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RESUMEN

Sabemos que en hepatocitos de rata la hormona angiotensina II y el forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA) inducen 1a expresion del proto-oncogene ¢-/0s. En este trabajo estudiamos el
posible mecanismo de induccién por estos agentes usando inhibidores de cinasas en serina-
treonina O tirosinas. Encontramos que el calphostin y la staurosporina, inhibidores de la
proteina cinasa C y otras cinasas en serina-treonina, bloquean de forma dependiente de la
dosis el efecto de angiotensina I y PMA. Sorprendenteniente, la genisteina, un inhibidor de
cinasas en tirosinas, también fue capaz de bloquear la acumulacién del RNA del proto-
oncogene, lo que indica que tal vez participen este tipo de cinasas en la transduccion de la
sefial.

Utilizamos también inhibidores de fosfatasas de serina-treonina, a saber, el &cido okadaico,
la microcistina LR y la caliculina, encontrando que inducen fa acumulacion del RNA de c-
Jos. Tales resultados indican que las fosfatasas mantienen un control negativo sobre la
cantidad de ese RNA en el interior de la célula. El efecto de esos inhibidores de fosfatasas no
se bloqued por el calphostin, la staurosporina ni la genisteina. Nuestros resultados indican
que la expresion del proto-oncogene c-fos en hepatocxtos de rata estd mguloda por una
compleja cascada de fosforilacion-desfosforilacion que incluye cinasas de serina-treonina y
tirosina, adema4s de fosfatasa en serinas y treonina.

Por otro lado, nos preguntamos a qué nivel de la expresion genética se regulaba la
acumulacion de ese mensajero por Angiotensina I y PMA. Encontramos que la
acumulacion se inhibia sélo parcialmente por actinomicina D, lo que indicaba que habia
otros factores ademas de la transcripciéon del gene. Estudiamos los efectos que sobre
trnscripcion y estabilizacion del RNA tenian estos agentes.

Usando ensayos de run-off, observamos que tanto angiotensina II como PMA inducen un
incremento en la transcripcion de novo del proto-oncogene. La transcripcion de un gene
control, la GAPDH no se alteré por ningun tratamiento en nuestras células, lo que indica que
no es un efecto genenal, sino especifico sobre el promotor del proto-oncogene.

Ademas estudiamos el efecto que sobre la estabilidad del RNA tienen estos agentes,
encontrando que la vida media del mensajero es muy corta (* 14 minutos) y que la
angiotensina II y el PMA incrementan esa vida media (* 4 veces y & 2 veces,
respectivamente). La cicloheximida, un inhibidor de la sintesis de proteinas, prvocd una
mayor estabilidad del RNA de c-/0s.

De esta manera, nuestros resultados indican que la hormona Angiotensina I y el PMA
modulan tanto la transcripcion de novo como el recambio del RNAm para c-fos en
hepatocitos de rata.



SUMMARY

In isolated rat hepatocytes angiotensin II and photbol 12-myristate 13-acetate (PMA) induce
the expression of ¢-fos proto-oncogene. In this work we studied the possible transduction
pathway(s) involved in this effect using inhibitors of serine-threonine and tyrosine protmn
kinases. Calphostin and Staurosporine, inhibitors of protein kinase C and other serine-
threonine protein kinases, block in a dose-dependent manner the effect of angiotensin II and
PMA. Interesntingly, genistein also blocks the induction of this proto-oncogene, suggesting
a role for tyrosine protein kinases.

Inhibitors of serine-threonine protein phosphatases, such as okadaic acid, microcystin LR
and calyculin also induce ¢-fos expression. These data suggest that protein phosphatases
exert a tonic inhibitory control of c-fos. The effect of these phosphatase inhibitors were not
blocked by staurosporine, calphostin or genistein. Our resulis suggest that the expression of
c-fos in rat hepatocytes is regulated by complex phosphorylation-dephosphorilation
cascade(s) probably involving serine/threonine and tyrosine protein kinase and protein
phosphatase activities.

The increase in ¢-fos mRNA accumulation was only partially blocked by actinomiycin D,
suggesting that factors, in addition to transcription, were involved. The effects of
angiotensin I and PMA on ¢-fos transcription and mRINA stability were investigated. Using
nuclear Run-off transcription assays, it was observed that PMA and Angiotensin IT induce a
rapid increase in c-fos transcription. The transcription rate of the GAPDH gene did not
change, indicating thet the effect was not general on gene transcription.

The ability of these agents 1o modulate proto-oncogene mRNA stability was tested by
measuring c-fos mRNA half -life. It was observed that c-fos mRNA half-life was relatively
short (% 14 min) and that angiotensin I1 and PMA markedly stabilized mRNA increasing its
half-life (= 4-fold and = 2 fold, respectively). The protein synthesis inhibitor cyclohexamide
increased mRNA stability to a much greater extent.

Our results clearly demonstrate that angiotensin I and PMA increased c-fos mRNA
accumulation in liver cells through to actions: induction of c-fos gene transcription and
increase in mRNA stability.



ABREVIATURAS

AMPc¢. Adenosin monofosfato ciclico.

Angjo I1. Angiotensina II.

AP-1, Factor 1 activador de 1a transcripcion.

ARE. Elemento del RNA ricoen AU.

ATF. Factor activador de la transcripcion.

AUBF. Factor proteico que se une a las secuencias ARE de un RNA.
CHOQ. Céhulas de ovario de hamster chino.

CRE. Elemento de respuesta al AMP ciclico.
CRE-BP. Protetna de unién al CRE.

¢DNA. DNA complementario al RNAm.

DNA. Acido desoxirribonucleico.

EGF. Factor de crecimienio epidérmico.

FGF. Factor de crecimiento de fibroblastos.
GAPDH. Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.
G;. Proteina G acoplada a la inhibicion de la Adenilato Ciclasa.
G,. Proteina G acoplada a la fosfolipasa C.

G, Proteina G acoplada a la estimulacion de la Adenilato Ciclasa.
1Cs. Dosis para inhibir la mitad de la respuesta.
IEG’s. Genes inmediatos y tempranos.

IFNs. Interferones.

IL-6. Interleucina 6.

TL-8. Interleucina 8.

IPy. Inositol tri-fosfato.

ISGFs. Factores estimlulados por intesferones.

K. Constante de inhibicion.

LIF. Factor inhibidor de la leucemia.

MAPK. Cinasa activada por mitégenos (MAP).
MEK Cinasa de la cinasa MAP,

NGF. Factor de crecimiento neuronal.

NMDA. Acido N-metil-D-aspdrtico.

PABP. Proteina de union a la cola de poli(A) de un RNAm.
PDGF. Factor de crecimiento derivado de plaquetas.
PKC. Proteina Cinasa C.

PLC. Fosfolipasa C.

PMA. Forbol miristato acetato.

PP1. Proteina foafatasa tipo 1.

PP2. Proteina fosfatasa tipo 2.

RNA. Acido ribonucleico.

RNAm. RNA mensajero

SIE. Elemento inducible por c-sis (PDGF).

SIF. Factor de unién al SIE.

SRE. Elemento de respuesta a suero.

SRF. Factor que se une al SRE.
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INTRODUCCION

Uno de los mayores retos que emfrentan los bidlogos modemoa es el de delinear los
mecanismos moleculares por los cuales las células adaptan sus fenotipos en respuesta a
sefinles ambientales y mensajeros quimicos, como hormonas y neurotransmisores. Aunque
se ha aprendido mucho acerca de los cambios rdpidos y de corta duracion que ocurren
después de la estimulacién hormonal, se conoce relativamente poco acerca de los procesos
que convierten a los efimeros eventos mediados por segundos mensajeros en alteraciones a
largo plazo del fenotipo celular. El estudio de este fenémeno es de enorme importancia para
la medicina actual, que debe explicar como una estimulacion rdpida puede llevar a cambios
en la funcién celular que perduren durante distintos tiempos dependiendo del evento que se
lleve a cabo, ya sea en condiciones normales como el aprendizaje, el desarrollo, la
regeneracion o en condiciones patologicas, como el cAncer. Aunque las evidencias apuntan a
que las respuestas a esa cuestion no son simples, los investigadores interesados en el campo
han avanzado en tal estudio utilizando conceptos y agentes que provienen del estudio de los
oncogenes. En particular, el proto-oncogene fos ha generado una nueva linea de
investigacion y un marcador util con el cual se pueden caracterizar los efectos de estimulos

hormonales, fanmacoldgicos, eléctricos y mecénicos en diferentes tipos celulares.

Los resultados del proyecto de investigacién que se presentan en esta tesis responden

algunas interrogantes acerca de la regulacién de la expresion del proto-oncogene c-fos en



células hepdticas de rata en respuesta a la estimulacion con algunos agentes que provocan

respuesias nipidas, como el forbol miristato acetato y la honnona angiotensina I1.

A continuacion se presenta una breve revision acerca de los oncogenes y particularmente de
lo que se conoce del proto-oncogene c-fos. Después de ésto se encuentra una descripcion de
otros genes de induccion rapida y de las vias intracelulares que los activan (aqui también se
incluyen algunos comentarios acerca de su significado biolégico). A continuacion, se habla
de 1a hormona angiotensina I y del promotor de tumores forbol mirnstato acetato, polentes
inductores de c-/os en el sistema celular de nuestro interés. Se termina la introduccion con
los antecedentes mas inmediatos de la investigacion que llevamos a cabo, mencionando los

datos que nos llevaron a realizar los experimentos que se muestran en los articulos.

1. El origen de los oncogenes

Los oncogenes se describieron inicialmente como la informacion genética responsable de la
induccion de tumores por virus de RNA de la clase Retroviridae. En 1989 el premio Nobel
de medicina fué otorgado a Michel J. Bishop y Harold Varmus por el descubrimiento del
origen celular de los oncogenes retrovirales (Stehelin et al, 1976), lo que quiere decir que los
genes transformantes que se encuentran en loa retrovirus fueron tomados del genoma de las
células. Durante este proceso, mutan y su expresion ya no estA regulada por las vias

normales. La transformacién celular ocume cusndo estos genes se expresan
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inapropiadamente, fuera de sus restricciones naturales. El término “oncogene™ ahora abarca
mucho mas; incluye algunos genes transformantes aislados directamente de tumores
humanos ast como los genes virales. Ademas, se han acufiado términos derivados como
“anti-oncogene™ y “oncogene recesivo” para referirse a genes que previenen la
transformacién neopldsica, o a genes que se enmascaran cuando se introducen en un
genotipo normal. Los genes celulaces normales de los cuales se derivaron los oncogenes se¢
laman “proto-oncogenes”, lo que significa que representan a los progenitores de los

oncogenes (Bishop, 1985).

Durante los ultimos 10 aflos, el estudio de los oncogenes y sus productos ha revelado que los
proto-oncogenes participan en algunos aspectos de los procesos de transduccion de sefiales.
Funcionan en la fransmision de informacién entre y dentro de las células. Pueden actuar
como mensajeros polipeptidicos extracelulares, receptores en la superficie de las células,
cinasas de proteinas, proteinas G y factores nucleares de transcripcion. Esto no es
sorprendente si observamos al cancer como una distuncion en los procesos de comunicacion
entre las células. La célula cancerosa no responde, o lo hace mal, a seflales ambientales y
esta falla se traduce en un crecimiento desordenado. El hallazgo sorprendente es que las
mismas moléculas que median la regulacion del crecimiento participan en otros procesos,

como son el mantenimiento celular, 1a diferenciacion y la fisiologia neuronal y endécrina.



2. La proteina Fos

El término fos se utilizo inicialmente para describir al oncogene codificado por el virua
mlnil;o osteogénico del sarcoma de Finkel-Biskins-Jinking (FBJ-MSV) (Curran and Teich,
1982). Como otros retrovirus oncogénicos, FBJ-MSV se deriv6 pot mmnbimciéllx de
:lecuemiu retrovirales con la informacion genética celular. A la secuencia celular normal de
donde se derivo el oncogene viral (v-fos) se le llarﬁb proto-oncogene fos o é-_fos (Curran et
al, 1983). Aunque se produjeron mutaciones en la generacion de v-fos (Van Bevemii, etal,
1983), no son necesarias para In funcién de transformacion. La e;tpresiOn sin control lde c-
Jos también causa la transformacion celular ( Miller, et al, 1984, Lee, et al, 1988). Al
principio fue dificil interpretar esta observacién, ;cémo podia una proteim proveniente de
una célula no cancerosa producir cdncer?. Ahora estA claro, sin émbargo, que en muchos
tipos celulares el nivel de la expresion de Fos eata regulado y que las células estan expuestas
a niveles elevados de Fos solamente por periodos de unos cuantos minutos (Curran, 1988).
Asi, la transformacion celular por Fos resulta de una expresion prolongada o sin control de
la proteina. Los detalles moleculares exactos responsables de la transformacién no se
conocen aun. Se supone que hay genes blanco en las células transformadas que son
regulados por Fos que llevan a una forma de estimulacién autécrina de la proliferacion
celular.

La observacion de que fos codifica para una proteina nuclear fue la pnmera evidencia de que
Fos pudiera estar involucrado en la regulacion de la expresién genética. Esta impresion fue

reforzada por el hecho de que Fos estaba asociado a la cromatina y que podia unirse in vitro



al DNA acoplado a celulosa (Sambucetti y Curran, 1986). El gene ¢-fos codifica para una
proteina de 62 kDa sujeta a varias modificaciones post-traduccionales, las cuales incluyen
fosforilaciones en serina y treonina (Barber y Verma, 1987). Cabe mencionar que la proteina
cinasa A y la proteina cinasa C son capaces de fosforilar a Fos in vitro. Fos forma parte de
un complejo proteico con otra proteina Hlamada Jun, el producto del proto-oncogene c-jun
(Rauscher et al, 1988). El cmnplejb formado por las proteinas Fos y Jun constituye el factor
de transcripcidén AP-1. Ambas proteinas estAn unidas entre si por un cierre de leucinas.
Este dominio , descrito pnimero como una secuencia con una leucina cada siete residuos,
forma una estructura de nizo, con dos alfa hélices paralelss. Las leucinas conservadas estan
acompafiadas de residuos hidrofobicos en posiciones alternadas y permiten la interaccion de
un lado de una alfa hélice con otra, dando como consecuencia una interaccion estable entre

los dos polipéptidos unidos (Alber, T., 1992).

Por otro lado, anticuerpos dirigidos contra Fos son capaces de inmunoprecipitar un grupo de
antigenos relacionados con Fos (Fra) y también algunas otras proteinas asociadas a Fos
(Fap) (Franza, 1987). Algunos genes de proieinas nelacionadas con Fos han sido clonados y
secuenciados, mostrando algunas regiones de similitad con Fos, incluyendo el dominio de
unién al DNA y la mgi'sxx del cierre de leucinas. La familia de proteinas Fos ahora incluye a
siete miembros: las proteinas retrovirales FBR-v-Fos y FBJ-v-Fos y las proteinas celulares c-
Fos, FosB, FosB2, Fral y Fra2. Cuatro de éstas ( FBR-v-Fos, FBJ-v-Fos, ¢-Fos y FosB) son
capaces de transformar lineas celulares de fibroblastos de ratén, mientras que las tres
restantes (FoaB2, Fral y Fma2) no lo hacen. Todos los miembros de la familia que ai

provocan transformacion tienen un dominio de transactivacién en el extremo carboxilo



terminal que no estd en los otros miembros de la familia. Por ofro lado, entre estas proteinas
hay diferencias en la zona basica del cierre de leucinas, y afectan tanto la afinidad como la
especificidad de union a la secuencia blanco en el DNA (Wisdom, R., 1993). Como c-fos, c-
Jun es miembro de una familia multigénica que incluye junB (Ryder et al,1988) y junD
(Ryder et al, 1989). Se sabe que todos los miembros de la familia Jun pueden formar
complejos con los miembros de la familia Fos y que el heterodimero interactia con
secluencias “.e‘_;g“peclﬁcas llamadas sitios AP1 en diferentes genes. Algunos estudios han
dexﬂdsm_ido quu no todas las combinaciones de Fos y Jun tienen la misma capacidad de
unirse al sitio‘lAPl. del DNA y que la combinacién que en cierto momento se encuentraen la

célula es la determinante para la respuesta a las hormonas.

Un ejemplo doande se aprecia la importancia de las combinaciones formadas es la respuesta
de los ﬁhbbhstos NIH3T3 al suero. Poco después de la estimulacion las proteinas Fos mais
abundantes son ¢-Fod y FosB, mientras que a tiempos mas largos, Fral y Fra2 son mas
abundantes (Kavu'y, 1992). Tanto Fral como Fra2 forman combinaciones inactivas al unirse
a c-Jun y JunB, asi que es posible que el pabel de Fral y Fra2 sea atenuar la respuesta a un
nivel previo ;l la unién al DNA. No esta claro el significado biolégico de todas las posibles
combinaciones de miembros de las familias Fos y Jun. Existen hipdtesis que suponen que
cada combinacién es capaz de reconocer con mayor o menor afinidad al sitio AP1 (Kovary,
1992), pero también hay resultados que indican que puede cambiar el efecto que el dimero
Fos-Jun tenga sobre el sitio AP1, encontrAndose que algunas combinaciones pueden incluso
inhibir la transcripcion del gene blanco (Wisdom, 1993).



3. Induccién de la expresién de c-fos

En la mayor parte de los tipos celulares, el nivel basal del RNAm de c-fos y la expresion de
1a proteina son relativamente bajos, aunque hay algunas circunstancias excepcionales en la
cuales las células mantienen niveles altos de expresion (Cohen y Curran, 1989). En estos
tipos celulares, las sefiales externas se requieren constantemente para mantener los niveles
elevados de expresion. Uno de los datos sobre c-fos que sugirié su funcion en los procesos
de transduccion de sefiales fue el descubnimiento de que su expresion podia ser inducida de
forma transitonia a niveles muy altos (10 o 15 veces sobre ¢l basal) por suero y por factores
de crecimiento polipeptidicos (Greenberg y Ziff, 1984, Kruijer et al, 1985, Maller et al
1984). Aunque algunos investigadores interpretaron estos datos suginiendo que c¢-fos
intervenia exclusivamente en la regulacion del ciclo celular, quedd claro casi desde el
pn'néipio que la induccion no estaba necesariamente relacionada con la division celular
(Bravo, et al, 1985), pero que si era una consecuencia imnediata de la estimulacién de
receptores hormonales. Ahora sabemos que muchos tipos de estimulos, algunos asociados a
procesos de diferenciacion , y otros asociados a la excitacion neuronal, son capaces de
inducir de manera transitoria el RNAm de ¢-fos y la proteina ( ver mas adelante). El cumo
temporal de la induccion ha sido caracterizado en células tumorales en cultivo: se induce la
transcripcion desde los cinco minutos de estimulacion y ésta continia por 15-20 minutos
(Greenberg y Ziff, 1984). El RNAm se acurula y alcanza un valor maximo a los 30-45
minutos post-estimulacion (Miller, 1984), para después ser degradado. Su vida media es

muy corta (* 12 minutos). La sintesis de la proteina se inicia minutos después de la

10



transcripcion y decae con una vida media de cerca de 2 horas (Muller, 1984). En las células
tumorales del feocromocitoma PC12, 1a induccion de ¢-fos se produce aim en presencia de
inhibidores de la sintesis de proteinas, lo que sugiere que las proteinas requendas pam la
expresion estan presentes en las células no estimuladas y que se activan por modificaciones
post-MMimmlm. Estos datos llevaron a la clasificacion de fos y otros genes inducibles
rapidamente como el grupo de “genes imunediatos y tempranos” (immediate-early genes,
IEG’s) por analogia cuh los genes inmediatos y tempranos de los virus (Lau y Nathans,
1987). Algunos datos recientes indican que Fos por st mismo, asi como algunas proteinas

similares a Fos, pueden estar involucradas en la autorrepresion.

Se ha demostrado que algunos elementos localizados en la region 5’ no traducida de c-fos
juegan un papel importante en controlar la induccion de la expresion del gene. Sabemos que
hay una interaccién compleja entre diferentes sefiales de segundos mensajeros y la region §’
de c-fos (ver la discusion al segundo trabajo,mas adelante). Aunque muchos de los estudios
sobre la regulacion de c-fos se han concenirado en los cambios durante el inicio de la
transcripeion, existe evidencia de que también hay mecanismos de control en la elongacion
del RNAm (Fort, et al, 1987). Esto abre otra alternativa en el control de los niveles de c-fos.
Las bases moleculares de esta regulacion y su contribucion relativa al control de la expresion

del gene no se conocen con detalle.
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4. Otros genes de expresién inmediata

Los resultados obtenidos con fos llevaron a otros grupos a determinar qué otros genes se
inducian tempranamente después de estimular con suero a las oélulas tumorales PC12 y s
fibroblastos en cultivo. Mildbrant y colaboradores investigaron dos genes inducibles
ripidamente en las células PC12 que se denominaron NGFI-A y NGFI-B (Milbrandt, 1987 y
1988). Ambos genea codifican proteinas nucleares que, como Fos y Jun, tiensn la propiedad
de ser factores de transcripcion. NGFI-A codifica para una proteina que tiene un dedo de
zinc (Changelian, et al, 1989). El mismo gene se describié con los nombres de 7if268,
Krox24 y egr2 por otros grupos. En estos trabajos se observd que ol gene es inducible

también por ésteres de forbol y por algunos factores de crecimiento, inctuyendo al NGF (de

alli su nombre). El gene NGFI-B codifica pars una proleina pertenecciente a la familia de los
receptores a esteroides. Ademas se han descrito otros genes inmediatos que no tienen la

capacidad de regular la transcripcion génica, como el PC4, que es una citocina parecida a los
interferones ( Herschman, H. R., 1991).

3. Caracteristicas de Ia respuesta transcripcional temprana.

El descubrimiento de que existen muchos genes de induccion rdpida ha producido varias

interrogantes en los afios recientes, por ejemplo, el repartorio de genes inducibles ypone

limitaciones al fenotipo celular?; para un tipo celular determinado jtodos los estimulos
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inducen el mismo grupo de genes?; si es asi, jcambian los genes blanco de Fos y Jun
dependiendo del tipo celular?; ;qué determina la respuesta transcripcional de cierto tipo
celular?. Seda un error dar una respuesta definiliva a esias preguntas, dado que la
informacion con la que contamos es insuficiente cono para hacerlo. En primer lugar, no se
tienen estudios en un mimero suficientemente grande de lineas celulares; loa modelos
clagicos para este tipo de estudio han sido las células PC12 y los fibroblastos en cultivo, de
hecho, casi no existe informacion sobre este tema en células diferenciadas y fmcimaies
dentro de un organismo. Por otro lado, el estudio de la respuesta transcripcional y su
modulacién no puede hacerse correctamente sino hasta establecer los eventos moleculares
detallados que la desencadenan, por lo tanto, es necesario conocer con cierta certeza los
mecanismos de transduccion de la sefial externa hacia el interior de la célula, las cinasas,
fosfatasas u otros intermediarios que sean capaces de llevar la sefial desde la membrana
plasmatica hasta el promotor de los genes de respuesta temprana. Evidentemente, el campo
ofrece en la actualidad muchas alternativas y decenas de pregunias interesantes. A
continuacion se analizan algunos datos que se han obtenido en el intento de responder las

interrogantes fundamentales.

Seria prematuro sacar conclusiones acerca de las limitaciones fenotipicas que regulan la
expmsibndelosgenesdemspuemtemprma: Hasta 1a fecha no se tienen muchos datos al
respecio, pero parece que la mayoria de los genes de respuesta temprana exhiben una
induccién estereotipada en casi todos los tipos celulares. Por ejemplo, muchos genes de
respuesia temprana se inducen con una gran variedad de estimulos. c-fos, egr-1, nur 77 y

PC4 se inducen por mitdgenos, NGF, despolarizaciéon y neurotransmisores (Herschman,
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1989). Herschman y cols. encontraron, caracterizando la expresion de la proteina TIS, que el
gene Tisl10 puede ser inducido por una gran cantidad de mitogenos en células NIH3T3
(fibroblastos de ratén), pero no se induce por ningun factor de crecimiento en las células
PC12 (de feocromocitoma murino); el gene Tis/0 tiene expresion restringida en las PC12.
Otro ejemplo es la expresion de los genes egr-1 y egr-2, que codifican para proteinas
similares en estructura y funcién, y poseen promotores similares también, pero egr-2 no

puede expresarse en las células PC12 (Joseph, et al, 1988).

Un aspecto relacionado con lo anterior que ha despertado interés es la pregunta de si el
patron de genes inducidos depende ciel tipo de estimulo. El estudio mas exhaustivo sobre
esta pregunta se ha hecho en las células PC12 (Bartel, et al, 1989), en las cuales se
encontrd que el NGF y el EGF son potentes inductores de ¢-fos, c-jun y egr-1, mientras que
la despolarizacion induce ¢-/os, pero tiene un efecto muy débil sobre la induccion de c-jun'y
egr-1. En esas células, la despolanizacion fue un estimulo mucho mejor que el EGF y que el
NGF para inducir la cadena B del NGF-B. En astrocitos en cultivo, el gene NGF-1 también
tiene regulacion diferencial, porque se induce con ésteres de forbol pero no con EGF 6 con
FGF, en cambio egr-1 y ¢-fos se inducen con los tres agenies (Arenander, 1989a). Los
cultivos secundarios de astrocitos estudiados en este caso, poseen recepiores para
acetilcolina acoplados al sistema de recambio de fosfoinositidos-calcio. La activacion de
€808 receptores con carbacol produce la induccién de TIS1 (NGF-B), TIS7, y TIS 8 (NGF-A
/ egr-1) y en cambio sélo una induccion muy débil de TIS 11 y c-fos (Arenander, 1989b).
Agonistas selectivos para varios receptores adrenérgicos también exhibieron especificidad

para el tipo de genes tempranos que son inducidos en estos astrocitos (Arenander, 1989c).
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Los agonistas P adrenérgicos inducen la expresién de todos los genes fempranos
investigados (excepto TIS7) con cinética igual a la observada con EGF v con ésteres de
forbol. Los agbnishs a-adrenérgicos también inducen todos los genes tempranos estudiados
, incluyendo TIS7, pero de una manera mAs transitoria que los agonisias beta. Fl tratamiento
de los astrv.;citos con mezclas de agentes alfa y beta adrenérgicos inducen todos los genes
tempranos conocidos y aumentan el tiempo de permanencm de los RNAm en el citosol de
égtas células. De esta forma, parece que la eficiencia del acoplnnnento entre los diferentes
sistemas de segundos mensajeros y los elementos de respuesta en los genes no es la misma.
Esta diferencia en el acoplamiento puede ser lo que ocasiona el efecto diferencial de varios
inductores sobre c-fos y otros genes inducibles, asf como lo que provoca las diferencias
fenotipicas en la sensibilidad de ciertos genes a ser inducidos con uno u otro agonista. Eso
podria explicar, por ejemplo, el hecho de que los ésteres de forbol sean inductores muy
débiles de c-fos en células PC12 y son potentes inductores en las células humanas SYS5Y,

provenientes del mismo tipc de tumor (Morgan y Curran, 1991).

6. Sefiales extracelulares que inducen la respuesta transcripcional temprana

Se han realizado numerosos estudios para probar directamente que, Qdemﬂs de las vias que

siguen los factores de crecimiento, las vias de transduccién que utilizan hormonas y



neurotranamisores también pueden inducir respuestas que involucran al proto-oncogene ¢-
Jos. La expresion de c-fos puede estimularse por ATP en células endoteliales (Boutherin, et
al, 1990), por agonistas muscarinicos en células de astrocitoma ( Trejo y Brown, 1991), por
TNF en la linea celular adipogénica TA1 (Haliday et al., 1991), por angiotensina en células
de musculo liso de aorta ( Taubman et al., 1989) y por agonisias o y ) adreﬁ;rgicos en

o¢lulas de miocardio (Iwaki, et al., 1990), entre otros,

Es importante seflalar que los modelos experimentales en los que se habian estudiado
muchos agentes que inducian ¢l proto-oncogene hasta 1991 era un grupo limitado de lineas
celulares, como las NIH 3T3 o las PC12 . Sin embargo, durante los ultimos 3 afios, el
numero de modelos se ha incrementado, aunque sigue predomiﬁando e! cultivo celular,

siendo casi todas las c¢lulas de origen neuronal.

En las cé¢lulas PC12. al menos tres vias activan a ¢-fos y son la de recambio de
fosfoinositidos-calcio, la de la adenilato ciclasa y las que involucran fosforilaciones en
tirosina como las que siguen el NGF, el EGF, el FGF, yla IL-6 (Greenberg et al, 1985.,
Satoh, et al, 1988). En células gliales en cultivo, parece que multiples vias convergen en la
induccion de c-fos (ver mas adelante).

En las células PCI12, un determinante intracelular critico para la induccion de c-fos es la
concentracion libre de calcio. La despolarizacién por la elevacion del potasio extracelular

resulta en una induccion del proto-oncogene (Morgan y Curran, 1986). El mismo resultado
se obtuvo al despolarizar a las células con veratridina, un alcaloide que mantiene a los
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canales de sodio en su estado abierto. A diferencia del NGF, tanto la veratridina como el
potasio elevado requieren que haya calcio presente en el medio para que la induccion pueda
ocurrir, lo que sugiere que 1a movilizacion de calcio dependiente de voliaje es importante
para la regulacion de eate gene. En esta misma linea de pensamiento, se probd que los
antagoinstas de la calmodulina bloquean la induccion del gene por agentes despolarizantes
(Morgan y Curran, 1986). Como se analizard mas adelante, cuando se activa el sistema de
Recambio de Fosfoinosétidos-Caleio, 1a concentracion intracelular del i6n se incrementa,
activandose diferentes cinasas dependientes de Calcio-Calmodulina, que probablemente sean

las directamente involucradas en la induccién del gene ( Morgan y Curran, 1991).

7. Las vias de transduccion de sefiales desde ¢l citosol hasta el niacleo.

(Cudl es el camino que sigue la sefial desde la membrana celular hasta los genes en el

nucleo?

La investigacion reciente ha demostrado que algunas vias de transduccion de sefiales desde
el citosol hasta el nicleo, donde se inducen los genes tempranos, (Hunter, 1992; Thomas,
1992; Montminy, 1993; Egan, 1993; Hunter, 1993) son tortuosas y llenas de intermediarios,

mientras que otras son eleganternente directas.
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Las tres principales estrategias de flujo de informacién hacia el interior de la célula e
inductoras de los genes inmediatos y tempranos (IEG's) son, hasla ahora, las siguientes

(hgura 1):

1) La ruta de la cinasa activada por mitégenos (MAP), en donde el paso de la sefial lleva a la
estimulacion de cinasas que se activan y se translocan al nucleo, doude actian sobre los
factores de transcripcion existentes y cambian sus afinidades hacia sus sitios de unién al

DNA 6 sus funciones de transactivacion.

2) La via del factor transductor y activador de la transcripcion de 91 kDa (Stat 91), que
involucra la fosforilacion directa de un tactor de transcripcion por un receptor hormonal o
una cinasa asociada a ese receptor, llevando a la translocacion de ese tactor al nicleo, donde

activa a diferentes genes.

3) La via del factor nuclear kB, en donde la fosforilacion libera a un factor de transcripcion

de su ancla citosolica o proteina inhibidora, provocando su translocacion al nucleo, ia union

a sus genes blanco y al inicio de la transcripcion.

Las tres rutas tienen algunas caracteristicas en comun, la mas obvia es la fosforilacion
reversible de algt;n (08) componentes (Hunter, 1992). Esta caracteristica involucra también
la fosforilacion de elementos de una via sobre elementos de las otras, asi que no operan de
manera independiente v aislada, lo que indica que en lugar de vias, son redes de

transduccion de la seflal las que desencadenan respuestas transcripcionales (Nigg, 1990).
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Figura 1. Las tres vias generales del paso de informacion desde 1a membrana plasmatica
hasta el nicleo en una célula de mamifero. El receptor para alguna hormona o tactor de
crecimiento, una vez activado, puede asociarse con varias proteinas dentro de la célula. E1
numero 1 muestra a la via de la cinasa MAP, donde una cinasa activada lleva la sefial al
micleo y fosforila al factor de transcripeion A, Este factor altera sus propiedades de umon a
DNA y se fija a una secuencia especifica en los genes blanco. El numero 2 muestra como el
factor de transcripcion B se activa por la fosforilacion por una cinasa de tirosina,
translocidndose al micleo. Este el caso del Stat 91 (ver texto). El nimero 3 muestra la via
donde el receptor activa a una cinasa que fostorila a la proteina inhibidora de un factor de
transcripeion inactivo. Esto lleva a la disociacion del complejo v a la translocacion del factor

de transcripcidn C, como es el caso del factor xB.



Las interacciones entre elementos de una via y ofra tienen un efecto modulador en la
respueita a largo plazo que se puede observar en un detenninado sisterna. Estudios recientes
han demostrado que por lo menos dos de estas tres vias son las que modulan la expresion de
c-fos en distintos modelos celulares.

8. Induccién de Ia respuesta transcripcional temprana en células hepiticas.

El higado tiene muchas funciones complejas: es el responsable del mantenimienio del
suplemento energético del organismo y es la estacién de control mas importante en el

gistema endécnino (Jungerman y Katz, 1989).

El higado mantiene el abastecimiento energético en un organismo porque 1) captura el
exceso de glucosa durante 1a fase de absorcion después de una comida y libera glucosa para
uso del sistema nervioso central y los eritrocitos durante la fase de post-absorcion; 2)
produce cuerpos cetonicos como subsiratos energéticos para ahorrar glucosa, que es el
sustrato normal, cuando hay periodos largos sin alimento; 3) cataboliza muchos de los
aminoédcidos ingeridos o denivados del metabolismo muscular, 4) remueve el amonio
formado por el rompimiento de los aminoacidos o de los compuestos nitrogenados en el
intestino sintetizando urea; y 5) procesando los triglicéridos de la dieta y los 4cidos grasos de
los adipocitos. Por otro lado, el higado tiene muchas funciones biosintéticas y degradativas

importantes: 1) juega un papel clave en el metabolismo de fosfolipidos y colesterol; 2)
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sintetiza y probablemente degrada una parte imporiante de las proteinas plasmaticas como
albimina, transferrina o factores de coagulacion; 3) forma la bilis, lo cual implica la sintesis
de los acidos biliares a partir de colesterol producido por el higado o proveniente de otros
organoe, asi contribuye al mantenimiento de las actividades digestivas; y 4) es el oOrgano mas
importante para la defensa conira xenobioticos, como drogas o agentes adictivos,

transformandolas por diversos procesos quimicos para elminarlas por la orina y la bilis.

Como la estacién de control mas importante en el sistema enddcrino, el higado 1) degrada la
mayor parte de las hormonas circulantes y asf contribuye al mantenimiento del los niveles

hormonales sistémicos y 2) sintetiza y libera muchos factores humorales, como las

. somatomedinag.

Todas las funciones hepéticas se llevan a cabo gracias a los diferentes tipos celulares que lo
constituyen, células tanto parenquimatosas (los “hepatocitos™ ) como no parenquimatosas
(endoteliales, Kupfer, ito y otras). La actividad de éstas células se regula por las
concentraciones de sustratos en el torrente circulatorio, los niveles circulantes de hormonas y
la inervacién autonoma del drgano . Asi pues, es uno de los tejidos que mejor responden a
una gran coleccién de mensajeros quimicos que viajan por la sangre, y el conocer los efectos
que sobre el higado tienen las xdiversas hormonas es de gran importancia en la
endocrinologia actual.

Como ae ha venido mencionando, es en el sistema nervioso en donde se han realizado mayor

mimero de experimentos encaminados a caracterizar la induccién temprana de genes como ¢-
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Jos. Sin embargo, de otros sistemas y tejidos, como el hepatico, se sabe muy poco. Se sabe
que la expresion de varios oncogenes se encuentra incrementada en hepatocarcinornas
humanos y de rata (Corcos, et al, 1984., Fausto y Shank, 1983., Guguen-Guillozo, et al,
1988). Entre esos oncogenes se encuentran ¢c-/os y c-myc y se sabe que la sobreexpresion de
é¢stos no es un requisito necesario para el mantenimiento del estado tumoral. Por otro lado,
en el eatado de regeneracion por hepatectomia parcial y en hepatocitos en cultivo, se ha

reportado la induccion de c-fos (Kruijer et al., 1986).

En nuestro laboratorio se realizaron experimentos para determinar la inducibilidad del proto-
oncogene c-fos en hepatocitos frescos de rata, utilizando 1a hibridacién de sondas especificas
para cada gene de nuestro interés, con el RNA total de las células tratadas con diferentes
agentes. En dicho trabajo, (Gonzalez-Espinosa, 1992), quedé demostrado que la hormona
Angiotensina IT v ¢l agente prowmotor de tumores Forbol Miristato Acetato (PMA) inducen
una respuesta genética temprana que involucra la expresiéon de c-fos, ¢c-mos, c-myc y B
actina, sin alterar la expresion del gene de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.

Este efecto de la hormona Angiotensina II sobre células hepéticas no habia sido demostrada
hasta esa fecha y se trataba de un resultado muy interesante, puesto que todos los efectos de
la angiotensina caracterizados en el higado eran a corto plazo, y no involucraban

transcripcion genética ( Gonzalez-Espinosa y Garcia-Sainz, 1992).
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9. La hormona Angiotensina 11

La Angiotensina II (Angio II) es una hormona octapeptidica que juega un papel crucial en el
mantenimiento de la homeostasis de electrolitos y de la funcién cardiovascular. Fs un
mensajero vasoconstrictor que afecta numerosos 6rganos, incluyendo las paredes vasculares,
las glandulas suprarmrenales, el rifion, el higado, el cerebro y las gonadas. Sus efectos estan
mediados por receptores con estructura similar a los acoplados a proteinas G (con siete
segmentos transmembranales). Aunque la hormona se conoce por su papel en la funcidon
cardiovascular y la homeostasis de fluidos, se ha acumulado evidencia de que la Angio Il

también participa en la neurosecrecion, la proliferacion y la diferenciacion celular.

A la fecha se han caracterizado tres formas de angiotensina, a las que por convencion se les

ha denominado tipo I, 11 y III. Estas hormonas se sintetizan a partir de una proteina

plasmatica, el angiotensindgeno, sobre la cual ejerce acciones hidroliticas la renina,
produciendo un decapéptido inactivo denominado angiotensina I (Al). Cuando la Al se
hidroliza por la enzima convertidora de angiotensina se produce la forma activa que
corresponde a la angiotensina II. La Angiotensina II es sensible a protedlisis y cuando se
hidroliza por una aminopeptidasa especifica (para acido aspartico), se origina la
angiotensina III, que es un compuesto bioactivo, en genera! mucho menos potente que la
Angio II. Finalmente, la inactivacion de las angiotensinas ocurre por la accion de varias
peptidasas (ver figura 2 ). La importancia fisiologica de la Angio II se manifieata por el

hecho de que sus receptores estan distribuidos por todos los tejidos. Clinicamente, el papel
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de Angio I en la hipertension arterial y en las enfermedades cardiovasculares la han
convertido en un blanco de mucha importancia para el lratamiento terapéutico. La wnhibicion
farmacologica de la sintesis de Angio II usando inhibidores de la enzima convertidora de la
Angiotensina ha sido una lerapia muy efectiva contra la hipertension arterial (Sandberg,

1994).

10. Tipos de receptores para Angiotensina

Hay dos clases de receptores para Angio I distinguibles farmacolégicamente (AT, y AT)),
de los cuales la clase AT, es, aparentemente, la responsable de muchos de los efectos
fisiologicos de la Angio II; aunque algunas tunciones relacionadas con los receptores AT
conmiienzan a ser encontradas (Wong et al, 1992). Sabemos que los receptores para Angio II
presentes en el higado de la rata pertenecen al tipo AT, ( Garcia-Sainz y Maciag-Silva,

1990).

La caracterizacion fina del receptor AT, se logrd con un sistema de clonacion por expresion
en cé¢lulas COS-7. Se clonaron casi al mismo tiempo el de rata (fATy,) (Murphy et al, 1991)
y el de vaca (bAT)) (Sasaki et al, 1991). Subsecuentemente se clonaron los cDNAs de otras
especies de mamiferos, incluyendo otro de rata (rAT)y,) (Sandberg et al, 1992), raton (mAT;,
y mAT,) (Sasamura et al, 1992), conejo (rbAT,) (Bums et al, 1993), cerdo (pAT;) (Itazaki
etal, 1993) y perro (dAT;) (Clark et al, comunicacion personal a Sandberg, 1994). Todos los
¢DNAs que se han clonado codifican para una sola cadena polipeptidica de 359 aminoacidos

con un peso molecular de 41, 000 Da. El analisis de hidrofobicidad indica que posee siete
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segmentos tmnsmembmnales, una estructura tipica de los receptores acoplados a proteinas
G (figura 3). Recientemente, los cDNAs pam dos receptores de anfibio XATiq (Ji et al ,
1993) y xATs (Bergsman et al, 1993), y uno de ave ({AT) (Murphy et al, 1993) han sido
clonados y secuenciados. Los receptores que no son de mamifero son farmacologicamente

distintos de los que si lo son..

Con base en estudios de mapeo por hibridacion tipo Southem y de clonas gendmicas, se ha
encontrado solamente un gene para el receplor AT, en humanos (Bergsma et al, 1992),
conejos (Bums et al, 1993), y pavos (Carsia et al, 1993), mientras que en ratas (Elton et al,

1992), ratones (Sasammﬁ et al, 1992) y ranas (Ji et al, 1993) se han encontrado dos genes.

Analizando el RNAm en varias especies de mamiferos y en diferentes tejidos se ha
encontrado que existen multiples RNAm del receptor AT,: en ratas, cerdos y conejos
predomina una especie molecular de 2.3 kb, mientras que en la cabra predomina una forma
de 3.3 kb. La presencia de diferentes mensajeros puede ser el resultado de un procesamiento
diferencial de algiin precursor o distinto grado de poliadenilacion.

11. Sistemas de transduccién activados por Angiotensina I1

Los receptores rAT, se han expresado de manera estable en células CHO y se ha

demostrado que unen a su ligando con una afinidad similar a la de las células con el receptor

nativo. En ese estudio de transfeccion se encontré que estos receptores estan acoplados a
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Figura 3. Estructura del receptor AT, para angiotensina. Panel A. Se muestra el modelo del
receptor AT de bovino, resaltando sus siete dominios transmembranales y la tercera asa
citosolica, que es muy pequeila. Deben observarse los dos puentes disulfuro que le confieren
sensibilidad a los agentes reductores, como el ditiotreitol. Panel B. Modelo tridimensional
del receptor AT; 4 de rata.



través de proteinas G, a la produccion de fosfatos de inositol y 1a movilizacion de caleio
(sistema de recambio de fosfoinositidos-caleio) por un lado, y a la inhthieiéu de la adenilato
ciclasa por otro. Los receptores AT, median el incremenio en la sintesis de DNA, el
crecimiento celular y la activacion de canales de calcio sensibles a las cihidropiridinas

(Tetusch et al, 1992; Ohnishi et al, 1992).

Otros estudios han demostrado que 1a hormona es capaz de inducir fosforilacion en tirosinas
de vanias proteinas, al igual que algunos factores de crecimiento como EGF y PDGF (Huckle
et al, 1992). También se ha demostrado que la Angio If activa a la fosfolipasa D (Lasségue
et al, 1991); a la fosfolipasa Ay (Douglas et al, 1990} y que inhibe canales de potasio (Quinn
et al, 1987). Estos datos indican que un solo tipo de receptor para la hormona puede estar

acoplado a mAs de una via de transduccion de sefiales (ver figura 4) (Dohliman et al, 1991).

Se ha demostrado ademas que la hormona es capaz de inducir la expresion de genes
tempranos durante la diferenciacion de células musculares de las paredes de los vasos

sanguineos, por lo que se le considera, para éste tejido, como un factor de crecimiento

(Taubman et al, 1989).

En las células del higado, se ha probado que los receptores para Angio II estan acoplados al
recambio de fosfoinositidos-Calcio y a la inhibicién de la adenilato ciclasa (figura 5). No se

conocen los efectos a largo plazo de la hormona sobre estas células.
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Figura 4. Vias de transduccion acopladas al receptor AT,. La hormona Angiotensina I se
une al receptor AT, (R), el cual activa a las fostolipasas C (PLC), D (PLD), v A~ (PLAx) e
inhibe a la adenilato ciclasa (AC). El receptor esta acoplado al efector por medio de

proteinas G (los trimeros estan representados por ., f§ ¥ v). «, inhibe a la adenilato ciclasa,
disminuyendo la sintesis de AMP ciclico a partir del ATP. La fosfolipasa C hidroliza al
fostatidilinositol bifosfato (PIP:), un metabolito del fostatidil inositol (PI), para producir
inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DG). El IP; se une a un receptor especifico que
induce la liberacion de calcio de compartimientos intracelulares. El calcio y el diacilglicerol
activan a la proteina cinasa C (PKC). La fosfolipasa D hidroliza fosfatidilcolina (PC) hasta
acido fostatidico (PA) y colina. PA y DG se pueden interconvertir: el segundo se puede
degradar hasta dcidos grasos y glicerol por la lipasa del diacilglicerol. La fosfolipasa A,
hidroliza la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina (PE) hasta los lisofosfolipidos
correspondientes (LPC y LPE), y 4cidos grasos. Un 4cido graso que frecuentemente se libera
por la PLA; y Ia lipasa del DG es el acido araquidonico, un precursor de leucotrienos y
prostaglandinas. Angiotensina II también puede abrir canales de calcio a través de los cuales
entra calcio extracelular y cierra canales de potasio, inhibiendo la difusion del potasio celular
hasta 1a parte extracelular.



Figura 8. Vias de transduccion a las que esta acoplado el receptor AT, en hepatocitos. En
este lipo celular en presencia de Angiotensina II se induce el recanbio de fosfoinositidos y la
liberacion de calcio por una proteina Gp, por un lado, y se inhibe a la adenilato ciclasa via
una proteina Gi, por el otro.



Wi S -

12. El forbol miristato acetato (PMA)

La proteina cinasa C (PKC) es una enzima clave en el sistema de transducciéon de recambio
de fosfoinositidos-calcio (activado por Angio If en hepatocitos), ya que se activa de manera
sinérgica con el el diacil-glicerol producido por la ruptura del inositol 4, 5 bifosfato y con
el calcio liberado por el IP3 del reticulo endoplasmico de 1a célula. Fsta enzama es la
encargada de fosforilar a una serie de interimediarios que amplifican la sefial hormonal en ¢l
interior de la célula (figura 6). La PKC sirve también como receptor para promotores de
tumores: los ésteres de forbol. Entre éstos compuestos diterpénicos se encuentra el forbol
miristato acetato (PMA) (figura 7) obtenido de la semilla del arbol Croton tiglium, contiene
en su estructura una zona similar a la del diacilglicerol, se intercala rdpidamente en la
membrana v activa directamente a la PKC tanto in vivo como in vitro. Como el
diacilglicerol, los ésteres de forbol aumentan la afinidad de la enzima por ¢l calcio, sin
embargo no se metabolizan rdpidamente y sus efectos pueden ser de larga duracion

(Castagna et al., 1982).

En el hepatocito de rata, ademads del PMA, otros agentes promotores de tumores y
activadores de la proteina cinasa C, como el forbol dibutirato (PDB) y el orto-metil PMA
inducen también la expresion de c-fos (Gonzalez-Espinosa y Garcia-Sdinz, 1992). El hecho
de que los ésteres de forbol tengan algin efecto en la induccién del gene, sugiere la

participacion de la proteina cinasa C en el fenémeno observado. De esta forma, una posible
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Figurs 6. LaProteimCmasaC(PKC)esmae:mmaclaveenel Sistema de Recambio de
Fosfoinositidos-Calcio. Este sistema se activa cuando una hormona se fija a su receptor en la
membrana plasmaética, provocando que se acople a una proteina G heterotrimérica. La
proteina G se disocia entonces en dos: la subunidad a y el complejo By. Las subunidades de
1a proteina G sctivan a la fosfolipasa C (PLC), que hidroliza al fostatidilinositol 4, 5,
bifoetato (PIP,), convirtiéndolo en diacilglicerol (DG) y fostatidilinositol 1,4,5 trifosfato
_(IP3). E1 IP; promueve la liberacion de calcio de depositos intracelulares y este calcio, junto
con el diacilglicerol yla fosfatidil serina (PS), activan a 1a PKC. La enzima es una cinasa en
serina-treonina que tiene varios sustratos intracelulares, es la encargada de iniciar una
cascada de fosforilacion en respuesta a un ligando particular. Esta enzima puede ser activada
directamente por el PMA, asi que cuando se ailade ¢l éster de forbol, se logra incrementar su
actividad sin aumentar la concentracion de calcio dentro de la célula.
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Figura 7. La estructura del Forbol Miristato Acetato (PMA).



explicacion a la induccion de c-fos por Angio Il y PMA es que 1a hormona actie a través del
sistema de recambio de IP; -Calcio.

13. Otros antecedentes

En los hepatocitos de rata, la acumulacion del RNAm del proto-oncogene c-fos por la
hormona Angiotensina 1T (Angio IT) se inhibe por el antagonista selectivo para el subtipo de
recepior AT, , Losartan, con una Ki aprox. de 25 nM. La hormona Angio II fue mas potente
quc la vasopresina o la epinefrina en inducir la respuesta del proto-oncogene, lo que sugiere
que los receptores para Angio I pueden estar acoplados a efectores distintos a los de otras
hormonas que también mowvilizan calcio intracelular en ¢l higado de rata. El efecto del PMA
y de la Angio II sobre c-fos es un efecto rapido, con tiempos medios de 7 y 12 minutos,

respectivamente.

El pre-tratamiento con el inhibidor de la transcripcién actinomicina DD disminuye
enormemente el basal del mensajero de ¢-fos mientras que el pre-tratamieato con
cicloheximida tiene el efecto contrario. La actinomincina D disminuye el efecto del PMA y
de Ia Angio I, perono los bloquea por completo. Ademas, el PMA y la Angio II estimulan
la acumulacién del mensajero de c-fos sobre el incremento observado con cicloheximida sola
(figura 8). Esos datos sugieren que el PMA y la Angio II son capaces de inducir tanto la
@mmipcién como la estabilizacion del mensajero del proto-oncogene (Gonzdlez E., y
Garcla-Séinz, J. A, 1992).
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Figura 8. El efecto de la Actinomicina D y fa Cicloheximida en la expresion de c-fos. Los
hepatocitos se pre-incubaron durante 13 minuios en ausencia (Buffer, barras blancas) o en
pm.sencia de Sug/ml de actinomicina D (Actino, barras negras) o 10ug/ml de cicloheximida
(Ciclo, barras punteadas). Después de esta pre-incubacioén, se aiiadieron los siguientes
agentes: buffer (CONTROL), PMA 11:M (PMA); Angiotensina 100nM (ANGIO),
Vgsomsim 10nM (VASO); o Epinetrina 10uM (FPD), la incubacién se mantuvo durante 30
minutos mas y se extrajo el RNA total para ser hibridado. Los resultados estan normalizados
con los datos obtenidos de células pre-incubadas e incubadas con buffer solo (100%).
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Decidimos estudiar con mas detalle el mecanismo de induccién de c-fos por Angio Iy PMA
en hepatocilos de rta, analizando aspectos tales como el papel de diferentes cinasas y
fosfatasas , el papel de la induccion transcripcional y la posible participacion de la
estabilizacién del RNAm en este incremento del proto-oncogene. El sistema que utilizamos
para la deteccion del proto-oncogene fué la hibridacion del RNA total de hepatocitos
tratados con los agentes de interés con una sonda de 615 pb del exon 4 de «-fos humano. Si
bien esia sonda puede dar reaccién cruzada con fosB y fral humanos, las condiciones de
hibtridacion ulilizadss foeron muy estrictas y dan como resuliado una sola banda de
hibridacién en experimentos tipo Northemn en este sistema celular. Sin embargo, hay que
hacer nolar que los resultados que a continuacion se mencionan, deben ser interpretados
tomando en cuenta que 1a sefial de hibridacion puede provenir de uno o varios miembros de
la familia Fos.



OBJETIVOS

Pretendemos estudiar los siguientes aspectos del mecanismo molecular de Ia  expresion del

proto-oncogene c-fos por Angiotensina y PMA en hepatocitos de rata:

1. El papel de las fosfatasas en el control de la expresion de c-fos en hepatocitos, utilizando
inhibidores de esas fosfatasas.

2. E] papel de las cinasas de serina-treonina en el control de la expresion del proto-oncogene
por la Angio Iy el PMA, utilizando inhibidores de cinasas en serina-treonina.

3. El papel de las cinasas en tirosina en el control de c-fos por la Angio II y el PMA,
utilizando inhibidores especificos para este tipo de cinasas.

4. Las etapas de la expresion genética que son moduladas por la Angiotensina II y el PMA
para permitir la acumulacion del RNAm del proto-oncogene c¢-fos (transcripcion y

estabilizacidn del RNA mensajero del proto-oncogene).
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RESULTADOS

Los resultados de la investigacion se resumen en los siguientes trabajos. El primero de ellos

ha sido publicado en la revista Life Sciences.

L.os materiales y métodos utilizados se detallan en cada manuscrito y en las referencias que

ahi se sefialan.
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Summary

In isolated rat hepatocytes angiotensin tl and phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
induce the expression of c-fos. We studied the possible transduction pathway(s)
involved in this effect using inhibitors of serine-threonine and tyrosine protein
kinases. Calphostin and staurosporine, inhibitors of protein kinase C and other
serine-threonine protein kinases, block in a dose-dependent manner the effect of
angiotensin Il and PMA. Interestingly, genistein also blocks the induction of this
proto-oncogene, suggesting a role for tyrosine protein kinases.

Inhibitors of serine-threonine protein phosphatases, such as okadaic acid,
microcystin LR and calyculin also induce ¢-fos expression. These diata sugpest that
protein phosphatases exert a tonic inhibitory control of ¢-fos expression. The etfect
of these phosphatase inhibitors were not blocked by staurosporine, calphostin or
genistein. Our results suggest that the expression of ¢-fos in rat hepatocytes is
regulated by complex phosphorylation-dephosphorylation  cascade(s) probably
involving serine/threonine and tyrosine protein kinase and protein phosphatase
activities.

¥

Key Wonds: protein kinasc, g-fog cxpression, hepalocytes, angiotensin 1, pharbol myristate acetare

It is now clear that many hormones and neurotransminters, that exert actions in very short
periods of time, are also capable of inducing longer term responses, such as promoting the
expression of specific genes (1-3). Among the genes whose expression is rapidly stimulated by
these hormones and neurotransmitters are some transcription factors, such as ¢-fov, which can
amplify cellular responses over time, increasing possibilities for metabolic regulation.

Angiotensin 1l is, without any doubt, an interesting case among these agents. This peptide
hormone is an extremely potent contractile agonist. a3 modulator of metabolism and also, a growth
factor capable of stimulating cell proliferation and oncogene expression in ditferent cell
preparations (4-9).

In liver cells, angiotensin 1l activates A, receptors stimulating phosphoinositide
turmnover/calcium signalling and phosphorylase activity (8,10). Interestingly. in these cells this
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recepior sublype scems to be also coupled in an inhibitory fashion to adenyiate cyclase (10). We
previously showed that in hepatocytes, this vasopressor peptide, induces an early gene expression
response, involving genes such as c-fos, camye, c-mos and actin (V). Interestingly, active phorbul
esters, such as phorbol 12-myristate, 13-acetate (PMA), were also able to induce this early gene
expression response, suggesting a role of protein kinase C (PKC)(9). In the present study, we
investigated the role(s) of protein kinases and phosphatases on ¢-fos expression by using inhibitors;
our results indicate a clear role of phosphorylation/dephosphorylation cascades in ¢-fos expression
and suggest that in the actions of angiotensin II and PMA, both threonine/serine and tyrosine
protsin kinases and protein phosphatases could be invoived.

Materials and Methods

Materials.- Okadaic acid, microcystin LR and genistein were obtained from Research Biochemicals
Inc. Calphostin was from Kamiya Biomedical CO. Staurosporine, Phorbol Myristate Acetate (PMA)
angiotensin 11, and chemicals for plasmid extraction and dot blot hybridization of RNA were from
Sigma Chemical Co. Restriction enzymes were from Biolabs and agarose was trom BioRad.

Cell incubations.- Hepatocytes were obtained from female Wisiar rats (220-250 gr) fed ad libitum
by the method of Berry and Friend (11). Cells (100-150 mg wet weight) were incubated in 1 ml
of Krebs Ringer bicarbonate buffer (9) under an atmosphere of 95% O,, 5% CO,, (pH 7.4) at 37°C
in a water bath shaker. Incubation was usually for 30 minutes in the presence or absence of the
agents tested. When a pre-incubation was necessary, it was for 15 minutes previous to the addition
of the agent to be tested.

Dot blot and Northern analysis.- After incubation, the cells were pelleted by centrifugation and
total RNA was extracted as described by Chomzinski and Sacchi (12). RNA (50-100 jg) was
spotted onto nylon membranes (Hybond, Amersham) and hybridized under high stringency
conditions (13). After hybridization, the membranes were washed twice in (0.2 X SSC and 1).2%
SDS at 55° C, twice in 0.1 X SSC and 0.1% SDS at 55° C and once in 0.1 X SSC without SDS.
Gene-specific probes were as follows: human c-fos probe was the 408 bp EcoRI-Pst] tragment of
the Amprobe ¢-fos (Amersham), and for control experiments the cDNA clone of glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used. The probes were “!P-labeled by Nick Translation
to a specific activity < 107 cpm/ug. In each experiment 500 ng of labeled prohe was used. After
the washes, the filters were autoradiographed 5-10 days at -70°C, The films were scanned using
8 Beckman DHU 650 spectrophotometer. Each figure represent the mean + S.E. M, of d to 6
experiments and the photograph of a representative film is also included (insets). Northern analysis
was performed as described (9).

Results

In agreement with previous findings, it was observed that angiotensin H and PMA
stimulated ¢-fos expression in rat hepatocytes, which was observed using dot blot and Northern
analysis (data not shown, 9). In order to explore the possibility that PKC could be involved, the
effect on the inhibitors staurosporine (14) and calphostin (15) was tested. It can be observed in Fig.
1 that these agents inhibit in dose-dependent fashions the effects of near-maximal concentrations
of angiotensin 11 (100 nM) and PMA (1 uM). Interestingly, in all the experiments the
concentration-response curves using angiotensin Il appeared to be shifted to the nght as compared
to those using PMA, i. e. bigger concentrations of the inhibitors were apparently required to induce
a similar blockade. However, such shifts do not seem to be real since the action of PMA was
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almast completely blocked whereas that of angiotensin Il was only pantially inhibited. Taking into
account this fact, the ICy, values for inhibiting the actions of angiotensin and PMA were almost
identical, i.e. = 100-150 nM for staurosporine and «150-200 nM for calphostin. These 1Cg, values
are similar to those previously observed by us (30-50 nM) to inhibit other actions of PMA in
hepatocytes (16). Calphostin and staurosparine did not modify the basal expression of c-fos.

The effect of the protein tyrosine kinase inhibitor, genistein (17), on angiotensin li- and
PMA-mediated expression of ¢c-fos was tested. The results are presented in Fig. 1 (right panei).
Genistein inhibited in concentration-dependent fashion the effects of both agents but, interestingly,
in this case the blockade of the angiotensin H-mediate effect was almost complete whereas that of
PMA was only pantial. The ICy, values again were very similar in the range 100-200 nM (Fig. 1,
right panet). Epidermal growth factor also induced c-fos expression (203 + 20 % of basal) and its
effect was completely blocked by genistein. Genistein did not modify the basal expression of ¢-fos.

We next examined the effect of three inhibitors of protein phosphatases, okadaic acid (18),
microcystin (19) and calyculin A (20) on c-fos expression. The resulls are presented in Fig, 2. It
can bhe observed that these protein phosphatase inhibitors induce the expression of c¢-fos in
concentration-dependent fashions. The potency orders were: calyculin (ECy, 1 nM) > okadaic acid
(ECy 10 nM) = microcysiin (ECy, 10 nM). The expression of ¢:fos induced by these protein
phosphatase inhibitors was not blocked by staurosporine, calphostin or genistein up to 100 uM
(data not shown).

Discussion

Proto-oncogene expression is a well-documented phenomena in response to a very large list
of cellular messengers. In rat liver, there is enhanced expression of ¢-fos, c-mve, and ¢.ras during
sex-differentiated carcinogenesis (21), during liver regeneration (22) and extended damage (23).
h is also observed during the initial phases of culture in normal adult rat hepatocytes (24). In
freshly isolated rat hepatocytes, the proto-oncogene expression is induced when the cells are
expased o phorhol esters (PMA), angiotensin i or epidermal growth factor (9). In hepatoma cells,
_ insulin and PMA stimulate ¢.fos transcription (25). The detailed biochemical mechanism(s) that
mediate these rapid inductions of the proto-oncogene is(are) unknown, but there is evidence which
indicates a role of different protein kinases.

Protein phosphorylation is one of the most common biochemical mechanisms through which
cells regulate their metabolism (26). The funciion of various proteins involved in signal
transduction is modulated for phosphorylation/dephosphorylation cycles and also some transcription
factors alters their DNA binding propenties with the level of phosphorylation (27). Phosphorylation
on serine and threonine residues, which together account for >99% of total cellular protein
phosphate, are recognized as key elements in the regulation of such diverse pathways as glycogen
metabolism, protein biosynthesis, and cell surface receptor signalling (28). Phosphorylation on
tyrosine residues, which accounts for <5% of protein bound phosphate (29), has been linked
broadly with the control of cell proliferation.

In our experiments, the blockade of PMA- and angiotensin l-mediated ¢-fos expression by
staurosporine and calphostin was not surprising. These compounds are relatively selective inhibitors
of PKC. The only partial blockade of the angiotensin ll-mediated effect suggestied the possibility
that other protein kinases could be involved in the action of the peptide. The inhibitory action of
genisiein suggested the participation of tyrosine protein kinases in these effects. It has been
reported that angiotensin l stimulates protein-tyrosine phosphorylation in rat hepatic WB cells (30)
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and in other cell types, such as smooth muscle cells (31) and rt cardine fibroblast (32). In
addition, very recently it was shown that angiotensin Il-stimuiated tyrosine phosphorylation of
phospholipase C-yl is responsible for early signal transduction events in smooth muscle cells (33).
Qur results are consistent with these findings and suggest a role of protein tyrosine kinase activity
in the effect of angiotensin I and to a lesser extent also in that of PMA on ¢-fos expression.

We previously observed that vasopressin and epinephrine (a,5-adrenergic effect) stimulate
¢-fos expression 10 a much lesser extent than angiotensin {1 (9). These three hormones seem to
share a similar mechanism of signal transduction. The former data suggested that additional factors
could be involved in the action of angiotensin I1. Our present data suggests thiat one such addiional
factors could be the activation of protein tyrosine kinase(s).

Okadaic acid is a polyether fauy acid which inhibits type 1 and 2A protein phosphatases,
Microcystin and calyculin A are also potent inhibitors of these serine-threonine protein
phosphatases and all of them induced ¢-fos expression in hepatocytes. These data support the idea
that a tine-tuned equilibria of the phosphorylation/dephosphorylation state of certain proteins
regulate proto-oncogene expression, Our results also suggest that protein phosphatases are
responsible for a tonic turn off of ¢c-fos expression.

It is worth mentioning that protein phosphatase inhibitors are potent hepatotoxins that alter
cytoskeletal structure, induce blebbing and decrease receptor-mediated and G-protein mediated
inositol phosphate production (35-38). It is clear that our results do not allow us 1o define the
protein kinases and phosphatases involved in ¢:-fos expression. The only relative selectivity of the
available inhibitors and the difficulties in determining their intracellular concentrations, preclude
such task at the present. Neventheless, the data strongly suggest thit complex pathways involving
protein kinases and phosphatases regulate the expression of this proto-oncogene, These activities
seem to mediate rapid responses in non-dividing liver cells. :
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DISCUSION SOBRE EL PRIMER TRABAJO.

Sabemos que s angiotensina Il es una de las principales hormonas peptidicas que regulan el
metabolismo hepético. Los estudios que se han realizado sobre las acciones de la
angiotensina en higado han mostrado que esta hormona disminuye los niveles de AMP
ciclico y que también estimulan el recambio de fosfoinositidcs y la movilizacion de calcio;
estos efectos pueden observarse al poco tiempo de exponer las células a la hormona (0-2
min). Sin embargo, nosotros hemos encontrado que ademas de estos efectos a corto plazo, la
angiotensina Il es capaz de inducir una acumulacion del mensajero del proto-oncogene c-/fos.
No se sabe cudles son las moléculas intennediarias entre la activacion del receptor y el efecto
sobre el RNAm del proto-oncogene. Actualmente esta claro que casi todas las hommonas,
actuando a través de distintos sistemas de transduccion, median sus acciones fisiologicas
alterando la fosforilacion de proteinas especificas, y que esta modificacion es un mecanismo
regulador muy importante en diversos procesos como la motilidad, el metabolismo, el
crecimiento y la diferenciacion (Shenolikar, 1988). La fosforilaciéon o desfosforilacién de
residuos de serina, trecnina o tirosina dispara cambios conformacionales en algunas
proteinas, alterando sus propiedades biologicas, asi, el nivel de fosforilacion en cualquier
instante de la vida celular refleja las actividades relativas de las cinasas y fosfatasas de
proteinas que participan en todos los procesos que esa célula esta llevando a cabo. En este
primer trabajo tratamos de analizar globalmente el mecanismo molecular que la hormona
sigue para inducir la acumulacion del mensajero de c¢-fos. Nos planteamos varias preguntas:
(el paso de la sedial deede la membrana plasmatica hasta el gene ( en el nicleo) requiere de
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la fosforilacién de alguna (s) proteina (3)?. Para responderla, incubamos a las células en
presencia del inductor (Angioll y PMA), pero ademas, afladimos inhibidores de cinasas

intracelulares de serina-treonina (staurosporina y calfostin) y tirosina ( genisteina).

La staurosporina es un alcaloide microbiano que ademaAs inhibe de manera muy potente a la
proteina cinasa C (PKC) por interactuar con su dominio catalitico (Tamaoki, et al., 1986).
Este agente ha sido utilizado para investigar el papel tisioloégico de la PKC en la regulacion
de varias respuestas celulares, como la desensibilizacion de la movilizacion de calcio
estimulada por el leucotrieno D4 en células leucémicas de rata (Vegesna, et al,, 1988) y la
acumulacion de polifosfatos de inositol inducida por trombina en plaquetas humanas (King y

Rittenhouse, 1989).

Por otro lado, también hay resultados que indican que este agente puede inhibir a la proteina
cinasa II dependiente de calcio-calmodulina (Yanagihara, et al, 1991) y a la proteina cinasa
dependiente de AMP ciclico (PKA) (Nakano, et al, 1987), esta inhibiciéon se observa a
concentraciones muy altas. Existen datos que sugieren que la staurosporina es un inhibidor
relativamente especifico de la PKC en arterias intactas de cerdo a concentraciones bajas (0.1
M), ¥ que en altas concentraciones puede tener efectos no relacionados con esa inhibicion,
entre los cuales se incluye el bloqueo de la entrada de calcio en células de musculo liso a
través de un canal de calcio dependiente de voltaje (Kageyama, et al, 1991). Todas las
fosforilaciones inhibidas por la staurosporina suceden en los aminoacidos serina ¢ treonina y

por lo tanto se le utiliza como un inhibidor general que permite conocer en forma global la
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participacion de ese tipo de fosforilaciones en cualquier fendmeno celular. Su estructum se

muestra en la figura 9.

El calfostin C (UCN-1028C), por su parte, es un compuesto aislado de Cludosporium
cladosporioides, y es un inhibidor potente y especifico de 1a PKC (figura 9) . Es un agente
mil veces mas polente para inhibir a la PKC (fC:,iwm:O‘OS (M) que a otras cinasas como la
PKA 6 a cinasas de tirosina (ICso> 50uM). El calfostin, que es sensible a la luz, interactiia
con el dominio regulador de la PKC y es capaz de inhibir la unién de forbol dibutiraio a la
PKC in vitro. Tiene actividad citotoxica y actividad antitumoral, al parecer porque inhibe a
las isoformas o, B, y y de 1a PKC. Este compuesto es mucho mas especifico para la PKC que
la staurosporina, sin embargo ain no se descarta que a dosis mayores de 100 pM pueda

inhibir a otras cinasas en serina-treonina (Kobayashi, et al., 1989).

La staurosporina y el calphostin inhibieron la acumulacion del mensajero de ¢-fos de una
forma dependiente de la dosis, con ICsy similares para ambos agentes (= 100-150 nM pam
staurosporina y =150-200 nM para calphostin). Sin embargo, en todos los experimentos las
curvas de inhibicion de los efectos de la Angio II estan corridas hacia la derecha con
respecto a las de inhibicion del efecto del PMA, lo que indica que se requiere mayor cantidad
de inhibidor para bloquear el efecto de la Angio IT que del PMA. Estos resultados sugieren

que probablemente las cinasas en serina-treonina que se activan por la Angio Il sean

distintas a las estimuladas por ¢l PMA,; tal vez los dos agentes\ compartan ciertas cinasas,

pero no todas. Por otro lado, siempre quedé una estimulacién residual por la Angio II que



CALFOSTIN

STAUROSPORINA

GENISTEINA

Figura 9. Estructura de los inhibidores de cinasas de serina-treonina: la staurosporina v el
calfostin C; v del inhibidor de cinasas de tirosina: la genisteina.
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no pudo ser bloqueada por estos dos inhibidores (= 30% del efecto maximo). Es probable

que la Angio II tenga un mecanismo de accion distinto al del PMA.

Todavia mas interesantes son los datos obtenidos con un inhibidor de cinasas de tirosina,
como la genisteina . Este es un compuesto isoflavonoide (figura 9) producido por
Pseudomonas sp que inhibe la actividad de cinasa de tirosina del receptor a EGF,
compitiendo con el ATP (donador del fosfato). La genisteina inhibe muy pobremente a las
cinasas en serina-treonina. Por su especificidad, es una buena herramienta para dilucidar
procesos celulares que estén mediados por fosforilaciones en tirosina, en particular, las
cascadas moleculares involucradas en proliferacion celular, transformacion v
diferenciaciacion (Akiyama er af, 1987). Sorpresivamente, la genisteina inhibié las

acciones del PMA y la Angio 11 sobre el mensajero de c-fos.

La inhibicion de los efectos de la Angio II y del PMA por genisteina no fue exactamente
igual. El efecto de la Angio II fue inhibido completamente, mientras que el del PMA no.
Esto indica que probablemente el PMA active a cinasas en tirosinas pero, evidentemente, el
efecto sobre c-fos no se da exclusivamente por esas cinasas. En presencia de genisteina, la
actividad residual de la angiotensina (observada en las graficas con staurosporina y
calphostin) se bloqueé completamente, lo que indica que esa parte de la respuesta por lo
menos, estd mediada por fosforilaciones en tirosina. Los datos de este trabajo nos indican

que la induccion de c-fos puede darse por las vias seflaladas en la figura 10.
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Figura 10. Posibles vias de induccion del proto-oncogene c¢-fos en hepatocitos de rata por
Angiotensina I y PMA. Solo las lineas continuas han sido demostradas en higado.
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El interés por las cinasas de tirosina, como elementos clave en laa vias de transduccion de
seflales hormonales, se inici6 en la década de los 80s por el descubrimiento de que el gene
Mf@w del virus tumorigénico del sarcoma de Rous (p60'™) codifica para una
cinasa que fosforila en tirosina a una gran variedad de sustratos (Collet y Enickson, 1978).
Este hallazgo promovié una intensa busqueda de otras cinasas de tirosina, tanto de origen
viral como de origen celular, v llevd a la caracterizacidn de los sustratos celulares relevantes
que pudieran intervenir en e! fenotipo transformante de las células infectadas con p60*™©. Tin
la actualidad se ha descrito una gran familia de esas cinasas de tirosina ( Hanks, ei al., 1988)
y se han caracterizado tres subclases generales: 1) los receptores hormonales que son cinasas
de tirosina y que se encuentrap en la membrana plasmatica, como el receptor a EGF y a
PDGF; 2) 1as cinasas de tirosina citoplasmicas que no son receptores hormonales, como el
caso de los productos oncogénicos Abl y Fes; y 3) las cinasas de tirosina asociadas a la
membrana, que no son receptores hormonales, como las ocho iscenzimas descritas de la
p60”*“. Se han identificado varios sustratos de estas cinasas en tirosina, como la fosfolipasa
C (PLC) y la cinasa MAP, las cnales estan directamente relacionadas con la transduccion de

sefiales (Glenney, 1992).

La fosforilacion en tiroginas por la Angio II ha sido demostrada en las células WB de rata,
utilizando geles de poliacrilamida pama separar las proteinas fosforiladas y revelando con un
anticuerpo anti-fosfotirosina (Huckle, et al,, 1990); también se ha reporiado en las células
GN4 (Huckle, et al,, 1992), en células de musculo liso de aorta de rata (Molloy, et al,, 1993)
y en fibroblastos cardiacos de rata (Schorb, et al, 1994). Todos estos modelos requieren

del cultivo celular y algunas de las lineas son tumorales. Nuestro trabajo es la primera
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demostracion de que la fosforilacién de tirosinas media alguna acciéon de la hormona en
células normales, no transformadas, de mia. Ademas, demuestra que la hormona puede

ejercer esas acciones, parecidas a los factores de crecimiento, en células hepéaticas y no solo

en las musculares, donde sus acciones han sido clasicamentie estudiadas.

A la fecha, el papel potencial de las cinasas de tirosina y sus sustratos en la transduccion de
sefiales se ha analizado en el contexto de las respuestas a largo plazo mediadas por factores
extracelulares, como el crecimiento celular, que ocurre ¢n un periodo de tiempo que va de
horas a dias. Por otro lado, los hallazgos en el estudio de los factores de crecimiento indican
que, ademas de sus acciones a largo plazo, inducen respuestas rapidas como la acumulacion
de IP; o Ia liberacién de calcio. Asi pues, las cinasas de tirosina pueden ser la clave para
relacionar ambos tipos de reapuestas (rapidas y de largo plazo) y su estudio nos puede
permitir el conocer mejor los mecanismos molecnlares de integracion de la informacién en

una célula normal.

Los datos obtenidos utilizando al EGF (como prototipo de factor de crecimiento) combinado
con diversas hormonas que activan receptores acoplados a distintas proteinas G en sistemas
contractiles que responden a EGF, han revelado marcadas similitudes en los sisternas de
transduccion activados por estos dos tipos de agentes. Asf, es probable que algunas vias que
involucran cinasas de tirosinas citopldsmicas jueguen un papel importante en el
acoplamiento farmacomecanico en los musculos vasculares y gastrointestinales. Los datos
obtenidos con cultivos celulares apuntan hacia 1) uu papel del calcio intracelular en la

modulacién de la fosforilacién de tirosinas y 2) un papel de las cinasas de tirosina en la
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regulacion de los flujos de calcio medindos por agonistas (ver figura 11). Fn el sistema
hepético, el trabajo no estA tan avanzado, sabemos que evideniemente la Angio II no puede
modificar Ia contractilidad del hepatocito, consecuentemente desconocemos el fenémeno
celular a largo plazo modulado por ésta hormona y el papel de c-fos 6 los genes modulados
por ¢l. Aun falta mucho por hacer en este campo, pero estudios como éste acercan un poco

més a la resolucion del probletna.

Sobre las proteinas especificas fosforiladas en tirosina por la accion de la hormona Angio 11
sabemos poco. En 1994, Mario B. Marrero y cols. demosiraron que en un cultivo de células
vasculares de musculo liso de rata, la hormona induce la fosforilacion de la fosfolipasa Cy
esta fosforilacion se da en un curso temporal similar a la formacién de inositol trifosfato en
estas células (Marrero, ef al., 1994), v es muy parecida a la observada en otros modelos
(Kumjian, et al., 1991) con et EGF y con el PDGF (Margolis, et al., 1989). Es posible que
en hepatocitos se obgerve también la fosforilacion de la PLC en respuesta a la Angio Ii, ya
que la produccion de fosfatos de inositol se inhibe en un 30% cuando las células se pre-

incuban con genisteina vy se estimulan con la hormona .

Con el fin de averiguar si la fosforilacion juega un papel importante en la induccion de la
acumulacion de c-fos, se investigé si algunos inhibidores de fosfaiasas mimetizaban el
efecto de la Angio II 6 del PMA. Esto seria cierto si es que laa cinasas fueran las encargadas
de disparar la sefial, y las fosfatasas de apagarla. Decidimos probar si el acido okadaico, la

microcistina y la caliculina podian inducir c-fos en el sistema celular hepatico.
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Figura 11. Integracion de las seilales provocadas por Angio II v por un factor de

crecimiento. Se muestran las vias de transduccion de sefiales involucradas en la coniraccion
oscular causada por factores de crecimiento o agonistas que activan receptores acoplados a
proteinas G (R;). Un agonista, como la angiotensina II, activa a la fosfolipasa C (PLC) (via
una proteina G, G;) para dar diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3), resultandoen .
una elevacion del calcio intracetular, lo que ocasiona contraccion rapida. Una via alternativa
involucra la participacién de un camino convergente en alguna cinasa de tirosinas
intermediaria (IPYX) que puede ser activada por un receptor con actividad de cinasa de
tirosinas (Ryx) o por un receptor acoplado a proteinas G, con G,. La IPYK puede estimular
la entrada de calcio, activar a las fosfolipasas C y D (PLC y PLD) y por otros sustratos
desconocidos, promover la contraccion también. La activacion de 1a PLD y la PLC resulta en
la produccion de DAG, el que es sustrato de la lipasa del DAG y resulta en la produccion de
prostaglandinas de contraccion (PG). Las lineas punteadas indican vias especulativas. AA,
indica 4cido araquidénico.
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El uso de diversos inhibidores de fosfatasas de residuos de serina 6 treonina, ha sido muy
itil en los estudios sobre la importaucia de la fosforilacion de proteinas. Algunos de estos
inhibidores como el pirofosfato, el P glicerofosfato, el fluoruro de sodio y el vanadato de
sodio sirven para mantener el estado fosforilado de las proteinas en extractos celulares y
evitan la interferencia de fosfatasas en los ensayos de cinasas de proteinas. Todos estos
inhibidores son inespecificos, por lo tanto tmicamente han favorecido una expansion del
campo de las cinasas de proteinas y no del de las fosfatasas de proteinas (Cicirelli, 1992). El
campo de las fosfatasas de serina-treonina se ha desarrollado poco. Inicialmente, estas
enzimas fueron divididas en dos grupos, el tipo 1 y el tipo 2. Las fosfatasas tipo 1| (PP1)
preferentemente desfosforilan la subunidad P de la fostorilasa cinasa y son inhibidas por dos
pequefias proteinas estables al Acido y al calor, denominadas inhibidor 1 (11) e inhibidor 2
(12) . Las fosfatasas de proteinas del tipo 2 (PP2) prefieren desfosforilar a la subunidad « de

la fosforilasa cinasa y son insensibles a los inhibidores 1 y 2. Las PP2 a su vez se han

- subdividido en tres enzimas distintas, PP2A, PP2B y PP2C, con base en su dependencia de

ciertos cationes divalentes. Las PP2B y PP2C tienen un requerimiento absoluto por caleio y
magnesio, respectivamente, mieniras que la PP2A (asi como la PP1) es activa para algunos
sustratos en ausencia de cationes divalentes. Se ha observado también que los cuatro tipos de
fosfatasas se encueniran ampliamente distribuidos en las células de mamiferos (Cohen, 1989

y 1991).

Ademas de ayudar a la clasificacion de las fosfatasas de proteinas, los inhibidores 1 y 2, han
sido utiles en la demostracion de que esas fosfatasas se regulan y cambian su actividad en

respuesta a hormonas y factores de crecimiento. Desafortunadamente, estos inhibidores no
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estan disponibles comercialmente, sélo se han caracterizado en estudios in vitro y no inhiben
a todos los tipos de PP1. Recientemente, una nueva generacion de inhibidores de fosfatasas
de proteinas han sido aislados de varios microorganismos y estan disponibles
comercialmente. Estos inhibidores, el acido okadaico (Bialojan, 1988), la microcistina-LR
(Cicirelli, 1992), la caliculina A (Ishihara, et a/, 1989) y la tautomicina, parecen entrar a
las células en diferentes grados y potencialmente iohibir a la PP1 y PP2A de una manera
diferencial. De tal manera que éstos inhibidores resultan ser muy utiles en la identificacion
de procesos biologicos regulados por la fosforilacion reversible de proteinas (Cicirelli, 1992)

. Para una descripcion detaliada ver figura 12 ytablal.

Como se puede apreciar en el trabajo, tanto el acido okadaico, como la microcistina y la
caliculina indujeron la acumulacion del mensajero de ¢-fos en una forma dependiente de la
dosis. El orden de potencia fue caliculina> acido okadaico=microcistina. Esta acumulacion

del proto-oncogene no se inhibi6 por los inhibidores de cinasas de serina-treonina ¢ cinasas

de tirosina.

Los inhibidores utilizados no parecen tener efecto directo sobre otras fosfatasas de proteinas
ni sobre las cinasas de proteinas (Haystead, et al, 1989). Sin embargo, pueden ejercer
cugndo menos dos tipos de efectos indirectos sobre las cinasas de proteinas y sus sustratos.
Primero, las cinasas de proteinas cuya actividad se regula por fosforilacién reversible pueden
ser estimuladas en la ausencia de actividad de fosfatasas. Segundo, algunos de los sustratos
de las cinasas pueden acumularse en un estado de fosforilacion sostenida cuando las

fosfatasas estan bloqueadas. Asi, sucede que ¢l bloqueo de las PP1 y PP2A por el Acido

2



ACIDO OKADAICO

MICROCISTINA-LR

CALICULINA

Figura 12. Estructura de las hepatotoxinas inhibidoras de fosfatasas.
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okadaico, 1a microcistina y la caliculina desvian el balance de fosforilacion de proteinas
hacia un incremento en la fosforilacion ( Schontal, 1992). Estos inhibidores han sido
empleados en diversos estudios. El uso de estos agentes en extractos libres de células ha
llevado a la identificaciéon de varias proteinaa cuyas actividades son controladas por
fosforilacion, Su uso en células intactas ha sido wiil en la identificacion de sustratos

fisiologicos de 1a PP1y PP2A.

El hecho de que los tres inhibidores de fosfatasas mimeticen los efectos de la Angio 1 y del
PMA sobre el RNA del proto- oncogene c-fos indica que son las fosfatasas las que
mantienen un conirol negativo sobre la expresion de este gene en hepatocitos de rata.
Cualquier alteracion en el estado de fostorilacion/desfosforilacion en residuos de serina-
treonina en las célulns,l es capaz de modificar la expresion de este proto-oncogene. Por otro
lado, es interesante mencionar que ninguno de los agentes estudiados induce ¢-fos mas de 5
veces, resultado idéntico al que se produce al estimular con 1uM de PMA, esto tal vez
indique que la inducibilidad el sistema es de solamente = 400-500 por ciento. Estos dados
contrastan con otros sistemas celulares donde la induccién del proto-oncogene puede llegar
hasta diez veces su valor basal (Greenberg, 1986). Es de esperarse que en un futuro se
sinteticen inhibidores especificos para cada tipo de fosfatasa, en cuyo caso, se podra estudiar

mejor a la (s) proteina ( 8) que regula (n) negativamente a ¢-/os en las células hepaticas.
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SUMMARY

It has been previously shown that angiotensin 11 and PMA
increase the expression of proto-oncogenes (c-fos, c-myc and c-mos)
in liver cells. -Interestingly, the increase in c=fos mRNA
accumulation was only partially blocked by actinomycin D,
suggesting that factors, in addition to transcription, were
involved.

The effects of angiotensin II and PMA on c-fos transcription
and mRNA stability were investigated. Using nuclear run-off
transcription assays, it was observed that PMA and angiotensin II
induce a rapid (observed as soon as 1 min after the addition of
these agents to the cells) increase in c-fos transcription, The
transcription rate of the GAPDH gene did not change, indicating
that the effect was not general on gene transcription.

The ability of these agents to modulate proto-oncogene mRNA
stability was tested by measuring c-fos mRNA half-life. It was
observed that c-fos mRNA half-life was relatively short (= 14-18
min) and that angiotensin II and PMA markedly stabilized mRNA
increasing its half-life (=~ 4-~-fold and ~ 2-fold, respectively). The
protein synthesis inhibitor cycloheximide increased mRNA stability
to a much greater extent.

Our results clearly demonstrate that angiotensin II and PMA
increased c¢-fos mRNA accumulation in liver cells through two

actions: induction of c-fos gene transcription and increase in mRNA

stability.
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It is now becoming clear that, in addition to growth factors,
many hormones, neurotransmitters and autacoids are also able to
induce changes at the level of genetic expression in very short
periods of time (1,2). The earliest known set of genes that respond
to growth factors and hormones are the so-called, immediate early
genes (3-5). These genes are transcriptionally activated (i. e.,
they are under the control of transactivating proteins that bind
DNA and regulate gene transcription). One of the most interesting
immediate early genes is c-~fos. This proto-oncogene is the cellular
homolog of v-fos, the bone transforming gene of the FBJ murine
osteosarcoma virus (6,7) and its product, Fos, is a constituent of
the APl transcription factor (8). The physiological significance of
the rapid induction of immediate early genes is not yet clear,
however, the mechanisms that mediate such changes in gene
expression start to be delineated.

Angiotensin II is an octapeptide mediator that induces rapid
responses such as 1increasing the production of IP, and the
mobilization of intracellular calcium, activation or inactivation
of requlatory enzymes, contraction, secretion, etc., and long-
lasting phenomena, such as cell proliferation, hypertrophy,
differentiation, etc. (see 12 and references therein). In liver
cells, angiotensin II activates phosphorylase activity via the
phosphoinositide turnover/calcium mobilization signal transduction
pathway through A, receptors (13,14); this receptor subtype seem to

be also coupled in and inhibitory fashion to adenylylcyclase in



these cells (14). 63
Angiotensin II and PMA' induce proto-oncogene mRNA
accumulation in isolated rat hepatocytes (15); serine/threonine and
tyrosine protein kinases seem to participate in these effects (16).
Interestingly, the increases in expression of c-fos induced by
these agents were only partially blocked by actinomycin D,
indicating that not all the effects of the vasopressor peptide and
the tumor promoter were at transcriptional level. We further
investigated the processes that angiotensin I and PMA modulate to
alter the expression of c-fos mRNA. Our results clearly indicate
that the effects of these agents have two important components:

increase in c~fos transcription and stabilization of mRNA,.

MATERIALS AND METHODS

Materials. Angiotensin II, phorbol 12-myris;:ate 13-acetate
(PMA), actinomycin D, cycloheximide, Denhardt’s solution reagents
and Nonidet P-40 were obtained from Sigma Chemical Co. Agarose was
from BioRad. Nylon membranes, nick translation kits, dCTP (6000
Ci/mmol), UTP (3000 Ci/mmol) and the nucleotides used for the run-
off assays were from Amersham. Restriction enzymes and molecular
weight standards were from New England Biolabs.

Cell isolation. Experiments were performed with liver cells
isolated from female Wistar rats (220-250 g) fed ad libitum,
Hepatocytes were isolated by the method of Berry and Friend (17)

and were incubated in Krebs Ringer bicarbonate buffer under an
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atmosphere of 95% 0,/ 5% CO,, pH 7.4 at 37°C (13, 15, 16).

Nuclear run-off transcription assays. Nuclei were obtained
from freshly isolated hepatocytes treated with the agents
indicated, essentially as described by Greenberg et al (18).
Briefly, 100 mg of hepatocytes were incubated for the times
indicated with the agents of interest, The cells were pelleted and
lysed with Nonident P-40 containing buffer (18), nuclei were
isolated by rapid centrifugation, resuspended 1in glycerol-
containing buffer (18) and frozen in liquid nitrogen until their
use. For the transcription assays, nuclei were thawed and mixed
with reaction buffer (18) containing 100 uCi of [*¥P)JUTP and
incubated for 30 min at 30°C. The labeled RNA was isolated by the
method of Chomczynski and Sacchi (19). DNA binding to nylon
membranes (18) and RNA hybridization with nylon-fixed DNA (4) were
performed as described. The plasmids used were the c-fos Amprobe
from Amersham and the cDNA clone of glyceraldehyde J-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) (20).

Half-life mRNA measurements. Hepatocytes weré incubated for
the times indicated with the agents of interest. Cells were
immediately frozen in a dry ice-ethanol bath and RNA isolated (19).
Integrity of total RNA was verified in agarose-formaldehyde gels
stained with ethidium bromide. RNA was quantified by A,,, and equal
amounts were spotted onto Nylon membranes. RNA was crosslinked and
hybridized with nick translated probes for c-fos and GAPDH genes as
described (15, 16). Filters were autoradiographed and the signals

were analyzed using a DHU Beckman densitometer.



65

RESULTS AND DISCUSSION

The effects of angiotensin II and PMA on the rates of
transcription in isolated nuclei were studied, in orxder to
investigate the mechanism(s) involved in the increase in c-fos mRNA
accumulation induced by these agents. For this purpose, cells were
incubated in the absence (buffer alone) or presence of near
maximally effective concentrations of angiotensin II (100 nM) or
PMA (1 uM) during the times indicated; nuclei were isolated and
run-off transcription assays were performed. Results are presented
in Fig. 1. It can be observed that in cells incubated in the
absence of any agent the rate of transcription is similar at 1 and
5 min of incubation and marﬁedly decreased at later times (Fig. 1l).
These results are consistent with the observation that cell
isolation or even the simple manipulation of the liver is capable
of inducing c¢-fos expression (21). Therefore, ouf data indicate
that our "basal"” actually represents an stimulated state due to the
cell isolation procedure and that such stimulus progressively
vanishes. PMA and angiotensin II markedly stimulated transcription.
As early as 1 min after the addition of these agents clear
increases, relative to the "basal"”, were observed and such effects
were much more marked when the cells were incubated for 5 or 15 min
with angiotensin II or PMA. At 30 min of incubation the effects of
these agents decreased but the rate of c-fos transcription was
clearly much bigger than that observed in cells incubated in the

absence of these agents (Fig. 1). It should be mentioned that the
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magriitude and the temporal course of the effects of angiotensin II
and PMA were not identical. The effect of PMA was consistently
bigger in magnitude than that of angiotensin II and declined more
rapidly after 15 min of incubation; the effect of angiotensin II
was of smaller magnitude but decreased more slowly. This is
consistent with the bigger_ efficacy of PMA to increase c-~fos
expression in livef cells (15) and may also suggest differences in
the mechanisms of action of these agents. In this regard, we would
like to mention that studies using inhibitors have suggested that
serine/threonine and tyrosine protein kinases participate in the
increase in c~fos expression in hepatocytes induced by PMA and
angiotensin II but that some differences were observed (16).

In experiments where actinomycin D (5 ug/ml) was added to the
cells 15 min before angiotensin II or PMA, no induction of
transcription was observed in isolated nuclei (data not shown). In
addition, the transcription rate of GAPDH was fairly constant
during the course of the experiments and there was no major change
due to angiotensin II or PMA (Fig. 1). These data clearly indicate
that the effects on transcription were not general but relatively
specific, i. e., possibly affecting other immediate early genes
(15).

As mentioned, in whole cells the accumulationiof c=-fos mRNA
induced by angiotensin II and PMA was greatly reduced by
preincubation with actinomycin D (15); 'howeQer, basal c-fos
expression was also reduced and an effect of both angiotensin II

and PMA even in the presence of the transcription inhibitor,
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actinomycin D, was evident (15). These data clearly suggested that

PMA and angiotensin II exerted effect(s) at post-transcriptional
level(s).

In order to test this hypothesis we measured c~-fos mRNA half-
life. Two types of expgriments were performed. In one set of
experiments cells were incubated in the absence of any agent or
presence of angiotensin II (100 nM), PMA ( 1 uM) or cycloheximide
(10 pg/ml) during 30 min; this time was selected to obtain maximal
c-fos mMRNA accumulation (15). After this time, actinomycin D ( 5
ng/ml) was added to block transcription and total RNA was isolated
at the times indicated (Fig. 2). As it can be observed, in cells
incubated with buffer alone, the level of expression of c-fos mRNA
rapidly decreased. The rate at which the amount of c-fos mMRNA
diminished was slowed down by treatment with PMA or angiotensin 11
(Fig. 2). Interestingly, the effect of angiotens'ir‘l IX on mRNA
stability was clearly more marked than that of PMA, in contrast
with the effects on transcription (Fig. 2). Cycloheximide markedly
increased c-fos mMRNA stability (Fig. 2). The half-life values
obtained from these experiments are presented in Table I. These
results clearly indicate that angiotensin II and PMA are able to
modulate post-transcriptionally the level of expression of this
proto»oncogené.

In another set of experiments, the cells were preincubated
with actinomycin D for 15 min before the addition of any agent.
After this preincubation hepatocytes were incubated for 30 min

(maximal c¢-fos accumulation) in the absence or presence of
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angiotensin II, PMA or cycloheximide and the incubation continued

for different times (Fig. 3). The amount of c~fos mRNA was much
lower than that in the previous set of experiments (~ 50%).
Nevertheless, as it can be observed, the data obtained were very
gimilar to those in Fig. 2., i.e., in cells incubated with buffer
alone a very rapid decrease in the signal was observed, such
decrease was slowed down by PMA, angiotensin II and cycloheximide,
Again, angiotensin I1I was more effective than PMA and cycloheximide
enormously stabilized mRNA (Fig. 3). The half-life values obtained
from these experiments are presented in Table 1. It can be observed
that the values are remarkably similar in both sets of experiments;
the data indicate that angiotensin and PMA modulate the level of c-
fos mRNA at a post-transciptional level and that such an effect is
also independent of de novo transcription. In other words, that
such modifications of mRNA half-life occurred through molecular
entities already present in the cell repertoire.

The ability of cycloheximide to induce proto-oncogene
expression in liver has been extensively documented both in vivo
and in vitro (15, 16, 21, 22). It is well known that agents that
inhibit protein synthesis (such as cycloheximide) promote c-fos
mRNA accumulation in different cell types (23). Indeed the mRNA for
these genes is "superinduced" in the presence of cycloheximide and
anisomycin which suggest that short-lived protein(s) continuously
synthesized de novo inhibit mRNA turnover (24).

‘The effects of PMA and angiotensin II on proto-oncogene mRNA

stabilization in liver cells have not been described before. The
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angiotensin II receptor that mediates this effect in liver cells is
of the AT, subtype (13, 15). This receptor subtype ﬁaa already been
cloned and belongs to the seven transmembrane domains family of
raceptors, coupled to G proteins (25, 26). Activation of these
receptors in 1liver cells stimulate the phosphoinositide
turnover/calcium mobilization signal transduction proceas (13, 14).
Surprisingly, activation of other receptors coupled to the same
signal transduction pathway in these cells, such as the a,,-
adrenoceptors or the‘vlvésopressin receptors, does not increase c-
fos expression as stimulation of the AT, receptor does (14); this
suggests that additional signalling pathways could be involved. In
fact, it has been shown that angiotensin II is able to induce
tyrosine phosphorylation of different proteins in vascular smooth
muscle cells (27), GN4 liver epithelial cells (28) and neonatal
fibroblast (29). It has also been recently reported that activation
of AT, receptors induced tyrosine phosphorylation of phospholipase
C y in vascular smooth muscle cells and that this action is, at
least, partially responsible of the increase in IP, production
induced by angiotensin II in these cells (30). This effect is
similar to that induced by EGF on phospholipase C y (31).
Additional similarities in the effects of stimulation of AT,
angiotensin II receptors as compared to those of growth factor
receptors with tyrosine kinase activity exist: angiotensin II, like
PDGF, is able to stabilize JE (monocyte chemoattractant) mRNA in
cultures of vascular smooth muscle cells (32).

The ability of PMA to stabilize mRNA has been reported in

10
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human HL-60 leukemic cells. In these cells, the presence of phorbol

ester-regulated translational inhibitors has been demonstrated
(53). It is possible that PMA may induce c-fos mRNA stabilization
through a similar mechanism, however, the existence of such
translational inhibitors in liver cells remains to be
experimentally shown. |

In liver cells there is evidence of postranscriptional control
of gene expression by hormones. Glucagoh induces PEPCK gene
expression and such induction is correlated with the binding of a
cytosolic protein to the 3’ end of the PEPCK mRNA which modulates
ite half-life (34). In gddition, it has been shown that insulin and
glucagon antagonize each other at the levels of both PEPCK gene
expression and binding of cytosol proteins to PEPKC mRNA (35).
Insulin modulates the expression of several proto-oncogenes such as
c¢-fos and c-myc in H4 hepatoma cells (36,37). Interestingly, the
effect of insulin on c-fos expression seems to be partially
mediated through activation of protein kinase C.

In summary, our present findings clearly indicate that
angiotensin II and PMA modulate c-fos expression by increasing both
gene transcription and mRNA stability. The effects of angiotensin
II are particularly interesting since similarities in the action of

this mediator and growth factors are evidenced.

11
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! Abbreviations used are:

PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate; GAPDH, glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase; PEPCK, phosphoenolpyruvate carboxi-

kinase.
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FIGURE 1. Analysis of c-fos transcription in isolated nuclei.

Plasmid DNAs for c-fos proto-oncogene and GAPDH gene were spotted
onto nylon membranes and hybridized with ‘p-labeled run-off
transcripts from nuclei isolated at different times (0-30 min)
after the addition of buffer (O,®), 0.1 uM angiotensin 11 (0,0) or
1 uM PMA (Q, ¢) to hepatocytes. Radioactivity was visualized by
autoradiography and quantified by densitometric analysis. Plotted
are the means of four indpendent experiments for hybridization
using the c-~fos gene (solid symbols), or the GAPDH cDNA (open
symbols). Data are presented in arbitrary densitometric units

(S.E.M. are within the symbols). The inset shows a representative

£film.
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FIGURE 2. Analysis of c-fos mRNA stability. Cells were pre-

incubated for 15 minutes with buffer, at this point 0.1 pM
angiotensin II (a), 1 uM PMA (o) or 10 pug/ml cycloheximide (s) were
added. Incubation was continued for 30 minutes and then 5 pg/ml
actihomycin D was added. Incubation further continued for the
times indicated and total RNA was isolated, spotted onto nylon
membranes and hybridized with Nick-translated c-fos probe. Plotted
are the means of five independent experiments (S.E.M. are within
the symbols), data are presented as percentage of initial values

(time 0). Insets shows a representative experiment.

18
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FIGURE 3. MAnalysis of c-fos mRNA stability. Cells were

preincubated with 5 pg/ml actinomycin D, at this point agents were
added (symbols as in figure 2). Incubation was continued for 30
minutes and at the times indicated total RNA was isolated as in
Fig. 2. Plotted are the means of five independent experiments
(S.E.M. are within the symbols), data are presented as percentage
of 1initial wvalues (time 0). Inset shows a representative

experiment.
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TABLE I. Half-life values of c¢-fos mRNA. Data were obtained from

the regression analysis of values in Figs. 2 and 3. Data are the

means + S.E.M. of 5 experiments.,

Condition

Addition of Actinomycin D Pre-incubation with

After 30 minutes of Actinomycin D (Fig.3)

incubation with the Agents

(Fig. 2)

Half Life (min)

Agent
Added
Buffer 18 + 5 14 + 5
Angiotensin II 71 + 7 65 + 6
PMA 38 + 4 40 + 5
Cycloheximide >> 90 >> 90
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DISCUSION DEL SEGUNDO TRABAJO

La expresion genética desde el DNA hasta la proteina es un proceso complgjo, con muchas
etapas, mismas que pueden ser reguladas para controlar la sintesis de alguna proteina en
especial. Las células pueden modular la expresion genética controlando 1) la transcripeidn
(inicio, elongacion y terminacion), 2) el procesamiento del RNA ( adicion del cap en el 5, la
cola de poli (A) y la rernocion de intrones, 3) el transporte de} RNA del niicleo al citosol, 4)
la traduccion del RNA, 5) la acumulacion del RNA mensajero v su degradacion, v 8) Ia

localizacion y procesamiento de la proteina.

En este segundo trabajo nos preguntamos jqué niveles de la expresion de la informacion
geneética estan siendo modificados por la hormona Angio II y el PMA para permitir la
acumulacion del mensaje para c-fos en los hepatocitos normales?. Encontramnos que ambos

agentes modifican tanto la transcripeion de novo como la vida media del mensajero.

1. El control transcripcional de la expresion de c-fos.

Es evidente, por los ensayos de Run-off, que tanto la hormona angiotensina II como el PMA
inducen la transcripcién de novo de c-fos. Este efecto es muy rapido, observandose desde el

primer minuto de exposicion al agente.



Se sabe que el control transcripcional de c-fos mvolucra algunos elementos reguladores que
actian en cis en el promotor del gene (figura 13 ). Los mas importantes son el elemento de
respuesta al suero (SRE), y el elemento inducible por c-sis (factor de crecimiento derivado de
plagquetas) (SIE). El SRE conasiste en una serie de sitios de unién a factores de transcripeion,
algunos regulables y otros no, por la proteina cinasa C (PKC) (Marais, 1993). Su secuencia
central une a un dimero de la proteina SRF (factor de respuesta a suero) . Olras proteinas se
unen junto al SRF, como la proto-oncoproteina Elk-1, miembro de la familia Fts (Gutman,
1991). El pegado de Elk-1 depende de que se haya unido el SRF, sugiriendo que se necesila
un complejo ternario Elk-1-SRF-SRE para inducir la sintesis de c-fos regulada por el SRE
(ver figura 14). Hacia el 5° del SRE se encuentra el SIE, que se identifict inicialmente pPor su
inducibilidad con el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Wagner, 1990), El
SIE puede unir a varias proteinas, como el factor inducible por PDGF (SIF), la proteina p91

(Fu, 1993), yel Stat91 (Sadowski,1993) (figura 14).

El complejo ternario de Elk1-SRF-SRE parece ser la maquinaria nuclear sensible a los
componentes de la via de la cinasa MAP, mientras que el sitio de Stat91 es representativo de
un control mAs directo, con s6lo algunos intermediarios que pueden ser activados por ciertos

factores de crecimiento , citocinas e interferones (IFN’s), (Shuai, 1993).

Probablemente la cinasa MAP podria ser el puente entre un receptor hormonal acoplado a
proteinas G ( como el de Angio II en este caso) y el promotor de ¢-fos . Existe una gran
cantidad de evidencia que indica que hay varias formas en las que loa receptores hormonales

pueden activar a esa cinasa. El esquema general se muestra en la figura 15, en la que se
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Figura 13. Organizacion de los sitios de unién a varios factores en el promotor de ¢-/os. Los
elementos actuantes en cis que se muestiran son: CRE (por cyclic AMP-response-element),
AP-1 (por activating protein 1); SRE ( por serum-response-element) v SIE (por sis-
inducible-element). También se muestran ejemplos de factores que se pueden unir a esias
secuencias, como el ATF (por activating-transcription-factor); CRE-BP, (por CRE-binding-
protein); NF-IL6 (por nuclear factor-interleukin 6); SIF (por ¢-Sis-inducible factor); SRF
(por serum-response-factor); Stat91 (por signal tranducer and activator of transcription 91).
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Figura 14. Dos esquemas altemativos que puede seguir la via de la cinasa MAP para activar
la transcripcion de ¢-/os. Panel A. Después de su activacion y su translocacion al micleo, la
cinasa MAP y p90™* fosforilan a Elk-1 y al factor de respuesta a suero (SRF),

‘respectivamente, induciendo la unién a DNA y la transactivacion de la transcripcion. Panel

B. Las cinasas no afectan el pegado al DNA de los factores, pero la fosforilacion cambia su
conformacion para que puedan llevar a cabo sus funciones de transactivacion.



resumen los resultados obtenidos en muchos sistemas durante los ultimos 5 afios (Bhamer,
1994). Se observa que la estimulacion de un receptor con siete dominios tansmembranales
puede llevﬁ a la disociacion de uno o varios tipos de proteinas G ( las que parecen llevar a
cambios en la expresion genética son Gy y Gy). A su vez, las subunidnﬁes oy Py son
capaces de activar a la fosfolipasa CP y a Ras, desencadenando una cascada de activacion de
cinasas, como la PKC (cinasa de serina-treonina), la cinasa Raf (de serina- treonina), la
MEK (de treonina-tirosing) vy la MAPK (de serina-treonina). Se ha demostrado una rapida
translocacion de la MAP y de la cinasa p90™ (cinasa ribosomal S6) del citoplasma al nicleo
después de la estimulacion con suero de fibroblastos (Chen, 1992). El activador de la cinasa
MAP (la cinasa de la cinasa MAP, MEK) se queda en el citosol ( Lenormand,1993). La
translocacion de la cinasa MAP se correlaciona temporalmente con el incremento en el
RNAm de c-fos (Chen,1992). No se sabe el mecanismo de translocacién al nucleo, es
posible que la fosforilacion cause un cambio conformacional que, 1) exponga un epitope
para la translocacion hacia el micleo; 2) libere a las proteinas de anclas citoplasmicas, como
en ¢l caso del NFxB, o 3) permita que se asocien con proteinas “lanzadera™ que las escolten

hacia el nucleo.

En.el caso de la activacién transcripcional de c¢-/os, los intermediarios citosdlicos en
fibroblastos en cultivo, parecen ser ia cinasa MAP v la p60™ | pero aun no esta claro el
mecanismo por el cual llegan a modificar la transcripcién del gene. Hay dos alternativas que
se muestran en la figura 14. Tanto el SRF como Elk-1 modifican su capacidad de unirse a
DNA cuando son fosforiladas (Rivera, 1993) , pero también se ha demostrado que el SRE

estd ocupado antes y después de la induccion con suero (Marais, 1993), lo que sugiere que la
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foaforilacion de los factores que ya estAn unidos, altera su capacidad de trans-activar a la
maquinana de transcripcion. Lo que si esta claro es que el extremo carboxilo terminal de
Elk-1 es sustrato de fosforilacién por la cinasa MAP (Janknecht, 1993) y mutaciones en ese
sitio, evitan la (ransactivacion de la transcripcion sobre ¢-fos. Por otro lado, se sabe que la
cinasa p60™ puede fosforilar al SRF, incrementando su afinidad por ¢l SRE. Aun falta
mucho por descifrar y parte del problema radica en la purificacion de las proteinas nucleares,

sin que se altere el estado de fosforilacion artificiaimente.

Otra de las vias que pueden controlar la transcripeién de c-fos es la del Stat9l, la cual se

activa por interferones (IFN’s), factores de crecimiento y citocinas.

Esta via se identifico estudiando el sistema de ltransduccion de seflales de varios [FN’s
(Muller, 1993). Los receptores para interferdn no tienen actividad de cinasas de tirosina, pero
se ha demostrado que su activacion induce la fosforilacién de tirosioa y provoca de factores
genéticos estimulados por interferones (ISGFs), los cuales son factores de transcripeion que
se uanslocan al micleo donde s¢ unen a genes blanco y estimulan la transcripeion
(Silvennoinen, 1993). Las fosforilaciones observadas se llevan a cabo por miembros de la
familia de cinasas JAK (por “Just Another Kinase™), que son cinasas de tirosina pero no son
receptoras para ninguna hormona. Esta familia incluye a JAK1,JAK2 y Tyk2 ( Muller,1993).
Las cinasas JAK también se activan por receptores a citocinas, como la eritropoyetina y la
hormona de crecimiento, y la familia que comprende al factor inhibidor de 1a leucemia (LIF),

a la interleucina 6 (IL-6) y la oncostatina M ( Stahl, 1994).
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Se ha demostrado que el ISGF3 contiene tres proteinas (p113, p91 y 84) que se fosforilan en
tirosinas al exponer a las células a los interferones o 6 P; después de la fosforilacion viajan
al nicleo, donde se unen a otra proteina llamada pd48 y estimulan la transcripcion
(Shuai, 1993). La investigacion sobre c¢-fos identificéd al SIF como un factor que se une al
SIE induciendo la transcripcién del genc después de la estimulacion con el PDGF y se
demostrd que SIF cra idéntico al p9l del ISGF3 (Silvennoinen, 1993). Esos hallazgos
llevaron a la publicacion de una enorme cantidad de trabajos, y se acufi6 el término Stat91
para esa proteina de 91 kDa capaz de ser fosforilada en tirosinas tanto por miembros de la
familia JAK como directamente por los receptores a factores de crecimiento con actividad de
cinasas de tirosina (Montminy,1993). Sabemos que la fosforilacion de un solo residuo del
Stat91 es suficiente para activarlo, translocarlo y permitir que induzea 1a transcripeion de c-
Jos. S1at91 tiene un dominio SH2 que parece ser importante en su interaccion con otros

miembros de su familia (las proteinas Stat) (Ruff-Jamison, 1993).

No podemos descartar la participacion del Stat 91 en el efecto transeripcional observado con
la Angio IT y el PMA en los hepatocitos de rata, dado que desconocemos si el receptor de la
Angio II puede activar a las cinasas JAK, pero es un hecho que la genisteina (un bloqueador
de las actividades de cinasas de tirosinas) inhibio6 el efecto sobre ¢-fos (primer trabajo). Por
otro lado, en 1a figura 15 se sefiala la participacion de la cinasa MEK, la cual tiene actividad

de cinasa en treonina-tirosing ,y probablemente, pueda fosforilar a Stat91.

En el caso de las célula hepaticas, se han caracterizado solo algunos de los componentes
sefialados en la maquinaria de transduccién de la sefial hacia el micleo: se ha demostrado el
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acoplamiento de los receptores AT; a G, y a G, se sabe que existen varias isoforinas de la
PKC que pmchn ser activadas por la Angio II asi como por distintos tipos de ésieres de
forbol. Aunque no se han caracterizado las cinasas MAP en el higado, en otros sistemas se
sabe que se activan con la Angio IT (Dulf, 1992). No sabemo si los mismos sitios de control
transcripcional de c-fos reportados en fibroblastos y otras lineas transformadas, operan en
las células hepaticas. Los esquemas y las posibles explicaciones que hemos mencionado

para nuestros resultados, carecen de comprobacion directa en el sistema hepatico.

Con respecto a la tercera via principal de transduccion de sefiales al micleo, 1a del NFkB,

sabemos que en fibroblastos, no regula de ninguna forma la expresion del proto-oncogene c-
Jos.

Existen otras vias del paso de scfiales desde el citoplasma hasta el promotor de c-fos
reportadas en c¢lulas en cultivo. Se ha demostrado que la via de la proteina cinasa A (PKA)
puede involucrar tanto la disociacion de anclas citoplasmicas como la translocacion de la
cinasa. En ese caso, la subunidad reguladora puede verse como el ancla citoplasmica de la
subunidad catalitica, 1a que se desprende cuando sc une el AMP ciclico. La subunidad
catalitica se transloca al nucleo y fostorila a vanos factores de transcripcion como los
miembros de 1a familia CREB (cAMP-response-element-binding) y los miembros de la
familia ATF (activating-transcription-factor), que se unen a los CRE (cAMP-response-
elements) del promotor del proto-oncogene (Nigg, 1992). Resultados previos que indican
que la via del AMP ciclico no induce de manera importante la activacion de c-fos en
hepatocitos de rata.
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Figura 18. Vias de activacion de la cinasa MAP en células de mamifero. Cuando los
receptores a factores de crecimiento (RTK) se autofosforilan en tirosina, reclutan a Grb2 y a
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transmembranales (STMR) acoplados a proteinas G también pueden activar a Ras. Los
intermediarios entre o> y Ras no se conocen. Las actividades de las cinasas Raf, MEK,
MAPK y p90™* se explican ¢n el texto.



2. E1 control post-transcripcional de la expresion de c-fos

Encontramos previamente que tanto la hormona Angio II como ¢! PMA inducen una
estabilizacion del RNAin pama c-fos. Este cambio en la vida media del RNA es dramatico,
pasando de 18 minutos en condiciones normales hasta mas de 40 minufos en presencia del
PMA ¢ 60 minutos en presencia de la Angio II. Lste efecto sobre el recambio de c-fus es
independiente de 1a transcripcion, dado que se observa ain en células pre-incubadas

con el inhibidor de la transcripeion Actinomicina D.

Ya se trat6 extensamente lo que se sabe de la regulacion transcripcional de c-fos , y a
continuacién se describird lo que se sabe de su degradacion en citosol. En la figura 16 se
muestran los posibles punios de control sobre la degradacion de un mensajero eucarionte

tipico. Se sabe que sobre el de ¢-fos, operan casi todos ellos (Hentze, 1991).

Muchos estudios de induccién de c¢-fos por factores de crecimiento demostraron que el
RNAm para este gene se acortaba = 200 nucleotidos antes de ser degradado. Este
decremento en el tamafio del RNA se debe a que se remueve la cola de poli (A) (Shyu,
1991). Este mensajero se desadenila rdpidamente al llegar ai citosol, pero se observa un
periodo de latencia antes de que la sefial radiactiva (la cual indica hibridaciéon del RNA con
la sonda marcada) comience a disminuir. Ese periodo corresponde al tiempo de remocion de
las adeninas terminales (Shyu, 1991), después de lo cual la degradacién procede
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ripidamente, (vida media de aproximadamente 15 minutos), dependiendo del modelo
celular que se estudie. En contrasie con el RNAm de c-fos, un RNAm de f§ globina
expresado a partir del promotor de c-fos y con el poli (A) de c-fos en fibroblastos
estimulados con factores de crecimiento, se desadenila lentamente, de tal manera que aun 8
horas después, sigue teniendo una cola de poli (A) de por lo menos 60 nucleotidos. Aunque
tanto el mensajero de c-fos como el de la construccion de {3 globina se desadenilan, la
diferencia en la velocidad de desadenilacion indica que el proceso estd cantrolado por
determinantes dentro de la secuencia de cada uno de los mensajeros. Haciendo diversas
fusiones entre el mensajero de la P globina y c-fos, se han reportado por lo menos dos
secuencias que se han llamado “determinantes de inestabilidad” en el mensajero del proto-
oncogene (Shyu, 1991, ver mas adelante). Se han montado sistemas in vitro donde se pueden
estudiar los diferentes determinantes de inestabilidad de los RNAs mensajeros y se ha
demostrado que, como lo indicaban los experimentos in vivo, 1a desadenilacion precede a la
degradacion (Brewer, 1988).

Bernstein y cols. en 1989 estudiaron el efecto de una proteina que se unia a la cola de poli(A)
sobre la degradacion de varios RNAs; esta proteina se le llamo PABP (por poli (A) binding
protein). Entre otras cosas encontraron que varias moléculas de PABP se unen con gran
especificidad a la cola de poli (A) de los mensajeros de eucariontes, con una distancia entre
centro y centro de 27 nucledtidos. Propusieron la hipotesis de que la PABP protege a la cola
de poli(A) de la degradacion por el ataque de las nucleasas especificas. Para probarla,se

midié la disminuciéon del RNAm para f§ globina usando extractos celulares conteniendo
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PABP y extractos que ya no la tenian (Ia PABP se eliminé por cromatografia a través de poli
(A) sefaross). Se encontro que el mensajero se degradaba sicte veces mas rapido con los
extractos sin PABP que con los extractos que contenian PABP. Esto apoy6 1a idea de que la
PABP prolegia a los mensajeros contra una nucleasa que actuaba por el lado 3’ del

MENIAjEro .

Extrapolando estos datos al mensajero de c-fos, Schiavi y cols. propusieron en 1992 la idea
de que los determinantes de inestabilidad de este RNA podian desestabilizar la asociacion de
la cola poli (A) con PABP, permitiendo la accién de las exonucleasas. Ellos demostraron
que las colas de poli (A) de mensajeros que no tienen deteninantes de inestabilidad fijan
con mayor afinidad a la PABP. Sin embargo, el model;) de desestabilizacién se ha
complicado por datos que provicnen de modelos como la levadura (Sachs, 1989). En S.
cerevisiae, cuando se inactiva una mutante termolabil de PABP, se incrementa la cola poli
(A) de casi todos los mensajeros de la célula. Estos experimentos sugieren que la PABP
unida puede estimular la remocion de la cola poli (A) de los RNAs in vivo, mas que
protegerios de la degradacion por nucleasas. Esta posibilidad, ademds, es consistente con el
descubrimiento de una nucleasa de poli (A) dependiente de PABP en la levadura ( Lindsten,
1989).

No se sabe si lo observado en la levadura es relevante para la regulacion de los mensajeros
de mamifero, pero es posible disefiar un modelo de degradacién de RNAs de mamifero que
incorpore los datos de levadura. En tal modelo, la desadenilacion de los mensajeros estables

e inestables ocurre por una nucleasa dependiente de PABP, dicha enzima degradaria,
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solamente las colas de poli (A) que tuvieran PABP. 1.4 desadenilacion de los RNA3 estables
procederia hasta llegnr a un minimo de poli (A), spenas suficiente para unir una o dos
moléculas de PABP. Las PABPs asociadas con ese fragmento de poli(A) protegerian al
mensajero de la degradacion. En el caso de los mensajeros muy inestables, como el de ¢-fos,
la presencia de los determinantes de inestabilidad puede afectar a la nucleasa dependiente de
PABP de dos maneras: 1) estos determinantes de inestabilidad aumentardn la velocidad de
desadenilacion por la nucleasa y 2) estos determinantes permitiran la remocion de todo el
poli (A) posiblemente uniendo un factor que lleve a la nucleasa de poli (A) a desadenilar en
ausencia de la PABP. Este mensajero desadenilado, se degradarA rdpidamente (Schiavi,

1992).

La relacion entre estas observaciones y los resultados obtenidos con la Angio Tl y el PMA en
hepatocitos de rata es que esta proteina PABP puede ser fosforilada en una serina (
Bemstein, 1989). Desafortunadamente en ese estudio, 1o se determind qué cinasa puede
fosforilar a la PABP, ni tampoco el efecto que esta fosforilacion tiene sobre su afinidad a la
cola poli (A) de los mensajeros. Sin embargo, el dato es interesante ya que tanto la Angio II
como ¢l PMA pnedm desencadenar cascadas de activacion de distintas cinasas, alguna de
las cuales podrh modificar a la PABP y, de esta forma, modular la vida media de! proto-

oncogene que medimos.

Otra forma en 1a que los agentes mencionados podrian modular 1a vida media de ¢-fos seria
modificando la funcidn de sus determinantes de inestabilidad, y no de la cola poli (A). El

mansajero de c-/os tiene por lo menos dos secuencias que modulan su degradacion: una
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secuencia de 75 nucledtidos rica en AU (ARE, por AU-rich clement), localizada en la
region 3’ no traducida del mensajero (3'UTR). Esta zona nica en AU contiene multiples
repeticiones de la secuencia AUUUA y por fusiones con el gene de la P globina se sabe que
estas zonas incrementan la degradacion del mensajero. Se han camcterizado por lo menos 4
proteinas que se unen al ARE de la 3’UTR en c-fos ( Bonnieu, 1990), uno de esos
polipéptidos recibié el nombre de AUBF (por adenosine-uridine-binding factor) ( Gillis,
1991). Los tres polipéptidos presentan un alto contenido de fosfoserina y fosfotreonina y se
sabe que en el caso del mensajero para la interleucina 2, que también tiene un ARE, el
AUBF es fosforilado por la PKC (Ohmura, 1990). Es posible que tanto 1a Angio II como el
PMA promuevan la fosforilacion de las proteinas qhe se¢ unen al ARE del mensajero y

provoquen su estabilizacion.

El ofro determinante de inestabilidad de c-fos se encuentra en la region codificante. Se
supone que este determinante es el que vincula la degradacion del mensajero con la sintesis
de la proteina ( Wisdom,1991). Los primeros estudios demostraron que los inhibidores como
la cicloheximida inhibian el degradacion de los RNAs que conteﬁan las regiones
desestabilizantes en la regién codificante del mensajero (Rahmsdorf, 1987). Dado qus la
ciclobeximida inhibe la traduccion de todos los RNAs mensajeros de la célula, estos
estudios no permitieron establecer si es la traduccion del mensajero per se o la sintesis de
una proteina labil lo que se necesita pama la degradacion rdpida mediada por este
determinante. Estudios recientes ( Koeller, 1991) demostraron que no es la sintesis del

propio RNAm de c-fos lo que ocasiona su mpida degradacion. Es posible que inhibidores de
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la traduccién , como la cicloheximida, retarden la degradacién del RNA inhibiendo la

sintesis de proteinas lAbiles importantes para ese proceso.

Se sabe que el PMA puede regular la actividad de varios inhibidores intrinsecos de la
sintesis de proteinas en células leucémicas HL-60 (Konno, 1986). La actividad traduccional
de ¢éstas células deja de inhibirse cuando se afiade PMA. En este caso, el éster de forbol deja
que la sintesis de proteinas continie, pero puede ser que en otros sistemas celulares, ocurra
lo contrario (Komnno, 1986). De ser cierto que el PMA modula directamente la actividad
traduccional de las células, es posible que la hormona Angio I sea capaz de hacer fo mismo,
por el sistema de recambio de IP3-Ca®*, que activa a la PKC. En los hepatocitos de rata, la
cicloheximida produjo la acumulacién del mensajero de c-fos y un alargamiento de su vida
media a mas de 90 minutos. Desconocemos el efecto que tanto la Angio II como el PMA
tengan en la maquinaria traduccional de las células hepaticas de mta, y no descartamos la

posibilidad de que la regulacion que estamos observando sea a este nivel.

Recientemente se encontré que la iniciacion de la sintesis de proteinas se regula por ei
complejo PABP/poli(A), que induce interacciones entre el RNA, PABP y la subunidad
ribosomal 608, lo que facilita que se forme el complejo de iniciacion (Munroe, 1990). Este
hallazgo relaciona la unién de PABP con la eficiencia traduccional de un mensajero y nos da
otro nivel de control, mas complejo, que puede ser afectado tanto por 1a Angio II como por el

PMA en los hepatocitos.
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Finalmente, otra posibilidad de regulacién del recambio de un RNA ha sido recientemente
descrita: el glucagon induce la union de una proteina en la regién 3’ del mensajero de la
fosfoenolpiruvato carboxicinasa en hepatocitos en cultivo, esta union se revierte en presencia
de insulina (Christ, 1993). Al parecer, la protcina es especifica para la estimulacion por
ghicagon y no se trata de la PABP. Nosotros no podemos descartar la posibilidad de que
alguna proteina de esie tipo sea inducida por la Angio 11 y el PMA para estabilizar
especificamente el mensajero de c-fos, ni tampoco se puede afirmar que ¢l mensajero del

prolo-oncogene sea el inico estabilizado por estos dos agentes.

En procariontes y eucariontes, la activacion transcripcional es el principal modulador del
fenotipo celular (Ptashne, 1986). Sin embargo, la regulacion postranscripcional puede jugar
un papel imporiante en modular el nivel de expresion de una molécula particular. En
general, los productos génicos que deben ser producidos ﬁpidmmte, funcionan durante un
tiempo muy corto, son ripidamente eliminados y tienden a ser regulados post-
iranscripcionalmente (Raghow, 1987, Brawerman, 1989). Dicha regulaciéon puede ser tan
directa y ripida como la fosforilacion y desfosforilacion de proteinas pre-exisientes, o nus
complicada, involucrando la estabilizacion y desestabilizacion de todo el conjunto de RNAs
mensajeros en el citosol. El tipo de control empleado refleja el significado funcional y
fisiologico de la molécula.

El efecto de la Angio Il y el PMA sobre ¢-fos no es el unico ejemplo de RNAs especificos
modulados por hormonas a nivel post-transcripcional. Existen otros casos muy bien
documentados.Las hormonas esteroides regulan la estabilidad de muchos RNAs mensajeros
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(Nielsen, 1990, Shapiro, 1987); en particular, los mensajeros de 1a hormona de crecimiento,
la vasopresina (Pack, 1987, Atwater, 1990), la apo-lipoproteina de muy baja densidad

(Cochrane, 1988) y la insulina (Muschel, 1986) se estabilizan por hormonas.

Otro ejemplo que se conoce desde ya hace varios afios es el de la estabilizacion del RNAm
de la vitelogenina de Xenopus en presencia de estrogenos (Brock, 1983). Ademas, sabemos
que en hepatocitos tratados con estrogenos, el RNAm para la vitelogenina se incrementa
hasta 50 veces (Atwater, 1990). Aunque la transcripcion también se incrementa, el
mecanismo dominante es el aumento en la vida media del RNA, que pasa de 16 a 500 horas
en presencia de estrogenos. Este efecto es especilico para la vitelogenina. Una explicacion
fué propuesta en 1990 por Nielsen et al, quienes afirmaron que el_ complejo receptor-
hormona promueve la sintesis de proteinas establilizadoras. Estas pmtetnas. deben ser muy
estables, ya que el efecto continua por varios dias aiin cuando se afiaden inhibidores de la
sintesis de proteinas (Brock, 1983). Cochrane y Deely, en 1984 observaron que el estradiol
induce la fosforilacion reversible de dos proteinas en la subunidad ribosomal 408, lo cual

podiia contribuir a estabilizar ¢l RNA.

La estabilidad del RNA de la pro-coldgena también se regula por hormonas; se afecta por
glucocorticoides y por tratamiento con factores de crecimiento (Raghow, 1987). Este
mensajero se desestabiliza por dexametasona y se estabiliza por el factor transformante .
Ambos efectos se contrarrestan si las células se tratan con inhibidores de la sintesis de

proteinas, lo que indica que hay factores labiles que median este fendmeno.
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El RNAm de la caseina también es modulado post-transcripcionalmenie en presencis de
prolactina tanto in vivo como in vitro ( Rosen, 1978). Cuando los cultivos de odhulas de
glandula mamaria se tratan con prolactina, se observa un incremento de 2 a 4 veces en el
RNAm de la caseina. El efecto, mas que transcripcional, es a nivel del RNA pre-existente,

cambiando la vida media por un factor de 20.

Por otro lado, las hormonas no son las unicas moléculas que pueden generar cambios en el
recamnbio de los distintos RNAm. La glucosa, por ejemplo, ayuda a estabilizar el mensajero
de la insulina en células pancreaticas (Carter, 1991). Una infeccion viral puede influir en la
estabilidad de los RNAs mensajeros tanto del hudsped como del virus. El recambio de los
RNAS del adenovirus cambia conforme avanza la infeccion ( Cleveland, 1983). La infeccion
de células Vero con el virus del herpes simple, ocasiona la estabilizacion de los mensajeros
para histonas y tubulina (Schek,1985). Por otro lado, el recambio de los RNAs que codifican
para citocinas, linfocinas, oncogenes ¢ histonas, varia en funcién del ciclo celular (Carter,

1991).

Finalmente, durante los wltimos cuatro afios, muchos grupos han publicado que los agentes
que lienen acciones a muy corto plazo sobre el metabolismo celular, pueden ejercer sus
efectos a través de la regulacion del recambio de los RNAs, como en el caso de Ia
angiotensina en el sisterna de células hepéticas. Por mencionar algunos de esos agentes,
mencionaremos que 1) el carbacol induce la desestabilizacion de]l RNAm del receptor
muscarinico m1 para la acetilcolina (Lee, 1994), 2) la concanavalina A produce la

estabilizacion del RNAm para una fosfatasa de tirosinas en linfocitos T (Rajenrakumar,
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1993); 3) la norepinefrina desestabiliza el RNA del receptor o5 adrenérgico en células de
musculo liso (Izzo, 1994); 4) el glucagon incrementa la vida media del RNAm de la
fosfosnolpiruvato carboxicinasa en hepatocitos de rata (Christ, 1993); 5) la insulina
desestabiliza el RNAm de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa en hepatocitos de rata (Chnist,
1993); 6) la insulina desestabliza ¢l RNAm de la glucogeno sintetasa en células de
hepatoma (Okubo, 1991); 7) los glucocorticoides y el AMP ciclico inducen estabilizacion del
RNAm para la tirosina hidroxilasa en células PC18 (de feocromocitoma murino) (Fossom,
- 1992), 8) el cadmio estabiliza el RNAm para la metalotioneina en células de pollo y de ratén
(De, 1991); 9) los grupos hemo desestabilizan ¢! RNAm de la 5-aminolevulinato sintasa en
células hepaticas (Hamilton, 1991); y 10) la glucosa estabiliza el mensajero de la sintasa de

los Acidos grasos en células HepG2 (Semenkovich, 1993).

Se ha demostrado que la activacion de 1a PKC por ¢steres de forbol es capaz de estabilizar al
mensajero de la tirosina hidroxilasa en células PC12 (Vyas, 1990), por un lado, y por otro,
hay evidencia de que la Angio II estabiliza el mensajero de la proteina JE en células
vasculares (Taubman, 1992). Nuestro trabajo indica que el proto-oncogene c-fos puede ser
regulado post-transcripcionalmente por la Angio Il y por el PMA, lo que indica que atn no
conocemos el alcance del efecto de la hormona angiotensina II en células que no estén en
division activa, como los hepatocitos. Todavia falta un largo camino por recorrer y

experimentos futuros serdn necesarios para esclarecer la via intracelular de control de este

gene.
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CONCLUSIONES

En la acumulacion del RNA mensajero del proto-oncogene c-fos por la Angiotensina Il y el
PMA intervienen cinasas que fosforilan residuos de serina-treonina, ademas de cinasas que

fosforilan residuos de tirosina.

Esta acumulacién de] RNAm del proto-oncogene estd regulada negativamente en forma

ténica por fosfatasas.

 Lahormona Angiotensina 11 y el PMA inducen la transcripcion de novo del gene c-fos.

La hormona Angiotensina II y el PMA inducen la estabilizacion del RNA menssjero del

proto-oncogene en la célula hepética.
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