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INTRODUCCTION

cada animal multicelular con reproduccién sexual es una
clona que desciende de una sola célula original: el huevo
fertilizado. De esta forma, se puede afirmar que todas las
células del organismo son, de manera deneral, idénticas. Sin
embargo, es obvio que fenotipicamente son distintas: algunas
estan especializadas como células musculares, otras como
neuronas, otras como células hepaticas, otras como células
plasmaticas, o células del hueso, etc. (1).

Los diferentes tipos celulares estdn arreglados con base en
un patrén de organizacién preciso y la estructura final posee una
forma bien definida. La apariencia y el metabolismo de cada tipo
estidn determinados por la secuencia de DNA en su genoma. Cada
célula actia segin las mismas instrucciones, pero las interpreta
con cambios en el tiempo y segin las circunstancias, de tal
suerte que manifiesta y comparte sus caracteristicas especiales
con el resto de la sociedad multicelular (2).

Los organismos multicelulares son muy complejos, pero estan
construidos a partir de un 1limitado repertorio de actividades
celulares. Las células crecen Yy se dividen. Mueren. Apagan o
encienden la produccién de ciertas moléculas codificadas por sus
genomas, presentan algin tipo de movimiento u orientacién y
secretan o muestran en su superficie, mensajeros quimicos que
modifican las actividades metabdlicas o la divisidén de sus
vecinas (3).

En el estudio de la requlacidén genética en los eucariontes
durante su desarrollo embrionario, se ha llegade a la conclusién
de que la expresién secuencial y ordenada de los genes estd pre-
programada; de tal suerte que por lo general, los genes no pueden
encenderse de un modo distinto a la manera establecida.
Usualmente, ésta cascada de expresién génica conduce a 1a
diferenciacidn irreversible de la célula.

Sin embargo, una vez que las células se han diferenciado en
tejidos y Organos complejos, se inicia la regulacién de 1la
expresiébn de proteinas de mantenimiento ademds de la sintesis de
productos gque son indispensables y caracteristicos de cada
tejido. Gracias a la sintesis e intercambio adecuado de éstos
productos, un organismo mantiene su integridad, su metabolismo y
su capacidad para defenderse del medio externo y utilizarlo para
su nutricién y sobrevivencia (4).

Para estudiar a este nuevo grupo de dgenes (inducibles
reversiblemente en la mayoria de los casos), se utilizan modelos
de células ya diferenciadas, tejidos obtenidos a partir de
érganos de animales maduros, y hasta los organismos completos.
Algunas estrategias experimentales para estudiar cémo responde
una célula a los estimulos externos o al paso del tiempo, sin que



ésto involucre una diferenciacién irreversible, son la perfusién
del o6rganc completo con soluciones de composicién conocida, la
disociacién del érgano con colagenasa o tripsina para estudios de
células aisladas y el cultivo celular en medios controlados.

Los factores externos gque son capaces de modular tanto el
metabolismo como la expresidén diferencial de (genes,
desencadenando procesos coordinados de varias células,
involucrando modificaciones a corto plazo (como la activacién de
la glucogenélisis o la despolarizacién de la membrana), y a largo
plazo (como la duplicacién celular, el desarrollo embrionario y
posiblemente la memoria), son las hormonas (5).

Las células reciben informacién de su entorno gracias a
moléculas hidrofébicas o hidrofilicas presentes en el medio que
las rodea. Tales substancias pueden ser hormonas,
neurotransmisores, moléculas de matriz extracelular o de 1la
superficie de células vecinas. Por convencidén, éstas moléculas
extracelulares se llaman "primeros mensajeros". Por su naturaleza
quimica pueden dividirse en esteroides (como la testosterona y el
estradiol), prostaglandinas (como la PGEl1 y la PGE2), hormonas
peptidicas (como la vasopresina, la angiotensina y el factor de
crecimiento epidérmice), y aminas, que incluyen a los aminodcidos
y a los derivados del metabolismo de los aminodcidos (como 1la
glicina, el Acido glutamico, la epinefrina, la histamina y las
hormonas tiroideas), ver la figura 1.

MECANISMOS DE ACCION HORMONAL

Los elementos y eventos moleculares involucrados en el paso
de la sefial hormonal desde el exterior hasta el interior de 1la
célula, que garantizan el paso fidedigno del mensaje, su
amplificacién y su efecto en el metabolismo y o divisién de la
célula blanco se conoce como el sistema de transduceién de esa
hormona (6).

Los sistemas de transduccién mas estudiados hasta el momento
son:

I. El sistema que acopla la unién del agonista con su
receptor, a la apertura directa de un canal iénico que forma
parte estructural de la molécula receptora (7). Este sistema es
el que media la transmisién de muchos mensajes a través de
neurotransmisores. A este tipo de canales se les 1llama
"canales regulados por ligando" y algunos ejemplos son el
receptor nicotinico de 1la acetilcolina, el receptor GABA del
dcido gama-aminobutirico, canales de calcio activados por potasio
y canales modulados por nucledtidos. Después que el agonista se
une al receptor, en fracciones de segundo se inicia el flujo
iénico que provoca cambios en la polaridad de la membrana
celular, ocasionando modificaciones en 1la 1liberacién de
neurotransmisor en la terminal pre-sindptica. La respuesta
celular es extremadamente rapida.
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FIGURA 1. DESCRIPCION DE LOS PRINCIPALES TIPOS DE HORMONAS.

En esta figura,

se presenta un resumen de la estructura, sitio de

sintesis y efectos mds importantes de algunos mensajeros quim;cos.

Este esquema fue obtenido de la referencia 1.
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II. El sistema en el cual se activa directamente una
proteina amplificadora, que produce un "segundo mensajero"
intracelular. Es el caso de factor natriurético auricular, que se
acopla con un receptor con actividad enzimatica de guanilato
ciclasa (8). Esta enzima cataliza la produccién de GMP ciclico a
partir de GTP. La actividad catalitica del receptor permite
amplificar la sefial inmediatamente después de interactuar con el
agonista y no necesita ninguna proteina mediadora.

III. El1 sistema que involucra la unién del agonista con su
receptor, la activacién de una proteina transductora (proteina
G), Y la apertura de un canal iénico que es una entidad, distinta
al receptor y que se abre al interactuar con la subunidad alfa de
la proteina G activada (9) (figura 2). Algunos ejemplos de éste
sistema son los canales de potasio activados por la subunidad
alfa de Gi3. Esta proteina G se disocia gracias a la interaccién
del receptor muscarinico de acetilcolina cuando éste tiene unido
un ligando. Gi3 también puede acoplar la estimulacién del
receptor para ATP en células de misculc de conejo, con 1la
apertura de canales de potasio. La respuesta en el flujo idnico
no es tan rapida como en I, pero aun asi, la liberacién del
neurotransmisor adecuado se lleva a cabo en unos cuantos
milisegundos.

IV. E1 sistema donde el receptor posee una actividad
enzimatica de cinasa de tirosinas en un dominio situado en 1la
porcidén intracelular (10). Este receptor, al ser activado por el
primer mensajero (generalmente factores de crecimiento), inicia
la propagacidén de la sefial al activar wuna cascada de
fosforilaciones y desfosforilaciones en proteinas intracelulares.
Los factores de crecimiento, como veremos mas adelante, tienen
acciones a corto y a largo plazo.

V. El sistema de transduccidén donde el receptor contiene una
actividad intrinseca también, pero de fosfatasa de tirosinas.
Este sistema es el menos estudiado hasta la fecha, pero se tiene
evidencia directa de que juega un papel fundamental en 1la
transduccién de sefiales y procesamiento de antigenos en el
sistema inmune. La proteina CD45, marcadora de linfocitos, posee
una actividad de fosfatasa de tirosinas al ser estimulada por 1la
unién de anticuerpos (figura 3). Se desconoce el significado de la
defosforilacién promovida por CD45, pero tal vez también se tengan
efectos a corto y a largo plazo (11).

VI. El sistema de la adenilato ciclasa, llamado asi porque
la molécula amplificadora de 1la sefial es una enzima
transmembranal que genera como un sequndo mensajero (12) al AMP
ciclico. En este sistema, el ligando se une a un receptor
transmembranal induciendo un cambio conformacional de tal manera,
que ahora el receptor puede interactuar con una proteina fijadora
de nucleétidos de guanina (proteina G). Esta interaccién produce
la disociaciédn de la proteina G (13) y la subunidad alfa de ésta
provoca la activacién de 1la adenilato ciclasa, que forma AMP
ciclico a partir de ATP.



i L GF;P -+ G Protein-
Mg2* gated
HX (K{G”Channel)

FIGURA 2. ACTIVACION DE CANALES IONICOS POR PROTEINAS G. Se
muestra que las proteinas G son heterotriméricas (estan formadas
por una subunidad alfa, una beta y una gama). Al activarse un
receptor por la unién con el neurotransmisor, se provoca un
cambio conformacional que es transmitido a la G; ésta recambia
GDP por GTP, se disocia el complejo beta-gama de la subunidad
alfa, y ésta Gltima se acopla al canal iénico correspondiente,
permitiendo su apertura. El esquema fue tomado de Brown, A.M., y
Birbaumer, L. (1988). Am. J. Physiol. 254:H401~-410.
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En este caso, el AMP ciclico ocasiona la activacién de una
cinasa especifica: la proteina cinasa A (PKA), la cual fosforila
en serinas y treoninas a un grupo numeroso de enzimas causando
cambios globales y rapidos en el metabolismo celular. Este
sistema puede inducirse o inhibirse seglGn el agonista presente,
ya que hay receptores acoplados de manera estimuladora (por Gs) o
de manera inhibidora (por Gi) a la ciclasa (figura 4).

Experimentalmente, se pueden mnimetizar 1los efectos de 1la
estimulacién de la ciclasa por varios a gentes como la forskolina
6 el dibutiril AMP ciclico. Una vez que se estimula la PKA, se
fosforilan varias proteinas dentro de las cuales esta 1la
glucdgeno fosforilasa cinasa. Esta Gltima fosforila a 1la
glucdgeno fosforilasa y se inicia el proceso de glucogendlisis en
higado. La accidén de los agonistas sobre la glucdégeno fosforilasa
tiene un madximo después de un minuto de estimulacién (14).

VII. El sistema de recambio de fosfoinositidos-calcio. En
éste sistema, la unién de la hormona con el receptor ocasiona
también la activacién de una proteina G que al disociarse,
activa a la fosfolipasa C, enzima membranal gque rompe el
fosfatidil inositol 4,5 bifosfato y produce dos segundos
mensajeros: el inositol trifosfato (IP3) y el diacilglicerol
(DAG) (15).

El IP3 se une a un receptor especifico en el reticulo
endopldsmico y produce una elevacién en la concentracidn de calcio
intracelular. E1 DAG, por su lado, activa a una cinasa especifica
llamada proteina cinasa ¢ (PKC), que fosforila en serinas y
treoninas a varios péptidos ocasionando otro paso en la
amplificacién del mensaje de la hormona (figura 5).

El sistema de recambio de IP3-calcio, se activa por hormonas
que actian a corto plazo como la epinefrina (via receptores alfa
1 adrenérgicos) (16), la vasopresina (17), la angiotensina II
(18), la trombina (19), 1la acetilcolina (via receptores
muscarinicos), etc. y puede estudiarse con cierto detalle gracias
a la utilizacién de iondéforos de calcio (come el A23187) y
activadores de la PKC, como los ésteres de forbol (19).

‘Una caracteristica especial de este sistema es la existencia
de maltiples isoformas de la PKC que se expresan en forma
diferente en cada tipo celular y en el tiempo. Estudios de
clonacién génica, asi como estudios bioquimicos han revelado que
la PKC existe como una familia de miltiples subespecies con
estructuras estrechamente relacionadas entre si. Hasta la fecha,
se han identificado 8 subespecies de PKC: alfa, beta I, beta II,
gama, delta, épsilon, zeta y nu. Las subespecies beta I y beta II
derivan de un solo gene, cuyo RNA se procesa diferencialmente.
Todas las subespecies de PKC poseen diferencias en su modo de
activacién, propiedades cinéticas y especificidad por el sustrato
(20).



Exterior

Epinephrine

Stimulstory | Glucagon Inhibitory _J PGE,
ligand A(;’THg . ligand Adenosine
Vasopressin
Activation of  Inhibition of
adenylate adenylate
cyclase cyclase
Plasma 7=rm :‘-;E
membrane - : &
of liver cell 0
3 Ly
Receptor for ‘ ?e"q;ptor for
stimulat . ~ nhibitory
ht;"n"xoangw hormone
Stimulatory InhibltOfy
G protein G protein

Cytoso! complex complex

FIGURA 4. EL SISTEMA DE LA ADENILATO CICLASA. Existen receptores
acoplados a Gs que estimulan la actividad de la adenilato
ciclasa. También los hay acoplados a Gi que inhiben la produccién
de AMP ciclico por esta enzima. El AMPc es el segundo mensajero
del sistema que activa a una Proteina cinasa A, que es
dependiente de AMPc. Para el estudio de este sistema se cuenta
con toxinas que ADP ribosilan las subunidades alfa de las’
proteinas G; tenemos andlogos del AMP ciclico que entran
libremente a las células, como el dBAMPc; y también activadores
directos de la adenilato ciclasa, como la forskolina. Esquema
tomado de la referencia 2.
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En este caso, el receptor para la hormona activa a la proteina
G y ésta a la Fosfolipasa C, la cual hidroliza a un fosfolipido de
membrana (el fosfatidil inositol 4, 5 bifosfato) para dar dos
segundos mensajeros: el Inositol trifosfato (IP3) y el
Diacilglicerol (DAG). El1 IP3 provoca la liberacidén de calcio de
depdésitos intracelulares y el DAG activa a una familia de
proteinas conocidas con el nombre genérico de Proteina Cinasa C.
Para estudiar este sistema, se poseen iondforos de calcio, como
el A23187, (para simular el incremento de calcioc en citosol) y
activadores de la proteina cinasa C, como los ésteres de forbol,
(para estimular solamente la cascada de fosforilaciones por PKC).
Esta figura fue obtenida de Voet, J. y Voet A., (1990)
"Biochemistry" John Wiley and Sons. USA.
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VIII. El sistema de transduccién de los esteroides, donde el
primer mensajero, que es hidrofébico, penetra libremente a las
células, uniéndose con su receptor que es citoplasmico. Al
llevarse a cabo esta unidn, el complejo hormona-receptor viaja al
nicleo donde se une a elementos reguladores de la expresién
genética: elementos cis que se encuentran hacia el 5’ de los
promotores de varios genes (figura 6) (21).

Las hormonas en general, pueden actuar induciendo cambios
guimicos importantes a nivel de la memebrana plasmatica y el
citosol de las células blanco, sin embargo, algunas pueden
acoplar los cambios en membrana y citosol a la diferenciacién
celular, la duplicacién y la expresidén dirigida de proteinas
especificas.

Sabemos que cualquier o todas las etapas en la via desde el
DNA hasta la proteina puede estar sujeta a regulacidén. En
principio, la expresién génica puede estar controlada en 1) el
inicio de la transcripcién del gene (control transcripcional),
2) el procesamiento del RNA inmaduro (control de procesamiento),
3) seleccién de cuidles RNAs maduros son exportados hasta el
citoplasma (control de transporte), 4) seleccién de cudles RNAs
son traducidos en el citosol (control traduccional) 6, 5)
la estabilizacién diferencial de los RNAs que se encuentran fuera
del nacleo (control por degradacién), ver figura 7.

Hasta hace muy poco, s6lo algunos sistemas de transduccién
estaban relacionados directamente con la transcripcién genética:
el de los esteroides y el de los factores de crecimiento.

REGULACION DE LA TRANSCRIPCION GENETICA INDUCIDA POR HORMONAS
ESTEROIDES

Los glucocorticoides son el ejemplo mas documentado de 1la
expresién genética mediada por hormonas (22). Los efectos de los
glucocorticoides han sido analizados por el uso de una hormona
sintética l1llamada dexametasona. E1 hecho de tener esta hormona
marcada ha permitido la localizacién de receptores y estudios de
enlazamiento, ademds de estudios in vitro de transcripcién de
genes blanco. Los glucocorticoides actian uniéndose primero a una
proteina receptora de localizacién citoplasmica. Una vez que se
unen el receptor y la hormona, el complejo se transporta hasta el
niicleo y se une a secuencias especificas de DNA que se llaman
elementos de respuesta a glucocorticoides (GREs) (23).

En ausencia de la hormona, la proteina receptora se asocia
con otra proteina citoplasmica, HSP90, y tiene baja afinidad por
el DNA. La evidencia actual parece indicar que la proteina
citopldsmica asociada al receptor previene la formacién de un
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FIGURA 6. SISTEMA DE TRANSDUCCION DE HORMONAS ESTEROIDES.

En el caso de mensajeros hidrofébicos como 1los
esteroides, los receptores hormonales se encuentran en el citosol
de la célula blanco. Se unen a la hormona, se dimerizan y viajan
al ndcleo donde directamente activan la transcripcién de ciertos
genes que desencadenan respuestas a largo plazo. Este esquema fue
tomado de la referencia 2.
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dimero, el cual es la forma activa del receptor. Presumiblemente,
la unién de la hormona causa un cambio conformacional en la
proteina receptora asi que no puede unirse mids a la proteina
citoplasmica. De este modo, el receptor ahora puede dimerizarse y
volverse activo, ver la figura 8.

El complejo glucocorticoide-receptor activa la transcripcién
uniéndose a secuencias GRE en los sitios "aumentadores" de
la transcripcién de un gene ("enhancers"), localizados a
diferentes distancias del gene inducible. Esta unién activa al
promotor del gene en cuestidén (25). Existen varios modelos para
explicar 1la accién a distancia de los "enhancers", pero hasta
la fecha no se tiene la respuesta definitiva aun.

Los elementos de respuesta a la hormona (HREs) que son
capaces de fijar diferentes complejos hormona-receptor deben
estar localizados especificamente, ademds de tener secuencias
especiales para distinguir los complejos con una hormona o con
otra. Por ejemplo, el HRE para glucocorticoides tiene esta
secuencia: 5’ -GGTACANNNTGTTGT- 3’ (26), el HRE para estrégenos
tiene la secuencia 5/~GGTCANNNTG-3’(27), y el HRE para hormonas
tiroideas es 5’/-~CAGGGACGTGACCGCA-3‘ (28).

La estructura de los receptores para los esteroides esta
muy conservada. Las regiones N de las proteinas receptoras son
las mas variables y las regiones centrales son muy conservadas
porque alli se encuentran los sitios de unién a DNA. Las regiones
C terminales contienen los dominios que unen a la hormona y éstas
se conservan medianamente (29).

Una hormona esteroide dada, activa la expresién de genes
particulares en ciertas células blanco y sin embargo, muchos de los
detalles de tal induccién y sobre todo, de la regulacién de la
respuesta dada por cada célula permanece sin conocerse. En el
estudio del sistema de los esteroides, los efectos en 1la
transcripcién génica se observan a largo plazo, digamos de 6 a 48
horas en células en cultivo (30). Sin embargo, también puede haber
transcripcién especifica inducida al poco tiempo. Los
responsables de tal induccién son mensajeros quimicos que se unen
a receptores con actividad de cinasas de tirosinas: los factores
de crecimiento.

REGULACION DE LA TRANSCRIPCION GENETICA POR FACTORES DE
CRECIMNIENTO

La exposicién de las células a un grupo de substancias
colectivamente llamadas mitdgenos, lleva a que muchas de ellas,
bloqueadas en la fase Gl del ciclo celular, entren en divisién.,

Algunos mitégenos son los llamados factores de crecimiento y

estin presentes en el suero nomal teniendo las funciones de
mediadores fisiolégicos de la replicacién celular.
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obtenido de la referencia 2.
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La mayor parte de los factores de crecimiento son proteinas
con pesos moleculares de 1 a 40 kilodaltones (ver tabla I)., Para
un factor de crecimiento dado, el nimero de receptores varia
desde 5,000 hasta 500, 000. Algunos de estos receptores poseen
una actividad de tirosina-cinasas y una topologia bastante
similar. Poseen un enorme Y glucosilado dominio extracelular,
responsable de fijar la hormona; tienen también una sola regién
transmembranal hidrofébica y un dominio citoplasmico que contiene
la regién catalitica, con actividad enzimdtica (31). Por su
conformacidén, éstas cinasa de tirosina pueden verse como enzimas
alostéricas ancladas a la membrana. A diferencia de las enzimas
citoplasmicas, el dominio de unién a ligando y el de actividad
catalitica estan separados por la membrana plasmdtica asi que la
activacién del receptor involucra que la sefial sea transducida a
través del segmento transmembranal, ver la figura 9.

Con base en la similitud de secuencia y diferentes
caracteristicas estructurales, es posible clasificar a estos
receptores en subclases (figura 10). La subclase I estad formada
por receptores que conservan dos secuencias repetidas ricas en
cisteinas en el dominio extracelular del receptor. Estos son
monoméricos y un ejemlo cldsico es el receptor para el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) (32). La subclase II estd formada
por receptores heterotetraméricos con estructura 2 alfa y 2 beta.
Tienen también secuencias repetidas ricas en cisteinas (33), como
los de la subclase I. El receptor para la insulina es el ejemplo
mas representativo de ésta familia. La sublcase III (34) contiene
receptores con cinco secuencias repetidas muy similares a las
inmunoglobulinas en los dominios extracelulares, como ejemplo
(35) citaremos al receptor del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF). La sublcase IV contiene receptores con tres
secuencias repetidas como las inmunoglobulinas, siendo muy
similares a los de la subclase III, tal es el caso del receptor
para el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) (35).

La unidén del ligando con su receptor provoca la dimerizacién
de los receptores monoméricos o un cambio conformacional en los
de la sublcase II. Esto ocasiona una activacién del dominio de
cinasa de tirosinas y provoca la autofosforilacién del receptor
ademds de la fosforilacién de algunas proteinas celulares.
Recordemos gue la mayor parte de las fosforilaciones que ocurren
en las proteinas celulares se llevan a cabo en residuos de serina
o de treonina. Se ha probado (por lo menos para la insulina), que
la fosforilacidén en tirosinas de algunas serin-treonin cinasas
(36) provoca la activacién de éstas Gltimas y asi, la cascada de
fosforilaciones puede ser mayor que la inicial y puede tener otro
significado fisiolégico para la célula.

Los factores de crecimiento ocasionan muchas respuestas
celulares. Estas incluyen la estimulacién del intercambiador Na
H, entrada de calcio, activacién de la fosfolipasa C y la
estimulacién del transporte de glucosa y de amino&cidos (37).
Recordemos que la fosfolipasa C lleva a la generacidén de los
segundos mensajeros IP3 y DAG, liberando calcio del reticulo
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Name

Strurture

Biulogical Properties

PDGF
{platelet-derived growth factor)

EGF
(epidermal growth factor)

TGF-a
(transforming growth factor)

TGF-8
(transforming growth factor)

NGF
(nerve growth factor)

IGF-]
(insulin-like growth factor-I;
somatomedin C)

IGF-II
(insulin-like growth factor-II)

GH
(growth hormone; somatotropin)

GHRF
(growth hormone releasing
factor; somatoliberin)
Insulin

Two disulfide-bonded chains;
glyeoprotein

53 amino acids (preproEGF
1200 amino acids)

50 aminu acids; (preproTGF-a
160 amino acids); homology
with EGF

Homodimer of MW 25,000; no
homology with TGF-a or EGF

Two identical 8 chains of 118
amino acids; low homology
to insulin

70 amino acids (preprolGF-I
130 amino acids); 45%
homology with insulin

67 amino acids (preprolGF-Il
180 amino acids); homology
with insulin

191 amino acids

+4 amino acids (precursor
about 100 amino acids

Two disulfide-bonded chains:
A is 21 amino acids, B is
30 amino acids: A, B cleaved
from preproinsulin of 110
amino acids

Mitogen for cultured cells of
mesenchymal origin; repair of
vascular system in vivo

Mitogen for cells of ectodermal
and mesodermal origin; role in
early development in vivo?

Mitogen like EGF but can make
normal cells grow in agar;
binds to EGF receptor; high
levels in some cancer cells

Mitogen for some cells, growth
inhibitor for others;
stimulates growth in agar;
synergy with TGF-a

Development and maintenance of
sympathetic and embryonic
neurones

Intermediate in the action of
growth hormone; skeleta)
elongation; mitogen for cells
in vitro

In vivo role uncertain

Synthesized in anterior
pituitary: stimulates liver to
produce somatomedins

Hypothalamic peptide; regulates
synthesis of growth hormone in
the pituitary

Stimulates glucose uptake,
protein synthesis, and lipid
synthesis; can be mistaken for
growth factor in vitro

TABLA I. Descripcién de los principales factores de crecimiento

reportados hasta la fecha.

Todos estdn acoplados a la accién de

receptores con actividad de cinasa de tirosinas. Tabla obtenida

de la ref. 5.
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DOMAIN FUNCTION

Extracellular Ligand binding
Dimerization

Transmembrane Membrane anchor

Juxtamembrane Negative control (Thr 654)
ATP binding (Lys 721)
Substrate binding

Tyrosine Kinase Calalytic activities

Carboxy-terminal tail Signal regulation

FIGURA 9. ESQUEMA REPRESENTANDO LA ESTRUCTURA DEL RECEPTOR PARA
EL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO. Este receptor es también una
cinasa de tirosinas. Estudios de mutagénesis dirigida y
construccién de proteinas quiméricas, han arrojado informacién
acerca de la estructura y funcién de este receptor. En este
dibujo, obtenido de la referencia 10, pueden apreciarse los
dominios funcionales mas importantes de ésta molécula.
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FIGURA 10. ESQUEMA CON LAS ESTRUCTURAS GENERALES DE LAS CUATRO
FAMILIAS CON ACTIVIDAD DE CINASAS DE TIROSINA. Puede observarse
que en la parte baja de cada modelo, aparecen los nombres de los
receptores pertenecientes a cada subclase. PTK indica el dominio
de cinasa de tirosinas y KI muestra una secuencia de insercién en
las subclases III y IV, la cual interrumpe el domminio de cinasa
sin alterar su actividad. Esguema obtenido de la referencia 35.
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endopléasmico y activando a la proteina cinasa C (figura 11). De
esta forma, se puede suponer que el sistema de transduccién de
recambio de fosfoinositidos-calcio (que también utilizan hormonas
como la vasopresina, la angiotensina y la epinefrina), pueden
mimetizar algunas acciones de los factores de crecimiento.

La tabla II muestra algunas de las respuestas observadas en
fibroblastos tratados con el factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF). Algunos efectos son inmediatos, siendo
detectables en segundos o minutos después de afiadir el factor.
Estos cambios incluyen flujos iénicos répidos, redistribuciones
de citoesqueleto, fosforilacién de proteinas, cambios en el
metabolismo de 1l1lipidos de membrana y alteraciones en 1la
maguinaria de la sintesis de proteinas. Otros efectos son
llamados tempranos porque se pueden medir después de la primera
media hora de incubacién con el agente. Estos efectos involucran
la expresién genética y la sintesis de nuevas proteinas (38).

REGULACION DE LA TRANSCRIPCION GENETICA POR BS8ISTEMAS QUE
INVOLUCRAN LA ACCION DE SEGUNDOS MENSAJEROS

Como ya se revisd, el modo de accién de las hormonas con
receptores en la membrana plasmatica normalmente involucra 1la
produccién de segundos mensajeros en el interior de la célula.
Por regla general, estas hormonas ejercen sus efectos sobre el
metabolismo de la célula en tiempos muy cortos (desde
milisegundos hasta 5 o 10 minutos).

El primer sistema donde se describié la induccién de 1la
transcripcién genética por una hormona con receptor en 1la
membrana plasmatica fue un cultivo de células de 1la gléandula
mamaria de la rata (39). Primero se demostrd que el RNA de la
caseina se induce en respuesta a prolactina. La induccidn se llevé
a cabo después de 6 dias con un tratamiento combinado de
insulina, prolactina y cortisol. Después (40) se probé en un
explante de glandula mamaria qgue la prolactina sola es capaz, en
una hora, de incrementar el mRNA de la caseina. Se demostré gque
la hidrocortisona no es necesaria para la induccidn, pero si se
requiere para la maxima acumulacién del mRNA en el citosol. El
trabajo hecho en 1978 fue la primera demostracién de un
incremento rapido de RNA en respuesta a una hormona peptidica.

Ademds de estudiar la influencia de la prolactina en el
incremento de la transcripcién en cultivo celular, se averigud la
contribucién de los eventos postranscripcionales en la accién de
la prolactina (41), encontréandose que en la primera hora, se
incrementa la transcripcién del gene de la caseina de 2 a 4
veces. Sin embargo, ésta transcripcién incrementada no es
suficiente para explicar la acumulacién tan répida del mRNA.
Midiendo la vida media del mensajero, se sabe ahora que se
incrementa de 17 a 25 veces en presencia de prolactina. Asi, en
1979 se tuvo la primera evidencia de que la modulacién de 1la

21



[44

Immediate Events: 1-10 min and/or Early Events: 30-180 min and/ge

Transcription-independent Transcription-Dependent

1. Tyrosine-specific phosphorylations 1. PDGF can be removed from culture medium and cells still
divide

2. Inhibition of EGF binding 2. Acquisition of intracellular signal as shown by cell fusion

3. Inhibition of guinea pig insulin binding 3. Induction of rare gene sequences encoding low-abundance
mRNAs

4. Stimulation of phospholipase A; and prostaglandin 4. Appearance of rare cytoplasmic proteins

release

5. Stimulation of polysome formation 5. Stimulation of somatomedin binding

6. Stimulation of phosphatydylinositol turnover 6. Increase in low-density lipoprotein receptor content

7. Reorganization of actin filaments - 7. Stimulation of amino acid A transport system

source: C. D. Stiles, “The Molecular Biology of Platelet-Derived Growth Factor,” Cell 33 (1983):653-635.

TABLA II. Todos los factores de crecimiento tienen la capacidad

de activar respuestas a corto y a largo plazo. Tabla de la
referencia 5.
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FIGURA 11. VIA DE ACTIVACION DEL SISTEMA DE RECAMBIO DE
FOSFOINOSITIDOS -CALCIO POR EL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO.
Se ha demostrado que muchos factores de crecimiento provocan
cambios a corto plazo activando a elementos de otros sistemas de
transduccién. Tel es el caso del receptor para EGF, que es capaz
de fosforilar a la fosfolipasa C gama, induciendo el recambio de
fosfoinositidos y llevando a la liberacién de calcio. Este tipo
de conexiones, hicieron pensar que la respuesta mitogénica podria
darse también con hormonas que actuaran a tiempos cortos.
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estabilidad de los mRNA puede ser promovida por una hormona cuyos
efectos eran principalemtne a corto plazo.

Desde la exploracién inicial de los genes inducidos por
prolactina, han aparecido algunos otros ejemplos en diferentes
tejidos donde agunas hormonas moduladores del metabolismo
"rapido" pueden inducir cambios en la transcripcién genética.

La enzima fosfoenolpiruvato carboxigquinasa (PEPCK) sirve
como un modelo interesante para expresidén por miltiples hormonas.
Esta proteina se induce por glucocorticoides, 1los cuales
incrementan la transcripcién y la vida media del mensajero (42).
Similarmente, el AMP ciclico también incrementa la transcripcién
de la PEPCK en hepatoma. Por su lado, en hepatoma también, 1la
insulina inhibe 1la transcripcién especificamente de la enzima
cayendo hasta la mitad en los primeros 15 minutos (43).

Los genes de tirotropina y prolactina son activados por 1la
hormona liberadora de tirotropina (TRH) en la pituitaria
anterior. Se observa el maximo de estimulacidén a los 30 minutos
y el mensajero se mantiene hasta los 60 minutos de exposicién con
el agonista (44). Se sabe también que los ésteres de forbol
(activadores de 1la PKC) y el AMP ciclico inducen también el
mensajero de la prolactina en éstas células.

La exploracién de la transcripcién genética mediada por
hormonas de accidén rapida recibid un gran empuje cuando se
descubrié que muchos factores de crecimiento (mitégenos
comprobados) activan el recambio de IP3-calcio o a la adenilato
ciclasa. Esto involucrd directamente a los segundos mensajeros en
el control de las actividades de divisién celular, surgiendo un
puente entre los investigadores 'que trataban de explicar los
mecanismos de accidén hormonal y los que se dedicaban a averiguar
el control de la proliferacién de las células. El estudio del
cancer ha abierto enormes perspectivas en este campo.

Se ha reportado que en respuesta a un estimulo hormonal
rapido, en distintas células se puede activar la transcripcién de
un grupo de genes conocidos como "genes de respuesta inmediata".
Estas secuencias se activan en muy poco tiempo de exposicién al
agonista (menos de 15 minutos) y alcanzan su maximo entre 10 y 30
minutos.

Dentro de esta familia de respuesta rdpida se encuentran los
genes c-fos y c=jun, que forman el factor de transcripcién AP-1.
Estos proto-oncogenes son similares a los oncogenes v-fos y v=jun
aislados de retrovirus con probada capacidad de inducir divisién
celular. Sabemos que c=fos y c~jun son dos miembros de una gran
familia de protooncogenes celulares cuyos miembros estés
descritos en la figura 12.

La inducibilidad de estos genes estd caracterizada en
células transformadas (cancerosas), pero se desconoce su patrén
de induccién en células normales, gque tienen el gran
inconveniente de no poder vivir mucho tiempo fuera del organismo
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Proto-Oncogenes In The Signal Transduction Cascade
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FIGURA 12. En este esquema, obtenido de la referencia 98, se
muestran los componentes generales de cualgquier sistema de
transduccidén y se sefialan también los oncogenes aislados que son
copias truncadas o desreguladas de las proteinas normales. Como
se aprecia, se han aislado oncogenes que codifican para varios
elementos del sistema, lo que indica su importante participacién
en el mantenimiento del ciclo celular y el control de 1la
divisién. Se ha encontrado que muchos oncogenes tienen la
informacién para proteinas que participan en los sistemas de
transduccién de sefiales a corto plazo.
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completo. Ademds, pocas son las células normales en las que se
haya hecho un nimero grande de estudios sobre accién hormonal,
requisito necesario para intentar dilucidar la via de induccién
de c-fos u otros genes.

Asi, el mejor sistema celular para estudiar la regulacién de
la expresidén genética temprana serd aquel en el que se conozcan
mas o menos detalladamente los sistemas de transduccién, y se
tenga la posibilidad de observar la expresién de genes por medio
del andlisis del RNA mensajero.

ANTECEDENTES

El higado es el d6rgano mas grande del cuerpo de todos los
mamiferos. En un hombre adulto constituye aproximadamente el 2.5%
del peso de su cuerpo. La organizacién estructural de 1los
elementos vasculares y parenquimales del higado esta adaptada
para su funcidén especial como el guardidn que se interpone entre
el tracto digestivo Y el resto del cuerpo. Una
consecuencia de esta interposicién es el manejo de grandes
cantidades de nutrientes como amino&cidos, carbohidratos,
lipidos, vitaminas y otras substancias que entran al organismo
disueltas en el agua o en la comida. Una de las funciones mis
importantes del higado involucra el tomar los sustratos del
intestino y su subsecuente almacenamiento, metabolismo y
distribucién a 1la sangre y al jugo biliar. Otra funcién del
higado es 1la transformacién de drogas, venenos y metabolitos
enddégenos : éste proceso ocurre en el citosol de sus células,
reticulo endoplasmico y membrana nuclear. Algunos metabolitos
pueden ser téxicos o carcinogénicos. Complejos inmunes entran al
higado desde el sistema linfatico (principalmente desde el bazo);
endotoxinas entran desde la flora intestinal bacteriana, etc. El
higado es cuantitativamente el sitio mas efectivo para
fagocitosis de material sélido, como las bacterias. Ademas, el
higado acomoda en su estructura esponjosa, al menos 300
mililitros de sangre en hombres adultos normales y participa en
la regulacién del volumen y flujo sanguineo (46).

El higado como 6rgano tiene 6 caracteristicas fundamentales
especificas para llevar a cabo sus funciones:

1) Sus células tienen funciones tanto metabélicas como
exécrinas.

2) Tiene muy buena irrigacién con sangre esplénica de 1la
vena portal que se convierte en un sistema microvascular; los
solutos biliares son reabsorbidos en el intestino y entran en la
circulacién enterohepatica.

3) Tiene una arquitectura especifica de células individuales
para facilitar el intercambio entre la sangre y los hepatocitos.

4) Espacios entre los hepatocitos y la membrana basal para
facilitar el intercambio.

5) Circulacién especial para la bilis y 1la sangre
compartamentalizando las funciones de excresién del resto de sus
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actividades.
6) Actividades biogquimicas especificas de los organelos
hepatociticos y membranas para regular su metabolismo (46).

El higado tiene distintos tipos celulares: las células
endoteliales, las células de Kupffer, las células parenquimatosas
(hepatocitos) y las células de almacenamiento de grasa.

En el higado de la rata, los hepatocitos constituyen el 90%
de la masa total del dérgano (47).

Los hepatocitos constituyen la unidad funcional fundamental
del higado. Su funcién, estructura y forma depende de su posicién
especifica en el tejido hepatico, sin embargo, cada hepatocito
tiene la potencilidad de tener todas las funciones. Son células
en forma de polihedro con 8 o mas superficies. Su diametro varia
entre 13 y 30 um con promedio de 25 um (47).

Los receptores hormonales encontrados en el hepatocito
contienen casi todos, residuos de galactosa. El prototipo
especifico de higado es el receptor de asialoglucoproteina
(también llamado receptor de Aswell- Morrell) (48).

Después de que la hormona se une a su receptor, se lleva a
cabo la endocitosis del mismo, fenémeno gque involucra un
elaborado sistema vacuolar. En este sistema, los 1ligandos se
desprenden de sus receptores como resultado de una acidificacién
por bombas de protones (49); algunos receptores y hormonas, como
la transferrina, regresan a la membrana plasmidtica. Los ligandos
(como muchas hormonas peptidicas) llegan al Golgi en cuestién de
minutos donde sus receptores pueden ser degradados o glucosidados
para su re-utilizacién. Otros ligandos, como la inmunoglobulina A
en ratas (50), la inulina (51) o una fraccién del EGF (52) son
transferidos a la bilis. Algunos ligandos hidrosolubles, como la
insulina, pueden llegar a los organelos celulares sin necesidad
de receptor, como si fueran hormonas esteroides. Los mecanismos
de flujo de proteinas en citosol no estadn dilucidados por
completo ain (53).

REGULACION HORMONAL DE LA TRANSCRIPCION EN HIGADO

Los hepatocitos contienen una multitud de enzimas y
proteinas de secrecidén. Responden esencialmente a todas las
hormonas listadas en la figura 1. El1 higado es, entonces, un
modelo ideal para estudiar los efectos hormonales sobre 1la
transcripcién.

Tanto los glucocorticoides como las hormonas tiroideas
influencian de manera importante un grupo selecto de proteinas
hepaticas. Por ejemplo, la sintesis hepdtica de tres enzimas
involucradas en el metabolismo de aminodcidos (tirosin
aminotransferasa, triptofano oxigenasa y fosfoenolpiruvato
carboxicinasa) se estimula por el tratamiento con
glucocorticoides. En estos ejemplos se sabe que las hormonas

27



activan la transcripcién de novo de los genes.

Asimismo, el higado es blanco para las hormonas sexuales
esteroides, se sabe que la administracién de este tipo de
hormonas estA asociado con caambios en 1la concentracién
plasmdtica de algunas proteinas como los factores de coagulacién
VII y X (54), un decremento en el inhibidor de la coagulacién
antitrombina (55), un incremento en lipoproteinas de muy baja
densidad (56) y sustrato de renina (57), y un incremento en
plasma de la globulina fijadora de tiroxina (58).

La terapia con andrdgenos estd asociada con distintos
efectos sobre éstas proteinas y el tratamiento con estrégenos
incrementa la frecuencia de tumores hepaticos (59). Lo gue no se
ha podido estudiar con detalle hasta hora es cuales de éstos
cambios inducidos por los esteroides estdn mediadas por la
interaccién esteroide-hepatocito y cuédles son causados por
efectos indirectos de las hormonas sobre el higado.

En higado, los genes regulados por glucocorticoides son:

1) Metalotioenina (60)

2) Tirosin aminotransferasa (61)
3) Triptofano oxigenasa (62)

4) alfa 2 microglobulina (63)

5) alfa glucoproteina acida (64)

Un ejemplo interesante de regulacidén de la transcripcién
hepatica lo constituye el gene de la albimina, donde se requieren
para su activacién transcripcional 1) la regién TATAA (65), 2) la
regién CCAAT (65), 3) la regién de =-90 a =120 (66) y una
secuencia enhancer localizada a mds de 10 Kb del promotor (67).
Los enhancers han sido involucrados para el control hepatico de
la alfa proteina fetal (68), la proteina fijadora del retinol
(69) y la alfa 1 antitripsina (70).

En cuanto a la transcripcién de proto oncogenes en higado de
rata, se tienen algunos estudios en el modelo de regeneracién
hepatica (71-75). lLos genes c=-fos, c-myc, H y K ras, se inducen
durante la regeneracién del o6rgano. La proteina Fos se
induce desde los primeros 15 minutos, c-myc a los treinta minutos,
ras de 18 a 24 horas después de la lesidén hepatica.

Decidimos estudiar el modelo hepatico por 1la creciente
cantidad de informacidén a nivel de sistemas de transduccién de
seflales hormonales. Y porque, siendo un tejido tan importaante,
se desconocen las vias de induccién transcripcional de propto-
oncogenes de respuesta temprana en condiciones normales. No se
sabe cudles son los mediadores intracelulares que activan la
transcripcién en respuesta a la elevacidén de segundos mensajeros
y ain no se han caracterizado los genes regulados por los
factores de transcripcién como c-fos y c-jun.
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La caracterizacién mostrada en este trabajo es uno de los
pocos estudios con células hepdticas de animales normales. Los
protooncogenes utilizados en el estudio fueron c-myc, c-fos, y c=
mos, los cuales han sido clasificados como de induccién temprana
en otros sistemas modelo. Sin embargo, la caracterizacién mas
detallada se hizo con el proto-oncogene c-fos.

OBJETIVO

Tratando de profundizar un poco ‘mas en los mecanismos de
transduccién de sefiales a corto plazo y la regulacién de 1la
expresién genética mediada por hormonas, decidmos estudiar, en
células de higado normal de rata, las vias de induccién de
algunos protooncogenes celulares. Se probaron factores de
crecimiento (como el EGF), hormonas hidrosolubles (como la
epinefrina, la vasopresina y la angiotensina), activadores de la
PKC (como el TPA), andlogos del AMPciclico (dBAMPc) y un ionéforo
de Calcio (el A23187).
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RESUMEN DE RESULTADOS

De manera general, la estrategia experimental consistidé en
aislar células hepaticas de rata normal por medio de una
digestién por colagenasa del higado. Las células fueron incubadas
a los tiempos sefialados en cada experimento con las hormonas a
las dosis indicadas. Después de la incubacidén, se purificd el RNA
total y se goted sobre membranas de nitrocelulosa. Estas
membranas se hibridaron contra fragmentos de los proto-oncogenes
marcados por una reaccién enzimitica con la DNAsa I y la DNA
polimerasa en presencia de un nucledétido radiactivo (Nick
Translation).

Después de lavar los filtros y exponer placas de rayos X con
pantallas amplificadoras, las placas fueron analizadas en un
densitémetro para cuantificar la induccién.

Los datos que a continuacién se presentan constituyen 1la
caracterizacién de la induccién de algunos proto-oncogenes
celulares en hepatocitos de rata. Utilizamos antagonistas
especificos para detectar el tipo de receptor involucrade en la
respuesta para angiotensina, usamos derivados del forbol
miristato acetato para estudiar el papel de la proteina cinasa C.
Tratamos también a nuestras células con actinomicina D vy
cicloheximida, obteniendo datos que parecen indicar que la
induccion del protooncogene ¢c-fos se da, de manera importante, a
nivel transcripcional.

Se presenta después de este resumen las galeras del articulo que
fue acptado para su publicacién en el B. B. Acta en el mes de
abril de 1992. En el articulo se describe en detalle 1la
metodologia utilizada y las estrategias experimentales. De aqui
en adelante, el numero de las figuras se referirid a las del
articulo.

En la primera serie de experimentos (figura 1), las células
fueron incubadas durante 30 minutos en ausencia (control), o en
presencia de dosis 6ptimas de distintas hormonas, como
angiotensina II, vasopresina, EGF y epinefrina. De éstas, sélo la
angiotensina y el EGF provocaron una marcada induccién del
mensajero de c-fos. Para tener idea del sistema de transduccién
involucrado en esta expresidn, incubamos también con el forbol
miristato acetato (PMA), que es un potente activador directo de
la proteina cinasa C. En presencia de éste agente, la sintesis de
c-fos se incrementdé hasta tres veces su valor normal. Ni el
dibutiril AMP ciclico, que es permeable en éstas células, ni el
A23187 que es un ionéforo de calcio, fueron capaces de inducir la
sintesis del mensajero de c-fos. Como control, el RNA fue
hibridado contra el cDNA del gene de la gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) y la expresidén del mRNA no se vié afectada
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por los tratamientos.

La respuesta de incremento en el RNA mensajero no fue
especifica para el proto-oncogene c¢-fos. Observamos (figura 2)
que se induce la acumulacién de otros mensajeros como la beta
actina, ¢c~mos y c-myc. Decidimos caracterizar la induccidén de c-
fos con mayor detalle y se realizd un andlisis por Northern Blot
comprobando dque realmente se induce un mensajero de
aproximadamente 2.1 kb, tamafio reportado para el mensajero maduro
de c-fos (figura 3).

Analizando los resultados, fue interesante observar que,
aunque vasopresina, angiotensina y epinefrina estimulan el
sistema de recambio de IP3-calcio de manera muy similar, sélo la
angiotensina II presenté capacidad para inducir el mensajero de
c-fos. Este efecto parece mediado por la cinasa C dado que el PMA
es, de hecho, un inductor muy bueno.

Se realizé un curso temporal (figura 4) para caracterizar el
efecto de4 PMA, angiotensina, vasopresina y epinefrina,
encontrando que para PMA, el tiempo medio de induccién es de 7
minutos y para angiotensina es de 12 minutos. Vasopresina y
epinefrina tuvieron un efecto muy discreto. Las dosis utilizadas
en este experimento han sido caracterizadas como &ptimas para
otros parametros, como la produccién de IP3 (76), la activacién
de la fosforilasa (77) o la activacidén de la cinasa C (78).

Otros ésteres de forbol también provocaron la induccién de
c~-fos de una forma dependiente de la dosis (figura 5). Se probd
un éster de forbol inactivo, el alfa forbol, y no se logrd
observar ninguna respuesta significativa. Realizamos también una
curva dosis-respuesta para la induccidén de c=fos por angiotensina
y se muestra una de ellas en la figura 6. La EC 50 para
angiotensina fue de 30 nM. Se realizaron también curvas dosis-
respuesta para vasopresina y para epinefrina, pero no logramos
ver la induccidén tan marcada del mensajero (datos no mostrados).

Se han reportado dos tipos de receptores para angiotensina,
a saber, los ATl y los AT2. Los AT1 han sido involucrados en la
inhibicién de la adenilato ciclasa y en la activacién del
recambio de IP3-calcio. Estos receptores son ademds, sensibles
al antagonista no peptidico Losartan (DUP753) (79). Los AT2
parecen mediar la disminucién de los niveles basales de GMP
ciclico en células astrociticas y son sensibles al antagonista
no peptidico PD123177. Para distinguir qué tipo de receptor media
la accidn de la angiotensina sobre la estimulacié de c-fos, se
realizaron experimentos con dosis crecientes de los antagonistas
para averiguar cudl de ellos blogueaba la respuesta para
angiotensina.

Encontramos (figura 7) que solamente el Losartdn es capaz de
bloquear la induccién y no asi el PD123177, indicando que en el
sistema de transduccién estd involucrado un receptor tipo AT1.

Finalmente, tratamos a las células con inhibidores de 1la
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transcripcién y de la sintesis de proteinas para tratar de
distinguir a gué nivel se daba el incremento de c-fos. En la
figura 8 se muestra que la preincubacién con actinomicina D
bloguea totalmente la induccién mediada por PMA u disminuye
ostensiblemente la induccién provocada por angiotensina. Esto es
una fuerte indicacién de que la angiotensina II y el PMA ejercen
sus efectos incrementando la sintesis de novo del mensajero de c-
fos.

Cuando se trataron las células con ciclocheximida, se observé
una marcada induccidén ain en el control. La cicloheximida provoca
la acumulacién del mensajero de c-fos impidiendo su degradacién
(80).

En presencia de cicloheximida, el PMA sigue ejerciendo sus
efectos asi como la angiotensina. Sin embargo, observamos que
tanto la vasopresina como la epinefrina, al afadirse en presencia
del inhibidor de 1la sintesis de proteinas, provocan una
acumulacién del mRNA para c-fos al doble del basal, lo que tal
vez indique que estas hormonas pueden, en menor grado, inducir
también al proto-oncogene por medio de mecanismos de control a
nivel transcripcional.

32



Biochimica et Biophysica Acta, 00 (1992) BXC13223 C 1
© 1992 Elsevier Science Publishers B.V, All rights reserved 0167-4889/92 /505.00

BBAMCR 13223

Angiotensin II and active phorbol esters induce proto-oncogene
expression in isolated rat hepatocytes

Claudia Gonzalez-Espinosa and J. Adolfo Garcia-Sainz

Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autd) de México, México D.F. (México)

(Received 11 February 1992)
(Revised manuscript received 15 April 1992)

Key words: H: te; AT -receptor; Proto: Angi in 11 receptor; Phorbol ester; c-fos

In isolated rat hepatocytes PMA, Angiotensin II and to a lesser extent other hormones induce an early genetic response
(increased expression of c-fos, c-mos, c-myc and B-actin) without altering the expression of the glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase gene. PMA, PDB and O-met-PMA, but not a-phorbol, stimulated c-fos expression. The effect of angiotensin I1
was inhibited by the AT, antagonist, Losartan (DuP 753) (K; approx. 25 nM), but not by the AT, antagonist PD123177.
Angiotensin II was much more effective than vasopressin or epinephrine in inducing proto-oncogene expression which suggests
that angiotensin !l receptors may exert actions in addition to those shared with the receptors for the other calcium-mobilizing
hormones. The effect of PMA and angiotensin 1l on c-fos expression took place rapidly, with half times of 7 and 12 min,
respectively. Actinomycin D markedly diminished basal c-fos expression whereas cycloheximide had the opposite effect.
Actinomycin D diminished the effect of PMA and angiotensin II but it did not block them. PMA and the calcium mobilizing
hormones increased c-fos expression above the level observed with cycloheximide alone. These data suggest that PMA and the
calcium-mobilizing hormones increased both transcription of the c-fos gene and stabilization of the proto-oncogene mRNA.

Introduction of protein kinase C, increases in cytosol [Ca®*~] or
stimulation of adenylate cyclase {1-3].

Extracellular molecules, such as many hormones, The transcription of c-fos can be stimulated by dif-

neurotransmitters and growth factors, in addition to ferent stimuli depending of the cell studied. For exam-

their metabolic effects, exert prominent actions modu- ple, it can be induced by ATP in endothelial cells [4),

lating cellular growth and differentiation [1-3]. In many NGF and EGF in PCI12 cells [5], muscarinic agonists in
instances, such actions involve their interaction with astrocytoma cells [6], PDGF in fibroblasts {7], TNF in

receptors, located in the plasma membrane, activation the adipogenic TAL1 cell line [8], angiotensin II in aortic
of transmembrane signal transduction processes, gen- smooth muscle cells [9] and a- and B-adrenoceptors in
eration of intracellular signals or second messengers myocardial cells {10).

and activation/inhibition of protein kinases and phos- Hepatocytes are fully differentiated cells that sel-
phatases [1-3]. One of the earliest effects elicited by dom divide in the normal intact animal. However, they
many of these hormones and growth factors is the actively proliferate during liver regeneration, carcino-

induction of the early gene expression family, which genesis or even when the hepatic tissue is disrupted;

* includes among its membets several proto-oncogenes under all these conditions an induction of c-fos has
such as c-fos. The induction of this proto-oncogene is been observed [11-13]. We addressed the question as
one of the best characterized examples of early re- to whether proto-oncogene expression could be stimu-
sponse in many cells; its product is a 39 kDa protein lated by hormones in these cells. It was observed that
which, together with the c-jun protein, constitutes the basal proto-oncogene expression is stimulated by the
AP-1 transcription factor that participates in the ex- cell isolation procedure and it can be further increased
pression of many other genes in response to activation by PMA, angiotensin II and to a lesser extent by other

' hormones. The characterization of the effects of these

agents, the type of angiotensin receptor involved and

Correspondence to: J.A. Garcia-Sdinz, Instituto de Fisiologia Celu- the actions of actinomycin D and cycloheximide are
{ar, UNAM, Ap. Postal 70-248, 04510 México D.F. here presented.
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Materials and Methods

Angiotensin I, vasopressin, epinephrine, dibutyryl
cyclic AMP (But,cAMP), A23187, phorbol 12-myri-
state 13-acetate (PMA), phorbol 12,13-dibutyrate
(PDB), phorbol 12-myristate 13-acetate-4-O-methyl
ether (O-met-PMA), actinomycin D, cycloheximide,
Mops, tRNA (yeast) and rRNA (rabbit liver) were
obtained from Sigma. Losartan (DuP 753) and PD
123177 were generously provided by DuPont. Agarose,
nitrocellulose membranes and ethidium bromide were
from Bio-Rad. Amprobes c-fos and c-mye, [a-32P]dCTP
(6000 Ci/mmol) and the ‘nick translation’ kit were
from Amersham. Restriction enzymes were from Bio-
labs,

Experiments were performed with female Wistar
rats (220-250 g) fed ad libitum. Hepatocytes were
isolated by collagenase digestion [14,15] and were incu-
bated (100-150 mg wet weight) in | ml of Krebs-Ringer
bicarbonate buffer under an atmosphere of 95% O,
5% CO, (pH 7.4) at 37°C in a water bath shaker.

Cells were incubated for 30 min (or the times indi-
cated) in the presence or absence of the agents to be
tested; after this, the cells were frozen in an
ethanol/dry ice bath to stop the reaction. Total RNA
was extracted using phenol and precipitated with
ethanol as described [16]. RNA (50-100 n.g) was spot-
ted onto nitrocellulose filters and hybridized under
high stringency conditions [16] with 50% formamide.
After hybridization, the membranes were washed three
times in 2 X SSC (150 mM sodium chloride, 15 mM
sodium citrate, pH 7.4), 0.1% SDS for 5 min at room
temperature: twice in 0.1 X SSC, 0.1% SDS at 50°C for
15 min and twice with 0.1 X SSC at room temperature
for 5 min.

Gene specific DNA probes were *2P-labeled by nick
translation to a specific activity > 107 cpm/ug. In all
the experiments 500 ng of radioactive probe were used
for the hybridization. After the washes the filters were
autoradiographed 3-10 days at —70°C, Care was taken
that the films were within their linear range of sensitiv-
ity and were scanned using a LKB densitometer. In the
figures, the mean + S.E. of 3-5 experiments is pre-
sented and the photograph of a representative film is
also included.

Hybridization probes were as follows: human c-fos
probe was the 408 bp EcoRI-Pst1 fragment of Am-
probe c-fos; human c-myc was the 1.5 kb EcoRI-
HindIll fragment of Amprobe c-myc; human c-mos
probe was the 2.7 kb EcoRI fragment of the pHM2A
plasmid; chicken B-actin probe was the Puull frag-
ment of a cDNA clone in pGM-3 [17]; for control
experiments the cDNA clone of glyceraldehyde 3-phos-
phate dehydrogenase (GAPDH) [18] was used.

To perform the Norther blot analysis of c-fos tran-
scripts, 100 ug of total RNA were subjected to elec-
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trophogesis in a 1.5% agarose gel with 17% formal-
dehyde; electrophoresis and electrotransfer were per-
formed using standard conditions (16].

Results

In preliminary experiments we observed stimulation
of c-fos expression at 30 min of incubation, therefore,
the effect of several hormones and activators of protein
kinases were tested at this time and the data are
presented in Fig, 1. It can be observed that c-fos
expression was clearly stimulated by PMA and an-
giotensin II; EGF, vasopressin and epinephrine also
stimulated c-fos expression but their effects were much
smaller, But,cAMP and A23187 were without effect
(Fig. 1). The expression of the GAPDH gene was not
significantly altered by any of these agents (Fig. 1).
Interestingly, the effect of PMA and Afgiotensin Il on
gene expression was not exclusive for c-fos but com-
mon to other genes of the early response, such as
c-myc, c-mos and B-actin (Fig. 2); vasopressin induced
very small effects.

In all the following experiments we concentrated on
c-fos expression. Northern blot analysis showed c-fos-
specific mRNA transcripts of 2.2 kb (Fig. 3); marked
stimulations by PMA and angiotensin II and much
smaller effects of vasopressin and epinephrine were
observed (Fig. 3).
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Fig. 1. Effect of hormones and acuvalars of protein Iunascs on gene
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expression in isolated rat h were

for 30 min in the absence (Control, 1) or presence of 100 nM
angiotensin 11 (ANGIO, 2); 10 nM epidermal gromh factor (EGF,
3)% 10 nM vasopressin (VASO, 4); 10 uM epinephrine (EPLS); 1 uM
PMA (PMA,6); 10 uM But,cAMP (cAMP, 7) or 10 uM A23187
(A23187, 8). Total RNA was isolated and subjected to dot blot
hybridization using c-fos- or GAPDH-specific DNA probes. Results
are exp! d as ge of basal ion. Plotted are the
means and vertical lines represent the S.E. of the densitometric
determinations of 3~6 experiments using different cell preparations.

Inset shows a representative experiment.
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Fig. 2. Effect of PMA vasopressin :lnd angiotensin II on proto-

H were incubated for 30 min in the

absence (Basal) or presence of 1 uM PMA, 10 nM vasopressin

(VASO) or 100 nM angiotensin I (ANGIO). Total RNA was iso-

lated and subjected to dot blot analysis using 8-actin-, c-mos-, c-myc-

or c-fos-specific DNA probes. Inset shows a representative experi.
ment of 3 performed with identical results.

The time-course of c-fos expression is presented in
Fig. 4. In agreement with a previous report [13}, the
expression of c-fos increased after cells isolation (Fig.
4). PMA further increased the expression of this onco-
gene; its effect took place very rapidly (half-time ap-
proxX. 7 min) reaching its maximum (3-fold increase in
expression) at 30 min and remaining at this level for
further 60 min (Fig. 4). Angiotensin Il induced a 2.5-
fold increase in c-fos expression; its action took place a
little more slowly (half-time of maximal expression 12
min) than that of PMA (Fig. 4). Vasopressin and
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Fig. 3. Nonhem blot analysns of the effect of PMA, angiotensin II,

and hrine on c-fos expl were

mcuba(ed for 30 min the absence (BASAL) or presence of | uM

PMA, 100 nM angiotensin I (ANGIO), 10 nM vasopressin (VASO)

or 10 uM epinephrine (EPI). Total RNA was isolated and subjected

to Northern blot analysis. The figure is representative of 3 experi-
ments using different cell preparations.
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Fig. 4. Time<course of the effect of PMA, angiotensin II, vasopressin
and epinephrine on c-fos expression. Hepatocytes were incubated for
the times indicated in the absence (CONTROL, O) or presence of 1
M PMA (2), 100 nM angiotensin II (ANGIO, a), 10 nM vaso-
pressin (VASO, O) or 10 ¢ M epinephrine (EPI, ®). Total RNA was
isolated and subjected to dot-blot analysis using a c-fos-specific DNA
probe. Data were normalized to basal e-fos expression (contral time
0, 100%). Plotted are the means and vertical lines represent the S.E,
of 3 experiments using different cell preparations. Inset shows a
representative experiment.

epinephrine also induced c-fos expression though to a
lesser extent and even more slowly (Fig. 4).

The effect of phorbol esters on c-fos expression was
characterized. PMA increased the expression of this
proto-oncogene, the EC,, was approx. 30 nM (Fig. 5.
confirmed by Northern analysis, data not shown), which
is within the range of other effects observed in hepato-
cytes [20-22]. PDB, but not a-phorbol, also induced
this effect (Fig. 5). Surprisingly, O-met-PMA stimu-
lated c-fos expression (Fig. 5).

Angiotensin II increased dose-dependently the ex-
pression of c-fos (Fig. 6) with an ECy, (approx. 30 nM)
(confirmed by Northern analysis, data not shown). This -
action was dose-dependently inhibited by Losartan
(DuP 753), a non-peptide AT,-antagonist [23] but not
by PD123177, an AT,-antagonist [23] (Fig. 7). The
antagonists by themselves were without effect on c-fos
expression at the concentrations tested (data not
shown).
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We next studied the effect of actinomycin D and
cycloheximide on c-fos expression. As expected, and in
agreement with previous reports [11,13], we observed
that whereas actinomycin D markedly decreases
proto-oncogene expression, cycloheximide induces the
opposite effect (Fig. 8; confirmed by Northern analysis,
data not shown). The effects of PMA and angiotensin
IT were clearly decreased by the pre-treatment with
actinomycin; nevertheless, they were still clearly ob-
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with different concentrations of Losartan (DuP 753) (e) or PD123177

(O). Results were normalized to the effect of angiotensin 11 alone
(100%). Other indications as in Fig. 4.

servable when compared to proto-oncogene expression
control cells treated with this inhibitor of transcription
(Fig. 8: confirmed by Northern analysis, data not
shown). Similarly, the effects of both PMA and,}ﬂ-
giotensin I1 were clearly observable in the presence of
cycloheximide as also were the smaller effects of vaso-
pressin and epinephrine (Fig. 8; confirmed by North-
ern analysis, data not shown).

Discussion

Our present data confirm that dissociation of liver
cells results in an increased expression of c-fos [13]
which argue in favor of the role of cell-cell interaction
via non diffusible messengers (juxtacrine communica-
tion) in modulating oncogene expression. In addition,
we confirmed the ability of EGF to induce c-fos ex-
pression [13] and extended the observation to other
external stimuli (endocrine communication).

It is becoming increasingly clear that some calcium-
mobilizing hormones and neurotransmitters, whose ac-
tions are mainly associated with short-term effects, can
also alter gene expression. In a recent, elegant study,
Trejo and Brown {6] clearly showed using a glial cell
line, than a brief (i.¢., less than two min) exposure to
an agonist is sufficient to give maximal increases in

¢

c



[ S oo
—~ ADDITION PO RO R
- )
< |z
@ cleren 0000 O [
@ £
N Siame 0000 R

z
o )

ECT Y TY Y W
xR L o J
= 300f g
= -
5] L
%) r
(2] i .
W 200t
m NS
& L

L
w L
2| 100k
2 .
1 L
4] }_
i B

CONTROL PMA  ANGIO VASO EPT

Fig. 8. Effect of actii D and cycloh de on c-fos expres-
sion. Hepatocytes were preincubated during 15 min in the absence
(BUFFER, open bars) or presence of 10 pg/mi of actinomycin D
(ACTINO, solid bars) or S i g/ml of cycloheximide (CYCLO, dotted
bars). After this preincubation the following agents were added:
none (BUFFER): 1 uM PMA; 100 nM angiotensin I1 (ANGIO); 10
nM vasopressin (VASO) or 10 u M epinephrine (EPI), the incubation
was continued for further 30 min. Results were normalized to the
c-fos expression observed in cells pre-incubated and incubated with
buffer alone (100%). Other indications as in Fig. 4.

c-fos and cjun mRNA at later times. These results
have the implication that events that take place within
the initial first minutes of agonist stimulation
(phosphoinositide turnover, calcium mobilization and
activation of protein kinase C and other caicium-de-
pendent kinases) are sufficient for induction of these
early genes. In addition, these researchers (6] showed
that down regulation of protein kinase C blocks the
agonist-mediated gene induction which suggests a criti-
cal role of this kinase.

Our results are consistent with those findings. In
hepatocytes, the stimulation of gene expression by PMA
and PDB and the absence of effect of a phorbol
suggest the involvement of protein kinase C. The effect
of O-met-PMA is surprising and interesting; this phor-
bol ester is not active in some systems but it is capable
of inducing a rapid decrease of protein kinase C activ-
ity in hepatocytes (as other active phorbol esters do)
{21] and also weakly activates this protein kinase in
vitro [21}.

In this regard, the effect of angiotensin II is hardly
surprising, This hormone activates phosphoinositide
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turnover [23-25] which suggests a role of protein ki-
nase C in this action. Nevertheless, a further degree of
complexity is evidenced in these experiments since
epinephrine and vasopressin which also stimulate phos-
phoinositide turnover to a comparable (epinephrine) or
bigger (vasopressin) extent [26-27) have much smaller
effect on c-fos expression. Therefore, the involvement
of protein kinase C in the action of angiotensin II is
suggested, but not definitively demonstrated and the
possibility that additional factor(s) may participate can
not be ruled out.

The recent availability of selective non-peptide an-
giotensin II antagonists [23] has allowed the clear defi-
nition of two receptor subtypes, i.e., the AT, receptors
coupled to phosphoinositide turnover and calcium mo-
bilization [23,24,28,29) and the AT, receptors which
seem to be associated to decreases in cyclic GMP
accumulation [30]. Interestingly, activation of AT, re-
ceptors, in hepatocytes, also inhibits adenylate cyclase
[24). 1t is possible that both actions may contribute to
the marked effect of angiotensin II on c-fos expression,
We would like to comment on several aspects of this
point. There is evidence that a single G protein can
modulate several membrane effectors (aGs, for exam-
ple, modulates adenylyl cyclase and calcium channels
{31]) and it is also conceivable that a single receptor
may act on more than one G protein. It is, therefore,
not possible to rule out the possibility that the actions
of the AT, receptors may have some differences with
those of other receptors for calcium-mobilizing hor-
mones. Similarly, the possibility that more than one
type of angiotensin II receptors, with high affinity for
Losartan (DuP 753) could be involved in the hepatic
actions of angiotensin II can not be ruled out. The
recent cloning of the AT, receptor [28,29] will certainly
help to resolve this matter. We would like to add that,
since the inhibition of adenylate cyclase by angiotensin
11 is sensitive to pertussis toxin [32] we attempted to
determine if the toxin could inhibit its action on c-fos
expression; however, we observed that the toxin by
itself markedly altered oncogene expression which pre-
cludes its use for this purpose (data not shown). The
partial blockade by actinomycin D of PMA- and an-
giotensin II-mediated c-fos expression strongly sug-
gested that an increased transcription of the c-fos gene
is involved. Nevertheless, since the blockade was not
complete, other factors could probably be involved.
Elevated levels of expression of c-fos by cycloheximide,
previously observed in hepatocytes by other authors
[11,13], suggest that short-lived proteins participate in
the regulation of c-fos mRNA, which in most cells has
a very high turnover rate [2). The experiments with
actinomycin D and cycloheximide suggest that both
increased transcription and mRNA stabilization may
play a role in the actions of PMA and calcium mobi-
lization hormones on c-fos expression.



Finally, the fact that the expression of proto-onco-
genes is observed during the active proliferation that
follows partial hepatectomy (11}, during carcinogenesis
{12) and in the aged liver {33), together with its jux-
tacrine and endocrine control indicate its physiological
importance and suggest that hepatocytes are an attrac-

12 Porsch-Hillstrém, L, Blanck, A., Eriksson, LC., and Gustafsson,
1A, {1989) Carcinogencsis 10, 1793-1800.

13 Etienne, P.L., Baffet, G. Desvergne, B., Boisnard-Rissel, M.,
Glaise, D. and Gughen-Guill C. (1988) O Res. 3,
255-262.

14 Berry, M.N, and Friend, D.S. (1969) J. Cell, Biol. 43, 506-520.

15 Seglen, P.O. (1973} Exp. Cell. Res. 76, 25-30.

16 Maniatis, T., Fritsch, E.F. and Sambrook, J. (1982) Molecu!

tive model to study the role of these proto~ g
in proliferation and differentiation under normal and
pathological conditions.

Acknowledgements

The authors want to express their gratitude to Drs.
Patricio Gariglio, Alejandro Zentella and Joan Mas-
sagué for kindly donating some of the plasmids used in
this work. They also thank Drs. Aurora Brunner and
Roberto Herndndez for their advice and Drs. Ronald
D. Smith and Andrew Chiu (DuPont) for their gener-
ous gift of Losartan (DuP 753) and PD 123177, The
efficient secretarial work of Ms. G. Ramirez is grate-
fully acknowledged. This research was partially sup-
ported by Grants from CONACyT (0310-N9107) and
DGAPA (IN2018839).

References

1 Ransone, LJ. and Verma, .M. (1990) Annu. Rev. Cell. Biol. 6:
539-559.

2 Schéuthai, A. (1990) Cell. Signal. 2, 215-225.

3 Verma, LM. and Sassone-Corsi, P. (1987) Cell 51, §13-514.

4 Boutherin-Faison, O., Reuse, S., Dumont, J.E. and Boeynaems,
J.M. (1990). Biochem. Biophys. Res, Commun. 172, 306-312,

5 Greenberg, M.E., Greene, L.A. and Ziff, E.B. (1985} J.
Biol.Chem. 260, 14101-14110.

6 Trejo, J.A. and Brown, J.H. (1991) J, Biol. Chem. 266, 7876-7882.

7 Krujier, W., Cooper, J.A., Hunter, T. and Verma, I.M. (1984)
Nature 312, 711-716.

8 Haliday, E.M., Ramesha, Ch.S. and Ringold, G. (1991), EMBO I,
10, 109-115.

9 Taubman, M.B,, Berk, B.C., Izumo, S., Tsuda, T., Alexander,
R.W. and Nadal-Ginard, B. (1969) J. Biol. Chem. 264, 526-530.

10 Iwaki, K., Sukhatme, V.P., Shubeita, H.E. and Chien, K.R. (1990)
J, Biol. Chem, 265, 13809-13817.

11 Kruijer, W., Skelly, H., Botteri, F., van der Putten, H., Barber,
JLR., Verma, .M. and Leffert, H.L. (1986) J. Biol. Chem. 261,
7929-7933.

38

Cloning. A laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbour,

17 Cleveland, D.W., Lopata, M.A., MacDonald, R.J.,, Cowan, N.J.,
Rutter, W.J. and Kirschner, M.W. (1980) Cell 20, 95-105.

18 Fort, Ph., Marty, L., Piechaczyk, S., Sabrouty, E., Dani, Ch.,
Jeanteur, Ph. and Blanchard, J.M, (1985) Nucleic Acids Res. 13,
1431-1442,

19 Garcia-Sdinz, J.A., Mendlovic, F. and Mantinez-Olmedo, M.A.
(1985) Biochem, J. 228, 277-280.

20 Corvera, S., Schwarz, K.R., Graham, R.M. and Garcia-Sdinz, J.A.
(1986} J. Biol. Chem. 261, 520-526.

21 Robles-Flores, M., Alcintara-Hernandez, R. and Garcia-Sdinz,
J.A. (1991) Biochim. Biophys. Acta, 1094, 77-84,

22 Chiu, AT, Herblin, W.F., McCall, D.E., Ardecky, R.J., Carini,
D.IL., Duncia, J.V., Pease, L.J,, Wong, P.C., Wexler, R.R., John-
son, A.L. and Timmermans, P.B.M.W.M. (1989) Biochem. Bio-
phys. Res. Commun, 165, 196-203.

23 Garcia-Sdinz, J.A. and Macias-Silva, M. (1990} Biochem. Biophys.
Res. Comm, 172, 780-785.

24 Bauer, P.H,, Chiu, A.T. and Garrison, J.C. (1991) (1991) Mol.
Pharmacol. 39, 579-585.

25 Herndndez-Sotomayor, S.M.T. and Garcia-Sdinz, J.A. (1988)
Biochim. Biophys. Acta 968, 138-141.

26 Garcia-Sdinz, J.A. (1987) Circ. Res. 61 (Suppl. 1), 1-5.

27 Lynch, CJ., Blackmore, P.F., Charest, R, and Exton. J.H. (1985)
Mol. Pharmacol. 28, 93-99.

28 Murphy, TJ.,, Alexander, R.W., Griendling, K.K., Runge, M.S.
and Bernstein, K.E. (1991) Nature 351, 233-236.

29 Sasaki, K., Yamano, Y., Bardhan, S,, Iwai, N., Murray, J.J.,
Hasegawa, M., Matsuda, Y. Inagami, T. (1991) Nature 351,
230-232

30 Sumners, C,, Tang, W., Zelezna, B. and Raizada, M.K. (1991)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 7567-7571.

31 Hamilton, S.L., Codina, J., Hawkes. MJ., Yatani, A., Sawada, T.,

Strickland, F.M., Froehner, S.C., Spiegel, A.M., Toro, L., Stefani,
E., Bimbaumer, L. and Brown, A.M. (1991} J. Biol. Chem, 266,
19528-19535.

32 Pobiner, B.F., Hewlett, E.L. and Garrisen, J.C. (1985) J. Biol.
Chem. 260, 16200-16209.

33 Fujita, T. and Maruyama, N. (1991} Biochem. Biophys. Res.
Comm. 178, 1485-1491.



DISCUSION

El gene c-fos es miembro de una familia de genes que se
inducen réapidamente después de estimular a las células con un
nimero considerable de mitdégenos y factores de crecimiento. Este
grupo de genes incluye también a las actinas del citoesqueleto,
proteinas de matriz extracelular y un nimeroc grande de proteinas
reguladoras de 1la transcripcién. La estimulacién de esta
respuesta temprana no requiere la sintesis de proteinas,
implicando que los factores reguladores estédn presentes antes de
la estimulacién (81).

En este trabajo hemos intentado la caracterizacién de 1la
respuesta genética temprana en hepatocitos de rata adulta
tratados con distintas hormonas, alguna de ellas con efectos a
corto plazo ya bien caracterizados en estas células.

Encontramos que el nivel basal de c¢-fos se incrementa
después de la disgregacidn del érgano, comprobando (82) los datos
obtenidos por otros grupos. También comprobamos gue el EGF induce
la sintesis del mensajero de c-fos pero no observamos el maximmo
de estimulacién porque Gnicamente dejamos que el factor actuara
30 minutos, en lugar de dos hora, como estéd reportado (83).

Sorprendentemente, hormonas como 1la angiotensina vy
activadores de la proteina cinasa C fueron capaces de inducir 1la
respuesta transcripcional "temprana" en el hepatocito de rata.

Esta induccidén génica involucra la sintesis simultanea de
otros mensajeros, como el de la beta actina, el de g-myc y el de
c-mos por lo menos, indicandio que en higado, la respuesta
transcripcional es compleja esta formada por un grupo de genes
que puede sSer numeroso.

Sabemos que c-fos codifica para un factor de transcripcién,
el cual puede formar dimeros unidos por un cierre de leucinas con
el producto del gene c=-jun, otro proto- oncogene (84). Estas dos
proteinas constituyen el factor de transcripcién AP1.

Miembros de la familia Fos pueden formar heterodimeros con
cualquier miembro de la familia Jun por medio de cierres de
leucinas., Estos dimeros interactian con la secuencia canénica
para el factor APl en el DNA y alli regulan la transcripcién
génica.

El gene humano de c-fos ha sido clonado y secuenciado,

identificandose un elemento especifico que media la transcripcién
por componentes del suero (85). A esta secuencia se le llama
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“"serum response element" (SRE) y dentro de ésta secuencia se han
caracterizado dos partes: el Cyclic AMP Response Element (CRE) y
el TPA Response Element (TRE). El andlisis fino del promotor
de c-fos humano, se muestra en la figura 13.

Se han encontrado proteinas que especificamente se unen al
promotor de c-fos en respuesta a la estimulacién por AMP ciclico:
a éstas se les ha llamado CREBPs por "Cyclic AMP Response Element
Binding Proteins". Son proteinas que pueden dimerizarse por
cierres de leucinas y tienen la particularidad de ser fosforilada
cuando se activa a la proteina cinasa A (dependiente de AMP
ciclico); a la fecha se sabe que requieren fosforilacién para
inducir la transcripcidén a partir del SRE, pero el mecanismo
fino no se conoce. De hecho, podria ser que no fuera directamente
la cinasa A gquien las fosforilara, sino una cinasa dependiente de
fosforilacién por la cinasa A (86).

c-jun puede formar heterodimeros con algunas de éstas
proteinas. Asocidndose con CREBP-1, Jun puede considerarse mas
como una CREBP gue como una proteina del factor APl. Asi,
dependiendo del compafero molecular, los miembros de Jun pueden

unirse a la secuencia AP-1 6 a la secuencia CRE (87).

Nosotros probamos el dibutiril AMP ciclico para observar si
la induccién de c¢-fos puede darse por la via de la PKA en el
hepatocito de rata, pero aparentemente no es asi. Este hecho
podria deberse a varias causas: probablemente no existan las
CREBPs adecuadas en este tejido.

Probamos también si el sistema de recambio de IP3-calcio
puede inducir c¢c-fos en éstas células y lo hicimos de 3 formas:
con el iondforo de calcio A23187, con el activador de 1la PKC,
forbol miristato acetato y con hormonas acopladas al sistema:
angiotensina, vasopresina y epinefrina. El incremento de calcio
fue incapaz de inducir la transcripcién de c-fos. Pero 1la
activacién de la PKC por PMA tuvo un efecto dramatico.

El PMA es capaz de inducir la acumulacién de c=fos en un
tiempo corto. Esta acumulacién ocurre también con otros ésteres
de forbol activos, pero no sucede nada con el alfa forbol, un
derivado inactivo que no tiene efectos reportados sobre la PKC.
Dado que el PMA activa a la cinasa, podemos decir que ésta
proteina est& jugando un papel importante en el acoplamiento del
mensaje extracelular y el inicio de la transcripcién de c=fos en
higado.

Los resultados obtenidos con las hormonas no son faciles de
explicar. Si bien angiotensina II, vasopresina y epinefrina
inducen el recambio de IP3-calcio, sdélo la primera es capaz de
provocar una acumulacién importante del mensajero de c-fos. Al
parecer, no se trata del tiempo de accién (realizamos cursos
temporales) ni de la dosis empleada (datos no mostrados). Este es
tal vez el hallazgo mas importante de nuestro estudio.

Desde hace ya tiempo, se ha aceptado que las tres hormonas
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FIGUR& 13, Se muestra un andlisis detallado de la secuencia
reguladora del gene c-fos humano. Este esquema es una copia
textual obtenida de la referencia 85.
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estudiadas estan acopladas al sistema donde la unién del ligando

con el receptor provoca un cambio conformacional tal que permite
su interaccién con una proteina G, la cual activa a 1la
fosfolipasa C, produciendo IP3 y DAG como segundos mensajeros
(ver figura 14). Sin embargo, y también desde hace tiempo,
nuestro laboratorio y otros han acumulado evidencias que parecen
indicar gque hay diferencias significativas en el mecanismo de
accién de las tres hormonas. La insulina, por ejemplo, bloquea
las acciones alfa 1 adrenérgicas pero no asi las respuestas a
vasopresina o a angiotensina II (88). En las ratas hipotiroideas,
no hay efecto glucogenolitico de vasopresina, angiotensina II y
A23187, pero continia la accidén de la adrenalina via receptores
alfa 1 adrenérgicos (89).

Ademds, a diferencia de vasopresina y angiotensina II, se ha
sugerido que la accidén alfa 1 adrenérgica puede tener dos vias:

1) Independiente de calcio, sensible a insulina y regulada
por glucocorticoides.

2) Dependiente de calcio, insensible a insulina y regulada
por hormonas tiroideas (90).

Cuando se mide ureogénesis en higado, el orden de potencia
es vasopresina > angiotensina > epinefrina, aungue los
incrementos absolutos fueron : epinefrina, 100% sobre el basal;
angiotensina y vasopresina, 75% sobre el basal (91).

Cuando se mide recambio de fosfoinositidos, vasopresina da
una estimulacién mayor (100%) sobre el basal) gque angiotensina
(60% sobre el basal) y que epinefrina (70% sobre el basal) (91).

Midiendo 1la produccién de diacilglicerol, epinefrina
estimula un 65% sobre el basal, angiotensina 80% sobre el basal y
vasopresina un 180% sobre el nivel basal (92).

Como ha podido observarse, si bien las tres hormonas poseen
capacidad de generar los mismos segundos mensajeros, no son
exactamente iguales sus efectos., De las tres hormonas,
angiotensina fue la dnica capaz de estimular la sintesis de c-fos
de una manera importante y dependiente de la dosis. Este es un
efecto mediado por un receptor especifico, ya que puede ser
bloqueado por Losartadn, un antagonista selectivo para 1los
receptores tipo AT1 (que son los mas abundantes en higado) (93).

Los receptores para estas hormonas pertenecen a la familia
de los receptores acoplados a proteinas G, con siete segmentos
transmembranales. Recientemente (94), se han clonado el de
angiotensina (AT1) de células adorticas de rata. El1 de
vasopresina de higado de rata (95), y el alfa 1 B de hamster
(96) . Cabe mencionar que el oncogene mas parece codificar para un
receptor atipico de angiotensina (97).

No sabemos el punto donde la sefial hormonal dada por
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vasopresina, angiotensina y epinefrina se convierte en distintas
seflales para la transcripcidn genética. En la caracterizacién de
los sistemas de transduccidn, hay hipotesis que se basan en 1la
existencia de isoformas para casi todos los elementos del
sistema: varios receptores para la hormona, distintas poblaciones
de proteinas G, varias fosfolipasas y cinasas C podrian explicar
que, si bien se produjeran los mismos segundos mensajeros, la
respuesta celular no fuera exactamente igual.

En nuestro caso, los datos con PMA parecen dar un papel
importante a la PKC. Como ya se menciondé antes, la PKC es en
realidad una familia de isoenzimas relacionadas, cada una con
distintas caracteristicas. En el higado, se ha reportado la
existencia de varias isoformas diferentes (78). Probablemente
podamos explicar los efectos distintos de las hormonas si
pensamos gue est&n activando de manera diferencial a distintas
isoformas de la proteina cinasa C. Existe controversia acerca de
la activacién de la cinasa por vasopresina, por ejemplo.

El estudio que realizamos abre un campo mayor de estudio si
suponemos activacién prefernecial de ciertas isoformas de cinasa
en la transduccidén de sefiales hormonales.

La induccién de c-fos se lleva a cabo de modo preferencial a
nivel de inicio de la transcripcién, ya que si las células se
preincuban con actinomicina D, se bloguea la induccién por
angiotensina y por PMA. Sin embargo, no podemos descartar un
control postranscripcional, ya que si preincubamos a las células
con cicloheximida inducimos de manera importante al proto-
oncogene. LLama enormemente la atencidén el hecho de que tanto
epinefrina como vasopresina incrementen el mensajero de c=fos en
presencia de cicloheximida més que cicloheximida solamente. Esto
puede indicar gque tanto vasopresina como epinefrina son capaces
de provocar un aumento en el mensajero regulando otros niveles de
control. Dentro de los muchos experimentos que faltan por hacer,
se encuentran los analisis de 1la proteina Fos mediante
inmunoprecipitacién después de la exposicién al agonista. De esta
forma, podria conocerse si las tres hormonas tienen el mismo
efecto final: 1la acumulaciéon del factor de transcripcién Fos,
aunque los mecanismos sean diferentes.

Nuestro estudio demuestra que en el higado normal de rata
existen vias de induccién del proto-oncogene c-fos en respuesta a
la activacién de la proteina cinasa C. La caracterizacién de los
elementos en detalle, el bloqueo de la activacién de la PKC y la
bisqueda de isoformas especificas (si las hay) del sistema de
angiotensina, es trabajo que falta por hacer.

¢Qué es lo que da especificidad hormonal a la respuesta de
una célula?

En el sistema de transduccién de las hormonas esteroides,
donde la transcripcién es un evento regqulado finamente, es claro
que la secuencia de nucleétidos en el HRE y su interaccién con el
dimero de receptores activados por 1la hormona, controlan
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especificamente la sintesis de RNAs mensajeros. El sistema es
sencillo y elegante porque el factor de transcripcién es el
propio receptor para la hormona.

Cuando analizamos la transcripcién mediada por factores de
crecimiento, el sistema de control génico se complica un poco mas
porque ya ho es el receptor el encargado de iniciar 1la
transcripcién sino, probablemente, alguna proteina fosforilada
directamente por el receptor. En este sistema, la especificidad
de la respuesta puede estar dada por las cinasas que fosforilen a
factores 'de trasncripcién especificos (puede existir una
familia), que se unan al DNA en secuencias especiales para la
estimulacién por EGF, PDGF, FGF, etc. Una cascada de
fosforilaciones podria explicar el paso de la sefal y la sintesis
de factores de transcripcién tejido-especificos, pueden explicar,
con cierta facilidad, la especificidad de la respuesta.

sin embargo, cuando la transcripcién estd mediada por
segundos mensajeros, la sefial intracelular es el incremento en la
concentracién de un metabolito (AMP ciclico, IP=-, calcio, DAG)
que tendrad efectos pleiotrdpicos sobre una gran cantidad de
enzimas: cinasas especifica, por ejemplo. En el caso de hormonas
que comparten el mismo sistema de transduccidén, no se tiene una
explicacion sencilla. Probablemente la respuesta se encuentre en
la activacién de isoformas especificas y en la formacidén de
dimeros Gnicos de los factores de transcripcién adecuados.

Sabemos que las familias de Fos y Jun son numerosas y que
tienen distintas afinidades por el sitio AP-1. Asi, dependiendo
de las concentraciones relativas de cada miembro de la familia,
se formaradn dimeros diferentes que podran activar genes
especiales para cada estimulo, figura 15.

Nuestros experimentos demuestran que el sistema hepatico de
rata normal es un buen modelo de estudio para la regulacién
transcripcional a corto plazo. Los hepatocitos son células gque
pueden mantenerse en cultivo primario por semanas y poseen
receptores practicamente a todas las hormonas.

La caracterizacién reportada aqui abre camino para muchos
estudios posteriores y demuestra que el proto-oncogene c-fos esta
involucrado en el sistema de transduccién de 1la hormona
angiotensina II. Cuando caractericemos los genes activados por
AP-1 en higado de rata en respuesta a angiotensina,
comprenderemos mejor la regulacién hormonal de la vida de éstas
células.
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Stimulus - Transcription Coupling: Role of fos- and jun- Like Genes.
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FIGURA 15. La estimulacién hormonal gque produce segundos
mensajeros puede desencadenar una respuesta génica activando la
transcripcidén de proto-oncogenes como c-fos y c-ijun. La
especificidad de la respuesta es , hasta el momento, dificil de
explicar. Una de las hipdétesis mas aceptadas es la formacién de
heterodimeros FOS-JUN especificos para activar la transcripcién
de distintos genes. Sin embargo, auin falta mucho por hacer. :
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~ONCLUSIONES™

1. i hepatocitos normales de rata se induce el
protooncogene c-fos en respuesta al factor de crecimiento
cpidérmico yta la hormona Angiotensina II.

2. La ihduccién parece estar mediada por la proteina cinasa
C dado que el TPA mimetiza los efectos de la Angiotensina.

3. La: inducc1on por Angiotensina estd mediada por un
receptor tlpo AT1 porque es sensible al blogueo por Losartan.

4. La 1nducclon por Angiotensina y PMA esta se lleva a cabo a
nivel de inicio de la transcripcién ya que se puede bloquear por
la actinomicina D.

5., La expre510n de c-fos no parece ser un evento
ueneral en éstas células, ya que ni epinefrina ni vasopresina
fueron capaces de activar su transcripcién.

12 6. El mpdelo de células de higado normal de rata es un buen
sistema para el estudio de la regulacién genética mediada por
irormonas.
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