a identidad y la can-
tidad de las isozimas expresadas en el hepatocito de rata.
Como se menciond en la dlscusidn del trabajo 1, nuestros da-
tos concuerdan con los reportados por otros autores (145-147)
en estas células, en cuanto a !a resolucidn de PKC en dos pi-
cos de actividad utillzando cromatografla en DEAE-celulosa, y
en cuanto a que el primero de ellos, se resuelve en hidroxia-
patita en |las lsozimas a y 8. Sin embargo, existen alguncs
aspectos sobresallentes de nuestros resultados distintos a
los reportados por esos autores:

1. Al resolver PKC 1 en hidroxlapatita, encontramos ademids de
8 y a, un tercer pico de actividad que eluye a mayor concen-
traclidn de fosfato de potaslo, de ldentidad desconoclda, como
hablan encontrado antes Salman Azhar at al (147).

2. Encontramos que a 0.25M NaCl eluye de una columna de
DEAE-celulosa actividad de protelna clinasa dependiente de
Ca++ y de fosfollpido, que denomlnamos PKC 2. Esta fracclon,
ha sido reportada por varlos investigadores (146-149). Sin
embargo, la observaclidn de que PKM (el fragmento catalitico
de PKC derivado de su protedlislis) eluye en la misma posi-
clén, pues la actividad basal Independlente de cofactores es-
tA frecuentemente aumentada en esta fraccidn, constltuyd pro-
bablemente la causa por la cual estos autores no evaluaron la
posibllidad de que en este pico co-eluyeran otras formas de
PKC, dependlentes de caiclo y fosfoliplido.

En nuestras manos, PKC 2 se resuelve en hidroxlapatlta en al
menos 4 formas de PKC distintas, que parecen ser formas nati-
vas de PKC, principalmente por las slgulentes razones: |) Su
actividad fue dependlente de Ila presencla de fosfatidllseri-
na, diolelna o é4steres de forbol activos; i11) Muestra el or-
den de potencia caracteristico de |los promotores de tumores
para actlvar a PKC (TPA>PDBU). Esto Indica con toda claridad
que PKC 2 no puede ser PKM, pues 4ésta Ultima carece del domi-—
nlo regulatorio, el cual, como se ha demostrado, contiene las
secuenclas dedos de zinc, que son absolutamente indlspensa-
bles para la unlén de los ésteres de forbol y del DAG (98).

Los efectos que produce el tratamliento de las células con
promotores de tumores sobre la protelna clnasa C, se estudla-
ron tanto de manera dlrecta, evaluando los efectos a nivel de

XX
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|a actividad de la enzima, comc de manera Indirecta, obser-
vando los efectos producldos en la respuesta hormona! medlada
por la particlpaclén de PKC, en los hepatocitos de ratas
Zucker.,

Con respecto a la actlvidad de la PKC, se encontrd que el TPA
disminuye selectivamente la actividad de algunas de las Iso~
formas de |a clnasa en un lapso de tiempo muy corto: 15 mi~
nutos. Las actlvidades de PKC tb, identiflcada comoc PKC-a, y
de PKC 1c, practicamente desaparecen, mientras que la activi-
dad de PKC 1a, Identlificada como PKC-8, no se afecta. La ra-
pldez con que ocurre el efecto producido en PKC contrasta con
el tiempo normal reportado para |a “down-regulation” (como
desaparicldn total de la protelna inmunorreactliva) que es por
lo general de varias horas. Sin embargo, estos resultados
concuserdan con l[os reportados por Ase at al (96) en células
KM3 y por Cochet gt al (150) en fibroblastos de rata y célu-
las linfoldes humanas, en cuanto a que varias especies de PKC
co-expresadas en un mismo tipo celular desaparecen a diferen-
te veloclidad por tratamiento con TPA, y tamblén en cuanto a
ques la pérdida de actividad induclda por el éster de forbol
puede ser muy rapida (1 a 15 min).

Los dos picos de actividad de PKC obtenidos de DEAE-celulosa
mostraron una farmacologla diferente en la disminucidén de ac-
tividad Inducida por éateres de forbol, asl como distintas
velocldades de desaparicidn debido al tratamiento con elles.
Ademés, exhlbleron diferencias significativas en cuanto a la
sensibllidad . los promotores de tumores, no sdlo con respec-
to al grado de desaparicidn Induclida por éstos, sino tamblén,
con respecto a la activacidn que Jos ésteres de forbel pro-
ducen en las formas de PKC In yitro. En este sentido, es muy
notable que el orden de potencla de los ésteres de forbo! pa-
ra inducir la pérdida de actividad de PKC 1 (TPA>0-Me-TPA
>PDBU) no es el mismo que el de su actlvaclidn in vitro (TPA
>PDBU>0-Me-TPA y a-F), pues el derivado metllado del TPA, que
produce una activacidn muy débil de PKC 1, es muy potente pa-
ra Inducir la desaparicién de su actlvidad. Esto suglere que
en el caso de este grupo de |soformas de PKC, la actlivacién y
la pérdida de actlvidad no estAn causalmente relaclonadas, en
contraposicldn con |la Idea general de que la "down-regula-
tion” se debe & la activacldn de PKC, con subsecuente desapa-
riclén de la actividad por degradacldn proteolitica.

ta pérdida de actividad de PKC 2, por el contrarlo, podria
ser secundaria a su actlvacléon, puesto que exhibe los mismos
drdenes de potencla tanto para su dlsminucién como para su
activacién ln vitrg. Ademads, el curso temporal de su desapa-
ricidn, bastante mds lento que el de PKC 1, podrla ser expli-
cado razonablemente por tal proceso.

En este traba)o se evalud también el efecto del TPA sobre la
respuesta hormonal! medlada por la particlpacidn de la PKC,
usando ratas 2Zucker, tanto delgadas (Fa/fa?) como obesas
(fa/fa). Aunque no se conoce la lesldn genética de la condi-
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cidn obesa, se ha sugerido, en asoclacldn con resistencia a
insulina, un defecto en la activacién de la PKC (151). Ade-
mas, se han reportado en estos animales alteraclones en el
nlve! de expresidn de la protelna Gs (152) y en el estado
de fosforllacién de aGi-2 (129). Nuestros datos apoyan Ila
exlstencia de un defecto post-receptor ean el sistema acoplado
a adenilato clclasa, pues |a acumulacién de AMPc estimulada
por isoprotereno!l, glucagon, toxina del! célera o forskolina,
es menor en las células de ratas obesas que en las de delga-
das, Sin embargo, nuestros resultados no nos permitieron dis-
tinguir si el defecto Involucra a Gs, a la subunidad catali-
tica de adenllato ciclasa, o a ambas.

Adicionalmente, los resultados mostraron claramente que ex!s-—
te una menor sensibliiidad a TPA en los hepatocitos de ratas
obesas que no puede ser atrlbuida a un defecto en una lsozima
especlflica, sino que mds blen se presenta como un fendmeno
general fzado. Acclones secundarlas sobre varlos factores ta-
les como la modificacldn covalente de PKC, la presencia de
Inhibidores, diferenclias en permeabl!ldad al TPA, en ta dls~
ponibllidad de cofactores, o en |la actividad de fosfatasas,
podrian explicar la disminuclén en sensibilidad al TPA mos-
trada por las ratas genéticamente obesas.

Como se menclond en Iineas anterliores, se conoce como
“down-reguiation” de PKC al proceso de desaparicidén que sufre
la enzima como consecuencla de su activacldn y redistribucidon
(82, 84, 86, 90, 95), La “"down—regulation” de PKC med!|ada por
éster de forbol ha sido detectada como: desapariclén de acti-
vidad de unidn a forbol dlbutirato (153), desaparicién de la
banda protelca de 80 KDa Iinmunorreactiva (154), y desapari-
cldn de la actividad de PKC (96,150).

La idea genaral aceptada de este fendmeno es que los incre-
mentos de Ca++ cltoplasmico estimulados por hormonas promue-
ven la asoclaclén de PKC soluble con 1a membrana celular,
donde la enzima encuentra a sus cofactores fosfollpldlicos co~-
mo fosfatlidliserina (PSer). £En este estado, se plensa que PKC
ostd Inactiva pero "cebada” para su activacldn, la que proba-
blemente ocurre al unir DAG; la enzima actlva es entonces mas
susceptible a protedlisis por las proteasas Ca++-dependientes
calpaina I y calpalna II, |lo que Ileva graduaimente a su
desapariclon.

Inherente a este modelo estd la idea de que la redistribuclén
de PKC a |a membrana es un pre-requlsito para la activacién
de la enzlma. Sin embargo, se desconocen totalmente muchos
aspectos de este proceso, tales como la relacidn preclsa en-
tre los eventos de actlvacidn y translocacidén, as! como la
naturaleza de la asociacidn enzima-membrana.

Exlsten evidencias que desafian el modelo expuesto: por
ejemplo, en neuronas fetales de polio, la insulina aumenta la
actividad de PKC-e tanto en citosol como en membrana por un
mecanismo que no involucra translocacldn de la enzima (155).
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Tamblén, Trilivas et al (156) determinaron que la redistri-
bucidn de PKC no es una buena medlda de su actlvacldén al exa-
minar la relacion temporal y cuantltativa entre la redlstri-
bucién y ta fosforllacldn de sustratos de PKC especlficos,
pues observan gue en céiulas 1321N1 que expresan PKC-a, la
redistribuclén de ésta inducida por activacldn de receptor es
muy rdplda (2-5 min), mlentras que la fosforilacién de sus-
tratos es mucho mids lenta y sostenlda por 30 min.

Nuestros resul tados son consistentes con la evidencla repor-
tada de que los ésteres de forbol son selectivos para produ-
cir sus efectos. Llama la atencidn, que al lgual que en nues-
tro sistema, en el que persiste la actividad de PKC-8 (con
puesta locallzaclén nuclear) y se plerde preferencialmente la
actividad de PKCa, otros I[nvestigadores reporten en sistemas
distintos una situacldn simliar:

- En linfocltos T humanos, que expresan PKC a y (3, Berry at
al (157) muestran que la presencla prolongada de TPA resulta
en la locallzacién nucliear de PKC-f sin que ocurra su
down-regulation, a diferenclia de |a que ocurre en PKGC-a.

- En células HLE0, PKC~-a responde a PDBu translocAndose y su-
frlendo down-regulation, mlentras que PKC-~8II responde mucho
menos al éster de forbol en cuanto a estos efectos (105).

- En flbroblastos de rata y en células adrenccorticales y
I infoides humanas, Cooper y su grupo (188) muestran que el
tratamiento con TPA hace desaparecer |a actividad de PKC-a
pero no la de PKC-B8.

En relaclédn al fendmeno de “"down-regulation”, observado en
nuestro sistema como pérdida de actividad de la PKC, existen
varias posibli|)dades para expllcar el por qué ocurre esto,
ias cuales fueron sujetos de experimentacidn en la reallza-
cién de esta tesis:

1. EI TPA Induce una degradac|dén de la PKC.

Exigten varios reportes de que Ia protelna cinasa C, en pre-
sencia do sus actlivadores, o asociada a membrana, es mis sus-
ceptible a protedlisis por las proteasas Ca++ dependlentes
calpaina I y calpalna II (65, 130, 159-162).

Aunque nuestros resultados en los andlisls por Inmunotransfe-
rencla con antlcuerpos monoclionales Isozima-especificos no
permitieron Ila determinacidn de la cantidad relativa de PKC-
a o de PKC-B, debido a que la disponibilidad de anticuerpo
era limitada y desconoclamos entonces sl la concentracldn
utillzada saturaba ¢ no fos sitios de unlén, o sl estos antl-
cuerpos se unlan con el mismo nivel de afinidad, observamos
consistentemente la presencla de una banda Inmunorreactiva de
80 KDa correspondlente a PKC-a y no un fragmento de menor
tamafio, derlivado de su hidrdlisis. Por otro lado, el curso
temporal de desaparicion de la actividad de PKC 1 es muy ra-
pido, pues en un minuto ya se ha perdido mas de! 80% de la
actlvidad (ver figura 6 del trabajo 1), haciendo muy poce
probable que en tan corto tiempo se haya degradado el 80% de
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la proteina. Existen varlas evidencias que apoyan nuestros
datos:

~ En flbrobtastos 373, Dlaz-Laviada et a} (163), encontraron
que ol tratamlento cronico con TPA o con fosfolipasas C para
fosfatidilinositol o para fosfatidliicolina (PCh), produce
translocacidon de PKC a |a membrana plasmidtica, pero que
tnlcamente la enzima trans!ocada por PCh-PLC es |la que no su-
fre “down-regulation”.

- Ohno at gl (56) mostraron que una PKC-a mutante en el sitio
de unidén para ATP se transloca en respuesta a TPA desde el
cltosol hasta la fraccidn particulada, pero no sufre degrada-
cidn subsecuente, a diferenclia de !a PKC-a slivestre.

- Los grupos de Ways at al (164) con céiulas humanas de una
Iinea monoblastolde, y de Parant (165) con una |inea mieloide
humana, han mostrado que a pesar de la exposicidn de las cé-
lulas a TPA baJo condiciones que abolen totaimente la activi-
dad de cinasa de la enzima, Ilos “Western blots”™ siguen mos-
trando sin embargo & una PKC Inmunorreactiva de 80 KDa, tanto
en las células control como en las tratadas con el éster de
forbol.

2. El tratamlento con TPA produce un cambio en la especlificl—
dad de sustrato de la PKC.

Se ha reportado que Ila exposicién de fibroblastos de rata
(150) o de miocltos BC3H-1 (158) al TPA, produce una pérdida
de la capacidad de la PKC para fosforilar a histona, pero no
para fosforiiar a otros sustratos tales como vincutina o ci-
tocromo P-450. Estos datos sugleren entonces que la pérdlda
de actividad puede no reflejar una verdadera disminuclién de
actividad de PKC, sino solamente un cambio Inducldo por TPA
en tas propiedades catallticas de la enzima.

Para Investigar esto, usamos PKC 1, que es muy sensible al
tratamiento con TPA, y se determind su actividad en condiclio—
nes standard utillzando diferentes sustratos. En todos los
casos, @l TPA produjo conslderables pérdidas de actividad
(ver tabla I del trabajo 1), descartando esta poslbllidad.

3. ElvTPA produce un cambio en el estado de fosforllacién de
la PKC.

Pelech at al (i166) han sugerido que |la fosforilacidn de PKC
puede estar Impllicada en I|a Interconversidén de varias formas
de PKC, pues el tratar con fosfatasa alcallna a formas que
eluyen a mayor concentracidn de NaCli de una columna de Mono Q
produce plcos que eluyen a menor concentracldén de sal.

Segln Borner (167), la forma de 80 KDPa de PKC representa una
forma altamente fosforilada de la de 77 KDa. Huang et al
(168) han demostrado tamblén un cambio en el tamafio de PKC
segin la movllidad relatlva en SDS-PAGE, debido a autofosfo-
ritacidén., Por otro lado, Ohno y su grupo (56) han sugerido
que la autofosforilacidn de PKC-a es un pre-requlsl|to para la
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degradacidn proteolitica asociada con |a down-regulation de
PKC-a silvestre, debldo a que una mutante de PKC-~a que carece
de actlividad de clnasa, ¥y con actividad de unidn aumentada a
ésteres de forbol, se transiloca a la membrana sin sufrir
"down-reguiation™.

En contraposicidn directa a la sugerencia del grupo de Ohno,
Pears y Parker (169) por un lado, y Lindner et al (170) por
otro, demostraron gque una mutante de PKC~a defectuosa en !a
actlvidad de clnasa sufre down—-regulation en respuesta a és-
teres de forbol tan efectlvamente como |la silvestre, demos-
trando que la autofosforilacidn Intramolecular no es wun
pre-requlsito para !ia "down-regulation”.

Nuestros resul tados apoyan ia evidencia de que el estado de
fosforilaclidn de la enzima no tlene que ver con su capacidad
para ser afectada por el TPA, pues nosotros no observamos
ningdn cambio en la moviiidad relativa de PKC en SDS-PAGE de-
bida al tratamlento con el éster de forbol (ver figura 4 de
datos no publicados), nl tampoco se observd conslistentemente
algln cambio en la posicldédn de cada plico en el perfil de eiu-
cidn de las fraccliones tratadas con TPA respecto al de las
células control.

4. El TPA produce Inactivacldén de PXC por oxidacidn.

8e sabla desde antes de conocer la Importancia de |las secuen-
clas ricas en clstelna de la PKC, que ésta se |nactlvaba por
oxlidacldn, y que con ello perdia no solamente su actividad de
cinasa sino tamblén la capacldad de unir ésteres de forbol
(148, 171). Adiclionalmente, habla evidenclia de gque los promo-
tores de tumores generaban radicales Illbres (0 y OH) y se
conoclan ejemplos de protelnas como |a glutamino sintetasa,
cuya degradacldn involucra como paso Iniclal la modiflcacldn
por oxldacidén de |la protelna.

En el caso de la PKC, Gopalakrishna y Anderson (148), basAn-
dose en la observacidn de que le forma activada de PKC es méds
susceptible a ox!dacidn por HzOz, propusieron que los ésteres
de forbol no sdlo inducen asoclacldn de ésta a la membrana,
sino que promueven la generacidn de radlcales Ilbres, provo-
cando un aumento en {a Inactivaclién oxlidativa de PKC que la
hace mds susceptible a hidrdiisls., Tamblén, el grupo de Bos-
cobolnlk (172) reportd que el a-tocoferol, conocldo por sus
propledades antlioxidantes, es capaz de prevenir la down-regu-
lation Induclida por TPA en Ila PKC de céiulas vasculares de
mésculo liso.

Se ha reportado que en granulocitos el TPA produce inlcial~
mente en ellos una depolarlzaclén, y posteriormente, induce
la activacidén del sistema NADPH-oxlidasa generador de superd-
xldo; en camblo, el derivado metllado del TPA (O-Me-TPA), que
carece de ia habllidad para actlvar a producclén normal de
superdxido por los granulocitos, no produce depoiarizacidn
(173, 174). Esto es muy Interesante Yy concuerda con los re-—
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sul tados obtenidos por nosotros con el O-Me-TPA, pues este
compuesto, que no produce radicales Ilbres, es sin embargo
muy potente para inducir pérdida de actlvidad de PKC 1. Ade-
mAs, los experimentos que reallzamos con distintos antioxl-
dantes, mostraron claramente que son Incapaces de prevenir o
impedir el efecto Inducido por el TPA (figura 5 de datos no
publicados), lo que, junto con la evidencia anterior, apoya
la Idea de que los efectos que produce el TPA no se deben
probablemente a la induccidn de la Inactivacldn de PKC por
oxidacidn,

5. El TPA induce !a Interaccidn de la PKC con un inhibldor
enddgeno.

Iniciaimente, esta posiblildad nos parecid poco probable por
la consideracidn de que si exlistiera un Inhibldor no unido
covalentemante, éste se separaria en |a purificacién de la
PKC, ya fuera por la dilucién en la homogenizacidn, en la pu-
riflcaclén parcial con DEAE-celulosa o bien, en pasos de pu-
rificacién posteriores.

ways @t al (164), al igual que nosotros (datos no mostrados),
reallzaron "experimentos de mezciado": las fracclones obtenl-—
das de |a DEAE-celulosa procedentes de células tratadas con
TPA, sin actividad de PKC, se mezclaron con las fracciones
control, a fin de ver sl habla algin inhibidor en las prime-
ras que afectara la actividad de PKC de las segundas, pero no
se encontrd que disminuyera |a actividad control de PKC exis-
tente Iniclialmente. Sin embargo en el extracto crudo (sin
pasar por DEAE~celulosa) de células no tratadas, s! observa-
mos la presencla probable de un Inhibidor, pues solamente es
posible detectar actividad de PKC s| se dlluye por [o menos
10 veces |a muestra.

Se conoce muy poco acerca de la Inhiblcidn flsloldglica de
PKC. Debe exlstir un mecanismo que module su actlvidad
transitorlia Ip vlvo, ya sea por Ia eliminacldn efectiva de
segundos mensajeros, por competencl/a por sltios de unidn de
sustrato-cofactores—ATP, por protedlisis, o por Inactlvacidn
directa de la enzima. La interaccidn con un Iinhlblidor, por un
mecanismo todavlia sin definir, podrla equlpar a la célula con
un mecanlismo efectivo para lnactivar a PKC; asl!: 1) supriml-
rla las respuestas fisiolégicas asocladas a la activacldn de
PKC, 2) suprimiria el control de retroalimentacidn negativa
sobre los sistemas de transduccidn en que los ejerce y 3),
evitarla la necesldad de eliminar a los seqgundos mensajeros
Ca++ y DAG, y as! permitiria proceder a otras rutas bioqui-
micas dependlentes de ellos como |a activacidon de cinasas
Ca++-calmodu! Ina dependlentes o la sintesis de prostaglandi-
nas (t21).

Hasta ahora, se han descrito numerosos y potentes inhibldores
de PKC, la mayorla sintéticos, pero como se menclond en la
Introduccldén, hay muy pocos reportes de factores enddgenos
que afecten negatl|vamente su actlvidad. McDonald y Walsh
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(121) han alslado una protelna de 17 KDa que une Ca++, y tam-
bién Toker et al (122), otras de 29-33 Kba dependlentes de
Ca++ y de fosfollpido, que tisnen homologla con las |ipocor-
tinas en su extremo carboxlio, pero el mecanismo por el cual
inhiben a PKC permanece sin resolverse.

Gopalakrishna y Anderson, en 1988 (175), hablan reportado que
la unidn del complejo PKC~-TPA a !as membranas es dependiente
de temperatura, saturabie y que requiere de la presencia de
tanto prote!nas de membrana como de fosfoilpidos. Muy re-
clentemente, Mochly-Rosen @t aj (176, 177) han empezado a
re-examinar esa evidencla: encontraron dos protelnas Intrace-
lulares en la fraccidn Insoluble en detergente de la fraccion
particulada de células de corazdn de rata, que 8dlo se unen a
PKC en presencla de PSer y Ca++ de manera doslis-dependiente,
saturable y especlfica, sugiriendo que son "RACK’s"” (“recep-
tor for activated C-kinase”). Ademds, estas protelnas tienen
una secuencla que parece corresponder al! sltio de unlén entre
RACK y PKC, que se sncuentra en la proteina de 29-33 KDa de
Toker et al, y es homdloga al extremo carboxllo de fa |ipo-
cortina 1 (177).

Todos nuestros resultados, especlaimente de los experimentos
real lzados Ln vitrg, podrian ser explicados a la luz de la
posible interaccidn con un modu!lador negativeo enddgenc por
las siguientes razones:

I) La pérdida de actlividad de PKC detectada en |os extrac-
tos crudos provenientes de células Incubadas 15 minutos a 37°
C |n vivo en presencia o ausencla del! TPA, es muy alta, mlen-
tras gue, en los extractos crudos incubados directamente In
yltro con o sin TPA, no se observd pérdida de actividad (fl-
gura 2 de datos no publicados). Esto podria deberse a que |p
vlvg, la translocacldn de PKC Induclda por TPA a la fracclén
membranal (en donde supuestamente serla posterlormente inhil-
blda) puede |levarse a cabo, mientras que en los extractos
crudos se verla impedida por |a presencia de grandes concen-
traclones de agentes quelantes y de Tritdn X-100 en la solu-
cidén amortiguadora.

i1) El hecho de que solamente se observe pérdida de acti-
vidad In vitro st se utiliza DEAE~celulosa, fenl|-sefarosa o
hidroxtapat!ta como sistema cromatogrdfico para purlflicar a
PKC (figura 3 de datos no publlcados), mostrd que los efectos
observados no son algo artefactual de! sistema de purlfica-
cldn empleado y podrian ser expl!lcados por la razdn de que,
ccomo se menciond en la Introduccidn, los pollcationes
(DEAE-celulosa), las sales de fosfato de calclio (hidroxlapa-
tita) o ia interaccién con reslinas hldrofdbicas (fenii-sefa-
rosa), Junto con el TPA presente en la muestra, favorecen la
expresién del sltlo de unidn para DAG, establiiizando la
conformacidn activa de la PKC (80), lo que podrla permitir la
asoclacidn inhibldor-PKC.

111) A pesar da que no son cuantitativos, nuestros Western
blots mostraron consistentemente la presencia de ta protelna
de 80 KDa i{nmunorreactlva correspondiente a PKC~a, cuya acti-
vidad de cinasa habla desaparecido.
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Flnalmente, !llama la atencidén también que todas las protelnas
amfitrépicas gue Interacclonan con fosfollpldos de membrana
de una manera dependiente de calclo, sean translocadas desde
el cltosol a |a membrana, ¥y que entre e!las se incluya, ade~
mids de la PKC, a protelnas que tlenen alguna relacidn con el
sistema de transducclidn de sefales acoplado al recambio de
fosfollpldos con movi!izacldn de calclo: PLA2 (178, 179), ||~
pocortinas (inhibldores de la PLA2, 180), dlacilglicerol-ci-
nasa (33), calpalna (181) y cltid!l|transferasa (182). AdemAs,
la gran homologla de secuenclas existente entre PKC y PLA2 en
sus mltades amino, es tamblén Intrigante (34). En fin, aun
que la hipdtesls de la existencia de un Inhibldor enddgeno de
PKC es muy atractiva, solamente es una especulaclén, y la
experimentacidn que se reallce para comprobarla, dara la
respuesta.
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