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I. RESUMEN 

Se encontraron dos formas prlnclpales de protelna clnasa C 
(PKC) en hepatocltos de ratas Wlstar o Zucker usando cromato
grafla en DEAE-celulosa: PKC 1 y PKC 2. La pre-Incubación de 
las células con 1 µM de tetradecanoll-forbol-acetato (TPA) 
produjo una marcada desaparición de la actividad de PKC 1 y 
una menor p•rdlda de actividad de PKC 2. El anAI lsls de es
tas formas de PKC por cromatografla en hldroxlapatlta, resol
vió PKC 1 en tres picos distintos la, 1b, 1c y PKC 2 en al 
menos cuatro picos 2a, 2b, 2c y 2d, aunque en las ratas zuc
ker se encontró otro pico adicional peque"º de PKC 1 denomi
nado aa. El an611sls por lnmunotransferencla con anticuerpos 
monoclonales lsozlma-especlflcos, Identificó al pico 1a como 
PKC-Q y al pico 1b como PKC-a; los otros picos de actividad 
no se Identificaron. El tratamiento con TPA de hepatocltos de 
rata Wlstar causó una pérdida de los picos 1b y 1c, mientras 
que el pico 1a no fue afectado. Los picos de actividad co
rrespondientes a PKC 2 no mostraron nlng~n cambio slgnlflca
tl;o, ex~epto el pico 2d, que disminuyó en un 50•. 

El anAllsls de las acciones conocidas de PKC en hepatocltos 
de ratas normales en comparación con las de ratas gen•tlca
mente obesas, mostró que en estos animales obesos existe una 
aenslbllldad disminuida a TPA como fenómeno general Izado y no 
como el resultado de un defecto en una lsozlma especifica, lo 
que quedó manifiesto en los siguientes resultados: 1) la pro
piedad del TPA para bloquear el recambio de fosfatldlllnosl
tol mediado por el agonista a1-adren•relco fenl lefrlna estA 
atenuada en ratas obesas, 11) la habl l ldad del TPA para dis
minuir la acumulación de AMPc estimulada por glucagon o por 
toxina del cólera es menor en hepatocltos de obesas, y 111) 
la pérdida rAplda de la actividad de PKC 1b (a) y 1c Inducida 
por 10 nH TPA en las ratas delgadas no ocurre en las obesas. 

La desaparición aparente de la actividad de PKC Inducida por 
TPA ocurrió de manera dependiente del tiempo y de la dosis 
tanto LD ~como llL 'Ü.1.tli· Sin embargo, los cursos tempo
rales, el grado de disminución de la actividad, asl como el 
orden de potencia de los ésteres de forbol para Inducir la 
pérdida de actividad de PKC en los dos grupos de lsoformas, 
mostraron marcadas diferencias. 

Finalmente, se vló que la disminución de la actividad de PKC 
Inducida por TPA, no se debió a un cambio en la especlf lcldad 
de sustrato de la enzima, y tampoco parece ser el resultado 
de un cambio en el estado de fosforllaclón o de oxidación de 
la misma. 



II. SUMHARY 

Two maln forms of proteln klnase e (PKC) actlvlty were found 
In rat hepatocytes from Wlstar or Zucker rats uslng 
DEAE-cellulose chromatography: PKC 1 and PKC 2. Treatment of 
·cells wlth 1 uH 12-0-tetradecanoylphorbol 13-acetate CTPA) 
tor 15 mln causad a marked loss of PKC 1 actlvlty and only a 
small Joss of PKC 2 actlvlty. Hydroxlapatlte column chromato
graphy resolved PKC 1 lnto three dlstlnct peaks, la, lb, le 
and PKC 2 lnto four peaks: 2a, 2b, 2c and 2d although In Zuc
ker rats there Is another small peak In the PKC 1 elutlon 
proflle that we have named aa. Immunoblot analysls wlth 
lsozyme-speclflc monoclonal antJbodles ldentlfled peak la as 
PKC-B and peak lb as PKC-a; the other peaks of actlvlty were 
not ldentlfled. Treatment wlth TPA lnduced a loss of actlvltY 
of peaks lb (PKC-a) and le, whereas peak la (PKC-B) actlvlty 
was not affected. The peaks of actlvlty correspondlng to PKC 
2 dld not show any maJor chango due to TPA treatment except 
peak 2d that decreased. 

Analysls of the known actlon• of PKC In obesa (fa/fa) Zucker 
rats In comparlson wlth lean (Fa/fa?) Zucker or normal Wlstar 
anlmals, showed that there Is a decreased sensltlvJty to TPA 
In cella from obese anlmals as a general Izad phenomenon and 
not as the result of a defect In one speclflc lsozyme. Thls 
was demonstrated by the followlng results: 1) Phenylephrlne
stlmulated phosp hatydyllnosltol labellng waa antagonlzed by 
TPA In cella from obesa snd lean anlmala, but blgger residual 
effects were observad In cells from obesa anlmals even at 
hlgh TPA concentratlons, 11) TPA dlmlnlshed glucagon- and 
cholera toxln-lnduced cycllc AHP accumulatlon, but ceJls from 
lean rata were more sensitiva to TPA , and 1 JI) th• rapld 
loss of PKC lb (a) or le actlvltles lnduced by 10 nH TPA In 
hepatocytes from lean rats dld not occur In those from obese 
rats. 

The apparent dlsappearance of PKC actlvlty lnduced by TPA oc
curred In a tlme-dependent and dose-dependent fashlon both Lll 
~ and Ln 'iLlí1:g.. However, the tlme-courses, the extent of 
depletlon and the potency order of phorbol estera exhlblted 
substantlal dlfferences In the two groups of lsoforms. 

Flnal ly, Jt was shown that the decrease In actlvlty produced 
by TPA treatment was nelther due to a chango In PKC's 
substrate speclflclty nor by the reault of a change In the 
phosphorylatlon or oxJdatlon state of the enzyme. 



111.- INTRODUCCION 

Una de las caracterfstlcas esenciales de los seres vivos es 
la de poder comunicarse con su medio ambiente. En la mayorla 
de los organismos superiores, existen dos sistemas principa
les de comunicación entre las células: el sistema hormonal o 
endócrlno y el sistema nervioso. La Interrelación entre estos 
dos sistemas es tan estrecha, que se puede considerar como 
uno so 1 o: e 1 s 1 stema neuroendócr 1 no. En ambos s 1 stemas, 1 as 
células se comunican unas con fas otras por medio de mensaje
ros qulmlcos. 

En la forma de comunicación endócrlna, una gl6ndula !Ibera 
hormonas que pueden actuar sobre células u órganos local Iza
dos en cualquier parte del organismo. Las gl6ndulas endócrl
nas secretan hormonas al torrente sangulneo; cada célula 
blanco est6 equipada con receptores, los cuales son protelnas 
capaces de reconocer especlflcamente a las moléculas de hor
mona destinadas a actuar en ella. 

Las hormonas de naturaleza hldrofóblca, como los asteroides, 
tienen la facultad de atravesar la membrana celular y de po
der unirse a receptores que se encuentran en el citoplasma. 
Sin embargo, la mayorla de las hormonas o mensajeros que se 
producen son de naturaleza hldroflllca (como péptldos, aminas 
Y derivados de amlno4cldos) y no atraviesan la membrana celu
lar, sino que Interaccionan con receptores local Izados en el 
exterior de ella. 

Los receptores de la superf lcle celular que se conocen hasta 
ahora se pueden clasificar en tres categorlas distintas (1), 
de acuerdo con la topologla que presentan en la membrana 
plasm6tlca y de acuerdo con los mecanismos moleculares que 
emplean para transduclr las se~ales: 1) receptores acoplados 
a protelnas G, 11) receptores que poseen funciones catalltl
cas lntrlnsecas, ya sea de tlrosJna clnasa, de fosfotlroslna 
fosfatasa, o de guanllato clclasa, y 111) receptores que ope
ran canales lónlcos. 

El an611sls estructural de la feml lla de receptores acoplados 
a protelnas G revela que todos ellos son gl lcoprotelnas Inte
grales de membrana que poseen una estructura con 7 dominios 
transmembranales unidos entre sf por asas Intracelulares y 
extracelulares. Se cree que la unión del agonista (mensaje) 
con el receptor produce una conformación alterada tal, que 
ahora el receptor activado es capaz de estlmular a una prote
lna G. Las protelnas G que se acoplen a receptores de 7 domi
nios transmembraneles, constituyen una faml 1 la altamente 
conservada de protelnas heterotrlmérlcas compuestas por las 
subunldades a, ~y~ (2, 3). Funcionan modulando la afinidad 
del agonista por su receptor, acoplando esta Interacción con 
los sistemas efectores. La Interacción receptor-agonista 
Induce el cambio de GDP unido a la subunldad a por GTP, pro
vocando la disociación de GTP-a de los componentes ~6. Existe 
evidencia de que la subunldad activada GTP-a estimula enton
ces a la enzima efectora apropiada, aunque también hay evl-

·. 
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dencla que sugle~e que el complejo PW participa en ello 
(4,5,6), hasta que la subunldad a, por medio de su actividad 
lntrlnseca de GTPasa, hldrollza al GTP. Esto lleva a la for
mación de GDP-a y a su reasoclaclón con p~, quedando la pro
telna G 1 lsta para volver a ser estimulada por la Interacción 
agonista-receptor, mientras que la "enzima efectora" transml
tlrA la señal convirtiendo a moléculas precursoras en segun
dos mensajeros. Por ~ltlmo, estos segundos mensajeros son 
reconocidos con una extraordinaria afinidad y especificidad 
por protelnas que participan en la propagación Intracelular 
de la sellal; éstas son las 1 !amadas protelnas clnasas, las 
cuales fosforl lan a algunas protelnas de la célula, que al 
ser fosforlladas, cambian en su actividad y activan o Inhiben 
a su vez a otras protelnas clnasas y/o fosfatasas, desencade
nAndose asl una "cascada" de cambios que ampl lflcan la sellal 
en el Interior de la célula. 

En resumen, en el maravl Ileso escenario de la comunicación 
celular, nos encontramos con loa siguientes protagonistas: 
tos mensajes, protelnas receptoras, protelnas G traneducto
ras, protel nas efectoras de 1 mensa) e y por O 1t1 mo, 1 as prote-
1 nas clnasas amplificadoras, que propagan la sella! para dar 
la respuesta final de la célula al mensaje Inicial captado. 
En este escenario, dos son los sistemas de transduclón de se
llales que mejor se conocen en la actualidad: el sistema de la 
adenllato clclasa y el sistema de recambio de fosfollpldos 
con movilización de calcio. En la presente tesis doctoral me 
centrar6 en una da las protelnas amplificadoras de sellalas 
hormonales mAs versAtlles y trascendentales para la célula: 
la protelna clnasa e, enzima clave en el sistema de transduc
ción de recambio de fosfollpldos y movilización de ca++, por 
lo que a continuación se descrlblrA detal !adamante eete sis
tema, después de una breve descripción del sistema de la ade
nl lato clclasa. 
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Sistema de Adenl lato Ciclase. 

El segundo mensajero m6s conocido hoy en dla es sin duda el 
AMP clcllco (AMPc), descubierto por el grupo del Dr. Suther
land en los anos sesenta. Este compuesto es generado en frac
ción de segundos y en forma transitoria como resultado de la 
activación de la enzima adenllato clclasa que forma al nu
cleótldo clcllco a partir de ATP, generando también plrofos
fato. 

SI bien algunas hormonas como glucagon o vasopreslna tienen 
la capacidad de estimular la actividad de la adenllato cl
clasa, otras hormonas y neurotransmisores como la somatosta
tlna y la acetl lcol lna, disminuyen los ni veles da AMPc al 
Inhibir a la enzima. También, algunas m6s como la aplnefrlna, 
son capaces de Inducir ambas acciones a través de receptores 
diferentes. La activación o la lnactlvaclón de la adenl lato 
ciclase mediada por receptor, se 1 leva a cabo a través de 
protelnas transductores Gs (estlmulatorla) y GI (Inhibito
ria), respectivamente. Estas protelnas sirven a su vez da 
sustrato a toxinas bacterianas. La toxina del cólera es ca
paz de ADP-rlbosllar a la subunldad a de Gs en un residuo de 
arglnlna, bloqueando su actividad de GTPasa, y deJ6ndola en
tonces en forma permanentemente activa para estimular la pro
ducción de AMPc en las células (7,8). A su vez, la toxina 
pertussls ADP-rlboslla a la subunldad a de GI en un residuo 
de clstelna, bloqueando la actividad Inhibitoria que ejerce 
sobre la adenl lato clclasa (9). 

En cuanto al elemento efector en este sistema de transduc
ción, la adenllato ciclase, se tiene evidencia de que existe 
en mOltlples formas moleculares. La enzima purificada de co
razón (10) y de cerebro (11) consta de una sola cadena poll
peptldlca con peso molecular aproximado de 150 kOa, Por lo 
menos una forma de la enzima de cerebro es activada por cal
modul lna, probablemente de manera directa, mientras que las 
otras formas de la enzima pueden ser activadas t11111blén direc
tamente, pero farmacológicamente, con el di terpeno forskol 1-
na. 

Una vez formado al segundo mensajero por la adenllato clcla
sa, el AMPc, es reconocido por la protalna clnasa A (PKA), 
enzima encargada de la propagación y ampl lflcaclón da las se
~alas acopladas a este sistema. La PKA est6 constituida por 
dos subunldades reguladoras y dos catalltlcas; la unión del 
AMPc a las subunldades reguladoras altera su afinidad por las 
subunldades catalltlcas, provocando la disociación en un di
maro de subunldades reguladoras-AMPc y dos subunldades cata-
1 ltlcas libres, capaces de fosforllar a otras protelnas y de 
Iniciar la propagación de la se~al hormonal. En la figura 1 
se presenta un esquema de este sistema de transducción con 
sus componentes. 

Existen evidencias de que hay una gran Interacción entre los 
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sistemas transductores acoplados a la adenllato clclasa-PKA 
con los acoplados al recambio de fosfollpldos-actlvaclón de 
la protefna clnasa e (PKC). Esta Interacción depende del tipo 
celular, y puede resultar en un olnerglsmo, potenciando la 
formación de segundos mensajeros de un sistema o del otro, o 
bien, en un antagonismo, dlsmlnuyéndola. Los mecanismos mole
culares lmpl lcados en esta Intercomunicación se han di luclda
do en algunos casos. Asf, se ha observado que los efectos de 
la PKC sobre el sistema de adenl lato clclaaa son complejos y 
móltlples pudiendo afectarlo a nlvel de cualqulera de sus 
componentes (ver figura 1 ), ya sea por la fosforl lacl6n di
recta de el los por PKC (12,13) o por la Inducción de una al
teraclón aun no bien def lnlda molecularmente de alguno de 
ellos, como en el caso de Gs (14). 



FUERA 

AMPc 

~,.,',, ,./ 
esteres '--- _____ ---- __ __. 

de forbol 

FIGURA 1. Modelo de la regulaclón del sistema de adanl lato 
clclasa por la protefna clnasa c. H, hormona o neurotransmi
sor; R, receptor; AC, ad9nl lato clclasa; Gs y GI, protelnas G 
estlmulatorla e Inhibitoria, respectivamente; PKC, protelna 
clnasa c. 
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Sistema de transducción de recambio da fosfollpldos y movili
zación de calcio. 

La primera descripción que se hizo del calclo como mensajero 
Intracelular fue en 1883 cuando el Inglés syney Rlnger descu
brió que el tejido muscular que estaba examinando no se 
contrala en ausencia del catión. MAs tarde, Mabal y Lowell 
Hokln, observaron que la administración de acetl lcollna a cé
lulas secretoras pancreAtlcas aumentaba la Incorporación de 
fosfato radiactivo a fosfatldll lnosltol, uno de loe fosfoll
pJdos constituyentes de Ja membrana celular. Sin embargo, no 
fue sino hasta 1975 en que Robert Mlchel 1 percibió claramente 
una asociación estrecha entre el recambio del fosfatldl 1 lno
sltol (PI) y las variaciones en la concentración de Ca++ 11-
bre en el citoplasma de la célula, proponiendo que el meca
nismo de transducción para un gran nOmero de mensajeros 
Involucra, como paso lnlclal, un aumento en el recambio de 
fosfolnosltldos, el cual, a su vez, conduce a cambios en la 
concentración Intracelular de Ca++ (15). Desde 1975 hasta el 
dla de hoy, el avance en el conocimiento sobre este tema ha 
sido enorme, y sigue evolucionando con gran rapidez. La vi 
slón actual que se tiene do este sistema es la siguiente: 

A) Transducción da la seftal. 

Los agonistas movl 1 lzadores de calcio Incluyen a hormonas, 
neurotransmisoras y factores de crecimiento qua causan cam
bios profundos en el matabol lsmo celular de Jlpldos. Entre 
ellos se puedan citar: la apfnefrlna Cvla receptores 
a1-adranérglcos), vasopreslna (receptores V1), hlstamlna (re
ceptores H1), serotonlna (receptores 5HT2), anglotenslna 11 
(receptores AT1), a-tromblna, tlrotroplna (TSH), hormona li
beradora de tfrotroplna (TRH), a-lnterferon, Jnterleuclna 1, 
bradlklnlna, prolactlna, bombeslna, y muchos m6s. Los cam
bios Iniciados por estos agonistas al Interaccionar con su 
receptor, conducen a Ja activación de una protelna f Jjadora 
de nucleótldos de guanina, Ja cual se ha J Jamado Gp (debido a 
que activa a una fosfoJJpasa, 12), Gx (16) y, m6s reciente
mente, Gq (17). 

Los primeros datos sobre la participación de una protelna G 
en este sistema, surgieron en la década de los ochenta, con 
los trabajos de Cockroft y Gomperts (18) y de Faln (19), 
quienes demostraron que el GTP y sus anAJogos no hldrof Jza
bles son capaces de estimular al efector, Ja fosfollpasa c 
(PLC) en membranas aisladas. Otros autores demostraron poste
riormente que la afinidad para agonistas de Jos receptores 
acoplados a este sistema, es modulada por nucleótldos de gua
nina y que, ademAs, algunos de estos receptores son capaces 
de desencadenar en las membranas una actividad de GTPasa, su
giriendo todo esto la existencia de una protelna G (6). 

Aunque la Identidad de Ja protolna Gp o Gq empieza apenas a 
conocerse, el tratamiento con toxina pertussls ha Indicado la 
existencia ·de por lo menos dos tipos de protelnas Gen este 
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sistema: en algunos tej Idos y células, la protelna G que 
Inhibe a fosfollpasa C (una "Gpl") parece ser sensible a la 
toxina (20, 21), mientras que en otros, como las membranas de 
hlgado bovino, la activación de fosfol lpasa C (PLC) por dos 
protelnas Gqa ("Gps") es Insensible al tratamiento con el la 
(17), Existe una gran cantidad de evidencia (20-23) que su
giere que existen distintos tipos de "Gp" que pueden acoplar
se selectivamente tanto a diferentes receptores expresados en 
la misma célula, como a diferentes tipos de fosfol lpasas 
efectoras, aunque también se ha visto que la clase de fosfa
tldl l lnosltol-PLC'l! se puede asociar con y puede ser fosforl
lada por varios sistemas de receptores con actividad de tlro
slna clnasa en una manera aparentemente Independiente de pro
telna G (24,25). 

Una vez activada la protelna "Gp", se Induce la activación de 
una protelna efectora, que, como se mencionó en llneas ante
riores, es una fosfol lpasa ya sea tipo C, O o A2, QUe a par
tir de fosfollpldos precursores produclrAn los segundos men
sajeros de la señal hormonal, Hasta hace poco tiempo, el es
quema clAslco de este sistema de transducción estaba repre
sentado exclusivamente por la hldról lsls del fosfatldll lno
sltol-4,5-blfosfato (PIP2) por fosfol lpasa c (PLC) mediada 
por receptor (ver figura 2). Sin embargo, estA muy claro ac
tualmente que los agonistas movlllzadores de Ca++ pueden 
Inducir también una hidrólisis rápida de fosfatldl lcol lna 
(PCh) a través de diferentes tipos de fosfol lpasas. 

Los fosfolnosltldos son un peque~o grupo de fosfollpldos de 
membrana, ónices en cuanto a su cabeza polar de mlo-lnosltol 
que puede ser fosforl lada en varios sitios. Como la mayor la 
de los gl lcerollpldos, estAn constituidos por un esqueleto de 
sn-1 ,2-dlacllgllcerol, con la cabeza polar unida al átomo de 
carbono 3. Forman un componente menor de todas lns membranas 
eucarlóticas, pues colectivamente constituyen usualmente me
nos del 8% del total de llpldos de membrana (1). 

La fosfatldllcol lna, por el contrario, es el tipo de fosfo
llpldo mAs abundante en los tejidos de mamlfero y puede 
constituir hasta el 50% del contenido total de fosfollpldo en 
la célula (8). Consiste de 1,2-dlacl l-sn-gllcero-3-fosfoco
llna, 1-0-alqul 1-2-acl 1-sn- gl lcero-3-fosfocol lna y 1-al
qul 1-1'-enl 1-2-acll-sn-gl lcero-3 fosfocol lna, En la mayorla 
de los tejidos, la subclase dominante es el 1,2-dla
cl 1-sn-gl icero-3-fosfocol lna (26). La PCh de tej Idos de ma
mlferos normalmente contiene un Acldo graso saturado en el 
carbono 1 y un Acldo graso lnsaturado en la posición del car
bono 2 del glicerol. Comparado can los fosfolnosltldos, los 
cuales están relativamente enriquecidos en Acldo esteArlco y 
ácido araquldónlco, el 1,2-dlacl 1-sn-gl lcero-3-fosfocol lna es 
relativamente def lclente en Acldo araquldónlco, y contiene 
principalmente Acldo oleico o 1 lnolelco en la posición del 
carbono 2. S 1 n embargo, e 1 1-0-a 1qu1 1-2-ac 1 1-sn-g 1 1 ce
ro-3-fosfoco l 1 na esté relativamente enriquecido en Acldo ara
quidón1~0 en esa posición. A continuación, se describirAn los 

'. 
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FIGURA 2. Modelo de regulacl6n por feedback ejercido por la 
protelna clnasa e sobre el sistema de transducción fosfolno
slt ldos-calclo. H, hormona o neurotransmisor: R, receptor; 
PLC, foafol !pasa C (fosfolnosltldasa); PJP2, fosfatldlllno
sltol-4,5-blfosfato; DG, dlacllgl lcerol; IP3, mlo-lnosl
tol-1,4,5-trlfosfato; Gps, protelna G estlmulatorla a~n no 
caracterizada; [Caª+], concentracl6n del Ion calclo; PKC, 
protelna clnasa c. 
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segundos mensajeros que pueden producirse en este sistema de 
transducción, segón el tipo de fosfol lpesa que se active y 
segOn el sustrato que ésta emplee: 

e) Fosfollpase c.- Las fosfollpases e son fosfodlestera
ses que hldrollzan el enlace gl lcerofosfato de fosfollpldos 
Intactos para generar dlecllgllcerol (DAG) y la cabeza polar 
soluble que lleva el grupo fosfato. La mayorla de las PLC que 
se han estudiado hasta ahora hldrol Izan preferentemente al 
fosfatldlllnosltol-4,5-blfosfato (PIP2), pero se conoce tam
bién la existencia de otras PLC que no utll Izan como eustreto 
al PIP2 sino a la fosfatldllcollna (37). 

Existen mOltlples formas de PLC especificas para fosfolnosl
tldos, que, segón su secuencia, se han clasificado en cuatro 
faml 1 las de tsozlmas a, P, 1( y 6 (1) las cuales poseen dis
tinto peso molecular y, sorpreslvamente, aunque tres de ellas 
poseen dos estrechas reglones de secuencia• homólogas, mues
tran muy poca homologla global en su secuencia amlnolclda y 
el tipo a es completamente diferente (27). La hldról lsls del 
PIP2 por fosfol lpasa e (Pl-PLC) genera dos segundos mensaje
ros: el DAG y el lnosltol-1,4,5-trlfosfato (IP3). 

El IP3 tiene la capacidad de Interactuar con receptores 
Intracelulares local Izados a nivel del retlculo endopllemtco 
liso (28). La activación de estos receptores por este segundo 
mensajero Induce la apertura de un canal que 1 Ibera calcio de 
este organelo, aumentando de 3 a 10 veces la concentración de 
calcio cltosOllco, desde un valor de 100 o 200 nH hasta 600 o 
1000 nH. Este Incremento en la concentración de Ca++ es un 
factor de acoplamiento muy Importante, pues es capaz de acti
var a mOltlples enzimas en forma directa y a protelnas clna
sas dependientes del catión o del complejo Ca++-calmodullna. 
Ademls, el IP3 puede ser fosforllado por una clnasa para la 
formación del lnosttol-1,3,4,5-tetrafosfato (IP4). Se ha pro
puesto que tanto el IP3 (29) como al IP4 (30,31) pueden tener 
una función Importante en la regulación de la entrada de cal
c lo del exterior de la célula, necesaria para sostener res
puestas por tiempo prolongado (mls de 5 minutos). Se sabe que 
existe una lnterconverslón rapldlslma de los fosfolnosltldos, 
lo cual mantiene niveles mls o menos constantes de ellos en 
la membrana plasm•tlca de las células. Asl mismo, el IP3 es 
metabollzado hasta la obtención de lnosltol 1 lbre el cual es 
reciclado a fosfatldl 1 lnosltol. 

El otro segundo mensajero producido por la hldról lsls del 
PIP2 o de la fosfatldl lcol lna (PCh), el dlacl lgl lcerol (DAG), 
es un compuesto hldrofóblco de aparición transitoria, ya que 
su desaparición se produce en segundos o minutos de su forma
ción y activa a la PKC, como se descrlblrl mls adelante. Por 
su composición m•s variada, la hldr61 lsls de PCh por fosfol 1-
pasa e puede producir distintas especies moleculares de DAG 
(26), mientras que la hldróllsls de PIP2 generalmente produce 
un solo tipo de DAG: el compuesto por 1-estearato y 2-ara
quldonato. La gran velocidad con que ocurre la degradación 
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del OAG"obedece a que es metabol Izado a acldo fosfatldlco 
(AP) por la OAG- clnasa o a 1-acl 1-gl lcerol y écldo graso 11-
bre por la DAG-1 ipasa, los que a su vez, pueden originar 
otros mensajeros. Los estudios con lnhlbldores y con anAlo
gos de sustrato de la DAG-clnasa han sugerido que en las cé
lulas estimuladas, la ruta principal de metabolismo de OAG es 
catal Izada por esta enzima, de la que se han reportado varias 
lsoformas lnmunológlcamente distintas (32,33). 

b) Fosfol Jpasas A2.- Son esterasas dependientes de Ca++ que 
cata! Izan la hldról lsls de la posición 2-éster de los 
3-sn-fosfogl !céridos. Se conoce bastante de la estructura de 
las PLA2: constituidas por una sola cadena poi lpeptldlca, 
poseen cerca de su extremo amino-terminal un patrón de resi
duos de clstelna repetido en tandem cuya secuencia y distri
bución es slml lar a la que se encuentra en el dominio regula
torio de las PKC; ademas, existe homologla en la secuencia 
amlnoaclda entre la PKC y el sitio activo de las PLA2, en 
posiciones anAJogas relativas al patrón de cisterna. De estas 
observaciones se ha hlpotetlzado que las PKC y las PLA2 com
parten elementos estructurales Importantes para la Interac
ción protelna-fosfollpldo (34). En cambio, la Información 
que se tiene sobre el papel de estas fosfollpasas en la 
transducción de se"ales que activan a la PKC es escasa en 
comparación con Ja que se tiene de las PLC y su estudio 
constituye en la actualidad un campo de Investigación muy 
activo. 

Se ha observado en distintos tipos celulares la activación de 
la PLA2 mediada por receptor (35-38), asl como su activación 
por distintas protelnas G (3g,40). También se ha demostrado 
que las protelnas clnasas A, e y las tlroslna clnasas, regu 
Jan la actividad de la PLA2 celular (41). 

La fosfollpasa A2 hldrollza varios fosfollpldos de membrana 
Incluyendo a fosfolnosltldos, PCh y a la fosfatldl letanolaml
na (PEt). La hidrólisis de PIP2 o de PCh por esta fosfol lpasa 
genera, por un lado, Acldos grasos lnsaturados: oleico, 1 lno
leico o araQuldónlco, que segón se ha demostrado, estimulan a 
la protelna clnasa e en la presencia o ausencia de calcio y 
de fosfollpldos, y por otro lado, el 1 lsofosfollpldo corres
pondiente (36). 

Cuando el Acldo graso que se 1 Ibera es el araquldónlco, éste 
es convertido a través de las rutas de la clclo-oxlgenasa y 
de la 1 lpo-oxlgenasa a elcosanoldes que Incluyen a prosta
glandlnas, tromboxanos, prostaclcl lnas, leucotrlenos y 1 lpo
xlnas (42). En algunas células, como en las Kupffer, se ha 
encontrado que Ja PLA2 se transloca rapldamente a las membra
nas de manera Ca++-dependlente para actuar como la suminis
tradora principal de acldo araquldónlco en estas células, y 
por tanto, como la enzima llmltante en la slntesls de el
cosanoldes, muchos de los cuales son mediadores llpldlcos po
tentes en los procesos de Inflamación (43). 
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c) Fosfollpasa D.- Esta enzima hidro! Iza a fosfol lpldos 
en el enlace existente entre el grupo de cabeza polar y el 
Acldo fosfatldlco. Investigación muy reciente ha revelado 
evidencias que sugieren que existe otra forma en la célula 
para generar DAG a partir de PCh Involucrando la actividad 
de una fosfol !pasa O (PLD) aparentemente a través de una pro
telna G (45-48). Los segundos mensajeros que se forman son 
colina y Acldo fosfatldlco CAP), y a partir de éste, por ac
ción de la fosfatldl 1-fosfohldrolasa, se genera el DAG (45). 

Adicionalmente a la hldróllsls, la PLD catar Iza una reacción 
~nlca de "transfosfatldl ración" por medio de la cual la por
ción fosfatldll del sustrato fosfollpldo es transferida a al
coholes primarios para producir fosfatldl !alcoholes (26), De 
hecho, esta reacción ha servido de apoyo adicionar para de
mostrar que se activa PLD en experimentos en los cuales los 
agonistas promueven la formación de fosfatldlletanol en la 
presencia de etanol (49). 

Hasta el momento, se desconoce el papel que Juega la col lna 
liberada por la PLD o PI de la fosfocol lna producida por la 
PLC a partir de PCh; sin embargo, se ha propuesto que la sin
tesis de acetllcollna en el cerebro esté acoplada a la hl
dról lsls de PCh (50-52). El Acldo fosfatl~lco, cuya composi
ción puede variar seg~n el tipo de PCh que se hidro! Ice, pue
de constituir en si un mensajero potencial antes de ser de
gradado posteriormente a DAG (26). 

La hidrólisis de PCh por PLD se observa frecuentemente 
después de un cierto periodo largo de estlmulaclón con hormo
nas o con ésteres de forbol (actlvadores de la PKC). Hay evi
dencia que Indica que algunos agonistas generan DAG de manera 
blf6slca, a través de la estlmulaclón secuencial de PLC y de 
PLD/PA hldrolasa probablemente para Inducir una activa clón 
sostenida de la PKC, necesaria especialmente para producir 
las respuestas a largo plazo de ésta (53). 

Finalmente, las concluslones respecto a la manera en la cual 
es regulada la PLD varlan. Algunos Investigadores han Inferi
do que la activación de PLD es dependiente de protelna clnasa 
c. Otros han atribuido la activación de PLD al aumento en el 
calcio cltosóllco Inducido por agonistas (49). 

En la figura 3 se encuentra esquematizado un resumen de los 
segundos mensajeros que se pueden generar en este sistema de 
transducción de seffales, Indicando las enzimas efectoras que 
los producen y la modulación positiva o negativa que ejercen 
sobre la PKC. Los fenómenos que se han reseñado en este ca
pltulo, han sido objeto da un estudio Intenso en los 61tlmos 
aRos, Y aunque no se han esclarecido muchas preguntas, se es
té progresando en forma espectacular en este campo, por lo 
que seguramente en los próximos años se tendré la respuesta a 
muchas de el las. 



AGONISTAS 
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Figura I 3. Mecanismos de activaci6n e inhibición de la proteína 
cinasa C. PI, fosfatidilinositol; PIP2, fosfatidilinositol 4,5 
bifosfato¡ PC fosfstidilcolina¡ GEsL 1 glucoesfingol{pidos; PLC, 
fosfolipasa C¡ PLO, fosfolipasa D; PLA21 fosfolipasa A21 EH, 
esfingoraelinasa; IP3, inositol 1.4,5 trifosfato; DAC diacUglicerol; 
C1 colina; AF, ácido fosfat!dico; AA, ácido araquidónico¡ AO, ácido 
oleico¡ LISO-PC, lisofosfatidil colina; E, esfingosina y LISO-E, 
lisoesfingoAina. 

'. 
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B) Propagación de la seffal: acción de la protelna clnasa c. 

Los trabajos de Krebs, Flscher Y Larner en los aRos 1955-70, 
llevaron al descubrimiento de la regulación enzlm6tlca por 
fosforllaclón reversible, cuando demostraron que el control 
nauro-hormonal del matabol lsmo del glucógeno en masculo es
quelético estaba mediado por cambios en el estado de fosforl
laclón de las enzimas glucógeno fosforl lasa, fosforl lasa cl
nasa y glucógeno slntasa. Estas 3 enzimas fueron los anlcos 
ejemplos de este fenómeno hasta finales de 1960, cuando se 
descubrió a la protalna clnasa A, dependiente de AMPc (54). 
En los óltlmos 10 ª"ºª• se ha visto un enorme avance en esta 
6rea, espacialmente con el advenimiento de las técnicas de 
clonación molecular, asl como con el descubrimiento de qua 
muchos oncogenes codlf lcan para protelnas clnasas. Actualmen
te asciende a m6s de 100 el namero de protelnas clnasas 
descritas y seguramente se descubrlr6n m6s, ya quo se ha cal
culado qua al genoma de los mamlferos puede codlf lcar hasta 
para mil diferentes protelnas clnasas (55). 

Todas las protelnas clnasas caracterizadas hasta ahora, caen 
en una de dos grandes clases: las especificas para fosforl lar 
residuos de sarlna y traonlna, y las especificas para fosfo
rllar residuos da tlroslna. A pasar de asta diferencia, exis
ta entre todas el las una gran homologla en sus dominios cata-
1 ltlcos, pues la comparación de las secuencias primarias de 
un gran nOmero de el las, ha revelado la existencia de tras 
reglones altamente conservadas que constituyen el sitio de 
unión para el ATP: son las secuencias Gly-X-Gly-X-X-Gly, 
X-Ala-Val/lle-Lys-X, y dentro de una reglón de 60 amlno6cl
dos, caractarlstlcamente espaciados, los trlpletes 
Arg-Asp-Lau, Aap-Pha-Gly y Ala-Pro-Glu (55 y 56). 

El proceso de fosforl !ación y desfosforllaclón de protalnas 
catallzada por protelnas clnasas y por protelnas fosfatasas, 
ast6 reconocido como el medio principal a través del cual se 
regulan las funciones celulares. Entre los eventos que son 
regulados por aste proceso, est6n los siguientes: a) 
transducción de seftalas hormonales, b) regulación de rutas 
metabólicas, c) regulación de la slntesls de protelnas, d) 
organización del cltoesqueleto, e) regulación de la 
trenscrlpclón, f) naurotransmlslón y g), regulación de aper
tura o cierre da canales tónicos. 

La fosforllactón maltlpla es un mecanismo sencillo para am
pliar grandemente el potencial regulatorlo de las enzimas: la 
fosforl laclón en un sitio puede ampl lflcar, o bien, antagonl
zar los efectos de la fosforl laclón en otros sitios, o puede 
alterar las velocidades a las cuales son fosforl lados o 
desfosforllados éstos. La fosforl laclón en diferentes sitios 
por diferentes protelnas clnasas, capacita a las enzimas para 
responder a varios estlmulos f lstol6gtcos, ya que las Inte
racciones entre los sitios de fosforl laclón pueden represen
tar el mecanismo por el cual un estimulo lnfluencla a otro. 
Los sustratos, actlvadores o lnhlbldores, pueden también 
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afectar la velocidad a la cual es fosforllada o dasfostorl la
da una enzima, amplificando o suprimiendo los efecto~ de la 
modificación covalente. La fosforllaclón-desfosforllaclón por 
eso no debe considerarse como un mecanismo de "apagad! o an
een dldo" de una enzima, sino mAs bien como una forma e cam
biar a esta protelna en dos o varias formas, que re pendan 
dlferenclalmente a sustratos y a moléculas regulado as, lo 
que ofrece poslbl lldades de un control flnfslmo para 1 tegrar 
la Información extra a Intracelular y producir la ra puesta 
precisa. 

La Protelna Clnasa c. 
A) caracteres estructurales 

Desde su descubrimiento en 1977 por el grupo de Y sutoml 
Nlshlzuka, la PKC se ha convertido en el foco de aten Ión de 
Investigadores Interesados en el estudio de los mecanl mos de 
transducción de seffales, de diferenciación celular y de tu
morlgénesls. 

Los estudios de clonación molecular, asl como Jos anAllsls 
bloqulmlcos, han revelado que la PKC existe como una familia 
de móltlples subespecles con estructuras estrechamente! rela
cionadas entre si. Hasta el dla de hoy, se han ldentlflF.ado 8 
subespecles de PKC: a, Jll, BII, l(, 6, e, ~ y n (57~. Las 
subespecles BI y BII derivan de un so(o gene, ?Ue se 
tronscrlbe en dos RNAm distintos por procesamiento alterno; 
dlf leren una de otra aproximadamente en 50 residuos ami oAcl
dos local Izados en la reglón V5 de sus extremos carboxl o. 

Todas las subespecles de PKC poseen diferencias en su m do de 
activación, propiedades cinéticas y especificidad de su trato 
(58, 59) y pupden ser subdivididas en dos grupos (57 : las 
Ca++-dependlentes Ca, B y ~ ) y las Ca++-lndependlent a (5, 
e,~. y n). Ambos grupos de protelnas consisten de un sola 
caáena pollpeptldlca con una estructura homólogo genera: 3 o 
4 reglones altamente conservadas y 5 reglones variable dis
tribuidas en dos dominios, uno regulatorlo Y otro catalltlco, 

·separados entre si por la reglón variable V3, como se m estra 
en I• f lgura 4. 

La mitad amino terminal contiene las reglones constante C1 y 
C2 y constituye al dominio regulatorlo, que Interacciona con 
Ca++, fosfol lpldo y DAG o lllsteres de forbol. Cabe hactlr no
tar aqul que solarnente los dominios regulatorlos de las lso
zlmas a, By ll' contienen la reglón C2, mientras que e las 
demés subespecles estA ausente. 

En el extremo amino de le reglón C1 se local Iza el motlv 
nom 1 nado "pseudosust rato", 1dent1f1 cado por pr lmera ve 
Housa y Kamp en 1987 (59). Se trata de una pequeffa secu 
amlnoAclda cuyo motivo central RKGALR posee una gran afl 
por el sitio activo de la PKC, ya que se parece al slt 
fosforllaclón de los sustratos de la enzima al tener un 

de
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o de 
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cuencla Gly-Ala flanqueada por residuos b6slcos, determinan
tes para el reconocimiento del sitio a fosforllar por la PKC. 
De hecho, un péptldo sintético que contiene la secuencia 
pseudosustrato act~a como potente lnhlbldor de PKC, mientras 
que la sustitución de Ala por Ser en esta secuencia, lo 
transforma en un excelente sustrato para Ja enzima (58, 59). 
Esto llevó a proponer a House y Kamp que el sitio pseudosus
trato puede Interaccionar con el sitio activo de PKC en fas 
células para mantener Inactiva a la clnasa en ausencia de ac
tlvadores (59). 

La reglón constante CI ·contiene adem6s, una repetición en 
tandem de la secuencia rica en cisterna 
Cys-X2-Cys-Xl3(14)-Cys-X2-Cys-X7-Cys-X7-Cys, donde X repre
senta cualquier amlno6cldo (61). Esta secuencia es conservada 
en todos los miembros de la familia de PKC, con la excepción 
de que en PKC ~no est6 repetida (60), y es slml lar a la se
cuencia consenso de "zlnc-DNA-blndlng-flnger" (dedos de zinc) 
presente en muchas metaloprotelnas y en protelnas que se unen 
al DNA y que est6n relacionadas con la regulación de la 
transcripción de éste (62), aunque en el caso de la PKC, no 
hay evidencia sólida que Indique que se une a DNA. 

La reglón conservada C2, de 115 residuos amlno6cldos que si
gue a la reglón V2, es Idéntica en un 67~ en los tipos a, B y 
y, y m6s del 65~ de las diferencias entre ellos representan 
cambios conservativas. Se ha demostrado qua esta reglón lle
va el sitio de unión para calcio, el cual no posee una es 
tructura tlplca "brazo EF" (ahéllce-asa-ahéllce) presente en 
la mayorla de las protelnas qua unen Ca++ (58). 

Inmediatamente adyacente a la reglón C2 se local Iza la reglón 
V3, que es la m6s extensa y la de mayor divergencia entre to
das las 5 reglones variables de PKC. Est~ reglón posee ca
racterlstlcas hldroflllcas y se cree que representa una zona 
expuesta de las PKC pues es muy sensible al ataque proteoll
tlco. Parker et al han propuesto que representa una reglón 
bisagra entre los dominios catar ltlco y regulatorlo (63, 84). 

La mitad carboxl lo terminal de cada lsozlma, que empieza 
después de la reglón hlpervarlable V3, contiene las reglones 
constantes C3 y C4 y es el dominio catalltlco de PKC, pues 
muestra grandes grupos de secuencias homólogas a las existen
tes en otras protelnas clnasas. La reglón conservada C3 tiene 
un sitio de unión para ATP Gly-X-Gly-XX-Gly •.• Lys y es espe
clflcamente el sitio activo de la enzima (58). Aunque la re
glón C4 contiene otra secuencia Idéntica a ésta, se desconoce 
si representa o no un sitio da unión adicional para ATP (61). 
Por 61tlmo, se presenta la reglón varlable V5, en al extremo 
carboxl lo, cuya longltud varia entre las diferentes formas de 
PKC. 

El peso molecular de las PKC oscl la entra 76 y 90 kDa. El de 
la subespecle ~ es menor (64kDa) debido a que solamente 
contiene una secuencia ''dedos de zinc'' en vez de dos, mien
tras que la de mayor peso molecular es la subespecle e, de 90 



DOMINIO REOULATORIO DOMlllO CATALITICO 

COOH ~ 

FIGURA 4. Estructura de la faml 1 la de protelnas el nasas c. C1 
a C4, reglones constantes 1 a 4; V1 a V5, reglones variables 
1 a 6; 11, reg l 6n donde se 1oca1 1 zan 1 as secuenc 1 as r 1 cas en 
clstelna "dedos de zinc". 
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kDa. (58). 

B) Localización de la PKC. 

La local izaclón genética de los miembros de Ja famll Ja de PKC 
se ha establocldo solamente para las subespecles dependientes 
de calcio. El gene de PKCa se local Iza en el cromosoma humano 
17, el de PKCB en el cromosoma 16 y el de PKC~ en el cromoso
ma 19. 

El uso de técnicas tales como la hibridación LD sl.1u. con RNAm 
y el anAllsls "Northern" con pruebas ol lgonucleotldlcas espe
cificas, ha sugerido que algunas lsozlmas de PKC se expresan 
especlflcamente en ciertos tejidos (61). El patrón de expre
sión de mOltlples especies de PKC se ha examinado también 
usando técnicas bloqulmlcas, cltoqulmlcas e Inmunológicas con 
anticuerpos especlflcos para cada subespecle. Hucho se conoce 
acerca de la distribución de a, B y ~ y poco de la de 6, e,5 
Y n. 

La subespeclo a es la que se encuentra mAs ampl lamente dis
tribuida. Las PKC con las secuencias BI y BII estén presen
tes en proporción variable en muchos tejidos y tipos celula
res Incluyendo el cerebro. En la rata, la subespecle ~se 
expresa ónlcamente en el cerebro y en la médula espinal. En 
cuanto a la local lzaclón de las lsoformas Independientes de 
calcio, se ha reportado que PKC 6 es la forma principal que 
se expresa en tejido hematopoyétlco de ratón (67), que PKC e 
se expresa en células de pituitaria, cerebro y timo de rata 
(68), PKC~ en cerebro, plaquetas y neutrófllos (69), y por 
Oitlmo, que PKC n se expresa predominantemente en pulmón y en 
piel de ratón (70). 

Algunos tejidos como corazón, pulmón, corteza adrenal y tam
bién las plaquetas, parecen contener varias subespecles aOn 
no definidas. AdemAs, se ha observado que la mayorla de las 
células contienen mAs de una subespecle de PKC en diferente 
proporción, cuya distribución Intracelular varia dependiendo 
del estado de proliferación de las células (65, 67). 

En cuanto a la local lzaclón Intracelular de la PKC, el anAll
sls de las caracterlstlcas hldropAtlcas de las PKC demuestra 
una slml lltud general entre el las y no ofrece pistas adicio
nales respecto a su posible locallzaclón; solamente la reglón 
repetida rica en clstelna contiene grupos pequeños de secuen
cias hldrofóblcas, que pueden permitir, con una conformación 
apropiadamente plegada, la asociación de la PKC con el lado 
cltoplAsmlco de la membrana plasmAtlca (64). Se ha reportado 
que la ~soforma BI frecuentemente esté asociada con la mem
brana plasmAtlca, mientras que la BII se local Iza en el apa
rato de Golgi (58). También se ha reportado la local lzaclón 
de PKC Ben nócleo (65,66), asl como su translocaclón desde 
el cltosol hasta éste en varios sistemas humanos y en hlgado 
de rata (71-74). Sin embargo, se desconoce en la actual ldad 
la topograf la Intracelular precisa de las subespecles de la 

·--··~···~·· 
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protelna clnasa C. 

C) Activación de la PKC. 

Para entender el mecanismo de acción de la PKC se requiere 
conocer el proceso de su activación. 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
nómeno, que se descrlblrAn a continuación. 

Los moduladores endógenos naturales positivos por excelencia 
de la PKC son el sn-1,2-dlacllgl lcerol, fosfolfpldos Acldos, 
particularmente la fosfatldl lserlna y, en el caso de las lso
formas a, By X, también el calcio (75). Como ya se describió 
en el capitulo anterior, existen varias rutas que proveen el 
DAG necesario para la activación de la enzima, como se ve en 
fa figura 3, mientras que la movll lzaclón de calcio resulta 
solamente de la liberación de IP3 por la hldról lsls del fos
fatldl l fnosltol-4,5-blfosfato (PIP2). 

Entre varios fosfol lpldos probados (76), sólo los de carActar 
Acldo de cadena larga, ademAs de la fosfatldl lserlna (PSer), 
tales como el fosfatldl l lnosltol (PI), fosfatldl letlinolamlna 
(PEt) y el Acldo fosfatldlco (AP), han sido efectivos para 
producir la activación de PKC, en diferentes grados y a 
concentraciones de calcio relativamente altas (10-~ -10-~ M), 
pero ninguno ha sido mAs potente que la PSer para activar a 
cualquiera de las lsoformas de la PKC . Sin embargo, varios 
fosfollpldos de membrana, que son Inactivos por si mismos, 
juegan un papel especifico con cooperatlvldad positiva o ne
gativa en la activación de PKC. Asl, se ha visto que cuando 
PSer es suplementada con PEt, se produce mayor activación de 
la enzima; Inversamente, la adición de fosfatldl lcol lna o de 
esflngomlellna, disminuye notablemente la activación Inducida 
por PSer (76 J. 

Recientemente se ha visto que la 1 lsofosfatldl lcol lna y otros 
llsofosfollpldos regulan la actividad de la PKC de una manera 
blfAslca: La estimulan a baja concentración (<20µM), Inhi
biéndola a altas concentraciones (30µM,36), sugiriendo que 
pueden funcionar como moduladores tanto negativos como posi
tivos de la PKC (ver f fgura 3). 

Se ha reportado que el DAG aumenta anlcamente la kcat de PKC, 
mientras que el Ca++ y la PSer reducen solamente la km para 
el sustrato proteico (77). De este modo, el DAG actaa sobre 
PKC como un "actlvador", mientras que el Ca++ y la PSer son 
"cofactores esenciales" para fa actividad enzlmAtlca (77). Se 
sabe también que aunque tanto el DAG como la llsofosfatldl 1-
col lna requieren de calclo para sus efectos, la 1 lsofosfatl
dl lcol lna disminuye la afinidad de la protelna clnasa c por 
el Ca++, mientras que el DAG la aumenta. 

Por otro lado, la dependencia Lo vitre de PKC por Ca++, DAG y 
fosfol lpldo, varia marcadamente con el aceptor de fosfato 

'· 
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utll Izado (78). Se ha observado que en ausencia de Ca++, las 
propiedades cinéticas de la PKC son lnf luencladas grandemente 
por la baslcldad de las protelnas sustrato lmpl !cadas (79), 
pues ciertos pollcatlones favorecen la expresión del sitio de 
unión para DAG, estabilizando la conformación activa de PKC, 
aunque el mecanismo preciso por el cual un sustrato puede 
Inducir actividad de PKC se desconoce (80). 

Se ha sugerido que la activación de la enzima por fosfollpl
dos causa un cambio conformaclonal en la PKC que desplaza la 
secuencia pseudosustrato del sitio activo, permitiendo asl el 
acceso a él de los sustratos proteicos (80), como se observa 
en la f lgura 5a. La Inhibición ejercida por el pseudosustrato 
no tiene efecto sobre la dependencia de la PKC en cuanto a la 
presencia de PSer, DAG o ca++. 

Por otro 1 ado, 1 a t rans 1 ocac l ón (red 1str1 bue l ón) de 1 a PKC 
entre los compartimentos soluble y asociado a membranas pare
ce estar Involucrada en la activación de la enzima (81-88), 
en la "down-regulatlon" (degradación) de la PKC (89, 90) y en 
el acceso a sustratos especlf lcos. Se tiene abundante eviden
cia de que el Ca++ aumenta la afinidad de la clnasa por las 
membranas promoviendo su asociación reversible con el las, 
mientras que los ésteres de forbol, potentes actlvadores de 
PKC, potencian este efecto y producen la asociación no rever
sible de la PKC a las membranas. 

La protelna clnasa c puede ser activada tambl•n por proteóll
sls 1 Imitada con proteasas neutras dependientes de calcio, 
calpalna I o calpalna II. La hldróllsls ocurre en uno o dos 
sitios especlflcos de la reglón V3, 1 lber6ndose el fragmento 
catalltlco, que es completamente activo en ausencia total de 
ca++, DAG y fosfollpldo y se le denomina protelna clnasa H. 
Se sabe que la PKC asociada a membrana es m6s susceptible a 
este tipo de proteól !sis (92) y que diferentes subespecles de 
PKC son hidro! Izadas a distintas velocidades. Aunque el slg
nl f lcado fisiológico de esta proteól !sis !Imitada no ha sido 
establecido, es posible que esta reacción constituya una ma
nera de activar a PKC perslstentemente. Alternativamente, la 
proteól lsls puede ser también un medio de Iniciar le degrada
ción de la molécula de PKC, denominada "down-regulatlon" 
(58). 

Existen evidencias (93, 94) de que las formas a, PI, Pll, ~y 
n do PKC pueden autofosforl larse en la presencia de calcio (o 
en su ausencia, en el caso de PKC n), PSer y dlolelna Ln '.l.1-
t.c.g; esta reacción se lleva a cabo en residuos de serlna en 
las lsoformas a y~ , mientras que en las subespecles ~¡ y 
PII ocurre tanto en serlna como en treonlna. Esta reacción de 
autofosforllaclón se ha asociado con la activación de la en
zima, aunque su significado fisiológico se desconoce. 

La PKC sirve también como receptor para promotores de tumo
res: lvs ésteres de forbol. Estos compuestos dlterpénlcos, 
tal como el tetradecanol 1-forbol-acetato (TPA) obtenido de la 

'. 
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semll la del érbol ~ tl..9.Jil!m, tienen una estructura simi
lar a Ja del dlacl lgllcerol (ver figura 6); se Intercalan ré
pldamente en la membrana activando directamente a la PKC tan
to .lJl 'iJ_tJ:Q como l.!1 '!.1.Y.Q.. Como el DAG, los ésteres de forbol 
aumentan dramatlcamente la afinidad de la enzima por calcio. 
Sin embargo, estos dlterpenos no son r6pldamente metabollza
dos y pueden extender una fase de la respuesta celular usual
mente 1 Imitada. 

La respuesta celular a los ésteres de forbol es por Jo gene
ral blfAslca: la respuesta Inicial Involucra activación y re
distribución de PKC. Sin embargo, la activación persistente 
de la enzima prolonga su asociación a la membrana y resulta 
en su "down-regulatlon" (94,95,96). 

Adem6s de los ésteres de forbol y dlterpenos relacionados, se 
han Identificado otros productos naturales estructuralmente 
distintos que también se unen a PKC con alta afinidad: estos 
comprenden a los lndol-alcaloldes tales como teleocldlna y 
los poi !acetatos tales como apl Jslatoxlna (97). También las 
brlostatlnas, que son Jactonas macroclcl leas aisladas de Bu
~ nerltlca y de otros brlozoarlos marinos, activan farma
cológicamente a la PKC (97). 

La PKC se activa cuando un dlgl !cérido se une a un sitio 
efector de su dominio regulatorlo; esta Interacción es este
reospeclflca, siendo activo solamente el (S)-enantlómero. Los 
estudios de especificidad han mostrado un grado no usual de 
especificidad hacia el esqueleto del glicerol y a las mitades 
hldrofll leas de los dlgllcérldos. La especificidad estricta 
mostrada hacia éstos, contrasta con la conducta de PKC hacia 
promotores de tumores estructuralmente tan diversos. 

En 1989, usando mutantes con delaciones y mutaciones en la 
reglón C1 de PKC~, Ono ll.t .lll. (98) demostraron que la secuen
cia dedos de zinc es Indispensable para la unión 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 hidróge
no a los grupos sulfhldrllo de estas reglones ricas en cls
telna. El DAG exhibe solamente dos grupos aceptorea (éster 
carbonl lo) y un grupo donador (el grupo OH 1 lbre) y entonces 
sólo se puede unir a PKC en una orientación, como lo Indica 
la figura 5b. El TPA, sin embargo, contiene dos reglones con 
grupos aceptares y donadores disponibles. Una es la reglón 
C3, C9 y C20 y otra es la reglón C9, C12 y C13. 

Varios autores (60, 97, 99-101) han realizado estudios de la 
Interacción de los actlvadores con la PKC usando comparacio
nes computarizadas de las estructuras derivadas de rayos X o 
de las calculadas, para di Jucldar los elementos criticas que 
constituyen el farmac6foro de los ésteres de forbol y del 
DAG, a fin de contestar la pregunta de que cómo el mismo si
tio de unión puede ser el blanco de moléculas actlvadoras tan 
diferentes. Todos estos autores, han coincidido en proponer 
un modelo estereoqulmlco en el cual el carbonl lo del C3 y los 
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hldroxl los del C9 y c20 del TPA, son los esenciales para la 
unión con la PKC (ver f lgura 5b) y corresponden a ciertos 
oxfgenos y nltrógenos en otros compuestos. La estructura tipo 
DAG del TPA es Intrigante, poro puede no ser significativa 
puesto que existen otros actlvadores de PKC que no contienen 
una zona tipo DAG. 

Por tanto, la Interacción de la PKC con las 3 zonas hldrofl
l lcas Indicadas, es vista como la "sine qua non" de la acti
vación de la enzima, aunque adicionalmente se requiere tam
bién de zonas hldrofóblcas espacialmente correspondientes 
(101): se sabe que las cadenas de Acldo graso esterlflcadas a 
los C13 o C12, son Importantes 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 hldrofóbl
cas pueden estar Involucradas en la Interacción con fosfoll
pldo, que es absolutamente requerida para activar completa
mente a la PKC (60). 

La actividad del OAG como actlvador de la PKC, asl como su 
afinidad por el la, es al menos 3 órdenes de magnitud menores 
que la de TPA. Esto puede ser debido a que el farmacóforo C3, 
C9, C20 del TPA se ajusta mejor en la reglón rica en clstel
na, que el farmacóforo C1, C2, C3 del DAG (60). 

Este modelo ast~ apoyado por evidencia experimental adlclo
nal: al residuo de asparaglna presente solamente en la segun
da reglón dedos de zinc de la PKC, puede ser esencial para 
una fuerte unión del TPA, puesto que permitirla un puente de 
hidrógeno adicional con el grupo OH del C20 (figura 5b). 
Consistente con esto, el grupo de ono (69) ha encontrado que 
la PKC~, que contiene sólo la primera reglón rica en clstel
na (sin asparaglna), no es activada por concentraciones nsno
molares de TPA (60). 

Finalmente, dentro de la gran variedad de compuestos exógenos 
y endógenos que han sido reportados como reguladores positi
vos de la PKC, existen dos ónlcos ejemplos de moduladores 
que, a diferencia de todos los demAs, son Incapaces de acti
var a la PKC en au~encla de cofactores l.D Y..l..!l:Q. Los dos son 
actlvadores endógenos muy potentes de PKC, éter-amlnofosfo
gl !céridos, que fueron descritos por primera vez como lnhlbl
dores de la activación glucocortlcolde-receptor. Estimulan lo 
actividad de PKC 2-4 veces por separado y 10-12 veces Juntos 
en cltosol de hfgado de rata. La activación parece ser espe
cifica para PKC y ocurre solamente cuando la enzima ha sido 
Inicialmente activada por Ca++, PSer y OAG. Adicionalmente, 
parece que Interaccionan directamente con el dominio regula
torio de PKC pues Inhiben la unión de ésteres de forbol a la 
PKC ( 77). 

O) Caracteres Individuales 

Existen diferencias entre las diversas subespecles de protel
na clnasa C en cuanto a su modo de activación (65,102,103). 
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Las subespectes a y~ son activadas en menor grado por dla
cl lgl lcerol en la presencia de PSer que las especies BI y 
BII, mientras que éstas al timas muestran ademés considerable 
actividad aan en ausencia de calcio (78). 

Una de las caracterlstlcas mAs sobresal lentes de la lsozlma 
~es que puede ser activada La 'll..l.D2 por concentraciones ml
cromolares de Acldo araquldonlco 1 lbre y por algunos de sus 
metabol ltos tales como 1 lpoxlna A; esta activación no requie
re de Ca++ ni de fosfol lpldo. En contraste, las subespecles a 
son activadas muy pobremente por concentraciones mlcromolJres 
de Acldo araquldónlco, mientras que las especies a responden 
a altas concentraciones de él, pero sólo a elevadas concen
traciones de calcio (61). 

Las lsozlmas de PKC del grupo Ca++ Independiente muestran una 
estricta dependencia de la presencia de fosfol !pides (68), 
pero, a diferencia de a, By X, tienen diferente especifici
dad de sustrato, ya que la hlstona H1-IIIS, que es el sustra
to com~n utl 1 Izado In vitre, as fosforl lado pobremente por 
estas lsozlmas, fosforl lande en cambio muy ef lclentemente al 
psaudosustrato modlf lcado (104). Sin embargo, la subaspecle 
~ muestra actividad significativa con hlstona Hl como sus
trato en ausencia de cofactores: esta actividad es muy aumen
tada por fosfollpldo. pero ni DAG ni TPA muestran efecto en 
el la. 

Las subaspecles 6, e y n son activadas potentemente por TPA 
(69). Existe evidencia de que en plaquetas, que ce-expresan 
los subtipos a, B y 5, el TPA en concentración mJcromolar 
transloca dlferanclalmante a estas lsozlmas (57), También, en 
células HL60, la brlostatlna y el forbol dlbutlrato difieren 
en su habl 1 ldad de activar y de translocar a las subaspecles 
a y BII: PKC a as translocada a la membranan plasmAtlca en 
respuesta a brlostatlna, mientras que BII se transloca a I~ 
membrana nuclear en respuesta al éster de forbol (105). 

Exista evidencia de que el a-lntarferon selectivamente activa 
a PKCB a través de la hldrollsls de fosfatldl lcol lna (107). 
Como se menciono anteriormente, la selectividad de la ruta de 
tansducclon hormonal probablemente ocurre a un nivel Ini
cial: de protelnas G o de fosfol lpasas productoras de dis
tintos segundos mensajeros, mAs bien que a nivel de PKC. 

Actualmente, exista muy poca Información sobre las consecuen
cias bloqulmlcas y f lslologlcas de la activación de mAs de un 
tipo de PKC. Tampoco se conoce con precisión la especificidad 
de sustrato !.lJ Y..l.YQ de todas las lsoformas de PKC. Por otro 
lado, como ya se dijo antas, la dependencia de PKC sobre 
Ca++, DAG y fosfollpldo varia con el acaptor de fosfato usado 
en las reacciones L.n 'd..iJ:Q., lo que solo ha hecho posible la 
comparación entre los miembros de la faml 1 la de PKC bajo 
condiciones 1 imitadas. Es posible qua las distintas subespe
cles de PKC respondan dlferenclalmente a actlvadores Lo 'Ll..llQ, 
pero el problema recién mencionado, Junto con el hecho de que 
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las preferencias de sustrato y de actlvadores puedan ser el 
resultado de la distribución diferencial en varios tipos ce
lulares asl como de la compartamental lzaclón dentro de la 
misma célula, deja en el presente Importantes preguntas por 
contestar en cuanto a los mecanismos de activación lD. IÚ..'LQ de 
cada lsozlma de PKC. 

E) Sustratos de PKC 

Las protelnas que son capaces de servir de sustrato a la pro
telna clnasa e normalmente contienen amlnoacldos bAslcos en 
el lado carboxl lo terminal adyacente al residuo de serlna o 
treonlna a ser fosforl lado (107, 108, 109, 110). 

La razón por la cual un sustrato puede Influenciar el reque
rimiento de cofactoras para PKC se desconoce, y tampoco est6 
claro si tiene significado fisiológico. De acuerdo a esto, 
los sustratos se han claslf lcado en tres categorlas: A) aque
l los cuya fosforllaclón no requiere de cofactores, como la 
protamlna, B) sustratos como la protelna miel lna b6slca, po-
11-Lls-Ser o poi 1-Arg-Ser, que requieren solamente de la pre
sencia de fosfol !pido, y C), sustratos como hlstona, troponl
na y la cadena 1 lgera de la mloslna, que requieren la presen
cia de Ca++ y de fosfollpldo (78). 

Hasta el dla de hoy, se ha reportado una gran cantidad de 
sustratos para PKC, Sin embargo, no se sabe si todos ellos 
son sustratos fisiológicos. Se han encontrado en mOltlples 
sistemas celulares, dos protelnas que se fosforllan por la 
activación de PKC In vivo: uno es la gl lcoprotelna 6clda de 
80kDa (111) y la otro es la protelna denominada "MARCKS" 
(sustrato de clnasa e rico en alanlna, mlrlstollado), utili
zados frecuentemente como Indice de la activación de PKC 
(112); pero aunque estas protelnas se han caracterizado a ni
vel molecular, su función precisa es obscura, asl como tam
bién el tipo de PKC que las fosforlla. Entre los dem6s sus
tratos que se conocen para PKC astan los siguientes (60, 
113-119): 

a) Protelnas receptoras: receptores a1 y B-adrenérglcos, 
receptor para factor de crecimiento epidérmico, receptor de 
Insulina (la treonlna 1336 de la subunldad B), receptor de 
transferrlna, receptor de somatomedlna e (IGF-1), receptor de 
lnterleuclna 2, receptor para factor de crecimiento derivado 
de plaquetas, receptor collnérglco nlcotlnlco, y receptor de 
IP3. 

b) Protelnas membranales: ATPasa de calcio de la membra
na plasm6tlca, ATPasa Na+/K+, canal de Na+, lntercamblador 
Na+/H+, transportador de glucosa y protelnas G. 

e) Protelnas contr6ctl les y del cltoesqueleto: cadena 
ligera Y pesada de la mloslna, troponlnas I y T, vlncullna,. 
fllamlna, y protelnas asociadas a mlcrotubulos. 

d) Enzimas: glucógeno fosforllasa clnasa, glucógeno sin
tasa, fosfofructoclnasa, P-hldroxl-B-metl lglutarll-CoA re
ductasa, tlroslna hldroxl lasa, NADPH-oxldasa, cltocromo P450, 
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guanl lato ciclase, adenl lato clclasa, fosfol lpasas C, 
DNA-matl lasa, factor de Iniciación 2. 

el Otras protelnas: Topolsomerasa II, protelnas no hls
tónlcas HMG 14 y 17, hlstonas H1, H2B y H4, protelna rlboso
mal 65, flbrlnógeno, pro-tromblna, GABA modul lna, fosfolam
ban, protelna miel lna béslca (MBP), lamlnlnas A y By 1 lpo
cort 1 nas. 

F) lnhlbldores de PKC 

Existen varios moduladores negativos endógenos de PKC. Y. 
Hannun y R. M. Bel 1 (120), descubrieron que la esflngoslna 
derivada de la hldról lsls de glucoesflngol lpldos de membrana 
por acción de la esflngomlellnasa, es un lnhlbldor potente Y 
reversible de la actividad de PKC. Las caracterlstlcas es
tructurales criticas de la esflngoslna como lnhlbldor, son la 
amina primaria y el carécter hldrofóblco (120). También los 
1 lsoesflngollpldos Inhiben reverslblemente y con gran poten
cia a PKC (vor figura 3). Sin embargo, los lnhlbldores endó
genos mAs potentes que se han reportado hasta el momento, son 
protelnas que unen calcio: una de 17 kDa aislada de hlgado de 
rata y de otros tejidos (121), y otras protelnas de 29-33 kDa 
que tienen slmll ltud en la reglón carboxl lo terminal con la 
famll la de las llpocortlnas (122). 

otros lnhlbldores de la protelna clnasa e que han sido repor
tados Incluyen: dlbucalna, clorpromazlna, adrlamlclna, vera
paml 1, ami lorlda, tamoxlfeno, bl 1 lrrublna, palmltol lcarnltl
na, derivados lsoqulnol lna-sulfonamlda (H7), poi lmlxlna B, 
staurosporlna (123), gossypol, tloésteres ~e Ido gra
so-sel 1-CoA (124), sanglvamlclna (125), y derivados de acrl
dlna (123). 

Se sabe que H7, staurosporlna y sanglvamlclna, actOan como 
lnhlbldores competitivos con respecto al ATP y que los deri
vados de acrldina se comportan como lnhlbldores no competiti
vos también con respecto al ATP. Los poi lsacérldos sulfatados 
tales como pentosén poi !sulfato (PPS) y heparlna, son otros 
potentes lnhlbldores de la PKC: PPS es lnhlbldor competitivo 
con respecto al ATP y no competitivo con respecto a hlstona; 
en contraste, la heparlna Inhibe a la PKC competltlvamente 
con respecto al sustrato proteico y no competltlvamente con 
respecto al ATP (126). A excepción de estos lnhlbldores, 
existe muy poca Información sobre los mecanismos de acción 
por los cuales los demAs compuestos mencionados afectan la 
actividad de la PKC, lo que ha 1 levado a suponer que la mayo
ria de estas moléculas perturban la blcapa 1 lpldlca, Inhi
biendo como consecuencia a la PKC no especlflcamente (123). 

G) Funciones de la PKC 

La versatll ldad bloqulmlca, asl como la Importancia que tiene 
esta clnasa para Inducir gran variedad de respuestas celula
res os sorprendente. La diversidad de funciones en las cuales 
se ha Involucrado a la PKC, puede estar relacionada con la 
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capacidad de activar maltlples especies moleculares de el la, 
aunque en la actual ldad, como se ha reiterado, existe muy po
ca Información sobre este aspecto. 

Una de las principales funciones de la protelna clnasa C es 
la de regular tanto positiva como negativamente la Interac
ción de ciertos receptores de la membrana con componentes del 
aparato celular de transducción de seAales. cuando el control 
que ejerce es positivo, ocurre una potenciación de la res
puesta que se produce al estimulo dado, pero puede ejercer 
también un control negativo de "feedback" sobre varios pasos 
en los procesos de transmisión de seAales, produciendo enton
ces diferentes tipos de desenslbll lzaclón, es decir, respues
tas disminuidas a estlmulos subsecuentes en el sistema bajo 
control. Por ejemplo, en hepatocltos de rata, la activación 
de PKC conduce a la lnactlvaclón de la glucógeno slntasa 
(127 ), al bloqueo de las acciones a1-adren6rglcas por fosfo
rl laclón del receptor a1-adrenérglco (113), a la desenslbll 1-
zaclón heteróloga de adenl lato ele lasa por la Inhibición de 
las acciones de Gs (14, 128), y al bloqueo de la función de 
GI a través de la fosforl laclón de aGI (129). 

Todas las formas de acción ejercidas por la PKC pueden operar 
tanto a corto como a largo plazo. Entre los diversos proceaos 
celulares que modula la PKC produciendo respuestas rlpldas, 
estln las siguientes (130, 131, 132, 133): 

- En sistemas endócrlnos, secreción de aldosterona, pro
lactlna, catecolamlnas, lnsul lna, hormona del crecimiento, 
calcltonlna, hormona lutelnlzante, tlrotroplna, hormona para
tiroidea y hormonas pituitarias. 

- En sistemas ex6crlnos, secreción de ami lasa, muclna, 
pepslnógenos, leido gAstrlco y surfactante. 

- En el sistema nervioso, 1 lberaclón de acetllcollna, do
pamlna y de otros neurotransmisores. 

- En sistemas musculares, contracción y relajación de mas
culo llso. 

- En sistema Inmune, 1 lberaclón de hlstamlna, 1 lberaclón 
de serotonlna, 1 lberaclón de enzimas 1 lsosomales, slntesls de 
elcosanoldes, agregación plaquetarla y activación de 1 lnfocl
tos T y B. 

- Otros sistemas y procesos metabólicos: 1 lpog6nesls en 
adlpocltos, esteroldogénesls. 

- Transporte de Iones a través de la membrana: regula la 
acción de la ATPasa de calcio de la membrana plasmAtlca, de 
la ATPasa de Na+/K+, del canal de Na+, del lntercamblador 
Na+/H+ y del transportador de glucosa. 

Dentro de las respuestas a largo plazo moduladas por la acti
vación de la protelna clnasa C estAn la slntesls del DNA y la 
regulación de la expresión de ciertos genes como el que codi
fica para lnterferón (134), lnterleuclna 2 (65), la or~l
tlna-descarboxl lasa (135), la hlstldlno-carboxllasa (136), 
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calcltonlna (137), prolactlna (138) y de los proto-oncogenes 
c-myc, c-fos y c-Jun (142, 143, 144). También, la fosforl la
cl6n de protelnas catallzada por PKC ejerce profundos efectos 
en los procesos de prollferacl6n celular, desarrollo y dlfe
renclacl6n (65, 139, 140, 141). 
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IV. OBJETIVOS 

El presente trabajo tiene como objetivo general estudiar la 
base molecular de la desaparición de la actividad de Ja pro
telna cJnasa C Inducida por ésteres de forbol. Para el Jo, 
utll Izando como modelo experimental al hlgado de rata, se 
plantearon Jos siguientes objetivos particulares: 

- conocer cuAntos y cu&Jes subtipos de PKC se expresan 
en hepatocJtos de ratas Wlstar y zuckar. 

- Determinar qué efecto producen los 6steres de forbol 
sobre la actividad de la PKC tanto de ratas normales 
(Wlstar o delgadas Zucker) como de ratas con una supues
ta acción deficiente de PKC (Zucker genéticamente obe
sas). 

- caracterizar cómo ocurre y a qué se debe Ja desapari
ción de Ja actividad Inducida por ésteres de forboJ. 
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V. MATERIALES Y METODOS 

La metodologla empleada en la ejecución de los presentes 
experimentos se halla descrita en los artlculos que se prepa
raron como parte Integral de esta tesis, y que aparecen 
Incluidos en la sección de resultados. Se menclonarAn también 
tres técnicas que no fueron usadas en dichos trabajos, y que 
por tal motivo se descrlblrAn a continuación: 

Tratamiento con ésteres de forbol lD lL.L..tl:.Q.- Los hepatocltos 
fueron aislados y homogenlzados como se describe en los tra
bajos. El sobrenadante obtenido de la centrlfugacl6n de este 
homogenado, denominado "'extracto crudo", se Incubó a 4• e en 
ausencia o presencia de las concentraciones Indicadas de los 
ésteres de forbol o de dlolelna durante 5 minutos antes de 
ser aplicado a DEAE-celulosa, a fenl 1-sefarosa, o de tomar 
allcuotas para medir la actividad de la PKC. 

Cromatografla en fenll-sefarosa.- El extracto crudo, o la PKC 
elulda de una columna de DEAE-celulosa, se 1 levó a una 
concentración 1.5 M de NaCI y se apllcó a una columna de fe
nll-sefarosa previamente equl 1 lbrada con amortiguador 
Trls-HCI 20 mM- 0.5 mM EDTA - 0.5 mM EGTA pH 7.5, adicionado 
con 0.1 mg de lnhlbldor de trlpslna y con 50 mM 2-mercaptoe
tanol. Después de lavar la columna con el mismo amortiguador 
(8 veces el volumen de cama), se eluy6 la PKC lavando con es
ta misma solucl6n pero sin NaCI, o bien, con un gradiente 
continuo de NaCI de 1,6 a o M. 

Efecto de antioxidantes sobre la actividad de PKC.- El 
extracto crudo obtenido del homogenado de hepatocltos, fue 
Incubado durante 15 minutos lD 'll..1r.Q en presencia o ausencia 
de 1µM TPA y de las concentraciones de antioxidantes Indica
das, a 4" e y en obscuridad, 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 activi
dad de PKC segOn se describe en el trabajo 1. 
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VI. RESULTADOS 

Los resultados obtenido• durante la real lzaclón de esta tesis 
fueron dados a conocer en 1991 en: 

1.- Robles-Flores, H., Alc6ntara-HernAndez, R. and Garcla
SAlnz, J.A. (1991). Dlfferences en phorbol eater-lnduced 
decreasa of actlvtty of proteln klnase e lsozymes In ret 
hepatocytas. Blochlm. Blophya. Acta 1094: 77-84. 

2.- Gercla-SAlnz, J.A., AlcAntara-Hern6ndez, R., Ro-
bles Flores, H., Torres-HArquez, H.E., Hassll Ion, D., 
Annabl, B. and Van de Werve, G. (1991), Hodulatlon by 
proteln klnaae e of the hormonal reaponalveness of 
hepatocytea from lean (Fa/fa?) and obeae (fa/fa) Zucker 
rats. Sometido a publlcaclón an Blochlmlca et Blophyslca 
Acta. 

Se Incluyen ademAa después de 
datos no publicados, que se 
resultado•. 

estos trabajos, 5 figuras con 
dlscutlr6n Junto con los demAa 
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Differences in phorbol ester-induced decrease of the activity 
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K.cy11oords: Pro1einkin.a1oeC;PholboJcutr;fc.nl)'mcdtattiY1lion 

Two ••In forms of proteln ldnHe C (PKC) KtMty were found In ni hepalocytes uslna DEAE-ttllulose 
cbroaaloanipby: PKC 1 .ad PKC 2. Tre.11111enl or ctlls wllh 1 pM 12-0·telradtcanoylphorbol ll-8Cd9te (TPA.) for 
15 •In nwed • ••rUd loas of PKC 1 actlvlly ancl onb' • small lo11 of PKC 2 ttelMIJ. ll)'droXJ•p&tlle C'Olumn 
d11v111atoanphy resolved PKC 1 lnlo lhrtt dlstlntt pukl la, lb and le, and PKC 2 lnlo tour ptalu :z., 2b. 2c and 
ld. l•munoblol anab'sl• wUh lsozyme-lptdfk: •onocloul anllbodles ldentlfttd peak la as PKC-P and ptak lb H 

PKC.o; IH otbtr peaU of 1ctMty were not kkalllled. Treataent wtU1 TPA provobd • Ion of •dlvlly ol peaU lb 
(PKC-cr) and k, whereas peak la {PKC-p) adlrilJ ••• not atrected. The peakl of ac:llvltJ comspondlna to PCK 2 
dld not show IRJ ....tor chan¡e due lo TPA lreat111ent except peak 2d tbat drc:~aHd. The apparenl dlsappeanince 
of PKC biatone-k.luse IKttvif)' lnduttd by TPA was •lso oblerved u1ln1 otbcr 1ub1traln (prolamlnt or "lnculln). 
n. TPA·laiduad dKnase la adbll)' occun la a Ume-dcpendmt and doK-depeadent ruhion. ffown'er, lhe 
tlme-couna. the extnl of dtplctlon aad lhe poleacy order or phorbol esten In lnductlon of aa actlvll)' d~rease In 
t1M two ll'lllPI of ldorms nlllblled substaalial dltrnuct1. 

lntroduttktn 

Protcin kinasc C (PKC), has emerged as a major 
componcnt or lransmcmbranc si¡nallin1 systems ( 1,2). 
Thc cnzymc is dcpcndc:nl on Ca~+, phospholipid and 
diacyl¡lyccrol (DAG) for ils ac1ivity and is cncodcd by 
a mulli¡cne ramily which comprisc at lcast 5'-'VCR fonns 
wi1h subtlc individual difícrcnccs in cnzymolo¡ical bc
h•vior (3-6) rcsponsivcncss 10 Ca1 

• and phospholipid 
(7] and lissue dislribution (S,8]. PKC also has bcen 
defincd as lhc major tumor·promotin¡ phorbol cstcrs 
rcCC"plor (9,10]. Phorbol cstcrs are structural analogs or 
DAG chal activacc PKC dircclly bolh in vivo and in 
vitro (rcvicwcd in Rcf. 11). 

Rat brain PKC can be 1csolvcd by hydroxyapa1i1c 
column chromato¡raphy inlo lhrcc fraclions, typcs 1, 11 

Abbreviiilions: PKC, p101e1n kinue C; TPA, 12-0-lelrade• 
talNJ)•lphorbol ll·acelale; 4·0·mi·TPA, 12-0·tcln1drtanoJlphc:nbol 
J).acc111c 4-0·mclhyl ether; PDBu, phorbol l2.IUibutyr11c. 

Connpondcncc: J.A. G11rcÍ4·Si1nr, lnHituto dt Fisiolual• Cclul.u. 
Univenid•il N•tional A111ónom1 de Mi11icu. Ap. Pu=ol•I 70.2411. 
o.mu Mi~iw. D.F .• Muiro. 

and 111 which havc thc struclures or y. p (lfl and IJJI) 
and a ~qucncc, rcspcctivcly (3.6). In rat livcr, only 
typc 11 (p) and 111 (a) PKC isozymcs havc bcen found 
(8,12-14). Howcvcr, thc spccific pathways in which 
cach oí thcm runction are yct poorly dcfincd as it is lhc 
rcason Cor the cxistcncc of so many ditrcrcnt isozymes. 

Tumor-promotina phorbol cs1e1s elicil a larac vari
cry of biolo¡ical rcspon!>es in tiMue~ and culturcd cclls 
(2,11,12). The cellular response lo such a¡cn1s is acncr
ally biphasic. Thc inilial rc~ponsc involvcs activalion 
and rcdistribu1ion of PKC. Howcvcr, prolonaed ac1iva
tion or thc enzymc rcsults in its down-rc¡ulation (dc
plction), the membranc form or thc enzymc bcing 
more susceplihlc to protcolylic degradacion [IS). 
Down-rcgulalion of PKC acli1"ily induccd by prolon¡cd 
trca1mcnl with thc polen! tumor-promotcr TPA has 
bccn cxlensivcly rcporlcd in a varic1y oí ccll lypes 
(16-18). Recen! cvidencc has also shown lhat a brief 
trcacmcnl (2- IS min) with TPA may quickJy dcplc1c 
thc actMly or somc PKC isozymcs in KM3 ccll~ (18] 
and in rat 1-fibroblasts, bovinc adrcnocortical cclls and 
human lymphoid cclls 119). 

As in many other syslcms, it has bccn shown that 
trcatment oí intact hepatocytcs with TPA, induces 
wilhin minutes a shiít in the subccllular distribution of 
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PKC loward!io lhc mcmbranc a!>.-,ociatcd form ( 13,211.21]. 
Hu"'c\·cr. quanlitalivc .. 1udic!<> indicatc th:11 part of thc 
101al ccllular PKC acti\'il}· was Jo.\I during thc proccss. 

Wc im·cstigatcd thi~ phcnoml.'nun ami fountl 1ha1 
lotal PKC activit)' írom unlrcatcd .md phorbol c!llcr
trcatcd rul hcpa1ocytcs can be scparatcd intu 1wo 
groups of isozymcs using DEAE·ccllulosc chromatog· 
raphy; rur1hcr rcsolution of cach oí them on hydroxy· 
apadlc chromatography rcsulled in thrcc and four 
pcaks of activity, rcspcctivcly. Wc also show hcrc that 
thcsc peak:s of PKC <1ctivity cxhibit subs1an1ial diffcr
cncc!i. in thcir phorbol cster-induccd dccn:ases in activ
ily. 

Erperfment111I procrdures 

4a-Phorbol, 12·0·tctradccano)'lphorbol 13-acctatc 
(TPA), phorbol 12,13-dibutyratc (PDBu), J2·0·tctradc· 
canoylphorbol 13-acclale 4-0-mcthyl ether (4-0-mc· 
TPA), hislone Hl-lllS Uysine rich), prolamine sulfalc, 
phosphalidylscrine, Trilon X-100 and J,2-diolcin wcre 
obtained from Si¡ma Chcmical Co. Colla¡cnasc (Type 
JI) was from Coopcr Biomcdical, h·nP}ATP was pur
chascd from JCN Radiochcmicals, DEAE-cellulosc 
(DE·S2) was from Whalman and h>·droX)'apatile was 
from Calbiochem. O!hcr rcaacnts wcrc of analytical 
aradc. Vinculin was purificd Crom chicken aizzard as 
dcscribcd by Fcramisco and Burridac (22) up 10 1he 
DEAE-cc:llulosc str.p. Murinc monoclonal antibodics 
to PKC isozyrncs wcre from Scika¡aku Kol}'o Co. and 
aoal anli·mousc JaG·alkaline phosphaiasc conjugatcs 
wcrc from Bio-Rad, 

fcmalc Wistar rats (200-250 g) fcd ad libilum wcrc 
uscd. Hcpatoq.tcs were isolatcd by lhc mcthod of 
Bcrry and Friend (23). holation, washina and incuba· 
lían of the cclls wcrc pcrformcd in Krcbs-Rin¡cr bicar· 
bonatc buffer, saturated wilh 0 2/C02 (9St;C :5%) (pH 
7.4 at 3'79C). Frcshly i~lalcd hcpatocytcs wcrc incu· 
batcd Clriplicatc dctcrminalion~. final votume 1.0 mi, 
ccll conccntration 150-200 m¡ (resh wei¡ht/ml) in the 
abscncc (vehiclc) or prcscnce of phorbol estcrs for IS 
min or thc time indicalcd. Al thc cnd of thc incuba· 
tion, cclls werc ccnlrifu¡cd and washcd lhorou¡hly 
thrcc times with Krcbs-Ringer bicarbonatc buífer. 

Afler washin¡, thr. cclls wcrc rcsuspendcd in 1 mi or 
ke-cold buffer containin¡ 20 mM Tris·HCI (pH 7.5), JO 
mM EGTA. 2 mM EDTA, 0.5% Triton X·IOO, 50 mM 
2-mcrcaplocthanol and 0.J m¡/ml trypsin inhibitor. 
Thc tells wcre homo¡cnizcd wilh an ullralurrax for 20 
s, and 1he homugcnalc was maintaincd at 0-5•c for 30 
min befare bcing tcntrifu¡cd al 28000 xg for :?O min. 
AlmO<il no PKC ac1ivity was o~rved in thc pellcts 
from conuol or TPA-ucatcd cells and thcy werc dis
cau.lcd. Aliquots (640 µU of the supcrnatanb írom this 
cen1rifuga1inn designatcd 'crude ex1ratts', Y.ere dilutcd 
wilh 3 vol\, of 'column buffer' (20 mM Tris·t-ICJ, SO 

'· 

mM 2-ml!rcap1oc1hanol, pH 7.51 and applicd 10 
DEAE·ccllulo\c cnlumn~ f 1 mi bcd \olumc) that had 
bccn prcviou:-.ly e4u11ibra1cd with 'column buffer' at 
·l'C. Aflcr washing with column buffer 18 m!J. thc PKC 
uclivi1y Y.U\ clutcd ba1chwhc fint Y.ith .i / :! mi uf 
column buffer cnn1aining 0.08 M NaCI. 2 mM EDT A 
and 0.1 mg/ml tryp:-.in inhibitor. and 1hcn with :? .,,, :? 
mi of culumn huffcr containin¡ 0.25 M NaCI. 2 mM 
EDTA and 0.1 mg/ml tryp~in inhihi1or. lJ'iing thi., 
chromatography sys1cm, two pcaks of PKC wcrc clulcd, 
1he first al 0.08 M NaC.1 and thc 'ccond al ll.25 M 
NaCI (scc Fi¡. 1), Thc poolcd PKC (1 or 2l frm.:tion., 
rrom DEAE·cellulosc werc conccntratcd to 1 mi with 
an Amicon concentrating sy~tcm (YM·3U mcmhrancl. 
The conccntratcd fractions .,,,ere dialy1cd again't buffer 
A (0.02 M pola\sium phosphatc fp!I 7.51. O.~ m~ 
EDT A, 0.5 mM EGTA. JO mM :!-mcrcaptocthanl. JIJlf 
(v/v} ¡lyceroO bdorc applyin¡ it to an h)·droxyapatile 
column (1.5 X 5 cm) equilibralcd with the ume buffer. 
The column was wa~hcd wi1h 65 mi of buffer A and 
prolein kina\c C isozymes wcre cluted with a 70 mi 
linear conccntralion gr.1dicnt C0.0:!-0 21'1 M p111a~'ium 
phmphalc) ata now ratc or JO ml/h. Fraclmn., or :.3 
mi wcre collcLtcd and as\a}cd lur l'KC <.tethn). 

PKC activity was o.ssaycd by mcusuring the incorpo· 
ra1ion or np from ( ,.. 11 PJATP into Hl·lllS hhtonc Cor 
inlo protaminc or \.inculin as indicalcd). Thc reaclion 
mixture (250 µ1) conlaincd W mM of Tris-HCI lpH 
7.5), S mM magncsium nitralc, !'iO µ&o( HI hislonc (or 

u 
lf. 

.. NaCI 

FRACTION NUMBER 

Fil l. DEAE-ccll.ilosc column cbrom.itosuph) of PKC írum ul 
hcpalu..")1cs. llcpatoq1c\ wcre incubalctl ""ilhoul (p•nd Al or ""Uh 
lp•ncl 811 pM TPA ;il J7"C far I~ min. llic ccU1 <1erc ""'ª'hcd .1r11J 
PKC wu parllalh punlicd on Dl:.AE·L-elluloie chrom.1h1¡tnph~ 
PKC 11t1ivily wu clu1cd rin.I wilh buffer L"Unt11nin1 11.ll!i M N.iC1. 
thcn with 0.25 M N.ia antl hnally wilh º·' M Na<.1. Ahquoll o( lhc 
fractions wcrc a•~ycd far PKC ac11111) 1n !he rrocncc oí 1 ·rho.rh•· 
1itl1li.crinc c:n µ~/mil. 1 . .!·tl1.1lc1r. Wll 1-11.·m11 anJ l".1CI: o.~ mM 
C ~. 6 I "' 1n 1hc prc>rn.:.• uf LOTA !I ~ mM t•. • 1 \"~rhc.il lin,, 
1cp1c..:nt1hcSE.\t.h•rfuurc•pcr11nc111'u>1n¡tl1frcrcn1nllrrq•.1· 

r.11iun.. 



511 µg ur prolilmim: i.ulfalc ur :?1.10 µgol \·inculin). llJ 
µM h··'=pJ,\TP f8UO cpm/pmoll, 5 µg phmp/rnlidyl
scrinc. O.:? µg l.:?·diulcin. 0.5 mM CaCI: ¡md lhc 
approprialc nmou111" of cnzymc. Blank incubalion wa'ii 
pcrformcd by rcpl<1ci11g CaCI: wi1h 11.5 mM EGTA 
wi1hou1 addition of lipids, Ac1ivily was alM> as!taycd 
wilh CaCI. alonc (wilhoul lipids) and was practically 
lhc samc a~ lhal ohtaincd from blank incubations. For 
thc in vi1ro activation cxpcrimcnts. 5 µg phO'iphatidyl
scrinc. JO µM CaCl 2 and !he indicatcd conccntrations 
or phorbol cs1crs instcad oí diolcin wcrc uscd. Aftcr a 
4 min incubalion at JO"C, lhc rcaction was stoppcd b)' 
thc addition of 2 mi oí25% trichloroacctic acid and 0.1 
mi of 1% albumin; thc prccipitatcs wcrc collcctcd and 
washcd onto glass microfibcr filtcrs. Activity obtaincd 
rrom blank incubations was sutislractcd from che ac1iv
ity obtained in thc prcscncc of Ca 2 • and phospholipid. 
PKC aetivi1y is c.11prcsscd as pmol/ms of hcpalocylc 
wet wcight in 4 min. Under thc conditions cmploycd 
lhc activity Wa'i linear with rcspec1 to lime and proteln 
conccntration. 

Samplcs containing PKC activity of cach peak werc 
scparatcd by IOt;C SDS-PAGE íollowcd by clce
lrophorclic transfer lo nitrocdlulosc memhrnncs ª" 
rccommcnded by Towbin et al. (24}. lmmunoblots werc 
pcríormed using spccific monoclonal antibodics against 
rabbil brain PKC isozymcs and affinity·purified goal 
anli·mouse lgG anlibodics conjug111cd lo alkaline phos· 
phatasc. 

Rnulls 

In arder lo examine the crrccts of TPA on PKC 
activity, íreshly isolaled rat hepatocyte\ werc incuba1ed 
in 1hc absencc (\'chicle) or prcscncc of 1 µM TPA íor 
15 min and the total PKC adivilY from lhcse cells wcre 
analyzed. Fi¡. 1 shows the clution profilc of PKC 
ae1ivi1y upan DEAE·cellulose rolumn chromatography. 
Two distinct cnzymc rrac1ions wcrc cluted from con1rol 
cclls (panel A): une major peak at 0.08 M NaCI and 
anothcr smallcr onc al 0.25 M NaCI. Esscntially 1he 
samc resul1 was oh1ained when a linear conccntration 
aradicnt (0-0.S M Naa> was employcd (not shown). 
Rcmarkah!y, il Wa'.'i íound that 1hc rumor promoler al 
thi!<> .concenlralion induccd lhc ncar disappcarance of 
lhc first peak oí PKC acli\ily, \\hercas thc second one 
was affccled lo a much lcsscr dcgrcc (fig. 1 panel 8). 

To analyzc fürthcr the PKC 1 and PKC 2 isoforms 
cluled írom DEAE-ccllulosc, and to cvaluate thc pos
sihility Chal lhc shorl T?A treatmcnt may sclcclivcly 
deplcte thc activitY of only certain PKC isozymcs, 
DEAE-ccllulosc column efnucnts werc resolved on 
hydroxyapatitc column chromatogrnphy. As can be sccn 
(Fig. 2AJ. 1his proccdurc scpar:11cd PKC 1 írom un
lrcalcd 1.·onlrol hcpatocytcs intu thrcc distincl pcnks 
fas !<>hn>\'n prcviou .. !y by Azhar et al. J25)l de!tignatcd 
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Fi1. 2. Scpar11k>n or 1hiee ltozymic rorm' of protein kinHc C from 
PKC 1 by hydr~apali1c column chmnu.101raphy PKC •c:t1vi1y "-' 
eluled wilh • lineu t'011ccntration ¡r11licn1 of po¡n\lum ph<Xph11c 
(0.02·0.2! MI. Aliquo11 of lhc fr•c:tioiis werc awi)~d for PKC 
ac:tiYily undcr 111ndard condi1klr11. AclMI)' plolled rcprcscnl1 !he 
difference beiweco 1hc 1cl1Vily oh1a1ncd in lhf prc1cnct or coficton 
m1nu1 lhal ot111incd in lhc1r abscncc. hui ron1ainin1 EGTA. Panel A 
repnscn11 lhe elu1ion pmlílt oblained frmn control unuca.tcd tclb. 
and panel D 1ha1 obtaincd rrom hep110Q1es int"Ubalcd ,.¡,h 1 "M 
TPA for U min. Dala hom thc !Wo pand1 wcrt otdained from 1he 
umc tell prep.iroihon and runnin1 1he eolurnns in puallcl. The dala 

1re rcpre~n1a1M of íhc Uperimcn11 ob1ainin1 1imilar dal.i. 

la, lb and Je. Thc peak activilies, eluted from hydroxy
apatilc column al approx. 0.07 M (la). 0.13 M (lb) and 
0.20 M (le) potassium phosphate. 

Comparison of this elution prome with thal oh· 
taincd from hcpatocytes treated Yrilh 1 µM TPA for 15 
min (Fig. 28), by cstimating the changc in caeh peak 
arca, indicated that phorbol ester treatmcnl provoked 
a drastic loss of ac1ivi1y of isozymcs lb (9Jt.(, n- 5) 
and Je (98%, n • 5). whereas i~form Ja rcmaincd 
unaffcc1ed. Thc rccovcry of tola) acti\'ity artcr thc 
h)•dro~apatile column varied from expcrimenl to c.11· 
pcriment. Howevcr, Che elution proriles and lhe cffcct 
of thc phorbol C!tler wcre ronsislcntly observcd. Thc 
clution posilion from thc hydroxyapatite column of 
peaks la and lb corresponds, rcspecli\cly, 10 cypc 11 
CPKC-.(ll and typc 111 (PKC-a) dcscrihcd ticforc for rat 
livcr (8,IJ}. In order lo confirm this ~e pcrformed 
immunoblot analysis of the rra,;iions whh highcr PKC 

il. 
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actMty usins 1ypc-spcdfk monoclonal anlibodie!>, As 
can tic secn in Fig. 3, lhc monoclonal antibod)' again<>I 
PKC-a dc1cctcd a pcp1idc or approx. 82 kDa in the 
fine corrci.ponding to peak lb. Simiforly, lhc antibody 
against PKC·P idcntificd a major band of 82 kDa in 
1hc lim: corrcspomling to peak Ja. Whc:n lhc wholc 
pcaks (ralhcr lhan thc fractions wirh highcr activily) 
wcrc emplo)cd sorne cross C1Jntamina1ion was ob· 
servcd. Peak le was not idcntiricd by lhcsc antibodics. 

Rcsolulion of PKC 2 from control cclls on hydrol()'· 
apatitc {Fig. 4A). showcd at lcast four pcaks of activity, 
cluting approlt. at 0.09 M (2a), 0.12 M (2b), 0.17 M (;!e) 
and 0.23 M (2d) potassium phmphate. In sorne cxpcri· 
mcnts anothcr small peak was apparcnt at 0.04 M 
potas.~ium pho~phatc. but il was not consis1cn1ly oh· 
scrvcd. In cclls 1rca1cd with 1 µM TPA for 15 min 
(Fía. 48). thcrc "'ªs no significan! luss of aclivily in 
pcaks 2a, 2b and :!e, and only in peak 2J a dccrcasc in 
aclivily of 50% was obscrvcd on thc basis of quanlila
tivc cstimation of 1hc changc~ in peak arcas for each 
one. Howcvcr, it was \·cry difricull to analyzc quanlila· 
livcly rhe loss in activity wilh rcspccl 10 conlrol PKC 2 
isofonns from un1n:atcd cclls, bccausc allhouah lhc 
rccovcry or ac1ivi1y was usually llOOfJ írom lhc hydroxy
apa1ilc column chromalography !.ICp (40-50%), il was 

ANTI PKC .e ANTI PKC p 

e b a e b o 
Fia- 3. lden1ific11ion ol protcin kin1sc e i~mnn by immuno
bloetin1. FrKtion1 írom h)'drol)"1pallte wlumn chroma101r1phy •ere 
wparated by SDS·PAGE 1nd u1n1krred lo nilroccltulme mc'm· 
branu. lmmunoblot 1nalysi1 w11 Wnc wllh monoclonal an11bodic' 
1&1iMt type a enl)111c or type p enzymc and d~elopcd with alltlline 
photph1l1.11C-coaju111cd aecond anlibod). t...nu cur1npondin1 In 
eaeh peak la, lb orle írom control n-111 and the posi1ion1 of 
molecular wei1ht ll1ndard1 ur indica1rd. Thc amount of prutcin 
•u 15 l'I for e:t(:h lane: thc 1e,utt 1hown 11 rcprci.cnlilll\c of thrcc 

lndcpendcntupcrimcnu. 
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fi(. -4. Scparation of il0l)mc1 of proldn ki11111c C from PKC 2 by 
h)'dtm)'apalitc column chrom1.l09raphy. PKC activil)' wa' clutcd 
"Wilh a linear con"ntniliori 1rad1cnl of potasiium phmphale lO.O.? ID 
0.28 M). AliquD11 of thc frae1ion1 wcrc alll)'Cd '°' PKC actnoil)' 
undcrH11rKl1rdmnd11iuni.At11\.it)'pln11cdrcJKc!ICnll1hc1.hftcrcnce 
bctwccn lhc •tli•11Y oblaincd in lhc prcscnce of rofactun minu' lhal 
ob1aintd in thcir al>\cnce bu! cunt.iimq EGTA. Panel A rcptc\Cnh 
1hc cluuon pmfilc ubtaincd from rontroJ untrcattd ccll.., and p.1ncl 
8 1hal oh1.iintd frum hc~I0()1CI in.:uN11o:d with J ,.M TPA for I' 
mln. Data from thc tWU panel• •ere obtaincd from thc umc i:cll 
prrparalion and lllnnin( 1hc cofumni in p.¡rallcl Tbc W..11 are 

reprcw:ntatne "' frvc c•pcmnenb ubta1nin11,im1l.ir data. 

not always c11.actly thc "lame for cach culumn c\'CR whcn 
running in parallcl. Morcm·cr. 1hc TPA·induccd fCK'i in 
activity or PKC 2 as a wholc is nol al ali as dramatic as 
it is for isozymc .. of PKC 1. in which two of lhc pcaks 
or activity are practically 'crascd'. Thus, in ordcr to 
ovcrcomc 1hi( problcm, we dccidcd lo work henccfnr1h 
with thc PKC l and PKC 2 oh1aincd from DEAE-ccl· 
lu/osc stcp. 

11 has bccn rcportcd thal cxposurc or rat 1-fibrob· 
las1 [19} or BC3H·I myocyrcs (26) lo TPA, rcsulls in 
los.s or phosphorylating activily of PKC whcn it is 
auaycd with histonc as subslralc bul nol whcn anolhcr 
subslralc ~uch as vinculin or cytochromc P-450 is used. 
Thcsc data SUitiCSI, lhcrcforc, 1ha1 lhc loss in aclivity 
may not rencc1 a lruc dcplcrion or PKC activicy bu1. 
instcad. a TPA-induccd chan¡¡c in lhc calalytic propcr· 
lics of thc cnzymc. To invcs1ig;1tc lhi!<> po~~ibilily, PKC 
1, which is more ~n\ilivi: lo trcalmcnt wi1h TPA, was 



assaycd undcr slandard condi1ions U!<>Íng a ~I oí diffcr
cnl proldn sub!>lralcs. Thc dala. li!>tl!'d in Table l. shll'A 
lhal lhc cnzymc írom TPA-trca1cd cclls had dccrcascd 
ils abilil)' 10 phu!>phorylatc all suhslralC'.'i used: i.c .. IS 
mino[ cxposure to 1 µM TPA induccd a decrc11!>C oí 
88t"f in histonc kinasc ac1iviry, 77':} in pro1aminc·ldnase 
activity and a 68'·¡- oí vinculin·kin;1.,c acli\'Ít)'. thu\ 
ruling out thal the dcplctiun oí PKC aclivi1y could be 
1he rcsull of a TPA·inúuccd changc in the cnzyme 
substrale spccifici1y. 

Wc ncxt CJ1amincd whcthcr lhc phorbol cslcr-in
duccd dccreascs in aclivity werc dosc dependen! and 
lhcir pharmaculogicat ~pccificity. Wc dccidcd lo le.,! 
two well-known aeli\e phorbol cslea. TPA and PDBu, 
and compare 1hdr crrects wilh lhosc produccd by 
a-phorbol and 4-0·mc-TPA, rcportcd as biolngically 
inaclivc [.27). As shown in Fig. 3, whcn hcpalocylc!<> 
wcrc trca1cd wi1h diffcrcnt conccnlratiom of phorbol 
cstcrs for 15 min. a do!tC dcpcndent lo!>s of PKC 
1ctivity was obscrvcd wi1h TPA and PDBu for hoth 
groups or isol)'mes (PKC 1 and PKC 2), but surpris· 
in¡fy and in markcd conlra..1, 4-0-mc-TPA induccd 
dcplction of PKC 1 ac1ivi1y, bul did nol produced any 
cífect on PKC 2 ac1ivi1y in lhc samc cclb. Strikingly, 
4-0-me-TPA, rcpor1cd as unablc to aclivate PKC, was 
cvcn more potcnt than PDDu in inducing down-rc¡u
lation of PKC J. Wilh 1his iliOform, 1hc half maximal 
cffccl was oblaincd Wilh 2 • 10-• M TPA; it is also 
shown lhat thc conccntralion of 4-0-mc-TPA ncccs
sary to dcplctc 90% of PKC 1 activily was 100.limes 
grcatcr !han tha1 rcquircd or TPA, whcrcas with thc 
maximal conccntration of POBu 1es1cd O· rn-' M) a 
loi.s of ac1ivity of only 57% was auaincd (Fig. 5,)). 
Thus, for PKC 1, 1hc potcncy ordcr obscrvcd wilh lhe 
phorbol dcrivativcs uscd was TPA > 4-0-mc-TPA > 
POBu: a-phorbol was inactivc. In thc case of thc PKC 
2 isoform (Fig. 5,2), it i~ nolcworihy 1hat thc potcncy 
ordcr ob,;crvcd was changcd: TPA > PDUu; 4·0-mc
TPA and a·phmbol wcrc unablc lo dimini!.h PKC 2 
ac1ivity al thc conccnlration'i tcstcd. Morcovcr, thc 

TA.BLE 1 

.swm,.,,, JP«tfic1ry o/ PKC obtomtd /rom 101Mpol<IC)lts111cfl/>u1rJ m 
1M11bKn•r l1rluc1'JorP"K11«0// ¡.i.M 11'A /ur 15 mm 

PKC 1 wu paniill~ purificd on DE.\E·ccfü1lu..e chrufllitu111raph~ '" 
describcd, •nd Ktivil)' wu uu)'cd umJcr lhc .i1r.dard c1md11ion1 
llSin¡¡ 0.2 mJ/ml oíhistonc Hl-JJIS or pfOlaminc •Ulfatc or u1in1011 
m1/ml of Ylf\C\lhn. Mnn "•luu ne indicatcd wllh lhc S.E. ur lhrce 
etperimcn11 u1in1dirferentccllprcp;u•tion1 

Subs1r•te1 

lll\loneHl·lllS 
Pm111minc 
Vinculin 

A.ct,..il)'(prnof/m1J 

cunlrol TPA-ircatcd cclb 
2J.'.l:t211lll'H 
22.5±0.48!HXY;) 
20.ll±UCl{J()';fl 

2h2;tU.411:?:t2'lJ 
5.17:to..412.1±2'll 
6.65:tl.402r7<:ft 
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Fil ~- Duwn-rc¡iul;:itmn oí PKC iwfornu H • func11on of phurhol 
eMcr cuncent111Hln durm1 1ncuhaliun in ~M1. Jlcp;i110C)1t1 Wt.'rc 
m1:uh11td for IS min w11h !he cunctn11~1iun1 ur rohnrbul c:iltr 
ind1utcd. PKC wn putrally purilíed on DEAE-cellu"- chrotn•101· 
raphy •nd PKC wa1 asu~d H dcw:ribcd 1n Matcrials •nd Mclhods. 
BH•I .cti\litin(w¡u11rcs)wcrt: PKC 1 l9.8:t0.7pmol/ml. and PKC 
2 11.2±0.!Hi pmnl/m11. Lino repre..en• lhc S.E.M. oí fnur lu •i• 
e~ptrim...n11 u'ins d1ffrren1 ctll prrpar~rion1 D. runlrol; o. TPA: •. 
PDllu: 6, 4-0-Mc-TPA: •· a·phorhol. In lhc ldt panel 111 lht 
aelivily nr l'KC 1 i~ pre.,...ntcd and in lhc 111ht p~ncl (21 

1h.11nfl'KC2. 

phorbol dcrivativcs werc abk to dcple1c only 55% 
(TPA) or 25% CPOUu) of thc PKC 2 isozymcs at 
rclativcly high conccnirations. Takcn logcthcr, thcsc 
dala indicale that PKC 1 is much more sensi1ivc to 
TPA 1han PKC 2, und 1ha1 thcrc are clcar pharrnaco
Jogical diffcrcnces bctwccn lhcm. 

Wc ncxt sludicd the limc-coune of disappcarancc 
of activilY for both group oí isofurms induccd by a 
maximal dosc of TPA (1 µM}. Thc rcsult!> in Fig. 6 
show that thc TPA-induccd disappearancc oí ac1ivi1y 
wa!> much fa!>lcr und largcr fot i!">Dform 1 than for 
isoform 2: whercas thc aclivity oí PKC 1 dramalically 
dccrcJM:J in unfy 1 min and conlmucd 111 d1!>appcar up 
to 90'7t wi1h rc!>pecl 10 lhc control. PKC 2 activity 
dccrcai.cd much more slowly and only up lo 50% of lhc 
conlrol. Also, it can be .,cen that rcmoval of TPA from 
thc mcdium by thorough wa~hing (dollcd line in Fig. 
6). did not rcvcrt thc lm.'i of activity for eilhcr of the 
1wo isozymcs, indicaling, lhcrdorc. 1ha1 1hc TPA-in
duccd down regula1ion of l'KC i~ no! rc\cr.,iblc, al 
lcast during thc JO min studicd. 

Activation oí PKC !>ccms 1U lcad lo dccrca~cs in 
activily in !>Cveral modchf:?H-JIJ. Dmc-rc!'.ponl>c curves 
for ac1iv11lion in vitro ní lhc PKC iwform\ by phorbul 
esters are prcscnlcd in Fig. 7. TPA and PDUu incrcasc 
thc rcuction vclocity. PKC 1 wa!'. activah:ll al lowcr 
TPA and PDBu conccnlralion!> 1han PKC 2, and 
reachcd ma:cimal activity 'Ailh conccn1ra1ions of IO µM 
and llXI µM, rc!>pcc1ivcly. On thc olhl.'r hand. PKC 2 
aclivi1y nevcr rcachcd u real pla1cau oí ma:cimal :u:tiv-



2 
30 .. 30 

TIME (MINUTES) 

Fls. (1 TimC·!;'OUUC of !he TPA·indl.IC'&'d do,.n-rcsul.1tit•11 1n ral 
flc.opa101.')1c'. llcpatocyfc\ 11.cre lncuhlucd ,.¡1huu1 (r:) ur l'lilh (•) 1 
µM TPA fnr lhc limn indic.ilcd holid linc') or for :'i min and wcrc 
lhcn washcd and re·incub.itcd In lhc a!nencc of any 11cn1 (dollcd 
lincsl. Thc t.qUlftl rcprcienl 1hc tcli\ilin (100<;¡ basal 1clivilicd 
olKcrwd In thc mnlrul, and wcrc: PKC l. IK9:t:l pmol¡m1 anll 
PKC 2. K.7±11.4 pmol/m1 fmun:tS.~ .. n • ISI. Mean ulun ;irc 
pluUcd and 1cruc.1l linc1 rcp1ucn1 lhc 5.E. uf f11c uper1mcnh u'in1 
diUcrcnl ccll pn:f'.lration~ In thc Id! p.incl Cll lhc .icli\11)' of PKC 1 

¡, prc..:ntcll ;md in lhc ri1h1 p.1nd l:?.1 thal uf PKC ~-

ity wilh lhc conccncralions tcs1cd (Fjg, 7). In addilion, 
il was obscrvcd that 4-0-mc-TPA produccd a vcry 
wcak activation only o( PKC 1 which is more scnsitivc 
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Fie. 7. A(tivation or prolcin kina'IC C iwform-. t>y dirfcn:n1 cuncrn· 
tratiun~ uf phort..11 nlcrs. PKC i!1uínrm' from ra1 hrpalocyfn wrrr 
p:irlhdly purif1cd by Ot:AE·n:lluluse column chroma101raphy and 
aU11trd in \ilrn In lhc pri:\Cncc or 10 "M C.i.O:. W J.11/ml 
phosphatidyhcrinc and thc lndicalcd ronc~n1talion1 of phorbul es· 
ltr. Cnntnil• wcre awycd undcr lhc ~me cundilion~ Cleepl thal no 
pht•rbnl csltr WH 1dikd hut vi:hkk lOMSO) insti:ad. O, control; o, 
TPA; •. rDUu, 4, 4.().me·TfA .i.nd •, <1·ph1•r"'-11 Mean ~.i.lue• .m.• 
pk>llcd and \l'flio.."<11 linc• rcpre...,.nt lh~· S.E. lur \I~ uprrimcnh U•Ínll 
d1ffcrcn1 cdl pri:p:irJlions. In 1hi: kf1 p.i.ncl tll lhe .i.rli•ilrof PKC 1 

isprc\Cnlcd and in thc ritht pJnel f~I lh;u or rKc ~. 

10 phnrbol C\lcr\. Both iMJL)'mc\ \howcd 1hc 'ª 
polcm:y ore.Jet uf phorhul cstcrs for ih aclivaJiun CT. 
> PDUu) TPA bcing onc ordcr nf magnituc.Jc m1 
putcnl lhan PDBu for buth form .. uf 1he cnL}mc: thi• 
coincidcni with 1hc potency order reponed fur 1urr 
promotion J9, 10,32}. 

Dlscussfon 

As rcportcd carlier ínr ral füer, partial puril'kalic 
of PKC by DEAE·ccllulosc column chromatograp 
rcsolvcs PKC inlo !Y.O pcal..i. uf ac1ivily (13.25). \1 
rcM>lvcd 1hcsc íraclions furthcr on hydroxyapa1i1c e< 
umn chromatography and found 1ha1 PKC 1 could 1 
scp11ra1ed inlo 1hrec pcaks of ac1ivi1y and PKC 2 in 
al lcasl four. Our c.Jaia of rc<,ofution of PKC l are 
agreemcn1wi1h1ho\c rcporlcc.J by Azhar et al. (2.."i) wr. 
re50lved the major peak cluled from DEAE·cCllulm 
into thrcc iM>forms upon hydroqapatile chroma101 
raphy. Kosaka et al. 18) and Houwcling el al. JIJ) on. 
found two isozymes of PKC from lhese ccJI<;, rorn 
sponding to lhc typc 11 (/J·scqucncd and 111 ln·<.c. 
qucncc) subspccics dt"!.Cribcd for ral tirain (~.5]. W 
obscrvcd 1ha1 avoiding to ovcrlnad lh-.: h)dfl'\)Jpalit• 
column with thc samplc, was probahly thc main íac10 
lo oblain a ¡ood sc:paralion of pcJks lb and le. be 
cause if this precaulion is nol lakcn lhcy m·crlap. 

Thc peak corrcspondin¡ to Pt<C 2 hois not yct bccr 
furlhcr charac1erized. Hcrc we havc providcd C\'idcncc 
for the exislcnce of at least four pcaks oí acti\·it)' in 1hi~ 
fraction whcn rcsol\lcd usin¡ hydroxyapati1e column 
chromalography. Thc possibilily 1ha1 this sccond peal. 
could be prolein kinasc M Ca prolcol)lic íragmcnl uf 
PKC) was considcred, sincc othcr aulhors have ob· 
servcd thal in a peak that elu1cs al a similar NaCI 
concenlration the acli\lily is not dependen! on 
Ca:+phospha1idyl!.erinc or diolcin (13.25]. Howcvcr. in 
our hand~. lhc prolcin componcnl' of PKC:? appcar to 
be native forms of PKC for lhc follO\\ ing rcJ~ons: W 
this ac1ivi1y was dcpcnc.Jcnt on thc prescncc of diolcin 
or active phorbol cs1ers: (ii) il has the eharactcristic 
ordcr of potcncy íor activa1ion of PKC h)· lhcsc tumor 
promoters (TPA > PDBu); and (iii) we could no! de· 
tect any incrcase in phospholipid· and Ca: '"·indcpcn· 
dcnl his1011e-kina<ic aclivity in the purifü:ation stcps. 
Thcsc dala clcarly indicatc that this PKC 2 pc:ak is not 
prolcin kinase M, which lacks the regulalol)' c.Jomain 
and, lhcrcfOrc, is fully active in 1hc absence <lf diacyl· 
glyccrol or active phorbol cslcrs. and rurchcr indicalcs 
that it musl contain al Jcast onc oí lhe two cyslcin·rich 
zinc·finger·like :-.cqucnces uf thc C-1 rcgion of lhc 
rcgulalory domain of PKC which are absolutcly rc
quircd far lhe bindin¡? of thc: tumor promo1cr fJJJ. 

PKC 2 cuuld he rn01po:.cd wi1h lhc ne" mcmhcrs of 
thc PKC family (li, < and ,, !itUhsp.:dc!> Y.hose slruc· 
turc are common lo 1ha1 of thc previou\ly kno\\n 



mcmhcr ... hui h;wc difícrcnl rccula11uy lfnm:iin .. (12 .. 1-'). 
Uiochcmkal, immunnlugical ;ind cyh~hcmicul prncc· 
durci. with i.uh'P'-'C¡.._.,.i.pccific antibrn..lici., und nurthl.'rn 
hlnr am11)·'i' .... ith .,pcdíic oli1mnuc/c111idc prohc\, have 
~hown thc pn:.,cncc uf form' h and < in mi liver 
(34.35]. Moreu\"Cr. 1hcrc is c\·idcnt·c "uggc\ting a key 
role uf thc rccula1ury domain in dctcrmining thc chro· 
matographic hchavior oí the cnzymc [36). 

With rcspcel to 1hc dccrcasei. of m:livity induccd by 
TPA trcatmcnl, wc found in thii. i.tudy thal this phor· 
bol ci1Ccr sclcctivcly deplcte the iietiviry oí \orne, hui 
not al!, PKC i'>llzymcs durinc lhe 15 min stt1dic1I. The 
two main pcaks oí PKC activity obtaincd frum DEAE· 
cclluloi.e in uur systcm cun be distinguhhcd by thcir 
diffcrcnt pharmacology in thc dccreasc in acti\ity in
duced by phorbol cstcrs, ami by thcir rnlc and cxtcnl 
uf disappearancc duc to the tumor promoter trcat· 
ment. Furthermore, thcy have a significant diffcrencc 
in scnsitivity to TPA and PDBu for activation in vitro. 
Our dala are in agrcement with !hose rcporlcd by Ase 
et al. (IR) in KMJ cells and by Coche! et al. (19] in rat 
1-fibrohla\ts, bovinc adrenocortkal cclb and human 
fymphoid cell\ WÍlh fC!<opCCI lo "everaJ faels: (i) SUb· 
specie!<t uf PKC co-exprei.i.cd in a single cell 1ypc disap· 
pc<!r at differcnt ra1cs upon cxposurc 10 TPA~ (ii) 
dccrcascs in ac1ivily of sorne PKC isoforms, can be 
induced vcry quickly (J-15 min); (iii) this rapid dcple· 
tion of activily does not scem to be ilssociiilcd 10 an 
incrcasc in PKM. 

lt is senerally attep1ed thal down·rcgulation is duc 
10 aclivation wíth subscqucnt depletion by protcc.lytic 
dcgradatiun (17.37.38]. A salicnt katurc of the resulls 
prcsen1cd here, h that 4·0·me·TPA, which was ahle tu 
dcplctc thc aclivlly uf PKC 1, was hardly ahle to 
aelivalc it. 11 is nlso inlercsting that o:ic or !he forms 
whose activi1y i!'I markcdly dcerea"ed by lreatmenl wi1h 
TPA is peak lb Cc.t-scqucnce) ...,hich is particularly 
rc\islant lu calpain .ictiun ( 15). 

Rcgarding the lo'>-\ in acti\'il) of PKC 2; it may v.cll 
be sccondary to ils ac1iva1ion, sincc this form oí PKC 
cxhibited the !\ame ordcr oí potency or phorbol cslers 
or activation in vilro or deplction in vhu. Furthcrmorc, 
the comparath·ely slow time·cour~c could be rcason· 
ahly cxplaincd hy such a pruce\\. 

lt h, m1tewor1hy that Cooper et al. {2tí] rcported that 
u typc 11 (JJ-~equcnce) ac1ivi1y pcrsists aflcr TPA treat
mcnl and that the1c appcan; to he prcícrcntial lms oí 
typc llJ (a) bozymc acti\"ity. In our !<o)'Mem, peak Ja, 
idcntificd as t)'pe 11 (/J·\cqucncc) isozymc, was al!>o 
unaffcctcd by TPA, whcrcas peak lb, identified as 
PKC 111 (a.o,e1¡ucncc>, alM> 1.füappcars prcfercntially. 

In summary, our data show marked diríerences in 
thc cffccl nf phorhol ci.lcr 1rc<1tment on 1hc activitY nf 
PKC i'>t1fnrm ... 11 ¡., dea1 th¡JI in hcpatocyh:i. the dc
crea"e uf PKC aclh'il)' ¡, ;1 \CI) mmplc~ phcnomcnon 
1ha1 may inrnl\c sc\cral prot·c...,c ... The clucidalion uf 

thcm i., nf imrm1ance con,idcring thc kC)' role th;il 
PKC pl;iy, in mmJulating mctuholi\m and lhc hur· 
munal rc.,pon,ivcnc'" ol thc\e ceJI,. 
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RATAS WISTAR, DATOS NO PUBLICADOS 
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FIGURA 1. Desaparición de la actividad de PKC 1 en función de 
la concentración de éster da forbol o de dlolelna durante la 
Incubación J..n ll.l!.!:!2.· El extracto crudo de hepatocltos de ra
tas Wlstar se Incubó a 4ºC durante 15 minutos en presancla o 
ausencia de las concentraciones Indicadas de Jos diferentes 
agentes. Posteriormente se purificó parcialmente Ja PKC 1 por 
cromatografla en DEAE-calulosa y se determinó la actividad de 
la enzima. Las 1 lneas representan el error est6ndar da Ja 
muestra de siete experimentos usando diferentes preparaciones 
celulares.•• control; O, TPA; e,PDBu; A,4-0-Me-TPA y Q dlo
lelna. 
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FIGURA 2. P•rdlda de actividad de PKC en extractos crudos ob
tenidos de hepatocltoa Incubados con 1µH TPA l.D ll.Llal o 1.n 
'LliJ:.Q. En los experimentos ln 'l.lllo, se Incubó con (la) o sin 
TPA (Cl) a los hepatocltos recién aislados, por 15 mln. a 
37'0 con agitación; posteriormente se lavaron y homogenlzaron 
para obtener el extracto crudo, del que se tomaron allcuotas 
para determinar la actividad de PKC. En los experimentos !..n 
'LL.1.1:2, se homogenlzó primero a los hepatocltos para obtener 
el extracto crudo, y a éste se le Incubó en presencia (~) o 
ausencia (t)) de 1 µH TPA por 15 minutos, despu•s de los cua
les se tomaron allcuotas para determinar la actividad de la 
PKC, 
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FIGURA 3. Pérdida de actividad Inducida por Incubación l.!! 
\!J...t!:Q con 1µM TPA. El éster de forbol fue agregado en dife
rentes pasos de la purificación parcial de PKC usando tres 
sistemas cromatogrAflcos distintos: fenllsefarosa (a), hldro
xlapatlta (b) y DEAE-celulosa (c). S.n. Indica que el TPA se 
agregó (berres obscuras) o no (barres blancas) l.D 'll.iJ:s¡ el 
sobrenadante obtenido por centrifugación del homogenado de 
hepatocltos. S.I. Indica que se tomó al !cuota (di lución 1:1 
con buffer) de la resine que quedó en las columnas cargadas 
con extracto crudo Incubado (barras obscuras) o no (barras 
blancas) con TPA. Pel let Indica que se tomó allcuota del pe
llet resuspendldo en buffer, obtenido de centrifugar el homo
genado de hepatocltos control (barra blanca) o tratados con 
TPA (barra obscura). Reacción Indica que el TPA se agregó 
(barra obscura) o no (barra blanca) hasta el momento de de
terminar la actividad de PKC. 
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FIGURA 4, Identificación por lnmunotransferancla de la prota
lna clnaaa e a da hapatocltos tratados con o sin 1µH TPA. La 
PKC da 1 os hepatoc 1 tos 1 ncubados lD 'lblg con o s 1 n TPA se 
obtuvo por purificación parcial en cromatografla en DEAE-ce
lulosa y en hldroxlapatlta. Allcuotas de la fracción corres
pondiente a PKC a se sometieron a 505-PAGE y se transfirieron 
a nitrocelulosa. La detección de PKC a se real Izó utl !Izando 
anticuerpo monoclonal antl-PKCa y antl-IgG da ratón conjugado 
a fosfatasa alear lna. Se Indica la posición de los est6ndares 
de peso molecular y de la PKC. La cantidad de protelna en ca
da carrl 1 fue de 25 µg y el resultado es representativo de 
cinco experimentos Independientes. 
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FIGURA 5. Efecto de varios agentes antioxidantes sobre la ac
tividad de PKC. Se Incubo el extracto crudo de hapatocltos 
durante 15 minutos In vltro con o sin los agentes antioxidan
tes en presencia o ausencia de 1 µM TPA. Posteriormente se 
purifico psrclalmente s la PKC por cromstogrsfls en DEAE-ca
luloss, y se detarmlnO Is actividad de Is enzima. C, control; 
TPA, tetradecanol f-forbol-acetato; aT, a-tocoferol; Ase, as
corbsto de sodio; N2, nltrOgeno; Dlt, dltlonlts. 
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SUHHARY 

The effect of phorbol myristate acetate (PMA) on the hormonal 

responsiveness of hepatocytes from lean and obese Zucker rata was 

studied. Phenylephrine-stimulated phosphatydylinositol labeling 

and phosphorylase activation were antagonized by PMA in cella from 

ob~se and lean animals; bigger residual effects were observad in 

cella from obese animals even at high PMA concentrations. Cyclic 

AMP accumulation induced by isoproterenol, glucagon, forskolin and 

cholera toxin was higher in cella from lean animals than in those 

from obesa rata. PMA diminished glucagon- and cholera toxin

induced cyclic AMP accumulation; cella from lean animals were more 

sensitiye to PMA. Two groups of isoforms of protein kinase e (PKC) 

were observed in hepatocytes from Zucker rats using DEAE

cellulose column chromatography: PKC l and PKC 2. The PKC l 

isozymes were separated into four peaks using hydroxylapatite: aa, 

la (PKC-8), lb (PKC-a) and le. Short treatment with PMA decreased 

the activity of PKC l (peaks lb (PKC-a) and le) 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 sensitiva to this activator of protein 

kinase C than those from their lean littermates. The possibility 

that alterations in the phosphorylat.lon dephosphorylation cycles, 

that control metabolism and hormonal responsiveness, may 

contribute to this obesa state is suggested • 

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



INTRODUCTION 

Protein kinase e (PKC) modulates the cellular responsiveness 

to hormones by participating in regulatory feedback loops and in 

the cross-talk between different signal transduction systems [l-

3]. Among its substrates are receptors, G-proteins and membrana 

effectors [1-3). PKC is activated physiologically by the second 

messenger diacylglycerol and pharmacologically by active phorbol 

esters such as phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) [1]. 

In 1.·at liver cella, activation of PKC by PMA leads, among 

other effects, to inactivation of glycogen synthase [4], blockade 

of alpha 1-adrenergic actions [5-7], heterologous desensitization 

of adenylate cyclase via inhibition of Gs activity [B,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 rnuscle, 

adiposa 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 

resulta show a decreased sensitivity to PMA in liver cella from 

obese (fa/fa) animals. 



HATERIALS AND HETHODS 

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 JOºC in homogenates of thawed cell suspensions as 

described by Hue et al (15]. Labelling of phosphatidylinositol 

(P.I) with [ 32P]Pi was carried out as described previously (6]. 

cyclic AMP was determinad in cells plus medium by the method of 

Brown et al [16]; in these experimenta the cells were incubated 

far 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 32P 

from (T-32P]ATP into HI-IIIS histone [11]; the procedures for 

homogenization, OEAE-cellulose and hydroxyapatite column 

chromatography, SDS-PAGE and immunoblotting were performed as 

previously described in detall [11]. 

RBSULTS 

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 performinq the experiments in 

the presence of 10 µM propranolol (data not shown). Phenylephrine 



( 10 µM) in the presence of 10 µM propranolol 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). 

phenylephrine in cells from 

PMA 

o bese 

antagonized the ef f ect of 

or lean animals; the 

dose-response curves were not very different although at lµM 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 µM phenylephrine; means ± S.E.M. n=6 

and 5, respectively). 

Isoproterenol increased cyclic AMP nccumulation in cells from 

lean rats but no clear increase in cyclic AMP accumulation was 

observad in cella from obese animals (Fig. 1). The beta

adrenergic agonist activated glycogen phosphorylase a activity 

similarly both in cella from lean or obese rats (data not shown). 

The accumulation of cyclic AMP induced by glucagon was 

consistently decreased in hepatocytes from obesa rats as comparad 

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 rata (sea 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 

obesa ones (Fig. 3). The effect of forskolin was not altered by 

PMA in agreement with our previous findings [9]. 

5 
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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 (resulta not 

shown); the absolute values of PKC l. and PKC 2 activity were 

somewhat variable from animal to animal but in general were 

similar in cella 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 anda smaller loss of PKC 2 [11]. We confirmed 

this finding using liver cella from Zucker rats and further 

observad that cells from lean rata were more sensitive to PMA than 

hepatocytes from obesa animals (Fig. 4). 

In cella from Wistar rata the isozymes in the PKC 1 peak can 

be resolved using hydroxyapatite column chromatography into three 

peaks la, lb and le; we identified peak la as PKC-S and peak lb as 

PKC-a [11]. Treatment with PMA provoked a losa of activity of 

peaks lb (PKC-a) and le whereas peak la (PKC-S) activity was not 

affected [11]. PKC 1 of hepatocytes obtained from Zucker rats can 

be separated into f our peaks using hydroxyapatite column 

chromatography: peaks la, lb and le ( those previously observad in 

cella from Wistar rata [11) ) and another small peak that we have 

named aa (Fig. 5). This pattern was very similar in cella obtained 

from obese and lean rats (Fi9. 5). We attempted to determine if 

the decrease in PKC 1 sensitivity could be associated to specif ic 



isoforrns. 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 lb (44 ± 4 % of the activity in the 

absence of PMA) and le (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; lb, 90 ± 2 and le, 95 ± 2 t of the 

activities observed in the absence of PMA; results are the means 

+ s.E.M. of three experirnents in triplicate using different cell 

preparations) (Fig. 5). Using iaoform-specific monoclonal 

antibodies we performed immunoblots of the isoforms; peak la was 

identified as PKC-B and peak lb as PKC-a (Fig. 6), in agreement 

with our previous data [11]; peaks aa and le 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 lesion 

responsible fer 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 cella 

from lean animals, but only partially did it so, in hepatocytes 

from obese rats. In the studies on alpha1-adrenergic stimulation 

of PI labeling we observed a residual adrenergic action" in cells 

from obese rats, in apite of the presence of relatively large 

concentrations of PMA. However, this residual effect was not as 

dramatic as in the metabolic studies. It is well known that only 

a small increase in IP3 is required to maximally increase 

cytosol ca2• (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 isoproterenol and glucagon. 

The possibility that beta-adrenoceptors could be responsible 

for the only partial blockade of phenylephrine action by PMA in 

cella from obeso 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 resulta rulad out this possibility. 

The decreased cyclic AMP accumulation in response to agents 

that activate adenylate cyclase (such as isoproterenol, glucagon, 

forskolin and cho lera 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 

a 



that abnormalities in the level of expression of the 52 KOa 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 affect, 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 obesa 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 

phosphorylatiOn of alpha-Gi-2 in liver membranas from obese and 

lean rata. 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 membranas. 

Therefore, it is possible that a different participation of Gi 

under these condltions 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 cycllc AMP accumulation [e, 9]; b) the rapid 

PMA-induced decrease in PKC 1 activity due to diminution in 

activity of sorne PKC isozymes, i.e., peaks lb (PKC-a) and le, 

[11]. 

rt 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]. 

Phosphorylation/dephosphorylation cycles are among the most 

powerful biochemical mechanisms that control cellular functions 

[24] and the state of phosphorylation of a given protein dependa 

on the balance of the two activities (kinases/phosphatases) both of 

which could be affected in obese rat liver cella. 

Secondary action(s) on various factora, including among others, 

covalent modif ication 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 prometer found in hepatocytes obtained 

from obesa animals. 
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FIGURII l 

srr•CT or I•oraOT .. DIOL o• CTCLIC aJIP ACCUllULATIO•. Hepatocytes 

fro• lean (open triangles) or obese (closed circles) rats vere 

incubated in the presence of 0.1 llM MIX and different 

concentrations of isoproterenol for 2 •in. Plotted are the aeans 

and vertical linea repreaent the s.E.M. of 5-7 experimenta in 

duplicate uaing different cell preparations. Baaal cyclic AllP 

accu•ulationa ver• 1.10 ± 0.10 and 1.25 ± 0.10 pmol/mg cells wet 

veigh for hepatocytea fro• lean and obese ani•als, respectively 

(aean ± S.E.M., n•7 in each c•ae) 
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,:IGOU:Z 

aFPSC'l' OP OLUCAGO• U• CTCLIC NIP ACCIJllULATIO•. Hep~tocytes from 

lean (open triangle•) or obese (closed circles) rata vere 

incubated in the presence of 0.1 ali HIX and different 

concentration• of 9luca9on for 2 •in. Plotted are the ••ans •nd 

vertical linea represent the S.E.H. of 5-7 experimenta in 

duplicate uaing diffarent cell pr•p•r•tion•. Basal v•lues aa in 

Fig. l. 
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FIGURE 3 

EFFECT OF PMA ON THE CYCLIC AllP ACCUMULATION INDUCED BY CHOLERA 

TOXIN OR GLUCAGON. Hepatocytes from lean (open triangles) or obese 

(closed circles) rats were incubated in the presence of 0.1 mM MIX 

and with either 1 µg/ml cholera toxin and different concentrations 

of PMA for JO rnin or with PMA fer JO min and 10 nM glucagon fer 

the last 2 min of the JO min incubation. Cyclic AMP accumulations 

we-re in th~ abasence of Pf.tA: cholera toxin lG.OO ,=. 0.90 (lean and 

11.40 :: o.so (obese); glucagon 18.10 ± 0.70 (lean) and 13.20 ± 

1. JO (obese). Plotted are the rneans and vertical lines represent 

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

preparations. 
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FIGURE 4 

EFFECT OF IN VIVO TREATHENT WITH PHA ON PROTEJN KJNASE C 

ACTIVlTY. Hepatocytes from lean <open tr1ancles) or obese (closed 

circles) rats were incubated for lS min with the concentration of 

PHA 1nd1cated. PKC l (left panel> and PKC 2 were separated usine 

DEAE-cellulose column chromatocraphy and activity was assayed as 

indicated in Materials and Methods. Basal a'cti vi ti es were ar:: 

follows: lean PKC 1, 4.7 ~ 0.6; lean PKC 2, 1.3 ~o.~; obese PKC 

l, 3.9 ±o.~: obese PKC 2, 2.8 ~ 0.7 pmol/mg cells wet wei~ht. 

Results are the means and vertical lines represent the S.l.M. of 

7 experiments performed in triplicate usin~ dif ferent cell 

preparations. 
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F:IGVRB S 

BEPARATIOll or IBOZYMIC FORMB OF PlltC 1 BY HYDROXYAPATITE COLUMN 

CHROMATOGRAPHY. Cells from lean (panels A and B) or obese (panels 

e and D) rats were incubated in the absence {panels A and C) or 

presence of lo nM PMA (panels B and D), PKC 1 was obtained and 

subjected to hydroxyapatite column chromato9raphy.The data is 

representative of 6-7 experiments obtaining similar results. 
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,:rGOU IS 

IDIUITI•ICATIO• o• •&C J80SYJl•8 ay IIOIUJIOBLOTTIMO. Fractions 

obtained fro• th• hydroxyapatite column chromatography were 

separated by SDS-PAGE and tranfered to nitrocellulose membranes. 

xmraunobl.ot vas done vith aonoclonal antibodies against type a or 

type 8 enzyme and developed with alkaline phosphatase-conjugated 

eecond antibody. The reault shown is representativa of three 

experiaenta. 
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VI I. RESUMEN DE RESULTADOS 

De acuerdo a los objetivos planteados, los resultado• obteni
dos pueden sintetizarse de la siguiente manera: 

Se encontraron dos formas de protelna clnasa e en hepatocltos 
de ratas Wlstar o zucker, usando cromatografla en ·DEAE-celu
losa: un gran pico de actividad, denominado PKC 1, que eluye 
a o.os M NaCI, y otro mAs peque~o, PKC 2, que eluye a 0.25 M 
NaCI (trabajo 1). La pre-Incubación de las c61ulaa durante 
15 minutos con 1µM de tetradecanol 1-forbol-acetato (TPA), 
produjo una gran pérdida de actividad del pico 1 (gox), mien
tras que el pico 2 disminuyó solamente en un 40X (trabajo 1). 

La resolución por separado de estas doa formas de PKC en cro
matograf la en hldroxlapatlta, mostró que la PKC 1 de ratas 
tanto Wlstar como Zucker estA compuesta por 3 picos distintos 
1a, 1b y 1c, aunque en las ratas Zucker se resolvió ademAs 
otro pico adicional peque~o denominado aa (trabajos 1 y 2). 
PKC 2, a su vez, se resolvló en 4 formas distintas 2a, 2b, 2c 
y 2d (trabajo 1). El anAllsls por lnmunotransferencla con 
anticuerpos monoclonales lsozlma-especlflcos, Identificó al 
pico 1a como PKC-a y al pico 1b como PKC-a; los otros picos 
de actividad no se Identificaron (trabajos 1 y 2). 

El perfl 1 de eluclón obtenido en hldroxlapatlta de las célu
las tratadas con 1 µM TPA Indicó que éste disminuyó selecti
vamente la actividad de los picos 1b (PKC-a) en un 93X, 1c en 
un 9BX, y 2d, en 50X, pues todas las demAs lsoformas no fue
ron afectadas (trabajo 1). La pérdida selectiva de la activi
dad de estas lsozlmas se comprobó también en los hepatocltos 
de ratas zucker delgadas tratadas con 10 nH TPA, pero a esta 
concentración, no ocurrió desaparición de actividad da ningu
na de las lsozlmas de PKC 1 de las ratas obesas (trabajo 2). 

El anAI lsls de las acciones conocidas de PKC en hepatocltos 
de ratas normales, en comparación con las de ratas genética
mente obesas con una supuesta acción def lclente de PKC, mos
tró que en estos animales obesos existe una senslbl lldad dis
minuida a TPA como fenómeno generalizado y no como el resul
tado de un defecto en una lsozlma especifica, lo que quedó 
manifiesto en los siguientes resultados: 1) la habilidad del 
TPA para antagonlzar el recambio de fosfatldl llnosltol media
do por fenl letrina, estA atenuada, 11) la acumulación da AMPc 
Inducida por lsoproterenol, glucagon, forskol lna y toxina del 
cólera es mayor en células de animales delgados qua en obe
sos, y la capacidad del TPA para disminuir estos niveles de 
AMPc estimulados por glucagon y toxina del cólera, es también 
menor en hepatocltos de ratas obesas, 111) la pérdida rAplda 
de la actividad de PKC 1 y de PKC 2 Inducida por TPA fue 
siempre menor en los anlmales obesos, aun con las concentra-
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clonas mAs altas utl !Izadas (trabajo 2). 

En cuanto al objetivo da Investigar cómo ocurre el efecto da 
desaparición de la actividad de PKC que producen los ésteres 
de forbol, se obtuvieron los siguientes resultados: 

El proceso ocurrió da manera tiempo y dosis dependienta (tra
bajos 1 y 2). Sin embargo, los dos grupos de lsoformas, PKC 1 
y PKC 2, exhibieron marcadas diferencias en su modo da 
"down-regulatlon", pues los cursos temporales, el grado de 
disminución da la actividad, asl como el orden de potencia de 
los diferentes 6steres de forbol para Inducir la pérdida da 
actividad, fue diferente para cada grupo (trabajo 1). 

Tambl6n se encontró que, mientras que PKC 2 muestra exacta
mente al mismo orden de potencia da 6staras da forbol tanto 
para eu activación como para su desaparición, PKC 1 en cam
bio, muestra órdenes de potencia distintos, sugiriendo qua 
los fenómenos de activación y de desaparición da PKC 1 puedan 
no estar causalmente relacionados. 

Finalmente, con respecto al objetivo de conocer por qué ocu
rre el efecto de los ésteres de forbol sobre la actividad do 
PKC, se obaervó que: 

- La p6rdlda de actividad Inducida por TPA no as un artefacto 
de la purlf lcaclón de PKC an DEAE-calulosa, pues ocurre con 
otros sistemas cromatogrAflcos, y tambl6n Ln 'll.l..a2, da manara 
dosis-dependienta y con el mismo orden da potencia de los és
teres da forbol que se obtuvo lD ~(figuras 1, 2 y 3 de 
datos no publ lcados}. Sin embargo, la pérdida da actividad 
Inducida por TPA lD 'lliJ:g_, no se produce si se adiciona al 
6star da forbol al extracto crudo (f lgura 2. de dato• no pu
bl lcadoe), ni tampoco si se agrega directamente en la reac
ción da determinación de actividad de PKC (figura 3 de datos 
no pub 1 1 cados}. 

- La desaparición aparente da la actividad de PKC (hlsto
na-clnasa} Inducida por TPA se observó también usando otros 
sustratos tales como protamlna o vlncul lna (tabla I del tra
bajo 1), pero no parece ocurrir por un cambio en el astado de 
fosforllaclón o de oxidación de la enzima (figuras 4 y 5 de 
datos no publicados, respectivamente}. 
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VIII. DISCUSION 

El objetivo central de la reallzaclón da asta tesle fue el de 
Investigar la base molecular de la desaparición de la activi
dad da la protelna clnasa c Inducida por 6eteree de forbol, 
usando como modelo experimentar al hlgado de rata. 

Para podar caracterizar los efectos que ocurran sobre la PKC, 
fue necesario lnlclalmente establecer la Identidad y la can
tidad de las lsozlmas expresadas en el hepatoclto de rata. 
como se mencionó en la discusión del trabajo 1, nuestros da
tos concuerdan con los reportados por otros autores (145-147) 
en estas células, en cuanto a la resoluclón de PKC en dos pi
cos de actividad utlllzando cromatografla en DEAE-celulosa, Y 
en cuanto a que el primero de el loe, se resuelve en hldroxla
patlta en las lsozlmas a y p, Sin embargo, existen algunos 
aspectos sobresal lentes da nuestros resultados distintos a 
los reportados por esos autores: 

1. Al resolver PKC 1 en hldroxlapatlta, encontramos ademAs da 
P y a, un tercer pico de actividad qua aluye a mayor concen
tración da fosfato da potasio, de Identidad desconocida, como 
hablan encontrado antas Salman Azhar l..t .11.J (147). 

2. Encontramos qua a 0.25M NaCI eluye da una columna de 
DEAE-celulosa actividad da protalna clnasa dependiente de 
Ca++ y de fosfollpldo, que denominamos PKC 2. Esta fracción, 
ha sido reportada por varios Investigadoras (146-149). Sin 
embargo, la observación da que PKM (el fragmento catelltlco 
de PKC derivado de su proteól lsls) e luya en la misma posi
ción, pues la actividad basal Independiente de cofactoras es
tA frecuentemente aumentada en esta fracción, constituyó pro
bablemente la causa por la cual estos autores no avaluaron la 
poslbll ldad de que en aste pico co-eluyeran otras formas de 
PKC, dependientes de calclo y fosfollpldo. 
En nuestras manos, PKC 2 se resuelve sn hldroxlapatlta en al 
menos 4 formas de PKC distintas, qua parecen ser formas nati
vas de PKC, prlnclpalmente por las siguientes razones: 1) Su 
actividad fue dependiente de la presencia de fosfatldl lserl
na, dlolalna o ésteres de forbol activos; 11) Muestra el or
den de potencia caracterlstlco de los promotores de tumores 
para activar a PKC (TPA>PDBu). Esto Indica con toda clarldad 
qua PKC 2 no puede ser PKM, pues ésta óltlma carece del domi
nio regulatorlo, el cual, como se ha demostrado, contiene las 
secuencias dedos de zinc, que son absolutamente lndlspensa
bles para la unión de los ésteres de forbol y del DAG (98). 

Los efectos que produce el tratamiento de las células con 
promotores de tumores sobre la proteJna clnasa C, se estudia
ron tanto de manera directa, evaluando los efectos a nivel de 
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la actividad de la enzima, como de manera Indirecta, obser
vando los efectos producidos en la respuesta hormonal mediada 
por la participación de PKC, en los hepatocltos de ratas 
zucker. 

Con respecto a la actividad de la PKC, se encontró que el TPA 
disminuye selectivamente la actividad de algunas de las lso
formas de la clnase en un lapso de tiempo muy corto: 15 mi
nutos. Las actividades de PKC 1b, Identificada como PKC-a, y 
de PKC 1c, prActlcamente desaparecen, mientras que la activi
dad de PKC 1a, Identificada como PKC-B, no se afecta. La ra
pidez con que ocurre el efecto producido en PKC contrasta con 
el tiempo normal reportado para la "down-regulatlon" (como 
desaparición total de la protelna lnmunorreactlva) que es por 
lo general de varias horas. Sin embargo, estos resultados 
concuerdan con los reportados por Ase Jll Al (98) en células 
KH3 y por Cochet .1.1 Al (150) en flbroblastos de rata y célu
las linfoides humanas, en cuanto a qua varias especies de PKC 
ce-expresadas en un mismo tipo celular desaparecen a diferen
te velocidad por tratamiento con TPA, y también en cuanto a 
que la pérdida de actividad Inducida por el éster de forbol 
puede ser muy rAplda (1 a 15 mln). 

Los dos picos da actividad de PKC obtenidos de DEAE-celulosa 
mostraron una farmacologla diferente en la disminución de ac
tividad Inducida por ésteres de forbol, ssl como distintas 
velocidades de desaparición debido al tratamiento con ellos. 
AdemAs, exhibieron diferencias significativas en cuanto a la 
aenslbllldad ·. los promotores de tumores, no sólo con respec
to al grado de desaparición Inducida por éstos, sino también, 
con respecto a la activación que los ésteres de forbol pro
ducen en las formas de PKC !n :t.1..1t.Q.. En este sentido, as muy 
notable que el orden de potencia de los ésteres de forbol pa
ra Inducir la pérdida de actividad de PKC 1 (TPA>O-He-TPA 
>PDBu) no es el mismo que el de su activación In vitre (TPA 
>PDBu>O-He-TPA y a-F), pues el derivado metl lado del TPA, que 
produce una activación muy débl 1 de PKC 1, es muy potente pa
ra Inducir la desaparición de su actividad. Esto sugiere que 
en el caso de este grupo da lsoformas de PKC, la activación y 
la pérdida de actividad no estAn causalmente relacionadas, en 
contraposición con la Idea general de que la "down-ragula
tlon" sa daba a la activación de PKC, con subsecuente desapa
rición da la actividad por degradación proteolltlca. 

La pérdida de actividad de PKC 2, por el contrario, podrla 
ser secundarla a su activación, puesto que exhibe los mismos 
órdenes de potencia tanto para su disminución como para su 
activación .in '!.J.iLQ. AdemAs, el curso temporal de su desapa
rición, bastante mAs lento que el do PKC 1, podrla ser expl 1-
cado razonablemente por tal proceso. 

En aste trabajo se evaluó también el efecto del TPA sobre la 
respuesta hormonal mediada por la participación de la PKC, 
usando ratas Zucker, tanto delgadas (Fo/fa?) como obesas 
(fa/fa). Aunque no se conoce la lesión genética de la condl-
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clón obesa, se ha sugerido, en asociación con resistencia a 
lnsul lna, un defecto en la activación de la PKC (151). Ade
més, se han reportado en estos animales alteraciones en el 
nivel de expresión de la protelna Gs (152) y en el estado 
de fosforl laclón de aGl-2 (129). Nuestros datos apoyan la 
existencia de un defecto post-receptor en el sistema acoplado 
a adenllato clclasa, pues la acumulación de AMPc estimulada 
por lsoproterenol, glucagon, toxina del cólera o forskol lna, 
es menor en las células de ratas obesas qua en las de delga
das. Sin embargo, nuestros resultados no noe permitieron dis
tinguir si el defecto Involucre a Gs, a la subunldad catal 1-
tlca de adenl lato ciclase, o a ambas. 

Adicionalmente, los resultados mostraron claramente que exis
te una menor senslbllldad a TPA en los hepatocltos de ratas 
obesas que no puede ser atribuida a un defecto en una lsozlma 
especifica, sino que més bien se presenta como un fenómeno 
general Izado. Acciones secundarlas sobre varios factores ta
les como la modificación covalente de PKC, la presencia da 
lnhlbldores, diferencias en permeabl lldad al TPA, en la dls
ponlbl 1 ldad de cofactores, o en le actividad de fosfatasas, 
podrlan axpl leer la disminución en senslbl lldad al TPA mos
trada por las ratas genéticamente obesas. 

Como se mencionó en lineas anteriores, se conoce como 
"down-ragulatlon" de PKC al proceso de desaparición que sufra 
la enzima como consecuencia de su activación y redistribución 
(82, 84, 86, 90, 95). La "down-ragulatlon" de PKC mediada por 
éster de forbol ha sido detectada como: desaparición de acti
vidad de unión a forbol dlbutlrato (153), desaparición da la 
banda proteica de 80 KDa lnmunorreactlva (154), y desapari
ción de la actividad de PKC (96,150). 

La Idea general aceptada de este fenómeno es que los Incre
mentos de Ca++ cltoplésmlco estimulados por hormonas promue
ven la asociación de PKC soluble con la membrana celular, 
donde la enzima encuentra a sus cofactores fosfol lpldlcos co
mo fosfatldl lserlna (PSer). En este estado, se piensa que PKC 
esté Inactiva pero "cebada" para su activación, la que proba
blemente ocurre al unir OAG; la enzima activa es entonces mAs 
susceptible a proteól lsls por las proteases Ca++-dependlentes 
calpalna I y calpalna II, lo que 1 leva gradualmente a su 
desaparición. 

Inherente a este modelo esté la Idea de que la redistribución 
de PKC a la membrana es un pre-requisito para la activación 
de la enzima. Sin embargo, se desconocen totalmente muchos 
aspectos de este proceso, tales como la relación precisa en
tre los eventos de activación y translocaclón, asl como la 
naturaleza de la asociación enzima-membrana. 

Existen evidencias que desaflan el modelo expuesto: por 
ejemplo, en neuronas fetales de poi lo, la lnsul lna aumenta la 
actividad de PKC-e tanto en cltosol como en membrana por un 
mecanismo que no Involucra translocaclón de la enzima (155). 

'. 
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También, Trlllvas _g_t .!!..l (156) determinaron que la redistri
bución de PKC no es una buena medida de su activación al exa
minar la relación temporal y cuantitativa entre la redistri
bución y la fosforl !ación de sustratos de PKC especlflcos, 
pues observan que en células 1321N1 que expresan PKC-a, la 
redistribución de ésta Inducida por activación de receptor es 
muy r6plda (2-5 mln), mientras que la fosforllaclón de sus
tratos es mucho m6s lenta y sostenida por 30 mln. 

Nuestros resultados son consistentes con la evidencia repor
tada de que los ésteres de forbol son selectivos para produ
cir sus efectos. Llama la atención, que al Igual que en nues
tro sistema, en el que persiste la actividad de PKC-B (con 
puesta localización nuclear) y se pierde preferenclalmente la 
actividad de PKCa, otros Investigadores reporten en sistemas 
distintos una situación slml lar: 
- En linfocitos T humanos, que expresan PKC a y B, Berry A.t 
ll.l (157) muestran que la presencia prolongada de TPA resulta 
en la locallzaclón nuclear de PKC-B sin que ocurra su 
down-regulatlon, a diferencia de la que ocurre en PKC-a. 
- En c61ulas HLeO, PKC-a responde a PDBu transloc6ndose y su
friendo down-regulatlon, mientras que PKC-BII responde mucho 
menos al éster de forbol en cuanto a estos efectos (105). 
- En flbroblastos de rata y en células adrenocortlcales y 
1 lnfoldes humanas, Cooper y su grupo (168) muestran que el 
tratamiento con TPA hace desaparecer la actividad de PKC-a 
pero no la de PKC-B. 

En relación al fenómeno de "down-regulatlon", observado en 
nuestro sistema como pérdida de actividad de la PKC, existen 
varias poslbll !dadas para expl !car el por qué ocurre esto, 
las cuales fueron sujetos da experimentación en la realiza
ción de esta tesis: 

1. El TPA Induce una degradación de la PKC. 

Existan varios reportes de que la protelna clnasa e, en pre
sencia do sus actlvadores, o asociada a membrana, es mAs sua
cept lble a proteóllsls por las proteasas Ca++ dependientes 
calpalna I y calpalna II (65, 130, 159-162). 

Aunque nuestros resultados en los an611sls por lnmunotransfe
rencla con anticuerpos monoclonales lsozlma-especlflcos no 
permitieron la determinación de la cantidad relativa de PKC
a o de PKC-B, debido a que la dlsponlbl 1 ldad de anticuerpo 
era limitada y desconoclamos entonces si la concentración 
utlllzada saturaba e no los sitios de unión, o si estos anti
cuerpos se unlan con el mismo nivel de afinidad, observamos 
consistentemente la presencia de una banda lnmunorreactlva de 
80 KDa correspondiente a PKC-a y no un fragmento de menor 
tama~o. derivado de su hldról lsls. Por otro lado, el curso 
temporal de desaparición de la actividad de PKC 1 es muy r6-
pldo, pues en un minuto ya se ha perdido m6s del 80% de la 
actividad (ver figura 6 del trabajo 1 ), haciendo muy poco 
probable que en tan corto tiempo se haya degradado el 80% de 

'. 
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la protelna. Existen varias evidencias que apoyan nuestros 
datos: 

- En flbroblastos 3T3, Dlsz-Lavlada .§.S .AJ (163), encontraron 
que el tratamiento crónico con TPA o con fosfol !pasas e para 
fosfatldl 1 lnosltol o para fosfatldl lcol lna (PCh), produce 
translocsclón de PKC e le membrana plesm6tlca, pero que 
anlcamente la enzima trenslocada por PCh-PLC es la que no su
fre "down-reguletlon". 
- Ohno Jl..t AJ (56) mostraron que una PKC-a mutante en al sitio 
de unión para ATP se transloca en respuesta a TPA desde el 
cltosol hasta la fracción partlculada, pero no sufre degrada
ción subsecuente, a diferencia de la PKC-a silvestre. 
- Los grupos de Ways JU .lll (164) con células humanas de una 
linee monoblastolde, y de Parent (165) con una 1 lnea mlelolde 
humana, han mostrado que a pesar de la exposición da las c6-
lulas a TPA bajo condiciones que abolan totalmente la activi
dad de clnasa da la enzima, los "Western blots" siguen mos
trando sin embargo a una PKC lnmunorreactlva da 60 KDa, tanto 
en las células control como en las tratadas con el éster de 
forbol. 

2. El tratamiento con TPA produce un cambio en la especifici
dad de sustrato de la PKC. 

Se ha reportado que la exposición de fl~roblastos da rata 
(150) o da mlocltos BC3H-1 (158) al TPA, produce una pérdida 
de la capacidad de la PKC para fosforllar a hlstona, paro no 
para fosforl lar a otros sustratos talas como vlncullna o cl
tocromo P-450. Estos datos sugieren entonces que la pérdida 
de actividad puede no reflejar une verdadera disminución da 
actividad de PKC, sino solamente un cambio Inducido por TPA 
en las propiedades catelltlcas da la enzima. 

Para Investigar esto, usamos PKC 1, que es muy sensible al 
tratamiento con TPA, y se determinó su actividad en condicio
nes standard utl 1 Izando diferentes sustratos. En todos los 
casos, al TPA produjo considerables pérdidas de actividad 
(ver tabla I del trabajo 1), descartando esta poslbl 1 ldad. 

3. El TPA produce un cambio en el estado de fosforllaclón da 
le PKC. 

Pelech JU: JLL (166) han sugerido que la fosforl !ación da PKC 
puede estar lmpl !cada en la lnterconvarslón da varias formas 
de PKC, pues el tratar con fosfatasa alcalina a farmas que 
eluyen a mayor concentración de NaCI da una columna de Mono Q 
produce picos que eluyen a menor concentración de sal. 

Segun Borner (167), la forma de 80 KDa de PKC representa una 
forma altamente fosforl lada de la de 77 KDa. Huang §.1 Al. 
(168) han demostrado también un cambio en el tama~o de PKC 
segun la movl 1 ldad relativa en SDS-PAGE, debido a autofosfo
rl !ación. Por otro lado, Ohno y su grupo (56) han sugerido 
que la autofosforl !ación de PKC-a es un pre-requisito para la 
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degradación proteolltlca asociada con la down-regulatlon de 
PKC-a silvestre, debido a que una mutante de PKC-a que carece 
de actividad de clnasa, y con actividad de unión aumentada a 
ésteres de forbol, se transloca a la membrana sin sufrir 
"down-regulatlon". 

En contraposición directa a la sugerencia del grupo de Ohno, 
Pears y Parker (169) por un lado, y Llndner et.!!.!. (170) por 
otro, demostraron que una mutante de PKC-a defectuosa en la 
actividad de clnasa sufre down-regulatlon en respuesta a és
teres de forbol tan efectivamente como la silvestre, demos
trando que la autofosforl laclón lntramolecular no es un 
pre-requisito para la "down-regulatlon". 

Nuestros resultados apoyan la evidencia de que el estado de 
fosforllaclón de la enzima no tiene que ver con su capacidad 
para ser afectada por el TPA, pues nosotros no observamos 
nlngOn cambio en Id movilidad relativa de PKC en SDS-PAGE de
bida al tratamiento con el éster de forbol (ver figura 4 de 
datos no publ lcados), ni tampoco se observó consistentemente 
algOn cambio en la posición de cada pico en el perfl 1 de elu
clón de las fracciones tratadas con TPA respecto al de las 
células control. 

4. El TPA produce lnactlvaclón de PKC por oxidación. 

Se sabia desde antes de conocer la Importancia de las secuen
cias ricas en clstelna de la PKC, que ésta se lnactlvaba por 
oxidación, y que con el lo perdla no solamente su actividad de 
clnasa sino también la capacidad de unir ésteres de forbol 
(148, 171). Adicionalmente, habla evidencia de que los promo
tores de tumores generaban radicales 1 lbres (O" y OH' y se 
conoclan ejemplos de protelnas como la glutamlno slntetasa, 
cuya degradación Involucra como paso Inicial la modificación 
por oxidación de la protelna. 

En el caso de la PKC, Gopalakrlshna y Andarson (148), basAn
dose en la observación de que la forma activada de PKC es mAs 
susceptible a oxidación por Hao~. propusieron que los ésteres 
de forbol no sólo Inducen asociación de ésta a la membrana, 
sino que promueven la generación de radicales libres, provo
cando un aumento en la lnactlvaclón oxldatlva de PKC que la 
hace mAs susceptible a hidrólisis. Tambl6n, el grupo de Bos
cobolnlk (172) reportó que el a-tocoferol, conocido por sus 
propiedades antioxidantes, es capaz de prevenir la down-regu
latlon Inducida por TPA en la PKC de células vasculares de 
mOsculo 1 lso. 

Se ha reportado que en granulocltos el TPA produce Inicial
mente en ellos una depolarlzaclón, y posteriormente, Induce 
la activación del sistema NADPH-oxldasa generador de superó
xldo; en cambio, el derivado metllado del TPA (0-Me-TPA), que 
carece de la habl 1 ldad para activar la producción normal de 
superóxldo por los granulocltos, no produce depolarlzaclón 
(173, 174). Esto es muy Interesante y concuerda con los re-
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sultados obtenidos por nosotros con el 0-He-TPA, pues este 
compuesto, que no produce radicales Jlbres, es sin embargo 
muy potente para Inducir pérdida de actividad de PKC 1. Ade
mils, los experimentos que real Izamos con distintos antioxi
dantes, mostraron claramente que son Incapaces de prevenir o 
Impedir el efecto Inducido por el TPA (figura 5 de datos no 
publ lcados), lo que, Junto con la evidencia anterior, apoya 
la Idea de que los efectos qua produce el TPA no se deben 
probablemente a la Inducción de la lnactlvaclón de PKC por 
oxidación. 

5. El TPA Induce la Interacción de la PKC con un lnhlbldor 
endógeno. 

Inicialmente, esta poslbl lldad nos pareció poco probable por 
la consideración de que si existiera un lnhlbldor no unido 
covalentemente, éste se separarla en la purificación de la 
PKC, ya fuera por la di lución en la homogenlzaclón, en la pu
rificación parcial con DEAE-calulosa o bien, en pasos da pu
rificación posteriores. 

Ways tt AJ (164), al Igual que nosotros (datos no mostrados), 
real Izaron "experimentos da mezclado": las fracciones obteni
das da la DEAE-calulosa procedentes da células tratadas con 
TPA, sin actividad da PKC, se mezclaron con las fracciones 
control, a fin da ver si habla algón lnhlbldor en las prime
ras qua afectara la actividad de PKC da las segundas, paro no 
se encontró que disminuyera la actividad control de PKC exis
tente lnlclalmanta. Sin embargo en el extracto crudo (sin 
pasar por DEAE-celulosa) da células no tratadas, si observa
mos la presencia probable de un lnhlbldor, pues solamente es 
posible detectar actividad da PKC si se di luya por lo menos 
10 veces la muestra. 

Se conoce muy poco acerca de la Inhibición fisiológica de 
PKC. Daba existir un mecanismo qua modula su actividad 
transitoria .Lo~. ya sea por la al lmlnaclón efectiva da 
segundos mensajeros, por competencia por sitios da unión de 
sustrato-cofactores-ATP, por protaóllsls, o por lnactlvaclón 
directa de la enzima. La Interacción con un lnhlbldor, por un 
mecanismo todavla sin definir, podrla equipar a la célula con 
un mecanismo efectivo para lnactlvar a PKC; asl: 1) suprimi
rla las respuestas fisiológicas asociadas a la activación de 
PKC, 2) suprimirla al control de retroalimentación negativa 
sobre los sistemas de transducción en que los ejerce y 3), 
evitarla la necesidad da el lmlnar a los segundos mensajeros 
ca++ y DAG, y asl permitirla proceder a otras rutas bloqul
mlcas dependientes de el los como la activación da clnasas 
Ca++-calmodul lna dependientas o la slntesls de prostaglandl
nas (121). 

Hasta ahora, se han descrito numerosos y potentes lnhlbldores 
de PKC, la mayorla sintéticos, pero como se mencionó en la 
Introducción, hay muy pocos reportes de factores endógenos 
que afecten negativamente su actividad. 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 KDa dependientes de 
Ca++ y da fosfollpldo, que tienen homologla con las llpocor
tlnas en su extremo carboxl lo, pero el mecanismo por el cual 
Inhiben a PKC permanece sin resolverse. 

Gopalakrlshna y Andarson, an 1986 (175), hablan reportado que 
la unión del complejo PKC-TPA a las membranas as dependienta 
de temperatura, saturable y qua requiera da la presencia da 
tanto protalnas da membrana como da fosfollpldos. Huy re
cientemente, Hochly-Rosen ll..1 AJ (176, 177) han empezado a 
re-examinar esa evidencia: encontraron dos protelnas Intrace
lulares an la fracción Insoluble en detergente da Ja fracción 
partlculada da células da corazón da rata, qua sólo se unan a 
PKC an presencia de PSer y Ca++ de manara dosis-dependiente, 
saturable y especifica, sugiriendo que son "RACK's" ("recep
tor for actlvated c-klnaso"). Adamés, astas protalnas tienen 
una secuencia qua parece corresponder al sitio de unión antro 
RACK y PKC, que so encuentra en la protalna da 2g-33 KDa da 
Tokar atal, y es homóloga al extremo carboxl lo de la llpo
cortlna 1 (177). 

Todos nuestros resultados, ospaclalmanta da Jos experimentos 
real Izados l.n 'l..L.U:g, podrlan ser axpl lcados a la luz da la 
poslblo Interacción con un modulador negativo endógeno por 
las siguientes razonas: 

1) La pérdida do actividad da PKC detectada en Jos extrac
tos crudos provenientes de células Incubadas 15 minutos a 37" 
c l.D ~en presencia o ausencia del TPA, as muy alta, mien
tras qua, an los extractos crudos Incubados directamente l.n 
'tl.1.C2. con o sin TPA, no sa observó pérdida de actividad (fi
gura 2 de datos no publ lcados). Esto podrla deberse a qua l..o 
~. Ja translocaclón de PKC Inducida por TPA a la fracción 
mambranal (an donde supuestamente serla posteriormente Inhi
bida) pueda llevarse a cabo, mientras que an los extractos 
crudos se varia Impedida por la presencia de grandes concen
traciones da agentes qualantos y da Tritón X-100 en la solu
clón amortiguadora. 

11) El hacho da qua solamente sa observa pérdida de acti
vidad In vltro si sa utl llza DEAE-celulosa, fenl 1-sefarosa o 
hldroxlapatlta como sistema cromatogr6flco para purificar a 
PKC (figura 3 de datos no publ lcados), mostró que Jos efectos 
observados no son algo artefactual del sistema do purifica
ción empleado y podrlan ser expllcados por Ja razón de que, 
ccomo se mencionó en la Introducción, los poi lcatlones 
(DEAE-celulosa), las sales de fosfato de calclo (hldroxlapa
tlta) o la Interacción con resinas hldrofóblcas (fenll-sefa
rosa), Junto con el TPA presente en la muestra, favorecen la 
expresión del sitio de unión para DAG, establ 1 Izando la 
conformación activa do la PKC (80), lo que podrla permitir la 
asociación lnhlbldor-PKC. 

111) A pesar da que no son cuantitativos, nuestros Western 
blots mostraron consistentemente la presencia de la protefna 
de 80 KDa lnmunorreactlva correspondiente a PKC-a, cuya acti
vidad de clnasa habla desaparecido. 
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Finalmente, 1 lama Ja atención también que todas las protelnas 
amfltróplcas que Interaccionan con fosfollpldos de membrana 
de una manera dependiente de calclo, sean translocadas desde 
el cltosol a la membrana, y que entre el las se Incluya, ade
mAs de la PKC, a protelnas que tienen alguna relación con el 
sistema de transducción de se~ales acoplado al recambio de 
fosfollpldos con movl 1 lzaclón de calcio: PLA2 (178, 179), J 1-
pocortlnas (lnhlbldores de la PLA2, 180), dlacl lgllcerol-cl
nasa (33), calpalna (181) y cltldl ltransferasa (182). Adem6s, 
la gran homologla de secuencias existente entre PKC y PLA2 en 
sus mitades amino, es también Intrigante (34). En fin, aun 
que Ja hipótesis de la existencia de un lnhlbldor endógeno de 
PKC es muy atractiva, solamente es una especulación, y la 
experimentación que se real Ice pare comprobarle, darA la 
respuesta. 
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