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1. INTRODUCCION




1.1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL HIGADO

1.1.1. ASPECTOS MORFOLOGICOS

El higado es un organo presente uUnicamente en
vertebrados. Por su localizacidn en el organismo,; recibe
sangre arterial a traveés de la rama abdominal de la aocrta vy
sangre venosa de la vena porta. Esta implicado en numerosas
funciones fisioldgicas como por ejemplo la sintesis vy
secrecion de bilis, bilirrubina y proteinas seéricas,
tambien participa en procesos de detoxificacidn asi como en
la fabricacion de urea.

El higado estd formado por un conjunto de células
epiteliales que constituyen cerca del 85% del volumen total
del d¢rgano. Se pueden diferenciar & tipos celulares

morfoldégica y funcionalmente diferentes:

Ta Celulas del parénquima hepatico o hepatocitos, ocupan

el 78% del volumen total del higado. (Evans, W.H., 1980).

2. Células endoteliales que ocupan el 2,84 del volumen
total.
3. Celulas de Kupffer, pertenecen al sistema fagocitario

mononuclear y ocupan el 2,1% del volumen total.
4. Ceélulas almacenadoras de grasa (fat-storing cells)

ocupan el 1,4%.



El resto del volumen hepatico, un 15% estd ocupado
por los espacios extracelulares: 10% por capilares
sinusoides, 4%4,5% por espacios de Disse y el 0,3% por
conductos biliares (Evans, W.H., 1980).

l.os hepatocitos estédan organizados formando cordones
celulares que se orientan radialmente alrededor de las
venas centrales hepaticas. Entre los cordones celulares se
abre un sistema de canales secretores o canaliculos
biliares. Los cordones de hepatocitos estan rodeados de
celulas endoteliales que delimitan los capilares
sinusoides. Entre las células endoteliales se localizan las
celulas de Kupffer. El espacio entre las ceélulas
endoteliales y los hepatocitos es el espacio de Disse y es
donde se situan las ceélulas almacenadoras de grasa (Figura
2[99 1

En el higado de algunos mamiferos hay gran cantidad
de tejido conectivo, gque divide al drgano en lobulillos; en
el centro de cada lobulillo se localiza 1la wvena central
hepadtica (Figura 1.2). Tradicionalmente se ha considerado
al lobulillo hepdtico comeo la unidad estructural de higado.

No obstante, se acepta como unidad funcional del
higado el acino hepatico (Rappaport, A.M., 1975, 1980)
(Figura 1.3). Cada acino hepatico tiene su propio aporte
sanguineo: una rama terminal de la arteria hepatica, una
rama de la vena porta vy ademas cuenta con un conducto
biliar, estos 3 elementos forman el espacio Porta. E1l
parénquima hepatico del acino se sitda alrededor del

espacio Porta, formando angulos mds o menos rectos con los
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Figura 1.1.: Dibujo de un hepatocito observado al

microscopio elctrédnico (tomado de Bloom, W. y Fawcett,

D.W.J.



Figura 1.2.: Corte semifino de higado de rata normal.

Distingase la distribucién de 1los hepatocitos en forma de
cordones y los espacios sinusoidales (s). Tincidn

hematoxilina eosina. Los aumentos utilizados han sido 400x.



capilares sinusoides. El acino se puede dividir
arbitrariamente en 3 zonas, de acuerdo a su proximidad con
el aporte sanguineo:

- Zona 1 o periportal recibe sangre rica en nutrientes
oxigeno y hormonas. Es donde se localiza el catabolismo de
aminoacidos, la fabricacidn de urea a partir de
aminoacidos, la gluconeogeénesis vy la beta oxidacidn
(Jungermahn, K. y Sasse, D., 1978).

- Zona II o intermedia.

- Zona III o perivenosa 1irrigada por sangre de mala
calidad; pobre en 0=, nutrientes y hormonas. En esta zona
es donde tiene lugar preferentemente 1la glicolisis, la
liponeogeénesis, la formacidn de urea a partir de NH, y el
procesa de detoxificacidn(Jungermamnm, K. vy Sasse, D.,

1978).

Figura 1.3.: Representacidn esquematica del acino hepatico.
Las zonas 1, 2 y 3 son zonas arbitrariamente definidas
seqQun su proximidad al aporte sanguineo. (PS) Espacios
Porta; (HV) Venas hepaticas centrolobulillares. (Alisan,
M.R., 1986).



El tamaro de cada una de estas zonas, no es estatico
sino que depende de la edad y del estado de nutricidn del
animal. Asi pues, durante el desarrollo embrionari:o el

acino es glicolitico, durante la primera semana después del

nacimiento el acino se convierte totalmente en
gluconeogénico, en ambos casos no se observa
compartimentacidn del acino. Conforme el animal wva

creciendo se va produciendo la regionalizacidn del acino
hepatico.

El resto de funciones hepaticas tales como la
secrecidn de proteinas seéricas, se realiza en momentos
determinados por algunos hepatocitos distribuidos al azar.

(Jungermann, K. y Sasse, D., 1978).

1.1.2. ASPECTOS CINETICOS

La actividad proliferativa del higado de los
mamiferos adultos es extraordinariamente baja. En la rata,
el indice de sintesis de ADN (Is) de los hepatocitos es de
0,3%; el de las células que revisten los conductos biliares
es inferior al 0,1% y el del resto de las células hepaticas
del 1% (Fabrikant, J.I., 19683 Grisham, J.W. 1962). Es
decir que, la gran mayoria de las células del higado se
encuentran estacionadas en la fase G. del ciclo celular
(Lajtha, L.G., 1963).

Sin embargo durante el desarrollo embrionario vy

durante las primeras semanas después del nacimiento el Is



de las celulas parenquimaticas es mas elevado. A 1las 3
semanas de edad el Is de estas células es del 9%, a las B
semanas tan solo el 1,5% de 1los hepatocitos se encuentran
sintetizando ADN. Posteriormente el nivel de sintesis de
ADN wva disminuyendo progresivamente hasta alcanzar los
valores de las ratas adultas (Bucher, N.L.R. y Malt, R.A.,
1971).

A pesar de estas wvariaciones del indice de sintesis
del ADN, 1la duracidn total de ciclo celular (Tc) de los
hepatocitos se mantiene relativamente constante durando
aproximadamente unas 21,5 horas (Post, J.C. et al., 1963
Post, J.C. y Hoffman, 1965).E1 G, ocupa entre 8,5 vy @
horas, la fase 8§ wunas 9 horas y la suma de las fases Gz +
Mitosis es de 3-3,5 horas (Bucher, N.L.R. y Malt, R.A.,
s S 47 4 o (I

Los hepatocitos, al igual que otras células como por
ejemplo neuronas, celulas de las glandulas pardtidas vy
peguenos linfocitos circulantes en sangre periférica,
contienen 105 genes que llevan informacidén para la sintesis
de los componentes necesarios para disparar el proceso de
proliferacidn celular en un estado de represion reversible
(Whitfield, J.F. et al., 1979). Por tanto,; desde el punto
de vista proliferativo, 1los hepatocitos son células
inactivas,; pues les falta todo el conjunto de moléculas
necesarias para llevar a cabo la duplicacidn del material
geneético. No obstante, estas células pueden ser activadas vy
por consiguiente entrar en el cicleo celular cuando se les

somete a un estimulo proliferativo, como por ejemplo una



hepatectomia parcial, que permita la transicidn desde el G.
a la fase G, vy posteriormente completar el ciclo celular
(Fabrikant, J.I1., 1968; Grisham, J.W., 1962). El1 periodo de
tiempo comprendido entre el estimulo proliferativo y el
inicio de la fase S, se conoce como fase prerreplicativa vy
en el caso particular de la regeneracidn hepatica después

de una hepatectomia parcial dura aproximadamente 16 horas.

1.2. METODOS DE INDUCCION DE LA PROLIFERACION HEPATOCELULAR

Se wutilizan fundamentalmente cuatro métodos para
inducir 1la activacién de la proliferacidn celular en el
higado de los animales adultos:

1. Un primer metodo consiste en la extirpacidon de los
lébulos izquierdo vy medio del higados es decir la
extirpacion de las 2/3 partes del higado (Higgins,
G.M. y Anderson, R.M., 1931). Una hepatectomia
parcial del 70% produce una respuesta proliferativa
importante con un porcentaje de supervivencia

practicamente del 100%.

= Un segundo sistema de activacidn de la
proliferacidn hepatocelular es la administracidn
via endovenosa de una solucidn que contiene
triyodotironina, aminoacidos, glucagdn y heparina

(solucidn T.A.G.H.) (Para mas detalles ver apartado



3.1.3. de Material y Métodos). La administracidn de
la solucidén TAGH produce wuna hiperplasia hepatica
temporal sin producir areas de necrosis. Después de
esta hiperplasia, el higado recupera lentamente su

masa habitual (Short, J. et al., 1972).

Un tercer metodo es el que se produce como
respuesta a la administracidn de productos gquimicos
necrogénicos tales como el tetracloruro de carbono
(CCl1l4). Una inyeccidn de CCl, a wuna dosis de 0,1
ml/100 gr. de peso, produce en el higado de un
ratén la destruccidn de un 504 de las zonas
perivenocosas de los acinos hepaticos. Al contrario
de la hepatectomia - parcial, las celulas
proliferativas se localizan preferentemente en
estas 4&reas perivenosas dariadas. Por otra parte el
periodo prerreplicativo despueés de la
administracidén de CCl., es tanto en ratdn (33 horas)
como en rata (24-26 horas), mas largo que el que se
produce despues de una hepatectomia parcial.
Probablemente mas gue a un cambio en el mecanismo
de regulacién de la respuesta proliferativa, ello
sea debido a cual sea el momento en que se produce

la muerte celular (Alison, M.R., 1986).

Finalmente, el Ultimo método de activacidn consiste
en un cambio de dieta. 81 después de mantener

durante 3 dias a ratas adultas con wuna dieta
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carente de proteinas, se cambia esta dieta por otra
de alto contenido proteico, se produce una

importante respuesta proliferativa.

1.3. ASPECTOS GENERALES DE LA REGENERACION HEPATICA

POSTHEPATECTOMIA PARCIAL

La regeneracidén hepatica después de practicar una
hepatectomia parcial constituye un excelente modelo para el
estudio in vivo de los mecanismos responsables de la
regulacidn de la proliferacién celular.

La extirpacidn de los 1ldbulos medio e izquierdo del
higado produce una respuesta regenerativa, cuya finalidad
es restablecer la totalidad de la masa hepatica 1inicial a
los pocos dias de la operacion. Este répido crecimiento del
tejido hepatico remanente tiene lugar gracias a un aumento
de la divisidn celular (Brues et al., 1936; Wilson et al.,
19533 Fabrikant, J.I., 1969). En primer lugar se observa un
incremento del indice mitdtico (I,) de 1los hepatocitos y
posteriormente, y con un retraso de 24 horas,; un incremento
del I, de los otros tipos celulares; es decir que la
respuesta proliferativa afecta a todo el dérgano. Sin
embargo, los ldbulos extirpados no vuelven a formarse tal vy
como eran inicialmente sino que lo que realmente ocurre es
un crecimiento hiperpldsico de 1los 1ldébulos hepaticos

remanentes.
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Por uJultimo, es de destacar que 1la regeneracidn
hepatica después de una hepatectomia parcial se produce sin
llevarse a cabo ningun proceso de desdiferenciacidn

celular.(Fausto, N. y Butcher, F.R., 1976).

1.3.1. PARAMETROS CINETICOS

Para el estudio de 1los parametros cinéticos gue
caracterizan la respuesta regenerativa después de practicar
una hepatectomia parcial, se utilizan usualmente: técnicas
autorradiograficas, que permiten determinar el porcentaje
de celulas marcadas con un precursor radiactivo del ADN vy
cuantificar la cantidad de radicactividad asociada al ADN,
y teéecnicas para la determinacidn del porcentaje de células
en mitosis.

Diversos autores indican que el inicio de la sintesis
de ADN empieza a las 16 horas después de una hepatectomia
parcial del 70% (Figura 1.4). El1 porcentaje de células
marcadas alcanza el valor maximo (30-40%) a las 24 horas
después de la operacién (Fabrikant, J., 1968, Grisham,
J.W.C., 1962, 19693 Whitfield, J. et al., 1980). La
actividad mitdtica comienza alrededor de las 22 horas de la
extirpacién y el I, alcanza el valor maximo (3,6%-4,8%) a
las 30-32 horas (Carter, D.B. et al., 195463 Fabrikant, J.,
1968; Whitfield, J. et al., 1980)(Figura 1.4). Despues de
alcanzar los valores maximos ambos indices proliferativos

disminuyen hasta igualar los valores control.
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Si se administra [®H] timidina continuamente a una
rata durante todo el proceso de 1la regeneracidn hepatica,
puede observarse como la mayoria de los hepatocitos se
encuentran marcados radicactivamente (Alison, M.R., 1986).
Ello sugeriria que para restituir la masa hepatica
extirpada es necesario gue la totalidad de los hepatocitos
se divida como minimo una sola vez.

Sin embargo., diferentes autores 1indican que para la
restauracidn total del higado, al menos un grupo de células
hepaticas tienen que volver a entrar en el ciclo celular
para poder dividirse por segunda vez. Se ha observado un
segundo incremento de la sintesis de ADN que alcanza el
valor maximo a las 40 horas despues de una hepatectomia
parcial (Serratosa, J., 1985). Estudios realizados con un
doble marcaje radioactivo confirman que al menos una
pequena parte de los hepatocitos se dividen 2 veces después
de una hepatectomia parcial (Grisham, J.W., 1969). Rabes vy
colaboradores en 1976 demostraron mediante la utilizacidn
del método de la frecuencia de mitosis marcadas (FLM) que
tras un periodo de S50 horas después de un pulso de [®HI1 TdR
aparecia una segunda pequera o0la de mitosis marcadas cuyo
valor maximo se alcanza a las 40 horas después de la
administracidén del marcador radiactiveo (Figura 1.5). El1 Tc
estimado por estos autores es de 33 horas; 7,6 horas para
la fase S, 3 horas para la fase BG.» 2 horas para la mitosis
y 21 horas aproximadamente para el G,.

Durante las primeras 24 horas de la regeneracidn

hepatica, las ceélulas que han incorporado el trazador

13



radiocactivo se encuentran distribuidas preferentemente por
las zonas periportales de los acinos hepaticos (Fabrikant,
J.I1., 1967). El 90% del marcaje radicactivo se localiza en
estas zonas,; sin embargo se observa una distribucidn al
azar de las celulas marcadas, a las 48 horas
posthepatectomia.

Se sabe, ademas, gue las ceélulas que vuelven a entrar
en el ciclo celular para dividirse por segunda vez son las
que estan situadas en las zonas periportaless mientras que
las ceélulas de la zona perivenosa uUnicamente se dividen una
sola vez (Rabes,; H.M., 1927&).

Recientemente se ha detectado un inhibidor de la
proliferacidn hepatocelular (HPI) en las células de la
region perivenosa. Esta molécula se ha purificado a partir
del citoplasma de hepatocitos quiescentes y se ha
comprobado que es capa:z de inhibir la division de
hepatocitos estimulados in vitro (Mc Mahon, J.B. et al.,
1984) .

Es interesante destacar tambieén que durante 1la
regeneracioén hepatica se produce un aumento del ndmero de
células poliploides que conlleva wuna disminucidon en la
proporcidn de ceélulas binucleadas (Gerhard, H., 19754
Nadal, C. y Zajdela, 1966).

Como ya se ha mencionado anteriormente la respuesta
proliferativa después de practicar wuna hepatectomia
parcial, afecta a todos los tipos celulares del higado. Se
sabe que las células de los conductos biliares tienen un Is

de un 20%, aproximadamente a las 48 horas despues de una
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Figura 1.4.: Porcentaje de células marcadas con timidina
tritiada a diferentes horas después de una hepatectomia
parcial (A). Porcentaje de células en mitosis después de

una hepatectomia parcial (B). (Fabrikant, 1968).
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parcial (abcisas). (Rabes et al., 197&6).



hepatectomia parcial (Fabrikant, 3 TR SR 194683 Grisham,
J.W.A., 1962). La maxima actividad mitdtica de las células
de Kuppfer y de las células endoteliales se observa a las
48 y 96 horas respectivamente (Widmann, J.J. y Fahimi,

H.D.y 1975}).

1.3.2. FACTORES QUE ALTERAN LA RESPUESTA REGENERATIVA

La regeneracidn hepatica puede estar influenciada por
numerosos TfTactores tanto exdgenos como enddgenos. Por
tanto, un requisito basico para la reproducibilidad del
modelo es su estandarizacidén, es decir controlando
rigurosamente las condiciones experimentales.

Los factores que pueden alterar las caracteristicas
de la respuesta proliferativa son: la edad, sexo y peso del
animal, la cantidad de tejido hepatico extirpado y la hora
del dia en gque se practica la hepatectomia parcial.

En general, los animales mas jovenes regeneran mas
rapidamente el tejido hepatico residual después de realizar
una hepatectomia parcial. Por ejemplo, las ratas de &4
semanas regeneran totalmente 1la masa hepatica entre el
tercer y guinto dia después de la operacidon. Las de 2-3
meses de edad lo regeneran en el doceavo dia de la
extirpacidn y las de 4—-6 meses lo hacen a las 2 semanas de
la hepatectomia parcial (Liozner, L.D., 1974).

Mientras que en las ratas adultas jovenes el numero

de mitosis empieza a aumentar a las 24 horas
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posthepatectomia, en las ratas de S5 dias la actividad
mitdtica de los hepatocitos empieza a apreciarse a las 20
horas de la operacion (Liozner, L.D., 1974). También se
ocbserva un retraso en el inicio de la sintesis de ADN asi
como una disminucidn de la respuesta proliferativa cuanto
mas edad tenga el animal (Bucher et al., 1964).

Es 1mportante destacar que el numero de celulas
poliploides en las ratas también aumenta con la edad. Por
otra parte la capacidad de morfogénesis durante la
regeneracion hepatica es mayor cuanto mas joven es el

animal (Liozners, L.D., 1974).

Un segundo factor a tenmer en cuenta es la cantidad de
tejido hepatico extirpado. Cuando mas tejido hepatico es
extraido mas intensa es la respuesta proliferativa (Bucher
y Swaffield, 1964; Bucher, 1967). Como se observa en la
figura 1.6, la incorporacidén de [(®H] TdR aumenta segun la
cantidad de masa hepatica extirpada.

Sin embargo, despueés de una hepatectomia subtotal
(BO-90%) e observa un retraso de 10 horas en la aparicion
de las primeras mitosis, asi como de la maxima actividad
mitdtica. Mientras que el I, empieza a aumentar a las 24
horas después de una hepatectomia parcial del 704 vy el
valor mé&ximo se alcanza a las 29-30 horas, cuando se
realiza una hepatectomia subtotal, estos fenomenos se
observan a 1las 34 horas vy 39-40 horas respectivamente

después de la operacidén. En este caso el numero de mitosis
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aberrantes aumenta considerablemente (Weinbren, K. Y
Taghizadeh, 1963).
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Figura 1.6.: Incorporacidén de ([(®H]ITdR en el ADN de los
hepatocitos de ratas después de extraer diferentes
cantidades de tejido hepatico. Abcisas: horas
posthepatectomia parcial. Ordenadas: cpm/mg. de ADN. Las
curvas representan el nivel de sintesis después de una
extirpacion del 9% (A)Y; 34% (B)Y; 43% (C) vy &68% (D).
(Liozner, 1974).
Se ha descrito ademas, que el proceso de la
regeneracidén hepadtica es mas largo cuanto mayor tejido
hepatico es extraido (Goss, R.J.s 1763).
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Finalmente el horario de 1la intervencidn guirdrgica
es otro factor que puede alterar la respuesta
proliferativa. Muchas de las funciones celulares como por
ejemplo la actividad mitdtica estan influenciadas por el
ritmo de iluminacidn al que estadn sometidos los animales.
En ratas no operadas; el numero de mitosis es maximo
durante el dia y minimo durante 1la tarde. En ratas
regenerantes despues de una hepatectomia parcial, el n® de
mitosis aumenta durante la marana siguiente del dia de la
operacion. En ratas sacrificadas a diferentes horas despueés
de la operacion (desde las 28 horas hasta las 546 horas) se
observa que la primera ola de mitosis alcanza el valor
maximo a las 30 horas y el segundo pico lo alcanza a las 44
horas posthepatectomia, independientemente si las ratas se
han sacrificado a la marana o a la tarde. Sin embargo, el
I, de los animales sacrificados a las 10 de la madana es de
5%y mientras que el de los animales sacrificados a las 10
de la noche es de 1,54 (Liozner, L.D., 1974). Asi pues,
podriamos concluir que el principal factor responsable de
la aparicidn de la ola de mitosis es el tiempo transcurrido
desde el momento de la operacidn, vy el ritmo circadiano de

la divisidn celular uUnicamente juega un papel secundario.
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1.3.3. FACTORES EXTRACELULARES IMPLICADOS EN EL

DESENCADENAMIENTO DE LA REGENERACION HEPATICA

La mayoria de las células diferenciadas de un
organismo se encuentran estacionadas en la fase G. del
ciclo celular. La transicidn del estado quiescente a la
fase G, del ciclo celular es esencial en cualquier proceso
de activacion celular. Dicha transicién depende, en
principio, de serales extracelulares que interaccionan con
receptores especificos situados en 1la membrana plasmatica,
en el citoplasma vy/o0 en el nldcleo,; y cuyo objetivo es
"avisar" a la célula para que ponga en Tfuncionamiento la
maguinaria necesaria para llevar a cabo la duplicacidn
celular.

Existen muchas evidencias que demuestran la existencia
de "factores hepatotréficos”", en la sangre de ratas
hepatectomizadas, que estan implicados en el
desencadenamiento de la respuesta regenerativa.

Experimentos cruzando 1la circulacidén sanguinea de
ratas hepatectomizadas y ratas no operadas,; han demostrado
que se produce un aumento significativo de la sintesis de
ADN en el higado de ambos animales (Moolten, F.L. y Bucher,
N.L.R., 1967), indicando por tanto la existencia, en la
sangre de ratas regenerantes, de factores circulantes que
incrementan la sintesis de ADN en el higado de ratas
normales. Se han aislado 2 factores hepatotrdficos a partir
de suero de ratas hepatectomizadas: una fraccidn de las @3-

globulinas (constituida esencialmente por lipoproteinas) vy
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una proteina acidica de 150 kd. llamada Hepatotropina.
Ambos factores son capaces de aumentar la sintesis de ADN
en hepatocitos de ratas no operadas (Short, J. et al.,
12623 Nakamura, T. et al., 1984).

Por otra parte existen evidencias experimentales que
indican la presencia de algun factor estimulante de la
proliferacidon hepatica en el sobrenadante obtenido después
de centrifugar a 27.000xg un homogenizado hepatico. Una
inyecciodon de 5 ml. de este sobrenadante produce un aumento
de la sintesis de ADN en el higado de ratas a las que se
les ha practicado una hepatectomia del 344 y en el de ratas
y ratones no operados. Este mismo efecto se ha obtenido
utilizando cultivos primarios de hepatocitos asi como
diferentes lineas de hepatomas, al parecer este factor
unicamente es capaz de estimular la proliferacion en lineas
celulares de origen hepatico (La Brecque, D.R. y Pesch,
L.A., 1975 La Brecque, D.R. vy Bachur, N.R., 1982; La
Brecque et al., 1984).

La infusién de una mezcla de triyodotironina
aminodcidos,; glucagdn y heparina (solucién TAGH) produce un
aumento de la sintesis de ADN en las ceélulas del parénquima
hepatico (Short, J. et al., 1972). La triyodotironina es el
elemento clave de esta mezcla para desencadenar la
activacion de la proliferacion hepatocelular (Coll et al.,
en prernsa).

Experimentos realizados con cultivos primarios de
hepatocitos han demostrado que el factor de crecimiento

epidérmico (EGF) y la insulina son capaces de inducir la
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sintesis de ADN en estas ceélulas y gque el glucagon actuaria
como agente potenciador,; no obstante un exceso de glucagdn
bloquea este efecto mitdgeno (Bucher, N.L.R. et al., 1983).

La wvasopresina vy la angiotensina (dos hormonas
vasoconstrictoras) son capaces de inducir 1n wvitro la
divisidén hepatocelular. Estas hormonas actuarian aumentando
el "turnover" del fosfoinositol y elevando la concentracion
de Ca*" intracelular, sin embargo el efecto de estas dos
hormonas en la regeneracidon hepadtica, todavia se desconoce.
Unicamente se ha demostrado que las ratas 1incapaces de
sintetizar wvasopresina presentan graves problemas despueées
de practicarles una hepatectomia parcial (Bucher,; N.L.R. et
al., 1983).

Se sabe que cilertos iones estan implicados en el
desencadenamiento del proceso regenerativo. Las ratas
hipocalcémicas <cometidas a una hepatectomia parcial son
incapaces de sintetizar ADN, pero si 1lo hacen después de
inyectarles via intraperitoneal una solucidn de ClzmCa entre
las 12 v 15 horas después de la operacidon (Whitfield, J.F.
et al., 197&).

Por ultimo se ha demostrado que las catecolaminas

desemperan un papel importante en la proliferacidén
hepatocelular. Se sabe que 1la noradrenalina inhibe 1la
respuesta proliferativa despues de practicar una
hepatectomia parcial en una rata,; mientras que la

acetilcolina la activa (Katoy, H. y Shimazn, T., 1983). Sin
embargo se han obtenido resultados contradictorios

utilizando cultivos primarios de hepatocitos,; puesto que la
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noradrenalina es capaz de inducir 1la sintesis de ADN

{(Cruise, J.L. et al., 1985).

Todos estos datos indicarian que la respuesta
regenerativa esta regulada probablemente por mas de un
factor, vy que 1los diferentes factores '"hepatotroficos",
hormonas, iones ¥ neurotransmisores intervienen

conjuntamente en el control de la respuesta proliferativa.

1.3.4. ALTERACIONES DE LA MEMBRANA PLASMATICA DE LOS

HEPATOCITOS

Si consideramos que la transicién del estado
quiescente al ciclo de divisidn celular es el resultado de
la interaccidn de factores hepatotréficos y hormonas con
los hepatocitos, es 1ldgico pensar Qque 1los primeros cambios
moleculares han de tener lugar en la membrana plasmatica de
estas celulas.

Se han descrito numerosas modificaciones en 1la
composicidn proteica de la membrana plasmatica asi como en
el numero de receptores hormonales y de factores de
crecimiento durante la fase prerreplicativa de 1la
regeneracidn hepatica. Se sabe que el numero de receptores
para el EGF disminuye entre las B8 y 24 horas del proceso
regenerativo (Earp, H.5. y 0’Keefe, E.J., 1981). Asimismo,
el namero de receptores para el glucagén también se

encuentra disminuido después de ryvealizar una hepatectomia
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parcial (Leffert, H.L.y 1927 Contrariamente, se ha
observado un aumento en el numero de receptores para la
insulina, (cuyo wvalor maximo se alcanza a las 24 horas) vy
para la transferrina a las 48 horas postintervencidn
quirudrgica (Pezzino, V. et al., 1981; Tei, I. et al.,
1984). Sin embargo, el que el numero de receptores de la
transferrina este incrementado una vez pasada la fase
prerreplicativa de la regeneracidén hepatica, es un hecho
dificil de relacionarlo con el inicio de la sintesis del
ADN.

Por otra parte, el aumento de receptores para la
insulina en la superficie del hepatocito esta estrechamente
relacionado con la activacidn del transporte de metabolitos
(glucosa y aminodcidos) e 1iones a través de la membrana
plasmatica (Fehlmann, M. et al., 1979; King, G.L. vy Kahn,
Cr., 198553 Moore, R.D., 1983), hechos correlacionados con
el desencadenamiento de la sintesis de proteinas y de ADN.

Se han descrito también cambios especificos de las
glicoproteinas de 1la membrana plasmatica a las & horas
posthepatectomia parcial. Concretamente aparecen &4 nuevas
glicoproteinas de 1la regidn sinusoidal de la membrana
plasmatica (Enrich, C. y Gahmber, C.G., 1985). Cabe
destacar también wuna disminucidén de acido sidlico durante
la fase prerreplicativa de 1la regeneracion hepatica. Esta
desializaciodn afecta preferentemente a ciertas
glicoproteinas (Enrich et al., 1984). Recientemente se ha
demostrado que la desializacidon es producida por una

disminucidn de la actividad UDP-N-Acetil-D—-glucosamina-
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2’epimerasa, enzima requlador de la sintesis del &cido
sidlico (Coll et al., 1986).

Por otra parte, algunas de las actividades
enzimaticas localizadas en la membrana plasmatica se
encuentran modificadas durante el periodo prerreplicative
de la regeneracidén hepéatica. Por ejemplos la actividad
(Na*—-K*)-ATPasa aumenta alrededor de un &60% a las 12 horas
despues de una hepatectomia parcial (Schenk, D.B. et al.,
19843 Enrich, C. et al., 1986).

Uno de los primeros cambios detectados después de una
hepatectomia parcial asi como en otros procesos de
activacidn de la proliferacién celular es una entrada de
sodio debido a un aumento del co-transporte de Na*/H™ gue
provoca un aumento del pH intracelular. El1 Na* es expulsado
posteriormente de la ceélula por un aumento de la actividad
(Na+-K™*)-ATPasa.

La actividad especifica de la fosfatasa alcalina se
encuentra incrementada aproximadamente unas 10 veces a las
12 horas de la regeneracidn hepatica (Bachs, 0., 1983).

Se ha descrito también un aumento puntual a las 13
horas postoperacién de la actividad especifica basal de la
adenilato ciclasa (Bachs, 0., 1983). Otros autores han
observado un aumento de la sensibilidad de esta enzima por
la tiroxina, entre las 2 v las &4 horas de 1la regeneracién
hepatica, el cual provocaria un incremento de la actividad
especifica del enzima (Figura 1.7) (Leoni, §S. et al.,
1975). Estos 2 aumentos de la actividad adenilato ciclasa

se pueden correlacionar con la aparicidén de los 2 aumentos
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de AMPc intracelular, observados entre las 2-4 horas el
primero y entre 12-14 horas el segundo, de la fase

prerreplicativa de la regeneracidn hepatica.
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Figura 1.7.: Incremento de la actividad de la adenilato
ciclasa después de una hepatectomia parcial del 704 vy del
aumento de la sensibilidad de esta enzima por la tirnaxina.
Cada valor representa la media * SEM de n 2 4 (Leoni et

al.y 1975).
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La 5’Nucleotidasa, 1la Mg®*ATPasa, la Ca®*ATPasa y la

gamma—glutamil transpeptidasa son otras enzimas de 1la

membrana plasmatica, cuyas actividades se hallan
significativamente alteradas durante este proceso
proliferativo (Bachs, 0., 1983). Sin embargo tan sdlo los

incrementos de la actividad de la adenilato ciclasa y de la
(Na*—K™) ATPasa estan asociados al desencadenamiento de la
duplicacidn del material genético.

Tiene especial interés la fosforilacion de
determinadas proteinas de la membrana plasmdtica durante 1la
fase prerreplicativa de la regeneracion hepatica. La
fosforilacidn de proteinas de membrana es uno de los
mecanismos implicados en la transduccidén de senales
externas y afectan directamente a 1la actividad de los
receptores. Se ha observado que se autofosforilan 3
proteinas de membrana por protein quinasas independientes
de AMPc, a las B horas postehepatectomia parcial (MacManus,
J.P. ¥ Whitfield, J., 1981).

Por dltimo, un hecho importante a destacar vy
correlacionade con el aumento de 1la biosintesis de
proteinas; observada a partir de las 2 horas de 1la
regeneracidn hepatica (Mujandar, C. et al., 1967), es el
incremento de la captacidn de aminodcidos por parte de las
celulas hepaticas. Esta entrada de aminodcidos comienza a
detectarse a las 2 horas y su valor maximo se alcanza a las
6—-8 horas posthepatectomia parcial (Short et al., 1975).
Concretamente, el sistema de transporte de aminodcidos mas

afectado es el sistema dependiente de Na* (Guidotti, G.G.,
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1978). E1 bloqueo de 1la entrada de Na* produce una
inhibicidn del transporte de aminodcidos y de la sintesis
de proteinas y ADN.

Como ya se ha sernalado anteriormente, el incremento
de los receptores para 1la insulina seria responsable del
incremento del transporte de aminoacidos a traves de la

membrana plasmatica del hepatocito.

1.3.5. CAMBIOS INTRACELULARES IMPLICADOS EN EL

DESENCADENAMIENTO DE LA PROLIFERACION HEPATOCELULAR

Se han llevado a cabo un gran numero de estudios
encaminados a describir los cambios intracelulares que
tienen lugar en los hepatocitos, durante las fase
prerreplicativa y replicativa de la regeneracidn hepatica.
Sin embargo es importante diferenciar gque cambios
representan una adecuacidén funcionmal del higado, pues la
funcién hepaticas; ha quedado completamente alterada despues
de la hepatectomia, y que cambios estdn implicados en el
cantrol de la multiplicacidn celular.

La extirpacién del 70% de la masa hepatica provoca
una disminucidn importante del numero de hepatocitos vy
consecuentemente una disminucidn de 1la produccién de
glucosa, por tanto para mantener los niveles adecuados de

glucosa es necesario la modificacidon del metabolismo de

este azucar.
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Inmediatamente después de la operacién se movilizan
los depositos de glucdgenos observandose un aumento de la
glucogenolisis durante las primeras 4 horas
posthepatectomia parcial (Liozner, L.D., 1974).

Otro factor que contribuye a mantener los niveles de
glucosa en los hepatocitos de las ratas regenerantes es la
disminucidn de la glicolisis durante este proceso
proliferativo (Katz, N., 1979).

Se ha descrito también una acumulacidén de lipidos,
especialmente de triglicéridos; en el citosol durante 1la
regeneracidn hepatica (Bucher, N.L.R. vy Malt, R.A., 1971;
Glende, E.A. y Morgan, W.S., 19683 Murray, A.B. et al.,
1981; Stein, A.T. et al., 1985). El1 objetivo de esta
acumulacién de lipidos es servir de aporte energético
durante el proceso de restauracién de la masa hepatica
(Nakatani, T. et al., 1981). Este aumento de triglicéridos
comienza a detectarse a partir de las 2 horas
posthepatectomia parcial; la concentracidn es maxima a las
1B horas alcanzandose en este momento valores seis veces
mas elevados respecto a las ratas no operadas. A partir de
las 30 horas despueés de la intervencidn quirudrgica los
niveles de trigliceéridos empiezan a disminuir. Esta
acumulacidn de triglicéridos es producido por un aumento de
la actividad sn—-Glicerol 3-fosfato aciltransferasa
microsomal (Stein, A.T. et al., 1985).

Los niveles de algunos 4cidos grasos tales como los
dcidos palmitico, palmitoleico, oleico y linoleico se

encuentran incrementados entre 3 y 5 wveces a las 12 vy 18
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horas posthepatectomia parcial, mientras que los niveles de
los a&acidos araguiddnico vy estedrico no se modifican
(Gillian, J.M. et al., 1968). Tampoco se han detectado
cambios cuantitativos en el contenido de fosfolipidos
durante este proceso regenerativo (Bucher, N.L.R. y Malt,
R.A.y 1271).

Posiblemente 1la acumulacidn citosdlica de lipidos
esta relacionada con 1la gluconeogénesis a partir del
glicerol resultante de la hidrdlisis de 1los trigliceéridos;
pues se ha visto que 1la infusidn continuada de glucosa
durante las 21 primeras horas de la regeneracion hepatica
produce una inhibicidn de la acumulacidén lipidica asi como
la movilizacidn de glucdgeno sin afectar 1la duplicacidn
celular (Simek, J.F. et al., 1968).

En preparaciones histoldgicas se observa que la
acumulacidén de lipidos se produce en forma de vacuolas
lipidicas (Figura 1.B) o "liposomas" en los hepatocitos
localizados preferentemente en las zonas periportales
(Bucher, N.L.R. y Malt, R.A., 19713 Serratosa, J., 1985).

Por otra parte se sabe que la concentracidn de
albumina en sangre se reduce a la mitad despues de
practicar una hepatectomia parcial (Princen, H.M.G. et al.,
1982)s; sin embargo y debido a que esta reduccion de
albumina tambieén se observa en los animales
laparatomizados,; queda descartado la 1implicacidn de este
fendmeno en el desencadenamiento de la reproduccidn

hepatocelular, indicando por tanto que este cambio se
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produciria como respuesta al estrés quirurgico (Sobzak, J.

y Duguet, M., 1984).

Figura 1.8.: Micrografia electrédnica de higado de rata a
las 1B horas despu#&s de una hepatectomia parcial. El1 drgano
se ha f1i1jado por perfusidn. (VL) Vacuolas lipidicas.

(Prestada por J. Serratosa, 1985).

Lose cambios intracelulares realmente implicados en el
desencadenamiento de 1la duplicacidn hepatocelular se
expondr an a continuacidn de acuerdo con el orden

cronoldédgico de su aparicidn:
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- Elevacidn del pH intracelular

Uno de los primeros y mas criticos cambios implicados
en 21 desencadenamiento de la duplicacidn del ADN, es la
elevacidn del pH intracelular como consecuencia del
incremento del sistema de co-transporte Na*/H" a través de
la membrana plasmatica celular. Las primeras evidencias
experimentales fueron descritas por Johnson, J.D. et al. en
1976, los cuales observaron un aumento del intercambio
iénico Na*/H* a traves de la superficie celular de huevos
fertilizados de erizo de mar. Posteriormente este fendmeno
se ha detectado también en otros procesos de activacidn de
la proliferacién celular asi como despues de practicar una
hepatectomia parcial en la rata (Leffert, H.L. y Koch,
K.S.. 1985; Rozengurt, E.. 1986).

Se cree que la elevacion del pH intracelular esta
relacionada con 1la interaccién previa del mitdgeno u otra
sernal extracelular con la fosfolipasa C (PLC). Dicha
interaccién activaria la PLC la cual catalizaria la rotura
del fosfatidilinositol 4,5 difosfato (PIPx) en inositol 4,5
difosfato (IP) v diacilglicerol (DAG)Y. E1 IP.. se
fosforilaria dando lugar al 1Py, que actuaria movilizando
los depdsitos de Ca®* del reticulo endoplasmatico. Por
ultimo el Ca®* y el DAG activarian conjuntamente la protein
quinasa C que a su vez provocaria un incremento del co-
transporte Na*/H* a través de la membrana plasmatica del

hepatocito (Figura 1.9)
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Figura 1.9.: Hipotética secuencia de acontecimientos que
dan lugar al aumento de pH intracelular por la interaccidn
de factores de crecimiento. TPA = 12-0-tetradecanoyl-
phorbol-13-acetato. OAG = l-oleoyl-2-acetil-glicerol. DAG =
1,2 diacilglicerol. PIP:= = fosfatidil inositol 4.5
bifosfato. IPn = 1inositol 1, &4, 5, trifosfato. PLC =
fosfolipasa C. R = Receptor factores de crecimiento.

(Pouysseéqur, J., 1985).

— Cambios en la biosintesis de Poliaminas.

Durante las primeras horas de la regeneracidn
hepatica se observa un incremento de la concentracion de
poliaminas, especialmente de putresceina, espermidina y
espermina (Whitfield et al., 1976) (Figura 1.10). Los
niveles de putresceina citosdlicos empiezan a aumentar a
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partir de las 3 horas de la regeneracidon hepatica
alcanzandose el valor maximo hacia las B-9 horas después de
la operacidn. Posteriormente la putresceina se convierte en
espermidina. La concentracidén de espermidina comienza a
incrementar a partir de las 4 horas y se mantiene elevada
durante mas de 30 horas después de la hepatectomia parcial.
Por ultimo se observa una ligera y gradual elevacidn de los

niveles de espermina a partir de 1las 5 horas del proceso

regenerativo (Figura 1.10).
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Figura 1.10: Efecto de la hepatectomia parcial (HPX) sobre

los niveles de putresceina, espermina y espermidina en el
higado remanente de ratas normocalcemicas Al =
hipocalcemicas a las cuales se les ha practicado una
tiroparatiroidectomia (TPTX) 72 horas antes de la

hepatectomia parcial (B). Whitfield et al., 1976).

Se sabe gue las poliaminas son compuestos que actuan
como factores de crecimiento para muchos microorganismos vy
celulas en cultive. Por ejemplo, las poliaminas son
necesarias para la iniciacidon de la sintesis de ADN en dos
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tipos celulares: células endoteliales BALB/3T3 de ratdn vy
las WI-38 de pulmdn humano (Whitfield, J.F. et al., 19276).
Aunque la funcidn de las poliaminas es desconocida por el
momento., se cCcree que juegan un papel importante en la
sintesis, estabilizacidn y funcidn de los 4cidos nucleicos,
especialmente del ARN (Bucher, N.L.R. et Malt, R.A., 19271),
en la sintesis de proteinas y en la estabilizacidn y
permeabilizacidn de las membranas (Tabor, C.W. y Tabor, H.,
1976) .

Por Jdltimo existen evidencias experimentales que
indican que el metabolismo de las poliaminas es
independiente de la concentracién de calcio, vya que las
ratas hipocalcémicas y sometidas a una hepatectomia parcial
presentan niveles de putresceina espermidina vy espermina
similares a los observados en las ratas regenerantes

normocalcemicas (Walker, R.P. et al., 1278)(Figura 1.10).

Este aumento de poliaminas es producido por un
incremento de la actividad L-Ornitin descarboxilasa (0ODC),
enzima regulador de la biosintesis de estos compuestos. La
ODC tiene un importante papel en la diferenciacidn y
regulacidn del crecimiento. Se han detectado actividades
altas de esta enzima en o6rganos tales como pancreas y
prostata los cuales presentan una elevada tasa de sintesis
de proteinasy, asi como en diversas células tumorales
(Bucher, N,L.R. y Malt, R.A., 19713 Bachrach, U., 1979).

Durante la regeneracidén hepatica despues de una

hepatectomia parcial la actividad ODC empieza a aumentar a




partir de la primera hora de este proceso. La maxima
actividad se alcanza a las 4 horas y se mantiene elevada
hasta las 16 horas después de la hepatectomia (Walker, P.R.
et al., 1978B).

Se ha sugerido que la actividad ODC durante este
proceso regenerativo, al igual que en otros drganos vy
cultivos celulares, podria estar inducida en primer lugar,
por la interaccidén de hormonas con la membrana plasmatica
del hepatocito vy en segundo lugar por el incremento de la
concentracidn de AMPc intracelular observado entre las 2-4
horas posthepatectomia parcial (ver mas adelante).
Probablemente la induccidon de 1la ODC por este nucledtido
ciclico se realiza a traves de la activacidn de protein
quinasas dependientes de AMPc (Buys, C.V. et al., 1977;

Bachrach, U., 197%9).

Por otra parte; 1la ODC esta 1involucrada en la
regulacidn de la sintesis de ARN. Se conoce desde hace
tiempo gque 1la ODC se une a la ARN polimerasa I; esta unidn
produce un cambio conformacional en la RNA pol.I provocando
la activacion de esta enzima (Manen, C.A. y Russell, D.H.,
1977). Es importante destacar que el aumento de actividad
de la 0DC, despueés de practicar una hepatectomia parcial,
coincide en el tiempo con el incremento de la sintesis de
ARN observado durante el periodo prerreplicativo de la
regeneracion hepdtica. Ello sugeriria que 1la ODC podria

estar implicada en la estimulacién de 1la sintesis de
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proteinas observada despues de la hepatectomia parcial

(Whitfield, J.P. et al., 1987:; Walker, P.R. et al., 1978).

- Cambios en la concentracidn de nucledtidos ciclicos

Durante el periodo prerreplicativo de la regeneracidn
hepatica, se produce un aumento bifasico de 1la
concentracidn citosdlica de AMPc. E1l primer incremento
alcanza valores maximos entre las 2-4 horas y el segundo
entre las 12-14 horas después de la intervencidn quirdrgica

(Figura 1.11) (MacManus et al., 1972).
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Figura 1.11.: Aumento de 1la concentracion intracelular de
AMPc  durante la regeneracion hepatica (Mac Manus vy

Braceland, 1976).

Este aumento bifdasico también se ha detectado en

hepatocitos de ratas estimuladas a proliferar despues de la
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administracidon de la solucidén TAGH, (MacManus, J.P. et al.,
1972), asi como en cultivos de células hepadticas adultas
activadas al aWhadir al medio de cultive EGF; glucagdén e
insulina (Boynton, A.L. y Whitfield, U.F., 1983).

Se ha descrito que la inyeccidn de un antagonista @3-
adrenérgico una hora después de la hepatectomia parcial
produce wuna 1inhibicidn de 1la primera ola de AMPc, sin
afectar a la segunda ola ni al inicio de la sintesis del
ADN (MacManus., J.P. et al., 19733 Thrower, S. y Ord, M.,
1974), indicando por tanto que este primer aumento de AMPCc
no es necesario para la replicacidén del ADN. No obstante,
51 gue parece estar relacionada con la entrada de los
hepatocitos a la fase mitdtica del ciclo celular,; pues se
ha demostrado que cuando se bloguea el primer incremento de
AMPc mediante la inyeccidn de dl propanclol, se produce una
disminucidn del 350% aproximadamente de celulas en mitosis,
entre las 28 y 32 horas posthepatectomia parcial (Figura
1.12). Este efecto puede ser revertido inyectando AMPc en
las ratas tratadas con dl—-propanolol, 90 minutos despues de
la extirpacidn (Rixon, R.H. y Whitfield, J.F., 1985).

La segunda ola de AMPc, al contrario de lo que sucede
con la primera, estd estrechamente relacionada con la
replicacién del ADN. La inhibicidén de esta 22 ola por la
inyeccién de un antagonista « o @ adrenérgico, a las B
horas después de una hepatectomia parcial, produce una
inhibicidn de la biosintesis de ADN (MacManus et al.,

19784
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Sin embargo el AMPc no es el factor indispensable que
dispararia el inicio de la sintesis de ADN después de una
hepatectomia parcial, pues se ha demostrado que las ratas
hipocalcémicas no pueden sintetizar ADN después de
extirparles el 704 de 1la masa hepatica, a pesar de la
presencia de las 2 olas de acumulacién de AMPc en el

citosol (Whitfield, J.F. et al., 1979).
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Figura 1.12.: Efecto del dl propanolel inyectado una hora
después de la hepatectomia parcial sobre la sintesis de ADN

y mitosis. La s3intesis de ADN se ha medido por
incorpeoracién de [(PHITdR en los nicleos de hepatocitos. La
actividad mitética representa el porcentaje total de

células que se encuentran en profase, metafase, anafase y
telofase.
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Se sabe Que la sequnda ola de acumulacidn de AMPc,
estd originada por un aumento de la actividad basal
adenilato ciclasa conjuntamente con una disminucitn de la
actividad fosfodiesterasa, mientras que 1la primera ola es
el resultado de un aumento de 1la actividad adenilato
ciclasa producida a su vez por un incremento de 1la
sensibilidad de esta enzima por la tiroxina (Whitfield,
J.F. et al., 1976).

La elevacidn bifasica de 1los niveles de AMPC seria
responsable de la activacion de protein Qguinasas
dependientes de AMPc del tipo I y II durante la fase
prerreplicativa de la regeneraciodon hepatica. Después de una
hepatectomia parcial se observan dos incrementos de la
actividad protein quinasa dependiente de AMPc, cuyos
valores maximos se alcanzan a las & y 14 horas despues de

la intervencidn quirdrgica (Sikorskas; M. et al., 1983).

Por ultimos desde que se conoce que el AMPc puede
estimular la expresién génica, a traves de la interaccidn
del complejo AMPc—-subunidad RII de las protein quinasas
dependientes de AMPc con el genoma, (Severin, E.S. vy
Nesterova, M.V., 19823 Kondrashin, A.A., 1985), se ha
sugerido que la segunda acumulaciéon de AMPc producida
durante la regeneracién hepatica podria estar 1implicada en
la produccidn de los enzimas necesarios para la replicacidn
del ADN (Cho-Chung, Y.S.; 1980; Whitfield, J.F. et al.,

1985).
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Sin embargo esta hipdtesis no es compartida por otros
autores que piensan que la subunidad RII de 1la protein
quinasas dependientes de AMPc no penetra en el nuacleo

(Nigg, E.A. et al., 19835).

Por otra parte, se ha observado gque el nivel "total"
de GMPc intracelular se mantiene constante durante todo el
proceso de la regeneracidon hepatica (Whitfield., J.F. et
al.. 1976) . No obstante, utilizando técnicas
inmunocitogquimicas se ha demostrade que se produce una
alteracidn de la distribucidn de GMPc a 1lo largo del
periodo prerreplicativo. En hepatocitos qguiescentes este
nucledtido ciclico se localiza en las membranas plasmatica
y nuclear y en el interior del nucleo, mientras gue despueées
de una hepatectomia parcial,; se observa un incremento en la
membrana plasmatica a las B horas y en 1la membrana nuclear
e interior del ndcleo a partir de las 12 horas despues de
la operacidn. Esta redistribucidn intracelular de GMPc esta
correlacionada con un similar incremento de la actividad
guanilato ciclasa en la membrana plasmatica y en el ndcleo
(Fausto, N. y Butcher, F.R., 1976, Koide, Y. et al., 1978).

Este fendmeno ha sugerido que el GMPc podria
participar en 1la regulacidén de las funciones premitoticas
de los microtubulos o en la formacidn del huso mitético,
aunque su modo de accidén se desconoce por ahora. (Snyder,

J.A. v McIntosh, J.R., 1976).
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Cambios en la biosintesis de prostaglandinas.

Durante 1la fase prerreplicativa de la regeneracion
hepatica se ha detectado un aumento de la sintesis de
prostaglandinas especialmente de prostaglandinas E (PGE), a
partir del acido araguidonico. La concentracidén de PGE
empieza a aumentar a partir de la primera hora del proceso
proliferativo. Los niveles maximos se alcanzan a las 2
horas v se mantienen elevados hasta las 6 horas después de
la hepatectomia parcial (MacManus; J.P. y Braceland, B.M.,
1976) .

La inyeccidn de Indometacina una hora antes de la
hepatectomia produce una disminucidén importante de 1la
sintesis de PGE y una inhbicidn de la duplicacidn del ADN.
Estos resultados sugeririan que la acumulacion de PGE
estaria relacionda con la replicacion del material genetico
(Whitfield, J.F. et al., 1976). No obstante, cuando se
administra PGE exdgena no se revierte la inhibicdn de la
sintesis de ADN producida por la indometacina, indicando
por tanto que las PGE NO estdn implicadas en el
desencadenamiento de la replicacidn del ADN.

La indometacina debe afectar la sintesis del ADN por
una via independiente de las PGE. Parece ser gque esta drogs
produce un blogqueo de la movilizacidn de Ca®* del hueso por
la parathormona y de 1la movilizacidén de calcio desde los
depdsitos intramitocondriales al citosol, provocando un
estado de hipocalcemia que impediria el inicio de la

duplicacién del ADN.
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Por otra parte, se conoce que la fosfolipasa Aw,
enzima responsable de la transformacidén del Acido

araquiddnico en prostaglandinas, es una enzima dependiente

Se ha sugerido que uno o mas productos de la casacada
del acido araquiddnico podrian ser responsables de la
activacion de la adenilato ciclasa, pues se ha demostrado
que la presencia de indometacina en el medio de cultivo
produce un inhibicidon de la sintesis de PGE, AMPc y ADN en
las ceélulas hepaticas T51B (Boynton, A.L. vy Whitfield,
J.F., 192803 Boynton, A.L. et al.., 1985).

Finalmente existen evidencias que indicarian que las
prostaglandinas podrian estar implicadas en algun proceso
relacionado a su vez con la posterior entrada de los
hepatocitos a la fase mitdtica del ciclo celular (Rixon,

R.H. y Whitfield, J.F., 1982).

Cambios de la concentracidn de calmodulina intracelular

Se conoce desde hace tiempo que las ratas
hipocalcémicas después de someterlas a una hepatectomia
parcial son incapaces de iniciar la replicacidn del ADN y
consecuentemente la duplicacidn celular, a pesar de
presentar las 2 olas citosdlicas de AMPc y el incemento de
poliaminas. Sin embargo si lo hacen cuando se les inyecta
una solucién de ClwCa o de hormona paratiroidea entre las
12-15 horas después de la hepatectomia parcial (Whitfield,

J.F. et al., 19763 Rixon, R.H. y Whitfield, J.F., 1976).
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Por otra parte existen numerosas evidencias
experimentales in vitro gue demuestran 1la importancia de
los iones Ca®* en el control de la proliferacidn celular.
Asi pues,; se sabe que las células de origen hepatico TS1B
son capaces de proliferar cuando en el medio de incubacidn
se le afade altas concentraciones de calcio (Boynton, A.L.
y Whitfield, J.F., 1980). Ademds, se ha observado en otras
muchas células, como los fibroblastos 373, un aumento de la
concentracion de iones Ca®* en el citosol después de
estimular estas celulas con PDGF wu otros mitdgenos

(Rozengurt, E., 198&).

La accidn del calcio esta mediada por la formacidn de
comple jos Ca®*-calmodulina, siendo la calmodulina el
receptor de este i6n mas ampliamente distribuido en células
eucariotas. Despues de extirpar el 70% de la masa hepatica
se produce un aumento de la concentracidn citosdlica de
calmodulina. Los niveles de este receptor de Ca®* empiezan
a elevarse a partir de 1las & horas posthepatectomia
parcial. Entre 1las 8 y 12 horas la concentracidn se
manfiene elevada alcanzando ademas los valores maximos.
Posteriormente se produce wuna gradual disminucidén de la
concentracidon de calmodulina (MacManus, J.F. et al., 19813

Soriano, ™. et al., 1985)(Figura 1.13).

Un similar incremento de calmodulina intracelular se
ha observado en cultivos de células hepaticas TS1B

activadas a proliferar por la presencia de elevadas
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concentraciones de Ca®* en el medio de cultivo. Cuando se
arnade Trifluoperacina (TFP), inhibidor de 1la accién de los
camplejos Ca**"-calmodulina, al medio de cultivo se produce
una inhibicidon de la sintesis de ADN. No obstante, el
efecto de la TFP es revertido al suministrar calmodulina
(107=M) en el medioc de cultivo (Boynton, A.L. y Whitfield,
J.F., 1980).

La inyeccidn de TFP, 4 horas posthepatectomia parcial
produce un retrasoc de 10 horas aproximadamente en la
aparicion de la ola de calmodulina asi como en el inicio de
la sintesis de ADN, (Soriano et al., 1985). Estos datos
indicarian pues, que la calmodulina estd estrechamente

relacionada con la duplicacién del ADN. (Figura 1.13.)
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Figura 1.13.: Efecto de 1la TFP sobre el conternido de
calmodulina citosdlica. () Ratas regenerantes inyectadas
Con solucidn salina. (@) Ratas regenerantes inyectadas con
TFP (60 mg./kg.) & horas después de la hepatectomia
Parcial. (Soriano et al., 1985).
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Recientemente se ha demostrado un aumento de los ARN
mensajeros para la calmodulina entre las &6 y las 12 horas
posthepatectomia parcial, indicando por tanto que la ola de
calmodulina citosdlica estd originada por un incremento de
la biosintesis de esta proteina (Pirol, M.R. et al., en

prensal.

Cambios en la sintesis de RNA

Durante las fases prerreplicativa y replicativa de 1la
regeneracion hepatica se detecta un incremento del
contenido total de RMA celular. Este aumento de RNA celular
se debe principalmente a un aumento de la sintesis de RNA
mensajeros y RNA ribosdmicos (Bucher, N.L.R. y Malt, R.A.,
1971).,

Cuando <se inyecta Actinomicina D, se produce una
inhibicidn de 1la respuesta proliferativa, indicando por
tanto que el aumento de la sintesis de RNAm es necesaria
para llevar a cabo la duplicacién celular (Sobczak, J. vy
Duguet, M., 1986).

Se ha descrito que durante los periodos
prerreplicativo vy replicativo de 1la regeneracion hepatica
se produce un incremento de la bicsintesis de proteinas
estructurales tales como la actina, la o vy R-tubulina
(Friedman, J.M. et al., 1984). Los RNAm para la actina
aumentan aproximadamente 10 veces respecto a los de las
ratas laparatomizadas, durante las primeras 24 horas de la

regeneracién hepatica. Asimismo se detecta un aumento de
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los RNAmMm para la o vy (f-tubulina a partir de las 24 horas
posthepatectomia parcial. Los niveles de estos 2 RNAm
permanecen elevados hasta las 4B horas de la intervencidn
quirargica.

El aumento de la transcripcidén del gen de la actina
parece ser un fendmeno asociado a la proliferacidn celular,
ya que se ha observado un incremento de los RNAm para la
actina en ceélulas de ratédn BALB/C-3T3 activadas a
proliferar por la presencia. en el medio de cultivo, de

factores de crecimiento (Lau, L.F. y Nathans, D., 1983).

Recientemente, R. Makino y colaboradores (1984), han
descrito un rapido aumento de los RNAm para el oncogen c-—
myc s .entre loe 30 minutos y B8 horas despues de una
hepatectomia parcial. No obstante se desconoce si la
induccidn de este_ RNAm es una de las primeras sernales
necesarias para la transicion G./G, .

Se ha observado también un aumento considerable de
los RNAm para los oncogenes Ha-Ras y myb, a partir de las
15 v 16 horas respectivamente de la regeneracidn hepatica
(Goyette, M. et al., 1983; Sobczak, J. y Duguet, M., 1986).
Concretamente los niveles de los RNAm para el oncogen Ha-
Ras se mantienen elevados hasta las 48 horas
posthepatectnm;a parcial. Sin embargo no se conoce todavia
si la induccidén de los oncogenes c-myc, Ha-Ras y myb estan
relacionados con el inicio de la sintesis de ADN o si por
el contrario con la entrada de los hepatocitos en la fase

mitética del ciclo celular.
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Los RNAm para los oncogenes erb, abl, src, fes, c-mos

y bas, no son detectables durante este proceso
proliferativo, aunque podrian presentar pequernas
fluctuaciones que fuesen técnicamente imposibles de

cuantificar (Friedman, J.M. et al., 1984).

Es de destacar también que los RNAm para la «-—
fetoproteina (marcador del crecimiento hepatico fetal) no
se modifican después de realizar una hepatectomia parcial
en la rata (Princen, H.M.G. et al., 1982; Friedman, J.M. et
al., 1984). No obstante, se ha descrito que algunas clases
de ratones presentan una corncentracidn elevada de estsa
proteina, durante la regeneracidn hepatica (Balayew, A. vy
Tilghman, S.M., 19823 Petropoulos, C. et al., 1983). Sin
embargo, en estos animales los niveles de ao—-fetoproteina
son muy inferiores a los observados en el higado fetal o en
el neonato.

Es importante serfalar que los RNAm para las proteinas
especificas del higado adulto (pLivEé-pLivll y albdamina) se
mantienen constantes durante todo el proceso regenerativo.

84si pues podriamos concluir gue durante el proceso de
restauracivon de 1la masa hepatica no se produciria una
desdiferenciacién de los hepatocitos con 1la consecuente
reexpresién de los marcadores del crecimiento fetal.

Por ultimo, tal Y como ya se ha 1indicado
anteriormente, se detecta un aumento de la sintesis de RNA
ribosdmico a partir de 1los primeros momentos de la

regeneracion hepatica hasta las 12 horas, momento en que se
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alcanzan los valores maximos. Coincidiendo con este periodo
de tiempo, se observa un aumento del numero de ribosaomas en
los hepatocitos de ratas regenerantes (Bucher, N.L.R. vy

Malt, R.A., 1971).

— Cambios en la actividad protein guinasas dependientes

e 1ndependiente de AMPc

Se ha descrito un incremento bifdsico de la actividad
protein guinasa dependiente de AMPc en el citosol,; durante
la fase prerreplicativa de la regeneracion hepatica
(Sikorska, M. et al., 19833 Buys, C.V. et al., 1977).

La actividad del isoenzima I de las protein guinasas
dependientes de AMPc empieza a aumentar por primera vez, a
partir de 1las 2 horas después de la hepatectomia parcial.
La maxima actividad se alcanza a las 4 horas y a las 8
horas, esta actividad quinasa es similar a la observada en
ratas control. Posteriormente se observa una segqunda ola de
actividad del isoenzima I cuyo valor méaximo se alcanza a
las 14 horas de la regeneracidén hepatica. A partir de este
momento esta actividad gquinasa disminuye progresivamente
hasta alcanzar los valores control.

La actividad del isocenzima II aumenta en 2 etapas a
partir de las 2 primeras horas del proceso regenerativo. La
actividad maxima se alcanza entre las 10-14 horas vy a
continuacidn esta disminuye rapidamente.

Simultdneamente a partir de las 14 horas de la

hepatectomia, se detecta en el nicleo un aumento de la
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actividad protein Qquinasa dependiente de AMPc que alcanza
su valor maximo a las 16 horas de la operacign (Laks, M.S.
y Jungmann, R.A., 19805 Laks, M.S5. et al., 1981; Sikorska,
M. et al., 1983).

S5e sabe que este aumento de la actividad protein
quinasa nuclear es producida por una translocacidn de las
subunidades cataliticas desde el citosol al nacleo, en
donde fosforilarian diferentes subtipos de la histona HI
(Laks, M.5. et al., 1981; Ohba, Y. et al., 1984).

Diversas evidencias sugieren que el AMPc y el sistema
microtubular estarian implicadas en la translocacidn de las
subunidades cataliticas de estas protein quinasas al
nicleo. Cuando se inyecta dl propanolol a las 8 horas de la
hepatectomia parcial, se produce un retraso de igual
duracion en la aparicidn de la ola intracelualr de AMPc, en
la de actividad quinasa dependiente de AMPc nuclear y en el
inicio de la sintesis de ADN. Por otra parte, la
administracidn de colchicina (desorganizador del sistema
microtubular) inhibe el aumento de la actividad protein
gquinasa nuclear, a las 16 horas de la regeneracidn
hepatica, asi como el desencadenamiento de la duplicacidn
del ADN. (Laks, M.S5. et al., 1981).

Se ha descrito también; qQque las ratas hipocalcémicas,
las cuales son incapaces de iniciar la sintesis de ADN, no
presentan el incremento de la actividad quinasa dependiente
de AMPc en el citosol. Ello sugeriria que este aumento de
actividad quinasa estaria relacionada con el inicio de 1la

duplicacién del ADN. Una inyecciodn de Vitamina Diu en el
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momento de la extirpacidn hepatica restablece la actividad
protein quinasa, principalmente la del iscgenzima 1, a las
14 horas del proceso regenerativo. Estos datos sugeririan
que la Vitamina D estaria implicada en la regulacidn de la
actividad de estas protein qQuinasas (Sikorska, M. et al.,
1983). Posteriormente se ha confirmado gue la Vitamina D
controlaria exclusivamente la sintesis de las subunidades
cataliticas de estas enzimas (Sikorska,; M. y Whitfield,
J.F., 1985).

Recientemente se ha demostrado mediante la aplicacidn
de técnicas de inmunofluorescencia que el isoenzima 11 de
las protein guinasas dependientes de AMPc, <se encuentra
localizado en la zona perinuclear,; concretamente asociado a
las membranas del complejo de Golgi, y en los centrosomas

de muchas células interfidsicas de origen epitelial vy

fibroblastico. Ademas, estas observaciones han sido
confirmadas utilizando metodos de subfraccionamiento
celular (Nigg, E.A. et al., 1985). Estos mismos autores han

observado que en las células que se encuentran en mitosis,
la fluorescencia estd localizada exclusivamente en los
polos del huso mitético vy en los centriolos. Estos
resultados indicarian gue las protein guinasas dependientes
de AMPc podrian estar implicadas en la regulacidn de
1mportantes funciones celulares tales como la secrecidn,
biogénesis de membranas, morfologia vy motilidad celular vy

separacidn de los cromosomas durante la divisidn celular.
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Se ha descrito en el ndcleo un aumento de la
actividad protein quinasa dependiente de Ca®*—-calmodulina,
a partir de las 2 horas después de una hepatectomia
parcial. La maxima actividad se alcanza a las & horas vy a
continuacion esta disminuye rapidamente. Las ratas
hipocalcemicas sometidas a wuna hepatectomia parcial no
presentan este aumento de 1la actividad protein quinasa
dependiente de Ca®"-calmodulina; detectdndose una actividad
muy Similar a la observada en ratas normocalcémicas no
hepatectomizadas. La administracidn de Vitamina Ds no
revierte 1la 1inhibicidn de esta ola de actividad protein
quinasa producida por la baja concentracidn de calcio en la
sangre (Sikorska, M. et al., 1980; Sikorska, M. et al.,
1983). La funcidn de esta protein quinasa se desconoce por
ahora, pero sin duda ha de ser esencial para el
desencadenamiento de la sintesis de ADN.

Por Ultimo, se ha detectado entre las 10 vy 14 horas
de la regeneracidn hepatica un aumento de actividad protein
gquinasa nuclear,; independiente de Ca®=* y AMPc. E1 peso
molecular de esta enzima es de 105 Kd. (Sikorska, M. vy
Whitfield, J.F., 1982). La reduccién de un 50% de los
niveles de Ca®* en sangre no afecta este incremento de

actividad protein gquinasa (Sikorska, M. et al., 1983).

- Modificaciones de las proteinas cromosomicas.

Diversas evidencias indican que durante la

regeneracidn hepatica se produce un aumento de la
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fosforilacidn de las diferentes subespecies de la histona
H1 (Sungs M.T. et al., 12713 Garrard, W.T. et al., 19763
Lakss M.5. et al., 19B81).

La subespecie H1-3, la cual representa un &&% del
total de las histonas Hl, es la primera en fosforilarse a
las 15 horas de la hepatectomia parcial. Ademds la H1-3 es
la mads susceptible de esta modificacidén. Las subespecies
H1-2 y Hl-4, gue representan un 22% y un 7% respectivamente
del total de las Hl, también se fosforilan aungue en menor
proporcion (Ohba, Y. et al., 1984). Estos mismos resultados
se han obtenido despues de la infusidn de una solucidn de
glucagdn a ratas normales.

El significado bioldgico que puede tener este aumento
de la fosforilacidn de la subespecie H1-3 se desconoce por
ahora aungque se ha sugerido que podria estar relacionada
con la activacion génica.

Por otra parte, la sintesis de las histonas Hl se
incrementa de 4 a S veces después de una hepatectomia
parcial. Concretamente el subtipo Hl-4 sufre un aumento de
unas 16 veces, sin embargo esta especie es rapidamente
degradada (Ohba, Y. et al., 1984). No se conoce todavia el
sentido de estas diferencias en el recambio y en la
fosforilacidn de las diferentes subespecies de histonas H1.
No obstante, dado a gque estds modificaciones tienen lugar
durante la duplicacién del de los hepatocitos, se cree que
podrian estar implicadas en el estado de condensacion de la
cromatina, en funcidén de la expresidén genica, duplicacidon

del ADN y Mitosis.
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Se conoce gue las protein quinasas dependientes de
AMPc son las enzimas responsables de la fosforilacidn de la
histona Hl, pues el aumento de fosforilaciédn de estas
proteinas coincide en el tiempo con el incremento de esta
actividad guinasa nuclear (Laks, M.S5. et al., 1981).

Por ultimo, el resto de histonas (H1-1. H2A, H2B, H3
y H4) no se fosforilan o si lo hacen es indetectable (Laks,

M.5. et al., 1981).

= Duplicacidn del ADN.

En la regeneracidn hepatica despueés de una
hepatectomia parcial, el inicioc de la duplicacidén del ADN
estd correlacionado con el aumento de actividad de las
enzimas que participan en la sintesis o modificacidn del
material genético.

Durante la fase replicativa se ha descrito un aumento
de la actividad ADN metilasa. No obstante, el nivel de
metilacidn del ADN permanece constante durante todo el
proceso regenerativo. Ello sugeriria que la cromatina una
vez sintetizada es metilada inmediatamente (Szyf, M. et
al., 1985).

A partir de las 16 horas hay un aumento de la
actividad ADN polimerasa o, DNA primasa, 3’-5’ exonucleasa
Y RNasa H. Todas estas enzimas replicativas se hallan
asociadas a la matriz nuclear (Tubo, R.S. vy Berezney, R.,
1986) en donde forman los replisomas, lugar donde se lleva

a cabo la duplicacion del ADN (Nelson, W.G. et al. 198&).
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Se cree que este aumento de actividad de las enzimas
replicativas, durante la regeneracion hepatica, es
producidoc por un incremento de la sintesis de nuevas
moléculas (Sobczak, J. y Duguet, M., 1986).

Por otra parte se conoce que las ratas hipocalcémicas
y hepatectomizadas no presentan esta ola de actividad de
los enzimas replicativos, indicando por tanto que estos

fenomenos son dependientes de la concentracidn de calcio.
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2. OBJETIVOS
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Con el abjetivo de poder conocer los mecanismos por
los que se desencadena la duplicacidn del ADN v
posteriormente la duplicacion celular en el higado de ratas
sometidas quna hepatectomia parcial, es necesario
determinar que cambios iniciales son responsables de la
aparicidn de cambios mas tardios, del inicio de la sintesis
del ADN vy de la entrada de los hepatocitos en la fase

mitotica del ciclo celular.

Hasta el momento no se conoce todavia si existe
unicamente una cadena de reacciones o si por el contrario
existen mas de una que transcurren simultaneamente vy en
paralelo durante la fase prerreplicativa de la regeneracion
hepatica.

Despu#és de practicar una hepatectomia del 70% en las
ratas, pueden observarse +tres i1importantes cambios en el
citosol:

# Un incremento bifésico de la concentracidn intracelular
de AMPc, el primero entre las 2-4 horas y el segundo entre
lag 12-14 horas de la operacidn.

¥ Un aumento de la concentracidn de calmodulina cuyo valor
maximo se alcanza entre las B8-12 horas.

*¥ Un aumento de la actividad protein gquinasa dependiente de

AMPc entre las 14-16 horas posthepatectomia parcial.
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Tal y como hemos wvisto en la introduccion existen
numerosas evidencias experimentales que demuestran gue
estos tres acontecimientos estédn relacionados con el inicio
de la sintesis de ADN; sin embargo, se desconoce aun si
forman parte de una misma secuencia de reacciones 0 si por
el contrario pertenecen a tres vias distintas, todas ellas

necesarias para llevar a cabo la duplicaciodon celular.

En esta tesis se han planteado los siguientes

objetivos:

A) Relacidn entre el primer incremento de AMPc intracelular
y 1 aumento de calmodulina en el citosol. FPara tal
objetivo se ha estudiado el efecto de un antagonista A-
adrenérgico sobre el contenido de calmodulina en el citosol

a las B8 horas de la regeneracidn hepatica.

B) Relacitin entre aumento de calmodulina citosdlica y la
segunda ola de AMPc. Para ello se ha determinado 1la
concentracidon de este nucleotido ciclico entre las 10-20
horas posthepatectomia parcial, en ratas regenerantes vy

tratadas con una droga anticalmodulina.

€C) Relacidn entre el aumento de calmodulina citosdlica y el
incremento de actividad protein gquinasa dependiente de AMPC
en el citosol. Para la realizacidn de este apartado se han

utilizado 2 metodologias diferentes:
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€,) Determinacidn de esta actividad quinasa en el
citosol de ratas regenerantes y tratadas con una
droga anticalmodulina.

Cp) Determinaciodn de la concentracion de
calmodulina y de la actividad protein Qquinasa
dependiente de AMPc, en el citosol de ratas

regenerantes e hipocalcémicas.

D) Relacidn entre el incremento de calmodulina en el
citosol y el desencadenamiento de la duplicacidn del ADN.
Para tal finalidad se ha determinado 1la cancentracidn de
calmodulina en el nucleoc y en 1las diferentes subfracciones
nucleares a las 0, 12, 20 vy 24 horas despues de una
hepatectomia parcial. Tambien se han estudiado las posibles
modificaciones de los receptores de calmodulina en el

nicleo de los hepatocitos durante la regeneracidén hepdtica.

E) Determinar =i el aumento de actividad protein quinasa
dependiente de AMPc en el citosol también se presenta
cuando la activacidn proliferativa se induce mediante otros

meétodos diferentes a la hepatectomia parcial.

F) Determinar el origen de la ola de actividad citosdlica

de protein guinasas dependientes de AMPc.

G) Establecer el patrén de fosforilacidn dependiente de
AMPc y de calmodulina de proteinas citosdlicas durante la

regeneracidn hepatica.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1 MATERIAL

3.1.1. ANIMALES

Para llevar a cabo este trabajo se han utilizado ratas
macho Sprague-Dawley.

Las ratas utilizadas han sido adultos jévenes con una
edad comprendida entre 10-12 semanas y de un peso aproximado
de unos 250 g

Los animales han estado sometidos a periodos de 12
horas de luz y 12 de oscuridad, con la finalidad de mantener
constantes los ritmos circadianos.

La comida suministrada ha sido una dieta de
mantenimiento rata-ratén de 1la casa Panlab S.A. Tanto 1la

comida como la bebida se ha suministrado ad 1libitum vy

unicamente se 1les ha retirado la comida 12 horas antes de
cualquier intervencidn quirurgica.
Los animales se han sacrificado por desnucacidn y

exsanguinacidn.

3.1.2 TECNICAS QUIRURGICAS.

3.1.2.1 Horario de las intervenciones quirurgicas.

Para evitar wvariaciones en la respuesta regenerativa,
€S importante estandarizar el horario de las intervenciones
Quirdrgicas (Barbason y Le Lievre,1970). Por este motivo,
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todas las operaciones se han realizado entre las B8-10 de la

manana.

3.1.2.2 Anestesia.

Como anestésico se ha utilizado Ketolar™ (Parke Davis),
compuesto principalmente por clorhidrato de ketamina, que no
presenta ningun efecto hepatotdxico.

La dosis administrada de anestésico es de 120 mg/Kg de

peso corporal, via intraperitoneal.

3.1.2.3. Hepatecomia parcial

La hepatecomia parcial consiste en 1la extirpacidn de
aproximadamente un 70% de la masa hepatica. La magnitud de
la respuesta regenerativa es proporcional a la cantidad de
masa hepatica extirpada. La extirpacidon del 70% del higado,
asegura una respuesta proliferativa elevada con un indice de
mortalidad minimo (Bucher y Swaffiel ,1965).

La técnica wutilizada es la descrita por Higgins vy
Anderson, 1931. Una vez anestesiada la rata, se limpia la
superficie abdominal con alcohol etilico, se hace un corte
longitudinal, siguiendo la linea central del abdomen, de
unos 2-3 cm de longitud,; a continuacidn se extrae el higado
Y se pinza el 1ldbulo izquierdo y despueés de hacer un doble
nudo, se extirpa. Mediante el mismo procedimiento se extirpa
el ldbulo medio. Finalmente se sutura la herida con aguja
del 3/0 y se limpia con alcohol etilico.

Después de la hepatecomia parcial y hasta la hora del
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sacrificios a las ratas se 1les administra exclusivamente

agua.

3.1.2.4 Tiroparatirodectomia

La tiroparatirodectomia consiste en la extirpacién de
las gléandulas del tiroides vy paratiroides con el fin de
producir en la rata un estado de hipocalcemia en sangre.
Para ello se ha utilizado el metodo descrito por Rixon vy
Whitfield, 1976.

Después de la intervencidn quirudgica vy durante un
periodo de 72 horas, a las ratas se les mantiene con agua vy

comida ad libitum.

3.1.3 INFUSION ENDOVENOSA DE LA SOLUCION T.A.G.H.

Aparte de la hepatecomia parcial existen otros sistemas
de estimulacidn de la proliferacidn hepatocelular, como el
sistema empleado por Short et al. 1972, basado en la

infusidén endovenosa de la solucidn T.A.G.H. formada por:

- 3- 3- 5 Triyodotironina 100 Hgr.
- Mezcla de L- Aminoadcidos 130-130mg
- Blucagdn 1mg

- Heparina 100 U.S.P
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Estos 4 componentes se encuentran disueltos en una solucidn
de NaCl 0.1 M a pH = 7.2

La soluriégn T.A.G.H se prepara momentos antes de ser
utilizada y previa a su administracidén se esteriliza por
filtracidn al wvacio con un Tfiltro estéril Millipore de
0.45km de tamaro de poro. La esterilizacidn de la solucion
es importante, pues de no realizarla se puede provocar una
infeccidn generalizada que podria interferir en la
activacion de la proliferacidédn hepatocelular.

Cada animal recibe 10 ml de dicha solucidén a un flujo
constante 3.3 ml /hora,; via endovenosa por una de las venas
de la cola.

Con el fin de poder diferenciar entre los efectos
producidos por la administracidn de la solucidn T.A.G.H vy
los posibles efectos derivados de la técnica de inyeccidn se
ha utilizado como controles ratas administradas con una
solucidn de NaCl 0,15 M pH = 7,2.

Al igual que en 1la hepatecomia parcial, para evitar
variaciones en la respuesta proliferativa, es importante
estandarizar el horario de la administracidn de la solucidn
T.A.G.H, asi pues la administracidn de dicha solucidn se ha

realizado siempre entre las 9-12 horas de la manana.
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3.1.4 TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES CON INHIBIDORES DE LA

SINTESIS PROTEICA.

Con la finalidad de estudiar si el incremento de
actividad protein quinasa dependiente de AMPc en el citosol.
durante la regeneraciodon hepatica, es debido a un aumento de
la sintesis de esta enzima, algunas ratas se han inyectado
con Actinomicina D o Cicloheximida, inhibidores de la
transcripcién y traduccidn respectivamente.

Dichas sustancias se han injectado via endovenosa, &
horas antes del sacrificio de 1los animales. Las dosis
utilizadas han sido:

- Actinomicina D: 1mg/Kg de peso.

- Cicloneximida: O0.66mg/Kg de peso.

3.1.5 TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES CON TRIFLUOPERACINA (TFP)

La TFP es wuna droga antipsicédtica perteneciente al
grupo de las fenotiacinas que actua blogueando 1la unidn de

calmodulina con otras proteinas (receptores de calmodulina),

En 1977, Levin y Weis observaron que la unidn de TFP a
calmodulina es dependiente de Ca®™" en una relacidén de 2
moleéculas de esta droga por una molécula de calmodulina. Se
sabe ademas que estd unidén se realiza en las regiones
hidrofdbicas de la calmodulina, regiones que esta proteina

pone de manifiesto cuando se une al calcio.
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FPara producir una inhibicidn del incremento citesdlico
de calmodulina durante la regeneracidn hepatica, la TFP se
ha inyectado intraperitonealmente a una dosis de 60mg/Kg, &

horas despues de la hepatecomia parcial.

3.1.6 TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES CON UN ANTAGONISTA

R-ADRENERGICO.

El d-1- propanoclol es un antagonista f—adrenérgico
gue actua inhibiendo la adenil ciclasa, enzima responsable
de la transformacidn de ATP en AMP ciclico,; el cual actua
como mediador intracelular o segundo mensajerno. (Stiles,
G.L. et al., 19843 Pritchard, B.N.C. and Owens,; C.W.T1.,
1984) .

Este compuesto se inyecta via intraperitoneal, 1 hora
después de la hepatecomia parcial a una dosis de 20 mg/Kg.

de peso.
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3.2 METODOS DE SUBFRACIONAMIENTO CELULAR.

3.2.1 OBTENCION DE CITOSOL HEPATICO PARA LA DETERMINACION DE

LA ACTIVIDAD PROTEIN QUINASA DEPENDIENTE DE AMPc.

El metodo utilizado es el descrito por Sikorska et al.
en 1983.

Una vez sacrificado el animal se extraen 2 gr. de
higado ¥y se congelan a -BO0®C, hasta el momento de su
utilizacidn.

El higado se coloca en un recipiente con el tampdn de

homogenlizacidn:

2850 mM Sacarosa

50 mM Tris—-HC1l pH= 7.5 a 49C.
- 25 mM KC1

30 KM Mercaptoetanol

Una vez descongelados los 2 gr. de higado se fragmentan
en peqguernos trozos y se procede a la homogenizacion del
tejido con S volumenes del tampén descrito anteriormente.
Para la homogenizacidn se wutiliza un homogenizador tipo
Dounce de una capacidad de 7 ml provisto de un émbolo duro.
La homogenizacidn se realiza a 4°C con 15 "strocks". EIl
homogenizado obtenido se filtra a través de 4 capas de gasa,
Para eliminar los restos de tejido que puedan quedar,y y se

enrasa hasta 10 ml con el tampon de homogenizacidn.
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¥ E1 homogenizado se centrifuga a 700 xg durante 10 min. Se
recoge el sobrenadante por aspiracidn v se diluye 10 veces

con el siguiente tampon:

20 mM Tris—-HCI1 pH = 7.5 a 4er

3 mM MgCl.

50 KM Mercaptoetanol

* Ed sobrenadante diluido se centrifugsa con una
ultracentrifuga, utilizando un rotor vasculante, a 100.000
xg durante 1 hora a &4%C.

# El sobrenadante de esta segunda centrifugacidn se utiliza
para determinar la actividad protein gquinasa dependiente de
AMPc. Las muestras se guardan a —-80“C hasta el momento de su

utilizacidn.

3.2.2. OBTENCIONM DE CITOSOL HEPATICO PARA LA DETERMINACION

DEL CONTENIDO DE CALMODULINA,

La obtencidn de citosol para determinar el contenido de
calmodulina, se realiza segun el método descrito por
Chafouleas et al 1979 y modificado por Bachs vy Carafoli en
1987 ..

Una wvez sacrificado el animal, se extrae el higado
pProcurando no daRarlo Y se perfunde con 40 ml
aproximadamente de NaCl al 0.9% frio con la finalidad de
eliminar los hematies de los sinusoides hepaticos y evitar

posibles contaminaciones. Seguidamente se toman 0.5 g de
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tejido y se homogenizan con un homogenizador tipo Dounce,
con 5 ml del siguiente tampdn de homogenizacidn:
- 125 mM Ac. Bérico pH = B.4 a 4<C.

1 mM EGTA

75 mM NaCl

¥ El homogenizado se filtra con 4 capas de gasa y se enracsa
hasta 5 ml con el tampdn de homogenizacidén. BSe centrifuga a
100.000 xg durante 1 hora a 4“C con un rotor SW-30 Beckman.
# Del sobrenadante obtenido se aparta una alicuota para 1la
determinacion de proteinas, y el restante se destina para la
determinacion de calmodulina citosdlica. Debido a que 1la
calmodulina es wuna proteina termostable. este sobrenadante
se somete al siguiente tratamiento con calor:

* Para 1 volumen de sobrenadante se afaden 3 volumenes del

siguiente tampodn:

80 mM Tris—HC1 pH = 7.8 a 20*C

80 mM Imidazol

& mM MgCl .

- 0.2 mM CaCl;

* Se agita vy se calientan las muestra hasta 95°C. durante 3
minutos, después de este tiempo estas se enfrian

inmediatamente en un bafo de hielo. Después de un periodo

aproximado de 10 minutos las muestras se centrifugan a 7000
r«p.m durante 5 minutos con una microfuga. El sobrenadante
se utiliza para la determinacidn de calmodulina y se guarda

hasta el momento de su utilizacidn a -80¢C.
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3.2.3. OBTENCION DE CITOSOL HEPATICO PARA LA DETERMINACION

DE AMPc.

#* Después de sacrificar el animal se extrae 1 gr. de higado
y se congela inmediatamente con N. liguido.

# Se adaden 4 ml. de acide tricloroacético 5S% frio. Esta
operacidn se ha de hacer lo mds rapido posible.

¥ Sequidamente se homogeniza la muestra con un homogenizador
de cuchillas Sorwvall Omni-Mixer a maxima velocidad durante 2
miﬂ;tos a 4+=C.

*# E1 homogenizado obtenido se centrifuga a 700 xg durante 10
minutos a 4«C. EI1 sobrenadante se utiliza para 1la

determinacién de la concentracidn de AMPc.

3.2.4. OBTENCION DE NUCLEOS Y FRACCIONAMIENTO NUCLEAR.

En este apartado se ha seguido el método descrito por

S. H. Kaufman y J. H. Shaper, 1984.
* Se parte de 2-3 higados (15 gr. aproximadamente) los
Cuales se han perfundido previamente con ClNa 0,9%4 frio.
* Sequidamente se homogeniza con un homogenizador Potter-
Elvehjem tefldn vidrio, 3-5 "strocks" en el siguiente tampdén
de homogenizacién (STM):

—250 mM Sacarosa

-50 Tris-HC1 pH = 7,4 a 4=C

-5 mM MgSO.,

70



-1 mM PMSF

~-100 Unidades trasylol/ml
El PMSF vy el trasylol se araden al tampdn momentos antes de
su utilizaciodn.
# E1 homogenizado se filtra con 4 capas de gasa y se enrasan
a un volumen final de 120 ml.
¥ A continuacidn se centrifuga a 800 xg durante 15 minutos a
4°C,E1l sobrenadante se elimina por aspiracidn y el pellet se
resuspende con tampdn STM/PMSF + trasylol y se repite la
misma operacidn.
# E1 pellet obtenido de esta seqgunda centrifugacidn se
resuspende con 10 ml del siguiente tampén, DS/PMSF:

- 2,1 M Sacarosa

50 mM Tris—-HC1 pH = 7,4 a 4<C.

S5 mM MgSQO.,
- 1 mM PMSF

y se coloca en un tubo de ultracentrifuga sobre un cojin de
e8-29 ml de tampdn DS/PMSF. A continuacidn se centrifuga a
728000xg durante ! hora a 4%C. utilizando un rotor vasculante
Beckman (SW-28).

La elevada densidad del cojin (DS/PMSF) asegura gue
sedimentan los nucleos exclusivamente.
* E1 sobrenadante se elimina por aspiracién, se limpia bien
el tubo y el pellet obtenido se resusupende en 10 ml de
tampén STM/PMSF. A continuacidn se procede a una sequnda
sedimentacidn a 72.000 xg durante 30 minutos a 4“C. a traves

de un gradiente de 28-29 ml DS/PMSF.
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% Despues de esta centrifugacidn, el pellet obtenido,
correspondiente a la fraccidn nuclear, se resuspende en 3,5
ml. de tampdén STM/PMSF; 0,50 ml se guardan a -8B0“C.y el resto

(3 ml) se utiliza para el subfraccionamiento nuclear.

3.2.4.2. Obtencidn de las subfracciones nucleares

Para cada 1000 H1 de suspensidn nuclear se anaden 100
Hl1 de wuna solucidn de 2,5 mg/ml de DNasa I (Sigma) y 100 K1
(2,5 mg/ml) de RNasa A disueltas en tampdn 10 mM Tris- HC1
pH = 7,4 a 4%C. La concentracidn final de DNasa y RNasa en
la suspensidn nuclear es de 250 Rg/H1l. Despues de una hora
de incubacidén a &4&®C. los micleos se sedimentan a 800 xg
durante 15 minutos a 4%C. (Figura 3.1).
# El sobrenadante (S1), formado principalmente por RNA, DNA
y proteinas no histonas asociadas al DNA, se guarda a —-8B0®C.
* Con el pellet se procede del siguiente modo:

Se anaden 800 H1 de tampdn (LS): 10 mM Tris—HC1 pH = 7,4 a
4“C., 0,2 mM MgS0.., se agita y a continuacidn se le arnaden
lentamente 3,2 ml de tampdn (HS): 10 mM Tris-HCl pH = 7,4 a
4°C., 0,2 mM MgS0O. v 2 M NaCl. La concentracidn final de sal
en la muestra es de 1,6 M.

Después de incubar 15 minutos a 4“C. se centrifuga a
5.000 xg 2% minutos a la misma temperatura.
* El sobrenadante (S 2) formado pincipalmente por histonas vy
otras proteinas se guarda a -BO®C, y con el pellet se

repite el mismo procedimiento descrito anteriormente.
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#El pellet de esta tercera centrifugacidn que corresponde a
la matriz nuclear (MN), formada por la envoltura nuclear vy
proteinas no histonas, se resuspende en 1 ml de tampdn STM vy
se guarda a —-BO"C,

¥ Para la determinacidn de los niveles de Calmodulina en los
nicleos y en la sufracciones nucleares (S, S vy MN), las
muestras se someten al mismo tratamiento con calor descrito

en el apartado 3.2.2. de esta tesis.
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NUCLEOS

RNasa A
DNasa |

800 xg. I15min.

PELLET
o8B mi LS
15 min 49¢
32 m HS

5000 xg 20 min 4%

PELLET
89
ogmi LS
15 min 4°C

3‘2m| HS

5000 x g 20 min.
MATRIZ NUCLEAR SOBRE NAD.
Figura 3.1.: Representacidn esquematica del

Cionamiento nuclear.

49¢

subfrac-
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3.3. DETERMINACIONES ENZIMATICAS Y METODOS BIOQUIMICOS

GENERALES.

3.3.1. METODOS DE CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

Para determinar la cantidad de proteinas en las
muestras se han empleado dos métodos.
i METODO: Metodo de Sedmak y Grossberg 19277 que es una

modificacidn del método Bradford.

Reactivos:
- Albumina seérica bovina (BSA)
— Coomassie blue brillant (G-250)

- Ac. Percldrico

Soluciones:

- GSolucidn A: albumina sérica bovina 0,1 mg/ml
-~ Solucidn B: Coomassie blue G-250 0,06% disuelto
en ac. percldrico 1,9%4 (32 ml percldérico &0%)

filtrado con papel Whatman n* 1.

Procedimiento:

* Estandar: se preparan los tubos en los cuales se ponen Oj
15 2,55 S5 y 10 pgr BSA/tubo. Se afade el agua bidestilada

necesaria hasta tener un volumen final de 2 ml/tubo.




¥ En los tubos correspondientes a las nuestras se ponen 50
pl de nuestra diluida 1:10 vy 1950 H1 de H;:.0 bidestilada,
para tener un volumen final 2 ml.

#+ Se anaden a todos los tubos 2 ml. de 1la soluciéon B, se
agitan 1los tubos con un Vortex y se espera 10 minutos a
temperatura ambiente antes de leer la densidad d¢ptica con un
pespectrofotometro a 620 nm.

* Los Hg/R1 de proteina de cada muestra se calculan

aplicando la fdrmula siguiente:

D.O0 %= dilucidn

= Hg de proteina/pHl.

pt % H1 muestra

pt = pendiente de la recta estandar calculada gra&ficamente.

*# E1 segundo método wutilizado es el descrito por Lowry et

al. 1951.

Reactivos:

- Reactivo 1) CO4NA= al 2% en NaOH 0,1 N

- Reactivo 2) S04 Ceiw S5 H=0 al 0,53%

- Reactiva 3) tartrato sodio—-potasio al 1,1%
- Reactivo 4) Reactivo Folin-Ciocalteau

- Reactivo 5) Albumina sérica bovina (BSA) 0,1 mg/ml.
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Antes del ensayo se preparan 2 soluciones:

¥ Solucion As 1 ml de reactivo 3

48 ml de reactivo 1. Agitar.

1 ml de reactivo 2

*# Spoglucidn B: El reactivo 4 se diluye en una

proporcion 1:1 con agua bidestilada.

Procedimiento:

*Estandar: Se preparan diferentes concentraciones de 0, 10,
20, 40 vy 80 Hgr/ml con el reactivo 5. A continuacidn se
anaden el Hz0 bidestilada necesaria para llegar a un volumen
final de 0,5 ml.
* En el resto de los tubos se ponen 50 pl de muestra diluida
10 veces y 450 M1 de agua bidestilada.
* A cada tubo se araden 2,5 ml de la solucidén A, se agitan
los tubos y se espera 10 minutos a temperatura ambiente.
* GSeguidamente se ponen 250 H1 de la solucidn B en cada
tubo, se agitan los tubos y esperan 30 minutos a temperatura
ambiente, antes de leer la absorbancia en un
espectrofotdmetro a 750 nm.
¥ Los Hgr/Hl de proteina de cada muestra se calculan
aplicando la siguiente formula:
D.0 =% diluciodn
—————————————————————— = Hg de prot./Hl
pt x 2 % Kl muestra

Pt = pendiente de la curva estandar calculada graficamente.
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3.3.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ADENOSIN MONCOFOSFATO

CICLICO INTRACELULAR.

El contenido de AMPc intracelular se determina segun el
método descrito por Gilman (1972) y modificado por Tovey y
et al. 1974,

El ensayo se basa en la competencia entre AMPc exdégeno
(marcado zon tritio) y al AMPc de la muestra, para unirse a
una proteina gque tiene una alta afinidad y especifidad por
el AMPc.

La radiactividad 1incorporada en la proteina de unidn
permite calcular la cantidad de AMPc de la muestra. Dicha
radiactividad sera inversamente proporcional a la cantidad

de AMPc presente en la muestra.

Procedimiento:

* Del sobrenandante, obtenido de acuerdo con el método
descrito en el apartado 3.2.3., se toman aliquotas de 30 Hl
para determinar el contenido de AMPc utilizando un "Kit"
comercial de 1la casa Amersham. El1 Kit esta formado por los

siguientes reactivos:

- Tampdn: Tris—-HC1l 0,05 M pH = 7,5 a 47°C; EDTA 4mM

- Proteina de unidn: subunidad reguladora de protein
quinasas dependientes de AMPc., purificada de musculo
esquelético bovino. Ka = 3,3- 5 x 10¥ mols~*.

- Adenosin (B - HJ) 3’-5"- monofosfato ciclico en

una disolucién de 180 pmols que contienen 5 HCi
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- Adenosin 3°-57 monofosfato para construir la curva
estandar a partir de una solucidn de 1600 pmols

- Charcoal: formado por carbén activeo y dextrano.

* Se preparan & tubos para la estadndar que contienen SO Ml
de diferentes diluciones de AMPc para tener una
concentracidén de O, 1, 2, 4, 8, 16 pmols AMPc/tubo.

# Se preparan los tubos para las muestras y se ponen SO M1
de muestra.

¥ Se anaden a todos los tubos, muestra y estdndar, S0 Kl
del AMPc tritiado y 100 Rl de 1la proteina de unidn. EIl
"blanco" utilizado posee 50 K1 del AMPc tritiado y 150 K1 de
tampdn.

*# Se agita suavemente el contenido de los tubos y se incuban
entre 2-49C durante 2 horas. Durante este tiempo se
establecen las racciones de competencia entre el AMPc
tritiado y el AMPc la muestra, para unirse a la proteina de
union. Se necesitan como minimo 2 horas de incubacidn para
que la reaccién llegue al equilibrio.

¥ Transcurridas las 2 horas de incubacidn se afaden a cada
tubo 100 M1l de la suspensién de charcoal frio, se agitan y
se centrifugan a 3000 rpm durante 20’ a 47C. El tiempo que
transcurre entre la adicitdn del charcoal y la centrifugacion
no debe de exceder a los 6 minutos.

En este paso tiene lugar la separacidén del nucledtido libre
del unido a la proteina. Todo el AMPc libre, tanto marcado
como si no, gue se encuentre en el medio de incubacidn se

une al carbdn precipitando conjuntamente.
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# Se recogen 200 Kl de sobrenadante, AMPc unido a la
proteinas y colocan en viales a los que se afaden 4 ml de
liguido de centelleo Supersolve X para determinar la
radiocactividad de la muestra en un contador de centelleo
ligquido.

Para calcular el contenido de AMPc de cada muestra, en
primer lugar se construye la curva estandar. El1 tubo ©
standart da las c.p.m. en ausencia de AMPc no marcado, este
parametro corresponde al Co. Las c.p.m. de cada una de las
diferentes concentraciones de la estandar corresponde al Cx.
Se calculan 1los cocientes Co/Cx para cada wvalor de 1la
estandar y se construye la recta patrdn. En abcisa (x) se
representan los cocientes Co/Cx y en ordenadas (y) los
pmoles de AMPc. El origen de 1la recta es el wvalor 1 de

abcisas.

El AMP ciclico de las muestras se calcula a partir de
los coeficientes a v b de la recta estandar cuya ecuacidn
es:

y = ax + b
*» = Co/Cx de la muestra
Y= pmoles AMPc/tubo
Se calcula el valor de y para cada valor de x.

El valor de y multiplicdo por & y dividido por 0,05
(0,05 m1 de muestra procedentes de 1 gramo de tejido en &4 ml
de TCA S%) representen 1los pmoles de cAMP/ gr de higado.
Dividido por 107:

pmoles / mg. de higado
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Este mismo méetodo se ha utilizado para la realizacidn
del estudio cinético con la subunidad reguladora de las
protein quinasas dependientes de AMP ciclico en funcidén de
AMPc v en presencia o ausencia de 20 HM de Trifluoperacina
en el medio de incubacidn. En este caso los SO0 H1 de muestra
gse han sustituido por una concentracidn conocida de AMPc sin
marcar . Las concentraciones de AMPc estudiadas oscilan entre

2,9 y 1500 nM.

3.3.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEIN QUINASA

DEPENDIENTE DE AMP CICLICO.

El meétodo wutilizado para determinar la actividad
protein guinasa dependiente de AMPc en el citosol hepatico,
es el descrito por Sikorska et al 1983.

Este ensayo esta basado en determinar la cantidad de
32p transferido a un sustrato (Histonas) a partir de ATP
marcado radioactivamente (v “&2p-ATP), por las protein

qQuinasas dependientes de AMPc presentes en la muestra.

Soluciones stock:

1. 5300 mM Tris=HCl1 pH = 7,5 a 25“C

2. 100 mM MgCl:.

3. Disolucidn de 2 f-Mercaptoetanol 1:10™
4. 100 mM Teofilina pH = 10,0

5. 10 #M AMPC

6. Histonas (type I11-AS Sigma) 1 mg/ml.
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7. 500 HM [YH2P] ATP
8. Acido tricloroacético (TCA) 25% 4<C.

9. Acido tricloroacético (TCA) S¥% 49C.

Medio de incubacidn: volumen final = 250 Hl.

- 20 mM Tris—-HCl pH 7,5 25%C.
- 5 mM MgCl:

- 50 UM 2-f-Mercaptoetanol

- 10 mM Teofilina

- 1 UM AMPC

- 100 Hg. Histonas

- 20 WM [7 =B&p) ATP

- 20 Hgr. de muestra

Preparacidn del medioc de incubacidn:

Antes del ensayo se prepara la siguiente solucidn:
4 ml Tris-HC1 S00 mM pH = 7,5

S ml MgCl. 100 mM

3,5 ml Mercaptoetanol 1:10%

10 ml Teofilina pH = 10,0

3,5 ml agua bidestilada

* A continuacién se preparan 4 tubos por muestra, en los
Cuales se colocan 65 H1l. del medio preparado previamente. En
2 de estos tubos se afaden 100 Hgr. de sustrato (Histonas) y
3 Kl. de @AMPc Segun como se indica en el siguiente

esquema :
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Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo &

+ Histonas + Histonas - Histonas - Histonas

+ AMPc - AMPCc + AMPCc = AMPc

* En todos los tubos se araden 20 Hgr. de muestra y 10 K1
de la solucidén de ATP marcado. A partir de este momento se
incuban los tubos durante S minutos a 25°C. Transcurrido
este tiempo, la reaccidn se para anrnadiendo 1 ml de TCA 25%
4“C. Se toman aliquotas de 500 Hl1 vy se filtran con un
sistema de ultrafiltracidn Millipore usando filtros de 0,22
Hm de diametro de poro, los filtros se lavan con 2 ml de TCA
% 4°C., y se introducen en viales con 4 ml de liquido de
centelleo Supersolve X (Kochlight).
* A partir de la radiocoactividad asociada al filtro, se
determina la cantidad de fosfato incorporado al substrato
(Histonas).

En primer lugar se calcula la actividad especifica de
la solucién de S00 HM [+92 P1 ATP que se ha utilizado
dividiendo las c.p.m. resultantes de 10 H1l de dicha solucidn

por el numero de n moles presentes en estos 10H]l (5 nmols).
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A continuacion, para las diferentes muestras se aplica

la siguiente fdérmula:

c.p.m. (muestras) x 1000
———————————————————————— = pmoles Tv%®p ATP incorp.

Actividad especifica

Dividiendo este resultado por 1los Hgr de muestra (20
Hgr) y por el tiempo de incubacidn (5 minutos)
obtendremos:
pmoles / Hgr. / min.
multiplicado por 10%:

pmoles T¥¥p incorporado/mg/min

En los estudios cinéticos realizados con 1la subunidad
catalitica purificada de la proteina gquinasa dependiente
AMPc  (Sigma), se ha sequido este mismo procedimiento
descrito en este apartado. Sin embargo el medio de
incubacidn utilizado es el siguiente:

- 20 mM Tris-HC1 pH 7,5 25°C.

- 3 mM Cl=Mg

90 KM Mercaptoetanol

- 0,25 -0,050 Hgr. de proteina purificada

Las concentraciones de 79®p ATP vy de sustrato (Histonas)
varian dependiendo del tipo de estudio realizado:
= T9%p ATP entre 1,25 KM hasta 160 HM

=~ Histonas 1-200 Qgr.
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3.3.4. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE CALMODULINA. .

Los niveles de calmodulina se han medido segun el
método descrito por Sharma vy Wang 1978 vy modificado por
Bachs y Carafoli 1987.

El ensayo consiste en que la calmodulina en presencia
de iones Ca"" es capaz de activar la fosfodiesterasa. En
estas condiciones, la fosfodiesteresa hidroliza el enlace 37
de la adenosin monofosfato ciclico produciendo adenosina 57
monofosfato el cual en presencia de 5’Nucledtidasa dara
lugar a adenosina mas fosfato inorganico. La cuantificacidn
de fosfato inorganico liberado permitird calcular 1los

niveles de calmodulina de la muestra.

3’5" Adenosin monofosfato » Adenosin monofosfato

ciclico Fosfodiesterasa

S3’Nucleotidasa

| |
Adenosina + P,

El calcio, el AMPc vy la S’Nucleotidasa se hallan en

exceso en el medio de incubacidn.
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Reactivos:
- Tampdn: 360 mM Tris-HCl, 360 mM Imidazol.
43 mM acetato magnésico pH = 7,8 a 25“C

- 4,59 mM Cl.Ca

- 10.8 mM AMPCc

- 5’Nucleolidasa: 10 U/ml (disuelta en 10 mM Tris—HC1
0,5 mM acetato magnésico pH = 7,0)

- Fosfodiesterasa: 0,014 U/30 pl1 (disuelta en O,1 M
Tris—-HC1 pH = 7,5)

- Calmodulina purificada de cerebro bovino, segun el

apartado 3.3.8B. de esta tesis, para la curva estandar.

- 100 mM EGTA

El ensayo se realiza poniendo en cada tubo:
- 100 pl1 de tampodn
- 20 Hl1 de CaClg
- 30 Bl de S5’Nucleotidasa

- 30 Bl de Fosfodiesterasa

Para determinar la actividad basal de la
fosfosiesterasa, se araden 20 Hl1 de EGTA en lugar de los 20
Bl de Cl.Ca
* En  los tubos del estandar se afade calmodulina para tener
Una concentracidén final entre 0,1- S ng.

* En el resto de tubos se le aRaden entre 0,25 -2 Hgr. de
muestra termostable.
* Se afade a continuacién el agua necesaria hasta un volumen

final de 800 H1.
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¥ 8Be preincuban los tubos a 37°C durante un minuto
aproximadamente. Sequidamente se afaden 100 Hl de AMPc y se
incuban durante 5 minutos a 37“C.

¥ Transcurrido este tiempo se toman SO H1l de cada tubo y se
determina la cantidad de fosfato liberado en esta raccidn,

de acuerdo con el método descrito a continuacidn.

3.3.5. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE FOSFATO.

Se ha wutilizado el metodo del verde de malaquita

descrito por Lanzetta et al 1979.

Reactivos:

- Verde de malaquita al 0.,045% (p/v). Cuando se prepara
esta solucidn se araden 4 ml de HCl concentrado por cada
1000 ml de disolucidn.

- Molibdato amoniaco 4,2% en HC1 4N

= Tritédn X-4605 al S% (v/v)

- Citrato sodico 34% (p/v)

Antes del ensayo se mezclan 300 ml de verde de
malaguita al 0,045% y 100 ml de Molibdato amoniaco al 4,2% vy
e deja reposar como minimo una hora. A continuacidn se
filtra con papel Whatman n® 1 y se guarda presevandolo de la
luz a temperatura ambiente. Esta solucién es estable durante

3 semanas.
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# En el momento del ensavo, se anaden 40 H1 de tritén X-
405 al S%4 por cada 5 ml de la solucidn anterior.

* Se colocan B00OKH]1 de wverde de malagquita/molibdato
amoniaco/tritén, en cada tubo. Se le araden S50 H1 de
muestra.

¥ Despueés de un minuto se adaden 100 H1 de citrato sdadico al
34Y% el cual estabiliza el color.

# Esperar un minimo de 15 wminutos a temperatura ambiente vy

leer a 660 nm en un espectrofotdmetro.

3:3:6. TECNICAS DE ELECTROFORESIS EN GELES DE SDS-

POLIACRILAMIDA.

Para el anadlisis electroforético de las proteinas
citosdlicas y nucleares se preparan geles de poliacrilamida
de 1,5 mm de grosor de acuerdo con la técnica descrita por
Laemmli en 1970.

Las placas de geles estadn formadas por dos tipos de
geles:

1. gel resolutivo o "resolving”
2. gel empaquetador o "stacking".

El gel empaquetador se coloca en la parte superior,
tiene un tama®o de poro grande que permite que las proteinas
corran  juntas a wuna velocidad similar hasta el gel
resolutivo. Este gel que se coloca en la parte inferior vy
tiene un tamafo de poro mucho mas peguefdo separando las

Proteinas de acuerdo con su peso molecular.
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Para la

preparacidn

siguientes disoluciones:

0,2% SDS

Solucidn 2:

NyN’ metilen-bis-

0,2% SDS

Splucidn 4:

Para preparar

de

Solucion 1: 0,75 M Tris—HCI1

Acrilamida 30%

acrilamida 0,8%

Solucidn 3: 0,25 M Tris—HC1

una placa

acuerdo al siguiente cuadro:

conc.final

acrilamida

Solucidn 1 (ml)

Solucidn 2 (ml)

Solucidon 3 (ml)

H-0 (m1)

TEMED (H1)

Solucidn & (p1)

Total (ml)

resolutivo

8% 10%
10 10
S.4 6.7
4,6 3,3
25 @25
100 100
20 20

12%

10

25

100

20

los

(pH 8,8 a

(pH &,B a

Persulfato aménico 13

de electroforesis

15%

10

10

25

100

20

utilizan las

se hace de

empaquetador

3,4%

20
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Despues de mezclar los 4 primeros componentes se araden
el temed y el persulfato amdnico e inmediatamente se carga
la placa. Sobre la superficie del gel se depositan 1-2 cm de
H.0 v se esperan uncs 20-30 minutos para que polimerize el

gel.

Mientras tanto se prepara el gel empaquetador, que se
coloca sobre el resolutivo cuando este ya esta polimerizado,
a continuacidn se pone el peine para la formacidn de los
"pockets" gque permitiran colocar las muestras.

Una vez polimerizado el gel empaguetador (10 min) se
retira el peine y el gel ya esta preparado. Este se coloca
en un aparato de electroforesis de manera que entre en
contacto, tanto por la parte inferior come por la parte
superior, con el tampdn electrolito formado por:

- 0,025 M Tris
- 0,192 M Glicina
- 0,1% SDS

El pH de la mezcla es de 8,3 a 20°C

Preparacidon de las muestras:

Las muestras diluyen en wuna proporcidén de 1:3 con
tampén de muestra. Las muestras asi diluidas se calientan a

100"C durante 3 minutos.
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El tampdn de muestra consta de los siguientes
componentes:
- 0,125 M Tris-HC1l pH = 6,8
- 4% SDS
- 20% glicerol
- 10% 2-B— Mercaptoetanol
- 0,006% Azul de Bromofenocl (BPB)
Cuandao las muestras estan enfriadas, ya se puede entrar
en la electroforesis, reservando siempre un "pocket" para
una mezcla de proteinas de peso molecular conocido que seré

utilizado como estandar.

El voltaje que se aplica a 1la electroforesis dependera
del grosor del gel. En el caso particular de un gel de 1,5
mm de grosor se aplica:
~ 25 mA para el gel empaguetador
- 35 mA para el gel resolutivo
La duracidn aproximada de la electroforesis es
aproximadamente entre 3-4 horas, dependiendo de la longitud

del gel.

Tincidn de los geles con Coomasie Blue:

Antes de la tincidn con coomasie blue se recomienda
fijar las proteinas en un bafio con 4c. sulfosalicilico al S%
durante 20’ seguido de otro, del mismo tiempo de duracidn,
ton la solucién destenidora. Sin embargo estos pasos san
9pcionales y se obtienen buenos resultados utilizando el

Siguiente método:
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~ Tincidn durante 307 en una solucidn gque contiene
0,25% Coomassie blue G-250
45% Metanol
495% Hx0 bidestilada
10% Ac. aceético glacial
- Transcurridos los 30 minutos de tincidn, vy con el fin de
extraer el exceso de colorante, se hacen sucesivos cambios
con la siguiente solucidn desteridora:
5% metanol
7.:9% 4acido acetftico glacial

87,59% de H.0 bidestilada

Una vez el gel estéd destefido se seca entre papel de
filtro v papel celofan con un secador de geles Bio—-Rad
durante 1-2 horas dependiendo del grosor y de la composicion

del gel.

3.3.7. DETERMINACION DE FOSFORILACION DE PROTEINAS MEDIANTE

TECNICAS DE ELECTROFORESIS.

El método utilizado esta basado en el descrito por J.
MacManus y J.F. Whitfield en 1981.

Soluciones stock:

1- 500 mM Tris, 100 mM MgClm, 2 mM EGTA pH = 7,0 a 259C
2- 10 mM ditioeritreitol (dTT)
3- 5 mM CaCl.

4= 50 mM AMPc
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5- 500 pM Calmodulina purificada cerebro bovino

- 120 HM 71 #==p — ATP

A partir de estas soluciones stock se prepara el
siguiente medio de incubacidn:
volumen final 100p1
-5 mM Tris-HCl1 pH = 7,0 a 25°C.
- 10 mM MgClge
- 0,2mM EGTA
-1 mM diticeritreitol
- 12 WM [r®#2 pJI-ATP3
- 0,5 mM CaClg o
- 10 UM Calmodulina + 0,5 mM CaCl. o
- 2,5 KM AMPc

- 40 pgr. de proteina

Una vez mezclados todos los componentes, a excepcion
del v ®#p ATP, se preincuban durante 3 minutos a 30°C.
Después de 1la preincubacién se arade el ATP marcado y se
incuban durante S5 minutos a la misma temperatura. La
reaccién se para aRadiendo 25 H1 de wuna disolucidn que
contiene:

250 mM Tris, 200 mM Glicina pH = 8,7

9% SDS

13% Glicerol

&% Mercaptoetanol

0,03% de Bromofenol blue (BPB)
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Las muestras se dejan reposar durante 30 minutos a
temperatura ambiente antes de cargarlas en una placa de
electroforesis. E1 gel de SDS- poliacrilamida se ha
preparado previamente.

Una vez finalizada la electroforesis se procede a la
tincidén del gel tal y como se ha descrito en el apartado
anterior de esta tesis.

Una vez secado el gel, este se expone a una pelicula

Kodak X—-0mat AR durante 3-6 dias a —-40%C.

3.3.8. PURIFICACION DE CALMODULINA

Para la purificacidon de calmodulina se parten de 1-2
cerebros y se procede del siguiente modo:
- Descongelar los cerebros de buey en una solucidén de 0,%%
NaCl
- Cuando la superficie vya esta .descongelada eliminar las
meninges y restos de tejidos adicionales (tejido conjuntivo,
sangre...).
* Trocear los cerebros en pequernos trozos y esperar hasta
que esten completamente descongelados, manteniendolos en una
solucidn NaCl 0,9% frio.
* Los 2 cerebros se homogenizan con un litro de

S0 mM tris-HC1 pH = 7,4 a 4°C

2,5 mM EGTA

0,5 mM PMSF (5 ml de una solucidn 100 mM de PMSF

arnadidos antes de usar)
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# La bhomogenizacidn se realiza en un homogenizador de
cuchillas (Sorvall Omni-Mixer Al10&) durante 2-3 minutos
hasta obtener un homogenizado perfecto.

# Seguidamente el homogenizado se reparte en botellas de 250
ml v se centrifuga a 25.000 xg durante 30 minutos en una
Sorvall RC-5 utilizando el rotor GSA.

¥ El sobrenadante se filtra a través de 4 capas de gasa y se
guarda a 4“C.

* El sedimento se resuspende con el mismo tampdn se vuelve a
homogenizar, entre 1-2 minutos, vy se sedimenta a 25.000 xg
durante 30 minutos.

* Después de esta centrifugacidn el sobrenadante se filtra vy
se mezcla con el sobrenadante obtenido de 1la primera
centrifugacidn.

¥ La DEAE- Celulosa, resuspendida en el tampdn 50 mM tris-

HC1 pH = 7,4, 50 mM NaCl, se filtra en un Buchner de
porcelana. La resina filtrada se anade al recipiente que
contiene el sobrenadante. Se mide el pH y si se ha

acidificado se vuelve a equilibrar a pH 7,4.

* Esta mezcla se agita lentamente durante 30 minutos.

* Transcurrido este tiempo se filtra la mezcla nuevamente en
el Buchmner y se lava varias veces con el tampén: Tris-HCl SO
™™ pH = 7,4, S0 mM NaCl hasta que la hemoglobina haya
desaparecido. Ha de gquedar una solucidn transparente.

* A continuacién la resina, con la calmodulina retenida, se
vuelve a lavar, 2 veces con un litro cada vez con 50 mM

tris-HC1 pH 7,4 150 mM NaCl.
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# Para extraer la calmodulina retenida a la resina, se
coloca la resina a un recipiente con 700 ml. de 50 mM Tris—
HC1 pH = 7,435 600 mM NaCl y se filtra con la ayuda del
Buchner .

# El filtrado se recoge, pues contiene la calmodulina y se
guarda a 4~C.

# Se wvuelve a repetir la extraccidn con 700 ml. del tampdn
de elevade concentracidn en sal. Este filtrado también se
recoge vy se mezcla con el filtrado anterior, el volumen de
esta mezcla es de 1400 ml aproximadamente.

¥ Seguidamente se pesan 351 g/l de (NH.) x50, vy se van
afadiendo al recipiente que contiene el filtrado en
agitacidn, procurando no echar trozos grandes de sulfato
aménico. Se deja 1 hora en agitacidn a 4¢C.

¥ A continuacidn esta solucidn se coloca en  tubos de
centr{fuga y se centrifuga en una Sorvall RC-5 a 25.000 xg
30-35 minutos.

* Se recogen los sobrenadantes en un mismo recipiente y se
araden 472 agr. de sulfato amodnico para obtener wuna
saturacion del 95%4. Se deja 2 horas en agitacidn a 4©C.

¥ Transcurridas las 2 horas se vuelve a centrifugar a 25.000
¥xg durante 30 minutos.

* Los pellets, gque contienen la calmodulina,; se resuspenden
en un wvolumen inferior a 100 ml de 10 mM NH., HCO4, 20 HM
CaCle y se coloca en un saco de dialisis (1000 - 3500 peso
molecular) y se dializa frente a S 1. de 10 mM NH,HCOs SOKM

CaCl. durante unas 10 horas aproximadamente.
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¥ Después de este tiempo se cambia la solucidn de didlisis
por otra que contiene unicamente 10 mM NH,HCO. y se deja &4
horas a 4-C.
# Se recoge el dializado y se liofiliza.
¥ Mientras la muestra se esta liofilizando, se prepara una
columna (2,3 x 13 cm) de phenyl-sepharosa que se equilibra
con el siguiente tampdn:

30 mM Hepes pH = 7,1 a 20“C.

0,1 mM CaCl:

1 mM Mercaptoetanol
* E1 liofilizado se disuelve con 1 menor volumen posible
(20 ml) . en S50 mM Hepes pH = 7,13 0,1 mM CaClse y 1 mM
Mercaptoetanol. Una vez disuelta la muestra, se le araden SO
Hl de wuna solucidon S5S00 mM de Cl.Ca para neutralizar las
proteinas pues estas estdn cargadas negativamente.
*# Seguidamente la muestra se coloca en la columna mediante
una bomba peristdltica. Es muy importante que la carga de la
columna se realize lentamente.
¥ Se esperan aproximadamente 30 minutos antes de empezar a
recoger las fracciones. Una vez ha salido el primer pico de
proteinas se cambia el tampon por otro de mavyor
concentracidn de sal:

- S50 mM Hepes pH 7,1 a 20<C.

0,1 mM CaCl:

500 mM NaCl

1 mM Mercaptoetanol
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¥ A continuacidn se recogen fracciones de muestra hasta la
elucidn del segundo pico de proteinas extraido a elevadas de
concentraciones de NaCl.
* Cuando la concentracidn de proteinas eluidas es
practicamente nula, se cambia el tampdn de la columna por
otro gue contiene 1 mM EGTA:

- 300 mM Hepes pH 7.1

- 1 mM EGTA

- 1 mM Mercaptoetanol
*# Como la interaccion de la calmodulina con la phenyl-
sepharosa es dependiente de calcio, el EGTA que 1lleva dicho
tampon procedera a la liberacidén de calmodulina vy
consecuentemente a su elucidn.
¥ Una vez eluido el pico de calmodulina, se toman muestras
de cada una de las fracciones y se realiza una
electroforesis en un gel de SDS poliamilamida al 12% como
control,
¥ La calmndulina purificada se dializa frente al agua y se
guarda liofilizada a -80“C. La muestra es estable durante

meses.

3.3.9. MARCAJE DE CALMODULINA CON I t@wm

Con 1la finalidad de identificar los receptores de
Calmodul ina en las subfracciones del nucleo de los
hepatocitos mediante técnicas de "overlay"'", en primer lugar

Se debe de marcar la calmodulina con T®@w,
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El método que se ha utilizado es el descrito por Bolton
and Hunter en 1973.

Este metodo esta basado en 15 transferencia de I1'#%
conjuaado con un derivado ester del Jdc. propidnico,
altamente reactivo en medio acuoso, a los grupos amino de la

proteina.

0,

W

CH,CH.CON

o}
HO

derivado ester del
adacido propidnico

El procedimiento seguido para marcar la calmodulina es
el siguiente:
* Antes del proceso de iodacidn de la proteina, el solvente
del ester marcado se evapora a 25"C mediante una Ssuave
corriente de Ng. Ecste proceso se realiza con bajo una
campana extractora de gases.
* A continuacidn 5 Hg de proteina diluida en 10 K1l de tampdn

0,1 M Borato pH

1l

8,5, se anaden al wvial que contiene el
reactivo marcado una vez evaporado el solvente. La mezcla se
intuba durante 15 minutos a 0“C.

* El ester iodado se hidroliza rapidamente en medio acuaso.
La  vida media de este compuesto es de 9 minutos
aproximadamente en 0,1 M Borato pH = 8,5. De 3-4 moles de

dicho ester reaccionan por 1 mol de proteina.



% La reaccidn se para anadiendo S00 H1 de tampdn:
0,2 M GBlicina
0.1 M Borato a pH = 8,5
Y se esperan 3 minutos a 0®C.
¥ La separacion de la proteina marcada con I1'2% del resto de
productos de la reaccidén, conjugados de glicina y 3 (-4
hidroxifenil) propidnico, se realiza por cromatografia de
gel filtracidn, utilizando un resina Sephadex G-25 (grano
fino).
# Para minimizar la perdida de proteina marcada, la columna
de Sephadex G—25 se egquilibra y se eluye posteriormente con:
0,05 M Tampdn fosfato pH = 7,5

0,254 (P/V) gelatina

# La proteina marcada se Qquarda congelada en pegueras

aliquotas a -40¢C.

3.3.10 METODO PARA LA IDENTIFICACION DE RECEPTORES DE

LA CALMODUL INA

La identificacidén de los receptores de calmodulina se
ha realizado de acuerdo con el método descrito por 0. Bachs
y E. Carafoli (1987).

El procedimiento es el siguiente:

*En  primer lugar se prepara un gel en gradiente del 3% al
15% de SDS poliacrilamida y se hace una electroforesis de la

Muestra tal como se ha descrito en el apartado 3.3.6.
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% Una vez finalizada la electroforesis, se corta el gel en 2
partes, una parte destinada para hacer una incubacion con
['"“o—-Calmodulina + Ca"" v la otra para una incubacidn con
(&% Calmodulina + EGTA.

# A continuacidn se cortan 2 trozos de papel de filtro
Whatman n"'3 MM v 2 trozos de papel de nitrocelulosa de igusal
tamavo que el gel.

# Tanto 21 papel de filtro como el papel de nitrocelulosa se

mojan con el siguiente tampon de transferencia:

0,025 M Tris pH = 8,3
0,192 M Blicina
20% metarnol (v/v)

0,02% SDS

¥ Seguidamente se colocan los 2 geles sobre urno de los
trozos de papel de filtro, encima de cada wno de los geles
se ponen los 2 trozos de papel de nitrocelulosa, finalmente
v encima de dicho papel se coloca 21 otro trozo de oapel de
filtro, quedando el gel empaquetado de acuerdo con 21

siguiente esquema:

10
0]
0]
0]
0
0
0 ' 0
plexiglas , plexiglas
support support
scouring scouring
pad pad
filter paper filter paper 101
nitrocellulose
membranes
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¥ Fe muy importante que no queden burbujas de aire atrapadas
entre el gel y el papel de nitrocelulosa.

¥ GSe introduce todo este conjunto en el interior de la

cubeta de "electroblotting”, de manera que el papel de
ritrocelulosa esta frente al anodo (+) y el gel frente al
cadtodo (—).

¥ El tiempo de transferencia adecuado es de 2 horas a 4°C a
&0 V.

# Finalizado el tiempo de transferencia los papeles de
nitrocelulosa se dejan toda la noche incubandose 379C. con
leche en polvo al 2% en PBS (tampdn fosfato 10 mM, ClNa 150
mMapH = 7:4) con el Tfin de saturar todas las uniones

=% con las proteinas.

# Paralelamente el gel se tife caon una solucidn de Coomassie
blue.

# Después de la saturacion se lavan los papeles de
nitrocelulosa con PBS y a continuacidn se decanta el tampon.
Sequidamente se arnaden sobre uno de los papeles de
nitrocelulosa 10 ml de:

0,1% BSA en PBS

045 mM Ca*+

BOK1 1*#%™ Calmodulina

Y sobre el otro papel de nitrocelulosa se afaden 10 ml de:
0,1% BSA en PBS
e mM EGTA

BOK1 I'#" Calmodulina
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¥ Se dejan incubado durante 4 horas a temperatura ambiente.
¥+ Los papeles de nitrocelulosa se lavan dos veces con
pBS/Ca™" o PBS/EGTA, durante 15 minutos a 25%*C. cada vez.

% Una vez lavados los papeles de nitrocelulosay; estos se

dejan secar y se exponen a una pelicula Kodak X-Omat—AR.

3.4. CALCULO DEL NIVEL DE SIGNIFICACION ESTADISTICA

Con 21 objetivo de determinar el nivel de significzcidn
de las diferencias existentes entre los resultados obtenidos
a diferentes horas de 1la regeneracidon hepatica despues de
una hepatectomia parcial respecto a los obtenidos en ratas

control, se ha utilizado el test de la T de student.
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4. RESULTADOS
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4.1. ESTUDIO DE LA POSIBLE RELACION ENTRE EL AMPc_ Y LA

SINTESIS DE CALMODUL INA DURANTE LA REGENERACION

HEPATICA

4,1.1. EFECTO DE EL D-L PROPANOLOL SOBRE EL CONTENIDO DE

AMP CICLICO INTRACELULAR.

Tal y como se ha mencionado en la introduccidén, la
reproduccion celular es uno de 1los numerosos procesos
regulados por el calcio y el AMP ciclico (Whitfield et al.,
19835) .

El mecanismo de accidn del AMPc se realiza a través
de la activacidn de protein gquinasas dependientes de AMPc,
mientras gque, el del calcio es a través de su unidn con
proteinas receptoras, de entre las cuales la calmodulina es
el receptor mas ampliamente distribuido en las ceélulas
eucariotas no musculares.

Durante las primeras horas de la regeneracidn
hepadtica después de practicar una hepatectomia parcial, se
cbserva un aumento de la concentracién intracelular de AMPc
(Rixon vy Whitfielc., 1985) ., asi como un incremento de
calmodulina citosdlica a partir de las & horas
postintervencidn gquirdrgica. Este aumento de calmodulina es
producido por un incremento de la sintesis de esta proteina
(Pujol et al., 1987; Pinol et al., en prensa).

No obstante, se desconoce hasta el momento gque factor
0 factores podrian estar implicados en el desencadenamiento
de la sintesis de calmodulina durante las primeras horas de

la regeneracién hepatica. Un posible factor podria ser el
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incremento de AMP ciclico observado previamente al
incremento de calmodulina.

Con este objetivo se ha estudiado el efecto de el d-1
propanolol (antagonista @-adrenérgico e inhibidor de 1la
sintesis de AMP ciclico) sobre el contenido de calmodulina
citosdlica a las B8 horas después de la hepatectomia
parcial.

En primer lugar se ha comprobado gue la dosis de d-1
propanolol utilizada efectivamente es capaz de producir una
disminucion de los niveles intracelulares de AMP ciclico a
las 4 horas después de la intervencidn quirdrgica, momento
en que el contenido de AMPc es mas elevado.

Los resultados de la Tabla I y Figura 4.1. demuestran
que una 1nyeccidén de d-1 propanolol (20 mg/Kg) produce una

disminucion claramente significativa del contenido de AMP

ciclico.

pmoles/AMPc/mg higado % n B
control (no operadas) 0,47 £ 0,09 100 11 £0,001
4 horas regeneracidn 1,17 * 0,08 245 =] =
4 horas + d-1 prop. 0,59 * 0,03 125 3 £0,001

Tabla I: Efecto del d-1 propanolol sobre el contenido de
AMP ciclico intracelular: El d-1 propanclol (20 mg/kg) se
ha inyectado 1 hora después de la hepatectomia parcial. (n)
N de experimentos; (p) nivel de significacidén estadistica
respecto a los valores regenerantes 4 horas, calculado por
el test de la "t" de Student. Cada valor representa la
media + D.Sg, 106
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Figura 4.1.: Efecto del d-1 propancolol sobre el contenido
de AMPc intracelular. Representacion grafica de 1los
resultados mostrados en la Tabla 1I. (HPX = ratas
Fegenerantes).
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4.1.2. EFECTO DEL D-L-PROPANOLOL SOBRE EL CONTENIDO DE

cALMODULINA EN EL CITOSOL.

Una vez se ha visto que 1la dosis de d-1 propanolol
utilizada inhibe el primer incremento de AMPc observado
entre las 2-4 horas después de una hepatectomia parcial, se
ha determinado la concentracidn de calmodulina en ratas
regenerantes de B horas y tratadas con d-1 propanolol.

Tal ¥y como se demuestra en la Tabla II y Fig. 4.2. el
d-1 propanolol tambieén produce una disminucidén del
contenido de calmodulina en las ratas regenerantes, siendo
los niveles de calmodulina en este grupoc de animales

similares a los observados en ratas control.

Hgr CaM/mg prot. % n B
control (no oper) 0,74 * 0,1 100 3 £ 0,02
B h. regeneracidn 1,4 * 0,2 189 3 -
Bh. " + d-1 prop. 0,83 * 0,1 112 3 £ 0,02

Tabla I1: Efecto del d-1 propanclol sobre el contenido de
calmodulina citosdlica durante la regeneracidén hepdtica: El
d-1 propanolol (20 mg/kg) se ha inyectado via
intraperitoneal 1 hora después de la hepatectomia parcial.
(n)  ne de experimentos; (p) mnivel de significacidn
Bstadistica respecto a los valores regenerantes. Cada valor
Feépresenta la media * D.S.

108



1.5 0L
10p
-
[}
4
o 1
o
E
-
o
z
-
o
(=]
o
= 05 L
- .
< o
Q o
o
o
- |
o (o] ©
< @
- |
z > »
o o a
Q b o I
T
0 8 H

F?Qura 4.2.: Efecto de d-1 propanolol sobre el contenido
Citosdlico de calmodulina. Representacidn grafica de los

resultados mostrados en la tabla 1I1I. (HPX = ratas
regenerantes) .
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Con 1la finalidad de descartar si este inhibidor
interfiere en el ensayo de la determinacidén de calmodulina,
se han realizado experimentos adicionales con muestras de
citosol de ratas control en presencia de diferentes

concentraciones de d-1 propanolol en el medio de incubacidn

(Tabla III)
d—1 propanolol Hg CaM / mg prot n
0 HM 0,6B * 0,2 3
0,5 HM 0,80 * 0,3 3
=) HM 0,82 * 0,3 3
100 KM 0,97 * 0,3 3

Tabla III: Efecto del d-1 propanolol sobre el ensayo para
la _determinacidn de 1a calmodulina. El1 ensayo se ha
realizado aradiendo al medio de incubacién diferentes
concentraciones de d-1 propanolol. Cada valor representa la
media * D.S., de 3 experimentos.

Tal y como puede observarse en la Tabla 1III el d-1
Propanolol interfiere el ensayo para la determinacidn de
calmodulina ya gque en presencia de esta droga se observan
valores de calmodulina algo m&s altos de los que realmente

S8 encuentran en la muestra.
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Dado a que los resultados obtenidos en las ratas
tratadas con esta droga, indican que se ha producido una
disminucidn del contenido de calmodulina, esta
interferencia observada no invalida 1los resultados, pues
estos tendrian que ser probablemente mas bajos que los

realmente observados.

Los resultados descritos en este apartado sugieren
que el primer incremento de AMPc observado después de
practicar una hepatectomia parcial, podria ser el factor
desencadenante de la sintesis de calmodulina en el citosol
durante las primeras horas de la regeneracidn hepatica.

Experimentos complementarios realizados en nuestro
laboratorio indican gque cuando se administra a ratas
control uma solucidn de AMPc (S HMoles / 10 ml), via
endovenosa, se produce tambieén un incremento de la
concentracidén citosdlica de calmodulina similar al
observado en ratas regenerantes. Ademds esta relacidn entre
el aumento de AMPc y el de calmodulina es extensible a otro
sistema de activacidn de la proliferacidén hepatocelular
como el que se produce despues de administrar
endovenosamente una solucidn formada por triyodotironina,

aminoacidos, glucagén y heparina (Solucién T.A.G.H.).



4.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEIN QUINASA

DEPENDIENTE DE AMPc DURANTE LA PROLIFERACION

HEPATOCELULAR.

4.,2.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEIN QUINASA

DEPENDIENTE DE AMP CICLICO EN EL CITOSOL DURANTE LA

REGENERACION HEPATICA DESPUES DE UNA HEPATECTOMIA PARCIAL.

Las protein quinasas dependientes de AMPc estan
formadas por 2 tipos de holoenzimas, llamadas Tipo I y Tipo
Il segun el orden de elucidn a través de una columna de
DEARE-Celulosa (Corbin J.D. et al., 1975). Ambos holoenzimas
son proteinas tetraméricas formadas por una subunidad
reguladora dimeérica (R) y dos subunidades cataliticas
monoméricas (C)(Flockhart D.A. vy Corbin J.D., 1982; Hope J.
y Wagner, K.G. 1979). Cada subunidad reguladora presenta
dos lugares de unidn para el AMPc con diferentes afinidades
para este nucledtido (DgskKelands, S.0., 1978; ﬂgreid, D. vy
Dgskeland S.0. 1980). Las subunidades reguladoras son
diferentes para 1los dos tipos de holoenzimas, el peso
molecular de cada mondmero es de 49 kd la RI y de 54-56 kd
la RITI. Unicamente 1la subunidad RII de estas protein
quinasas es autofosforilable (Flockhart D.A., y Corbin J.D.
19823 Hoppe, J. 1985). La activacién para ambas protein

Quinasas por el AMPc se produce de acuerdo al siguiente

esquema:

RinCw + L4AMPC e R (AMPc) ., + 2C



Las subunidades cataliticas 1libres transfieren el
grupo fosfato terminal del ATP a proteinas aceptoras de
fosfato, las cuales al fofsorilarse modifican su funcidn
(Corbin, J.D. et al 1978). La subunidad catalitica tiene un
peso molecular de 39-42 kd siendo idéntica para los 2 tipos
de holoenzimas.

Entre 1las multiples funciones que desempedan las
protein guinasas es la de participar en la regulacidn de la
proliferacidn celular (Boynton, A.L. y Leffert, H.L., 1985)
asi como en el control de procesos de transformacidn
neopldsica (Cooper vy Hunter, 19833 Butley et al., 1985).
Por ejemplo se sabe que la unidén del EGF a su receptor
induce la activacidn de tirosin guinasas (Hunter y Sefton,
1982). Durante la regeneracidén hepatica; ciertas protein
quinasas independientes de AMPc de la membrana plasmatica.
estdn incrementadas al final de 1la fase G, del ciclo
celular (MacManus vy Whitfield, 1981). Ademds se conoce que
durante la fase prerreplicativa de la regeneracidén hepatica
se produce wun incremento de la actividad protein quinasa
del tipo I y 1II dependiente de AMPc en el citosol. Este
incremento de actividad guinasa coincide en tiempo con el
aumento intracelular de AMPc observado entre 12-14 horas
después de una parcial. (Sikoska et al, 1983).

Este aumento de la actividad protein quinasa
dependiente de AMPc en el citosol también ha sido detectado
POr nosotros después de practicar una hepatecomia parcial.
Los resultados obtenidos muestran que la actividad protein

Quinasa dependiente de AMPc empieza a incrementar a partir
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de las 14 horas despues de realizar una hepatectomia
par:ial. Este incremento es maximo a 1las 16 horas de la
regeneracion hepatica. Posteriormente la actividad empieza
a disminuir hasta que a las 20 horas dicha actividad es

similar a la observada en ratas control (Tabla IV).

Tiempo post— Actividad especifica n D
hepatectomia

parcial

control (no oper) 62,0 = 3 10 =

8 horas 50,0 £ S 3 n.s.
14 horas 92,2 + 8 3 £0,01
16 horas 134,5 = 9 11 £0,001
18 horas 80,0 = &6 3 20,01
20 horas 52,4 + 8 3 N.S.
Tabla IV~ Actividad protein guinasa dependiente de AMPc
dgrante la regeneracidn hepdtica: l!a actividad especifica
viene expresada en pmoles (7v%2p) ATP incorporado / mg.
prot. / min. Cada valor representa la media * SEM. (n)= n®
de experimentos; P = nivel de significacién estadistica

talculado por el test de la "t" de Student.
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Recientemente se ha descrito que la disminucién de la
actividad protein quinasa dependiente de AMPc observado a
partir de las 18 horas posthepatectomia parcial se debe a
Ja translocacién de la subunidad catalitica de estas
protein quinasas al ndcleo; en donde es responsable de la
fosforilacidn de diferentes subespecies de la histona Hl,
fendmeno relacionado con la descondensacidn de la cromatina

(Lacks et al, 1981; Ohba et al, 1984).

4.2.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEIN QUINASA

DEPENDIENTE DE AMPc EN EL CITOSOL DESPUES DE LA INFUSION

ENDOVENOSA DE LA SOLUCION T.A.G.H.

Despues de la administracidn endovenosa de la solucidn
T.A.G.H. (formada por triyodotironina, aminoacidos,
glucagén y heparina) se produce en el higado una serie de
acontecimientos moleculares que culminan con el inicio de
la sintesis del ADN vy posterior duplicacién celular. Sin
embargo la respuesta proliferativa tras la administracidén
de la solucién T.A.G.H. es mucho mas atenuada comparada con
la que se produce después de una hepatectomia parcial
(Short et al 1972).

Por otra parte estos mismos autores han descrito que
muchos de los cambios moleculares y morfolégicos producidos
después de la administracién de dicha solucién son comunes
3 los observados durante 1la fase prerreplicativa de la

regeneracion hepatica: Acumulacidn de lipidos




4

intracelulares, el aumento de ribosomas (Short et al.,
1972). E1 aumento de la concentracidn de AMP ciclico en el
citosol (MacManus, 2 R et al., 1972) asi como la
desializacidn de glicoproteinas y gangliosidos de 1la
membrana plasmatica (Coll et al., 1987).

En este sentido se ha estudiado si el incremento de la
actividad protein gquinasa dependiente de AMPc en el citosol
observado posthepatectomia parcial, es también un fendmeno
coman Yy asociado a la activacién de la proliferacidn
hepatocelular después de administrar la solucidén T.A.G.H.

Los resultados que se muestran en la figura 4.3. vy
Tabla VWV, indican que durante el periodo prerreplicativo
tras la administracidén de 1la solucidn T.A.G.H., no se
produce ningun 1ncremento de la actividad protein quinasa
dependiente de AMPc, si no que por el contrario se observa
una pequena vy gradual disminucidn de esta actividad quinasa
a partir de las 16 horas después de la infusion de la

solucidn T.A.G.H..



Actividad n B
especifica
control L2850 & G 10 4w
salina 58,1 = 9 8 =
8 horas 71,0 = 11 3 n.s.
12 horas 51,9 = 7 3 Nn.s.
16 horas 65,2 £ 7 3 n.s.
20 horas 36,8 £ 5 3 £ 0,01
24 horas 42,74 = 11 a £ 0,05

Tabla V: Actividad protein qguinasa dependiente de AMPc
después de la administracion de la solucion T.A.G.H. La

actividad viene expresada en pmoles (T aRp) ATP
incorporado/mg de proteina/min. Cada valor representa la
media * D.S. (n) = n® de experimentos. P = nivel de

significacidn estadistica calculado por el test de 1la "t"
de Student.
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Por tanto, ello sugiere que los niveles de estos
enzimas en el citosol son probablemente suficientes para
desencadenar la debil respuesta proliferativa.

Ademas, al contrario de lo que ocurre en la
regeneracion hepatica, Short y colaboradores observaron que
durante la fase prerreplicativa después de la
administracidén de la solucidén T.A.G.H. no se produce un
incremento de la sintesis de proteinas en el higado de
ratas. Ello concordaria con los resultados obtenidos en el
apartado 4.3. en que se demuestra que el incremento de la
actividad protein Qquinasa dependiente de AMPc después de
una hepatectomia parcial se produce por un aumento de la
sintesis de nuevas moléculas de esta enzima (Pujol et al.,
1987) .

Por otra parte, como se puede apreciar en la Figura
4.3. y Tabla V, a partir de las 16 horas se produce un
ligero descenso de la actividad protein gquinasa dependiente
de AMPc. Ello sugeriria, al igual que en la regeneracidn
hepatica, la translocacidn de 1la subunidad catalitica al
nicleo y alli desencadenar algun proceso relacionado con la

activacidn de la sintesis de ADN.
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Figura 4.3.: Actividad protein quinasa dependiente de AMPc
después de la administracién de la solucidn TAGH.
Representacién grafica de los resultados mostrados en la
tabla V.



4.3. ESTUDIO DE LA NUEVA SINTESIS DE PROTEIN QUINASA

DEPENDIENTE DE _AMP _CICLICO DESPUES DE UNA HEPATECTOMIA

PARCIAL .

Tal vy como se ha comentado en el apartado anterior,
durante la fase prerreplicativa de la regeneracidn hepatica
se observa un incremento de la actividad protein guinasa
dependiente de AMPc a las 14-16 horas después de una
hepatectomia parcial (Tabla IV). Este aumento de actividad

puede ser debido a 2 causas diferentes:

- Aumento de la afinidad del enzima por el sustrato.

= Aumento del n= de moléculas de enzima, gque a su vez
puede deberse bien a incremento de la sintesis de nuevas
moléculas o bien a una translocacidén de esta enzima desde
otros compartimentos celulares.

Con la finalidad de averiguar cual es el origen de
este aumento de actividad quinasa, se han realizado dos
clases de estudios:

- Estudios cinéticos en funcidn de diferentes
concentraciones de AMPc, en muestras de citosol de rata
control y regenerante 16 horas.

- Estudiar el efecto de inhibidores de la sintesis de
proteinas sobre la actividad protein quinasa dependiente de

AMPc .
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4.3.1. ESTUDIO CINETICO DE LA ACTIVIDAD PROTEIN QUINASA

DEPENDIENTE DE AMPc.

Con el objetivo de estudiar si el aumento de la
actividad protein gquinasa dependiente de AMPc en el citosol
se debe a un aumento del n* de moléculas o a una variacidn
de la afinidad del enzima por el sustrato se ha determinado
la actividad protein gquinasa en muestras de citosol de rata
control y de rata regenerante 16 horas posthepatectomia
parcial a diferentes concentraciones de AMPc.

En las 2 cinéticas se han mantenido constante la
concentracidn de sustrato (100 Hgr de Histonas),; y la de
ATP (20 KM (r1-32 P) ATP) asi como la cantidad de proteina
citosdlica (20 Hgr), wvariando uUnica y exclusivamente la
concentracion de AMPC. Se ha trabajado con 7
concentraciones diferentes de AMPc que oscilan entre 0,1 HM
y S HM.

Los resultados obtenidos de 1la determinacidn de los
pardametros cinéticos indican que a las 16 horas de%pués de
la hepatectomia parcial la velocidad maxima es de 111,1
pmoles de ®#P incorporado/mgr/min. mientras que la Vmax en
las muestras de citosol control es de 53 pmoles @#=P
incorporado/mg/min. El1 parametro Vmax a las 16 horas
representa un incremento del doble respecto al wvalor
control. La constante aparente de afinidad (Km) para el
AMPc se mantiene similar en ambos casos. La Km de muestras
control de 0,14 HM y de 0,18 KM para las muestras

regenerantes (Figuras &4.4. y 4.35.).
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Debido a gque el wvalor de las Km es practicamente

idéntico en ambas cinéticas, estos resultados indican que

el incremento de la actividad protein quinasa dependiente

de AMPc es producido por un aumento del n® de moléculas,

sugiriendo que puede ser debido a un incremento de 1la

sintesis de nuevas enzimas o a una translocaciédn de este

enzima desde otros compartimentos celulares.

-
o
o

PMOLES S 2P, np/mg/ MIN
-
W

o
o

25

M lMF’c

Figura 4.4.: Actividad protein gquinasa dependiente de AMPc
en ratas control y regenerantes de 16 horas, en funcidn de
diferentes concentraciones de AMPc. (e) ratas control, Q)
ratas regenerantes de 16 horas. Cada valor representa la

media de mas de tres muestras.
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Figura 4.5; Representacidn de

resultados mostrados en la
control. (O)

Lineweaver-Buck de los
Figura 4.4, (®)

muestras
muestras de 16 horas regenerantes.
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4.3.2. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LA SINTESIS PROTEICA

GOBRE LA ACTIVIDAD PROTEIN QUINASA DEPENDIENTE DE AMPc

DURANTE LA REGENERACION HEPATICA.

Para demostrar definitivamente la posibilidad de que
la causa del incremento de actividad protein guinasa a las
16 horas posthepatectomia parcial es debido a un aumento de
la sintesis de nuevas moléculas se han llevado a cabo
experimentos inyectando inhibidores de 1la transcripcidn y
traduccidn en ratas control y hepatectomizadas.

Tanto la actinomicina D (1mg/kg) como la cicloheximida
(0,66 mg/kg) se han inyectado 4 horas antes del sacrificio
de los animales.

Como se demuestra en la Tabla VI y Figura 4.6, cuando
se inyecta actinomicina D y cicloheximida en ratas control,
la actividad protein guinasa dependiente de AMPc
practicamente no se altera. Sin embargo, cuando estas
drogas se inyectan a ratas hepatectomizadas, esta actividad
quinasa determinada a las 16 horas despuées de 1la
intervencidn guirudurgica se encuentra muy disminuida
respecto a los valores observados en ratas regenerantes 16

horas.
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actividad especifica

13

Control (no operadas) &2 * 7 7
control + Actinomicina D . 53 + 8 3
control + Cicloheximida &7 £ 10 3
16 H. regenerantes 133 * 14 7
16 H. reg. + Actinomicina D 38 £ 18 &4
16 H. reg. + Cicloheximida 35 £ 16 &4

Tabla VI: Efecto de la Actinomicina D v Cicloheximida sobre
la actividad protein guinasa dependiente de AMPc. La
actinomicina D (1mg/Kg) y cicloheximida (0,66 mg/Kg) se han
inyectado via endovenosa 4 horas antes del sacrificio del
animal. La actividad especifica viene expresada en pmoles

de ®#P incorporado/mg prot/min. Cada wvalor representa la
media * SEM. (n) = n® de experimentos.
Asi pues, estos resultados indican que las ratas

regenerantes presentan una tasa de sintesis de estas
enzimas mucho m&s elevada que en las ratas control.

Concluyendo finalmente que la ola de actividad de protein
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guinasas observada durante 1la regeneracién hepatica, es
producida por un aumento de la sintesis de esta enzima y no
por una translocacidn de moléculas desde otros

compartimentos celulares ni por un cambio de afinidad del

enzima.
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Figura 4.6t Efecto de 1los inhibidores de la sintesis
proteica sobre la actividad protein gquinasa dependiente de
AMPc en el citosol. Representacidn grafica de los
resultados mostrados en la Tabla VI.
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4.4. ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE (A CALMODULINA, EL

CONTENIDO DE AMPCc Y LA ACTIVIDAD PROTEIN QUINASA

DEPENDIENTE DE AMPc EN EL CITOSOL DURANTE LA REGENERACION

HEPATICA.

Con el objetivo de estudiar si el incremento de
calmodulina observado entre las 6-12 horas después de la
hepatectomia parcial, esta implicado en la regulacidén de 1la
concentracidon de AMPc, asi como en la regulacidén de la
actividad protein quinasa dependiente de AMPCc
acontecimientos observados posteriormente durante 1la
regeneracion hepatica, se han realizado una serie de
experimentos en los cuales se han determinado: a) el
contenido de AMPc citosdlico vy b) la actividad protein
quinasa dependiente de AMPc, en ratas regenerantes e
inyectadas con Trifluoperacina (TFP).

Como ya se ha descrito en el apartado 3.1.5. la TFP
es wuna droga gue actdua 1inhibiendo la accion de los
complejos Ca®*—-Calmodulina. Esta droga se ha injectado a
una dosis de 60 mg/Kg. via intraperitoneal, 4 horas después

de la hepatectomia parcial.
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4.4.1. EFECTO DE LA TRIFLUOPERACINA SOBRE EL CONTENIDO DE

AMPc INTRACELULAR DESPUES DE UNA HEPATECTOMIA PARCIAL.

Como se puede observar en la tabla VII vy figura
4.7, despues de una hepatectomia parcial se produce un
sequndo incremento de la concentracidn citosdlica de AMPc.
Los niveles de AMPc empiezan a aumentar a partir de las 12
horas post parcial. Los valores maximos se alcanzan a las
14 horas despues de dicha operacidn. En este momento los

valores son aproximadamente 2 veces mas altos que los

observados en ratas control (P £ 0,01). Posteriormente la
concentracion de este nuclesdtido ciclico empieza a
disminuir hasta que a las 20 horas despues de la

hepatectomia se alcanzan los valores control.

Cuando las ratas hepatectomizadas se las trata con
TFP, los niveles de AMPc intracelular a las 14 horas de la
regeneracion disminuyen un 504 aproximadamente (Tabla VII,
Figura &4.7). A pesar de ello, la concentracidn de este
mucledtido ciclico en estos animales es significativamente
mas elevada respecto a la observada en ratas control (p £

0.01).
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pmoles AMPc/mg higado

pmoles AMPc/mg higado

-TFP (n) *TEP in)
control 0.46*0.02 10 o -
12 horas 0.66%0.09 & 0.351%+0.07 4
14 horas 0.90%x0.04 &4 0.65%0.04 S
16 horas 0.68*0.09 & 0.62+x0.07 =
20 horas 0.46%0.02 3 0.38%0.03 3
Tabla VII. Efecto de trifluoperacina sobre 1la
concentracidon de AMPc durante la regeneracion hepatica. La
TFP (60 mg/Kg) se ha inyectado via intraperitoneal 4 horas

después de
la media * ESM.

Estos resultados sugieren que el
observado
parcial podria estar originado por la activacidén de 2 tipos
diferentes
complejos

complejos.

arenil

la hepatectomia

12-16 horas

Ca®* _Calmodulina

hecho se

Y

parcial.
{n) = n. experimentos.

ciclasas;

sabe

incremento

después

otra dependiente

comple jos

Cada valor representa

de AMPc

de la hepatectom:ia

independiente de los
de estos
EaF.E'-Iv'_
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Calmodulina pueden estimular 1la actividad de algunas
adenilato <ciclasa en gran variedad de celulas y tejidos
comos por ejemplos, en el cerebro, en el higado (Brostrom et
al.; 19753 Cheung et al., 1975), en la médula adrenal (Le
Donmme y Coffee 197%9), en los nddulos pancredticos (Sharp et
al., 1980) asi como en cultivos primarios de ceélulas
gliales (Eberscolt et al., 1981).

A la vista de estos resultados se puede postular que
el aumento de calmodulina en el citosol durante las
primeras horas de la regeneracidn hepatica puede ser
responsable, al menos parcialmente de la segunda ola de
acumulacidon de AMPc intracelular observada entre las 12-16

horas después de la hepatectomia parcial.

130



PMOLES AMPc/n'!g HIGADO

—

v

Figura 4.7: Efecto de la TFP sobre la concentracidn de AMPc

intracelular durante la regeneracidn hepatica.
Representacién grafica de los resultados presentados en la
Tabla VII. (=) ratas no tratadas con TFP. (===--) ratas

tratadas con TFP a las 4 horas posthepatectomia parcial.
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4.4.2. EFECTO DE LA TRIFLUCPERACINA SOBRE LA ACTIVIDAD

PROTEIN QUINASA DEPENDIENTE DE AMPc EN__EL CITOSOL DURANTE

LA REGENERACION HEPATICA.

Tal v como indican los resultados obtenidos en la
figura 4.8B. las ratas hepatectomizadas y tratadas con TFP 4
horas despues de 1la hepatecomia parcial muestran una
inhibicidn claramente significativa de la actividad protein
quinasa dependiente de AMPc entre las 14-20 horas después
de la operacidn.

Estos resultados sugieren en principio que la
activacidn de protein guinasas dependiente de AMPc puede
estar relacionada con el aumento previo de calmodulina en
el citosol, puesto gque la inhibicidn de la ola de
calmodulina produce una inhibicidn de la actividad protein
guinasa.

No obstante, con el objetivo de determinar si la TFP
puede inhibir directamente la actividad protein quinasa se

ha determinado esta actividad enzimatica en muestras de

citosol de ratas control (nro operadas) en presencia de
diferentes concentraciones de TFP en el medio de
incubacidn. Como se observa en la tabla VIII

concentraciones de 0.125, 1,25 vy 12,5 HM de TFP producen
una inhibicidn de un 37%, 45% vy 44% respectivamente de la
actividad protein quinasa dependiente de AMPc. Los
resultados obtenidos en la tabla VIII indicarian que la
inhibicidn de la actividad gquinasa observada en las ratas

regenerantes y tratadas con TFP podria ser debida a una
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accion directa de esta droga sobre el enzima. Por tanto la
utilizacidn de TFP no es un método adecuado para averiguar
la posible implicacidn de la calmodulina en el
desencadenamieto de la sintesis de protein quinasas

dependiente de AMPCc.

trifluoperacina actividad especifica % inhibicidn
O KM 6848 =
0,125 KM 43+4 37
1,25 KM 373 45
12,5 1M 38+3 L4

Tabla WVIII. Efecto de 1la TFP sobre la actividad protein
guinasa dependiente de AMPc. Esta actividad enzimatica se
ha determinado en muestras de citosol de ratas no operadas
en presencia de diferentes concentraciones de TFP en el
medio de incubacidn. La actividad especifica viene
expresada en pmoles de *®p ATP incorporado/mg/min. Cada
valor representa la media * ESM de 3 experimentos.
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Figura 4.8: Efecto de la TFP sobre la actividad protein
quinasa dependiente de AMPc en el citosol, durante la
regeneracion hepatica. La actividad especifica viene
expresada en pmoles de ®®p incorporado a histonas/mg. de
proteina/minuto. ( ) ratas regenerantes. (-==-2 ratas
regenerantes y tratadas con TFP (60 mg/kg) 4 horas después
de la hepatectomia parcial. Cada valor representa la media
+ SEM de al menos 3 experimentos.
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4.4.3. ESTUDIO CINETICO CON LAS SUBUNIDADES REGULADORA Y

CATALITICA DE LAS PROTEIN QUINASAS DEPENDIENTES DE

AMPc EN PRESENCIA DE TFP.

A la vista de 1los resultados obtenidos en el
apartado 4.4.2. en que se demuestra que la TFP inhibe la
actividad protein gquinasa dependiente de AMPc,; se han
llevado a cabo estudios cinéticos con las diferentes
subunidades de estas protein quinasas con la finalidad de
conocer el mecanismo por el cual la TFP inhibe estas
enzimas.

Se han realizado tres tipos de estudios cinéticos en
presencia y ausencia de TFP (20 HKM) en el medio de
incubacidn:

a) Estudios cinéticos con la subunidad reguladora de
las protein quinasas, purificada a partir de musculo
bovino. Para la realizacidn de esta cinética se ha
utilizado el método descritoc en el apartado 3.3.2.

b) Estudios cinéticos con la subunidad catalitica de
las protein Qguinasas, purificada de corazdn de buey. Este
estudio se ha realizado de acuerdo con el metodo descrito
en el apartado 3.3.3. Se han llevado a cabo 2 tipos de
estudios cinéticos con la subunidad catalitica:

-En funcidén de diferentes concentraciones de 71-92P-

ATP

—En funcidn de diferentes concentraciones de sustrato

(Histonas).

135




Cada wuno de las 3 cinéticas se ha hecho por
triplicado vy los valores que describen las curvas

representan el valor medio de 3 experimentos.

4.4.3.1. Estudio cinético de 1la unién de AMPc a 1la
subunidad reguladora de los protein quinasas dependientes
de AMPc en presencia de TFP.

En este estudio cinetico se ha trabajado con 10
concentraciones diferentes de AMPc que oscilan entre 2,5 nM
v 1,5 HM.

Los resultados de la figura 64.9. indican que la
presencia de TFP en el medio de incubacidn produce una
pequena modificacidn de la unidn de AMPc a la subunidad
reguladora de las protein quinasas. Los parametros
cineticos son: En presencia de TFP, la constante aparente

de afinidad (Km) es 125 nM vy la WVmax de 14,0 Co/Cx que

corresponde aproximadamente a 18 pmoles de AMPc. En
ausencia de esta droga la Km = 110 nM v la Vmax 15,5 Co/Cx
(20 pmoles).

Cabe destacar que cuando se trabaja a pequenas
concentraciones de AMPc (2,5 - 5SnM) la unidn de este
nucledtido a la subunidad regquladora es muy similar tanto
en presencia como en ausencia de TFP, ademas la unidn de
este nucledtido a la subunidad reguladora es relativamente
baja en ambos casos. Conforme se va aumentando la
concentracidn de AMPc hasta 200 nM la unidn se eleva
bruscamente. A partir de concentraciones superiores a 200

"M se alcanza la saturacion.
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Como puede observarse en la figura 4.9, la union de
AMPc a la subunidad reguladora presente una cineética
sigmoidea caracteristica de las enzimas que presentan
maltiples sitios de fijacidn de ligandos, es decir, enzimas
con fendmenos de cooperatividad positiva. Finalmente
podriamos concluir que en presencia de TFP, se produce una
disminucidn de 1la unidn del AMPc a la subunidad reguladora

de un 10%4 aproximadamente.
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Efecto de la TFP sobre la unidn del AMPc a la
subunidad reguladora de las protein guinasa dependiente de
AMPc. (®) en ausencia de TFP. (0O) en presencia de TFP. Cada
valor representa el valor medio de al menos 4 experimentos.

Figura 4.9.:
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4.4.3.2. Estudio cinético de la subunidad catalitica de las
prétein quinasas dependientes de AMPc en presencia de TFP
Como vya se ha mencionado al principio de este
apartado, este estudioc cinético se ha realizado de dos
modos diferentes: en funcidn de la concentracidn de T3Rp-
ATF vy en funcidn de la concentracidn de histonas. En ambas
cinéticas se ha trabajado con una concentracidn de proteina
purificada conocida comprendida entre 0,025 - 0,5 pgr.

En el primer caso, la concentracidn de histonas se ha
mantenido constante (100 Hgr.) vy unicamente se ha variado
las concentraciones de 7%%®p ATP. Las concentraciones con
las gque se ha trabajado oscilan entre 1,25 - 160 HM.

Caomo se observa en la figura 4.10, en presencia de
TFP la Vmax es de 523 p moles de #®p incorporado/Hgr./min.,
mientras gue en ausencia de esta droga es de &00 p moles
F€p incorporado/Hgr. min. En cuanto a la constante aparente
de Michaelis en ambos casos es semejante, siendo el valor

obtenido de 50 HM aproximadamente.

El sequndo tipo de estudio cinetico se ha 1llevado a
cabo manteniendo fija la concentracidn de v%2p-ATP (20KHM) vy
variando la concentracidén de sustrato. Concretamente se ha
trabajado con 9 concentraciones diferentes de histonas
comprendidas entre 1 y 200 Hgr.

A partir de los valores obtenidos, para cada
concentracion de sustratos se han calculado las rectas de
regresiéon de estas cinéticas (figura 4.11). Los resultados

de la determinacidn de los parametros cinéticos indican que
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la velocidad maxima en presencia de TFP es de 80 pmoles ®=p
incorp./Hgr./min., gue representa un 24% mads baja que la
obtenida en ausencia de TFP VYmax = 105 pmoles “®p/Hgr./min.
La constante aparente de afinidad (Km) es en presencia de

TFP es de 10 Hgr/250H1. mientras que en ausencia de esta

droga es de 6 Hgr/230K1.

400

200

P MOLES3%_ATP /,nug /I\IN

Figura 4.10.: Efecto de la TFP sobre 1la subunidad
catalitica de las protein quinasas dependiente de AMPc en
funcidn de diferentes concentraciones de T¥®p-ATP. (e) en
ausencia de TFP. (0O) en presencia de TFP. La actividad
especifica viene expresada en pmoles de WREn
incorporado/Hgr. de proteina/min. Cada valor representa el
valor medio de 3 experimentos. .
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Debido a que el wvalor de 1las Km es diferente para
cada cinética, estos resultados indicarian que la
disminucion del 24% de la actividad quinasa en presencia de

TFP en el medio de incubacidén,; se debe a una pérdida de

afinidad de la subunidad catalitica por las histonas.
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Figura &.11.: Efecto de la TFP sobre 1la subunidad
catalitica de las protein guinasas dependiente de AMPc en
funcidn de diferentes concentraciones de histona.
Representacidn de Lineweaver—Buck. () en ausencia de TFP.
(O) en presencia de TFP. La actividad especifica viene
expresada en pmoles de SED incorporados/Hgr. de
proteina/min. Cada valor representa 1la media de 3

experimentos.

141



4.4.4. ESTUDIO CINETICO DE LA ACTIVIDAD PROTEIN QUINASA

DEPENDIENTE DE AMPc EN PRESENCIA DE TFP

Con la finalidad de averiguar si la TFP produce al
igual que en apartado 4.4.3.2. una peéerdida de 1la afinidad
de las protein quinasas dependientes de AMPc por el
sustrato se ha llevado a cabo el siguiente estudio
cinetico: Para la realizacidn de estas cineticas se ha
trabajade con muestras de citosol (20 Hgr.) de ratas
control (no operadas) . Se han mantenido fijas las
concentraciones de AMPc (1 HM) y 1 ®=p ATP (20 Km) y se ha
variado unicamente la concentracidén de histonas 1-130 Hgrs.
La concentracidén de TFP en el medio es de 20 HM.

A partir de los valores obtenidos para cada
concentracion de sustrato, se han construido las rectas de
regresidn las cuales muestran que la Vmax en presencia de
TFP es de 48,8 pmol/mg prot/min. y la Km = 16 Hgr./250 H1.
mientras que en ausencia de TFP la Vmax = 74 pmoles/mgr.
prot/min Y la constante aparente de afinidad de
12 pgr./250 H1l. (Figura 4.12).

Como se puede observar en la figura 4.12, el 35%4 de
inhibicidén de la actividad protein guinasa dependiente de
AMPc en presencia en el medio de incubacidén de 20 KM de TFP
es producido por una pérdida de afinidad de la enzima por
el sustrato y en menor grado por la peérdida de afinidad por

el AMPc.
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Figura 4.12.: Efecto de 1la TFP sobre la actividad protein
quinasa dependiente de AMPc en muestras de citosol de rata
control, en funcién de diferentes concentraciones de
histonas. La actividad especifica viene expresada en pmoles
de ¥®p incorporados/mgr. de proteina/min. (e) en ausencia
de TFP. (O) en presencia de TFP. Cada valor representa la
media de 3 experimentos.
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4.4.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEIN QUINASA

DEPENDIENTE DE AMPc Y DEL CONTENIDO DE CALMODULINA EN

RATAS TIROPARATIROIDECTOMIZADAS Y SOMETIDAS A UNA

HEPATECTOMIA PARCIAL.

Ya se ha comentado anteriormente que la TFP inhibe
directamente las protein gquinasas dependientes de AMPc, vy
por tanto no es util para establecer relaciones entre la
calmodulina y estas protein quinasas. Para establecer la
posible relacidn entre el aumento de calmodulina y el de
protein quinasas durante la regeneracidn hepatica se ha
realizado un experimento alternativo utilizando ratas
tiroparatiroidectomizadas, las cuales presentan a los 3
dias de la operacidn una disminucidn de los niveles de Ca®™
en sangre aproximadamente de un 350%.

Se sabe que las ratas hipocalcémicas son incapaces
de iniciar la sintesis de ADN 18 horas despues de una
hepatectomia parcial (Rixon y Whitfield, 1979). Ello indica
que en condiciones de hipocalcemia algun o algunos de los
cambios moleculares implicados en el desencadenamiento de
la sintesis de ADN estarian inhibidos. Existen evidencias
que demuestran que después de realizar una hepatectomia en
estos animales no se produce el incremento de actividad
protein quinasa dependiente de AMPc, observado entre la 14-
16 horas despues de la operacidn (Sikorska et al.,
1983,1985), aunque se presenten igualmente las 2 olas de
AMPc intracelular, la primera entre las &4&-46 horas vy la
segunda entre las 14-16 horas posthepatectomia parcial

(Whitfield et al., 1979).
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Con el objetivo de establecer si existe alguna
relacion entre 1la calmodulina y 1la sintesis de protein
quinasas, se ha determinado en ratas hipocalcémicas : en
primer lugar la actividad protein quinasa dependiente de
AMPc a 1las 16 horas de 1la regeneracidn hepatica vy a
continuacidén la concentracidn de calmodulina en el citosol
a diferentes horas despueés de la hepatectomia parcial.

Tal y como se muestra en la Tabla IX la extirpacidn
del tiroildes v paratiroides produce una disminucidn de un
50% aproximadamente de la actividad protein qguinasa
dependiente de AMPc en las ratas no hepatectomizadas.
Cuando a estas ratas hipocalcémicas ademds se les practica
una hepatectomia parcial, 1la actividad protein guinasa
determinada a las 16 horas después de la operacidn es
similar a la observada en ratas hipocalcémicas no

hepatectomizadas.

Actividad especifica n
Control &2x7 7
Control hipacalcémicas 31x3 3
Hipocalcemicas regenerantes 16 h. 38+10 3

Tabla IX. Efecto de la hipocalcemica scobre 1la actividad
protein quinasa dependiente de AMPc. La tiroparairoidec-—
tomia se ha realizado 72 horas antes de la hepatectomia. La

actividad especifica viene expresada en pmoles BD
incorporados/mg/min. Cada valor representa media * ESM,
(n) = n® de experimentaos.
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Por otro 1lado, como se observa en la figura 4.13,
las ratas hipocalcémicas vy sometidas a una hepatectomia
parcial presentan un aumento de calmodulina citosdlica
entre las 4-10 horas despueées de la intervencidn gquirdrgica.
Este aumento de calmodulina es similar al observado en las
ratas regenerantes normocalceémcias (Figura 4.13).

Los resultados presentados en este apartado
indicarian que el incremento de calmodulina citosdlica,
observado durante las primeras horas de la regeneracidn
hepatica, no estd relacionado con el aumento de la sintesis
de protein gquinasas dependientes de AMPc. Postulando que
estos 2 cambios intracelulares son hechos independientes a
pesar de que la calmodulina pueda regular los niveles de

AMPc en el citosol.

¢Qué factor se encuentra realmente implicado en el
desencadenamiento de la sintesis de las protein quinasas
dependientes de AMPc? Se conoce que la tiroparetiroidec-
tomia inhibe 1la sintesis de 1la WVitamina Dy en las
mitocondrias de las ceélulas renales y por consiguiente,
causa su desaparicidon en la sangre durante un periodo de
48-72 horas después de la operacion (De Luca H. F., 1978;
Rasmussens H., 1981). Ademas, se sabe que la deficiencia de
vitamina Dy, produce en células del rifon de pollo una
disminucidn de la actividad protein guinasa dependiente de
AMPc, atribuida al incremento de un inhibidor termostable
de estas enzimas. (Rudack—-Garcia vy Henry, 1981). Sin

embargo, el motivo por el gque la actividad protein quinasa
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dependiente de AMPc esta disminuida en el higado de ratas
hipocalcémicas no es un aumento de inhibidores de estas
enzimas. Por otra parte existen evidencias que demuestran
gue una inyeccidon de 1,25-Dihidroxivitamina Dy a ratas
hipocalcémicas restaura, a 1las 16 horas después de una
hepatectomia parcial, la actividad quinasa dependiente de
AMPc del holoenzima I, mientras gue la actividad del
holoenzima 11 practicamente no se modifica (Sikorska et
al., 1983). Ello sugiere que la vitamina Dy controlaria la
sintesis de al menos uno de los dos holoenzimas.
Recientemente se ha demostrado que 1la deficiencia de la
vitamina D produce un desequilibrio de la sintesis de las
subunidades reguladoras vy cataliticas de estas protein
quinasas. En concreto la vitamina D.s controlaria
selectivamente la sintesis de las subunidades cataliticas
mientras que la de las subunidades reguladoras no se

alteraria (Sikorska, M. y Whitfield, J.F., 198%5).
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Figura 4.13.: Contenido de calmodulina en el citosol de
ratas normo e hipocalcémicas durante 1la regeneracion
hepatica. ( ® ) ratas normocalcémicas. ( M) ratas

hipocalcémicas. Cada valor representa la media * SEM de 5
experimentos. ;
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4.5. CUANTIFICACION DE 10S NIVELES DE CALMODULINA EN EL

NUCLEO DE HEPATOCITOS DURANTE LA REGENERACION HEPATICA

Con el objetivo de determinar si 1la calmodulina
acumulada entre 1las 6-12 horas posthepatectomia parcial se
transloca al nucleo se ha estudiado el contenido de
calmodulina en nicleos de hepatocitos de ratas no
hepatectomizadas y 24 horas regenerantes asi como en las
diferentes subfracciones nucleares S1, 52 y Matriz nuclear
(MN) se ha utilizado el metodo descrito en el apartado
3.3.4. basado en la activacidn de la fosfodiesterasa por 1la
calmodulina.

La subfraccion 651 corresponde al sobrenadante
obtenido después de centrifugar los ndcleos, previamente
incubados con RNasa y DNasa durante 1 hora. La 51 esta
formada por RNA, DNA vy proteinas no histonas. La S2 en la
fraccidn soluble extraida a elevadas concentraciones de
sal, est& formado por Histonas y otras proteinas asociadas
al DNA. La Matriz nuclear es la fraccidon insoluble formada
esencialmente por la envoltura nuclear (para mas detalles
ver el apartado 3.2.4.2.).

Como se observa en la tabla X 1la concentracidn de
calmodulina en el nucleo de ratas no hepatectomizadas
(control) es de 0,85 Hgr/mg proteina. Esta calmodulina
nuclear no se encuentra uniformemente repa) tida entre las
tres subfracciones, sino gque se localiza preferentemente en
la fraccidn S1 y en la MN (1,69 y 1,42 Hgr/mg proteina

respectivamente). A las 24 horas después de una
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hepatectomia parcial se observa un incremento de 1la
concentracidn de calmodulina en el nicleo. La concentracidn
de calmodulina nuclear en este momento es de 2,02 Hgr/mg
proteina y representa un aumento de wunas 3 veces respecto
al valor obtenido en nudcleos control. La concentracidn de
calmodulina en la fraccidn 51 de 1los nucleos regenerantes
es practicemente parecida a 1la absérvada en los nucleos
control mientras que en la fraccidn S2 es 4 veces mas baja
(0,14 Hg/mg proteina) gque en la 52 de las ratas control.
Finalmente en la matriz nuclear de los animales
hepatectomizados se observan niveles de calmodulina de unas
3,5 veces mas altos respecto a los valores observados en la
MN control.

En resumen estos resultados indican que durante la
fase replicativa de la regeneracidn hepatica se produce un
aumento de la concentracion de calmodulina en el ndcleo.
Ademas también se observa que se produce una redistribucidn
de la calmodulina nuclear a las 24 horas después de una
hepatectomia parcial. Comoc los resultados muestran, la
calmodulina nuclear se desplazaria hacia 1la envoltura

nuclear en el momento de maxima sintesis del ADN.
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Control n 24 h. Regen. n
NUCLEDS 0,85+0,30 3 2,02+0,2 3
g1 1,56+0,38 4 1,75+20,07 3
s2 0,56*0,14 L 0,14x0.07 3
MN 1,42%0,12 3 5,001,550 3
Tabla X. Concentracidén de calmodulina en los nucleos y en

las subfracciones nucleares de hepatocitos de rata control
y regenerantes. Los valores vienen expresados en Hgr de
calmodulina/mg de proteina. Cada valor representa 1la media
+ D.S. de n23.

Como ya se ha descrito en muchas ocasiones durante
las primeras horas de 1la regeneracion hepatica se produce
un incremento de la concentracidn de calmodulina citosdlica
que empieza a descender a valores control a partir de las
12 horas posthepatectomia parcial. Ello sugeriria que
posiblemente el incremento de calmodulina nuclear durante
la fase replicativa de la regeneracidn hepatica sea debido
a una translocacién de esta proteina desde el citosol hacia
el interior del nucleo.

Con el objetivo de poder aportar alguna evidencia
experimental que pueda apovyar esta hipdtesis se han
cuantificado también los niveles de este receptor de Ca®™
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asociades a la matriz nuclear a las 12 vy 20 horas después
de realizar una hepatectomia parcial. Los resultados
expuestos en la tabla XI muestran que a partir de 1las 12
horas de la regeneracidn hepdtica la concentracidn de
calmodulina en la matriz nuclear es 2,4 veces mas elevada
respecto a la observada en 1la matriz nuclear de ratas
control. Estos resultados indicarian por tanto que conforme
la calmodulina se va sintetizando, esta transloca al nudcleo

en donde se asocociaria a la matriz nuclear.

0 h. 12 . 20 h. 24h.

MN 1.10 = 0,2 2.55 £ 0,07 2,7 * 0,3 3.6 ¢ 0,5

Tabla XI: Concentracidn de calmodulina asociada a la matriz
nuclear a las 0, i2, 20, 24 horas de la regeneracidn
hepatica. Los wvalores vienen expresados en Hgr. de
calmodulina/mg. de proteina. Cada valor representa la media
*+ D.S. de n23.

Por otra parte empleando técnicas inmunohistoquimicas
se han obtenido resultados semejantes que confirmarian los
aqui expuestos. Incubando nucleos de hepatocitos que se
encuentran en 1la fase Bw del ciclo celular con anticuerpos
anticalmodulina se observa un patrdén difuso de 1la
calmodulina en el interior del nicleo. Sin embargo cuando
se incuban nucleos de hepatocitos que se encuentran en el

momento de maxima sintesis de ADN (24 horas post-
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hepatectomia parcial) se observa un ligero incremento de la
tincidn , pero sobre todo destaca el patrén de
distribucidn de 1la calmodulina el cual es claramente
diferente ’ va que se observa una estrecha unidn de la

calmodulina a la envoltura nuclear. (Figura 4.14).

Figura 4.14.: Nuicleos aislados de hepatocitos incubados con
anticuerpos anticalmodulina. A) Nicleos control. B) Nicleos
en presencia de calmodulina exogena. C) Nucleos
regenerantes de 24 horas después de una hepatectomia
parcial. D) Nicleos control incubados con § mM de CaCle
antes de ser tratados con el anticuerpo. Aumento
microscdpico: 3000x. (Foto prestada por J. Serratosa).
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Ademas existen evidencias que indican que una entrada
de calcio en el nidcleo podria ser causante de 1la
redistribucién de la calmodulina nuclear. Experimentos
realizados en nuestro laboratorioc empleando técnicas
inmunohistoquimicas indican Qque cuando se incuban nidcleos
de hepatocitos ratas de no hepatectomizadas con
concentraciones superiores o iguales a 100 UM de CaCl. se
produce una redistribucidn de 1la calmodulina en el ndcleo
similar a la gque se produce in vivo a las 24 horas post-
hepatectomia parcial.

Actualmente existen muchas evidencias que indican que la

replicacién del ADN en células eucariotas es proceso

asociado a la matriz nuclear (Nelson W.C et al.,s 1986).
Ademas se ha demostrado que muchas de las enzimas
directamente implicadas en la sintesis de ADN , como la

DNA polimerasa « (Smith y Berezney 1980, 1982, 198335 Tubo
et al., 1985), 1a DNA primasa, 3’5’ exonucleasa ; RNAsa H vy
la DNA metilasa se hallan , al 1igual que la calmodulina,
fuertemente unidas a 1la matriz nuclear durante la fase
replicativa de la regeneracidn hepatica después de una
hepatectomia parcial (Tubo R.A vy Berezney 1986). Esta
asociacion de la calmodulina a la matriz nuclear sugeriria
que esta proteina podria estar implicada en algun mecanismo
de requlacion de la actividad de estas enzimas

replicativas.
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4.6. IDENTIFICACION DE LOS RECEPTORES DE CALMODULINA EN EL

NUCLEO DE HEPATOCITOS DURANTE LA REGENERACION HEPATICA

Para 1la identificacion de los receptores de
calmodulina en las diferentes subfracciones nucleares (51,
52, MN) se han utilizado las técnicas de "overlay"
descritas en el apartado 3.3.10.

Los resultados obtenidos a partir de ratas control
muestran la presencia de B8 receptores de calmodulina en el
niucleo. Dos en la fraccidn soluble S1 con un peso molecular
de 120 Kd aproximadamente. Uno en la fraccidn SE de un peso
molecular aproximado de 120 Kd. Finalmente se observan
cinco receptores de calmodulina en la fraccidn insoluble o
matriz nuclear cuyos pesos moleculares son de 150, 130,
120, 63 y 60 Kd (Figura 4.13).

Cuando se utilizan ratas hepatectomizadas de 24
horas de regeneracidns; no se observan diferencias en los
receptores de las fracciones Sl y S2. Sin embargo en la
matriz nuclear 1los receptores de 120, &0 vy 65 kd se
encuentran claramente disminuidos, mientras gque los de 130
y 130 kd estan muy incrementados (Figura 4.16).

Como ya se ha 1indicado anteriormente la duplicacion
del ADN en los organismos eucariotas es un proceso asociado
a la mat-iz nuclear (Fostery, K.A. vy Collins, J.M., 1985;
Nelson W.G. et al., 1986). Por tanto estos resultados
sugieren que la asociacidn vy los cambios en la unidn de

calmodulina a sus receptores en la matriz nuclear, durante

155



el periodo replicativo de la regeneracidén hepatica, podrian

estar estrechamente relacionados a la sintesis de ADN.

A B C
>
-« 150
-=130
-=120
n Raiac -t
- 65
=60
’
Figura 4.15.: Identificacidn de los receptores de
calmodulina en las diferentes subfracciones nucleares en
ratas control. A) Fraccidén S1. B) Fraccidn S2. C) Matriz

nuclear.
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Figura 4.16.: Receptores de calmodulina de la matriz
nuclear. A) Matriz nuclear control. B) Matriz nuclear de
rata regenerante de 24 horas.

4.7. DETERMINACICN DEL PATRON DE FOSFORILACION EN EL

CITOSOL DURANTE LA REGENERACION HEPATICA

4.7.1. DETERMINACION DEL PATRON DE FOSFORILACTION

DEPENDIENTE DE AMPc

Cuando se incuban muestras de citosol de rata control

(no operadas) en presencia de 0,2 mM de EGTA, pueden
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distinguirse en un gel del 12% de SDS-poliacrilamida 3
proteinas ligeramente fosforiladas, cuyos pesos moleculares
son de 60-65 Kd; 60 Kd y 9S50 Kd (Figura 4.17 A). En
ocasiones aparece una fosfoproteina de 90 kd en alguna
muestra de citosol, su aparicidn probablemente se deba a un
mayor tiempo de exposicidn del gel. Estos resultados
indicarian que la fosforilacidn de estas 4 proteinas la
llevarian a cabo bien protein quinasas independientes de
calcio, calmodulina y AMPc o bien alguna subunidad
catalitica libre de las protein gquinasas dependientes de
AMPc presente en 1la muestra.

Si las muestras de citosol de ratas control se

incuban con 0,2 mM de EGTA vy 2,5 KM de AMPc pueden

observarse 8 proteinas fosforiladas, las cuales en
principio serian sustratos de las protein guinasas
dependientes de AMPC . Los pesos moleculares son

aproximadamente de 120 Kdj; 110-115 Kdj; 85-90 Kd; 60-65 Kd;
60 Kd; S5 Kdy; 50 Kd vy 1B-20 Kd. En algunas muestras de
citosol, las bandas localizadas en la regiton de alto peso
molecular asi como la banda de 18-20 Kd presentan una
intensidad muy deébil y que en algun caso puede dificultar
su observacidén. En la regidn de peso molecular medio es
donde se encuentran las fosfoproteinas mas claramente
destacadas,; concretamente la proteina de 60-65 Kd. El peso
molecular de esta proteina coincide con el de la piruvato
quinasa (Figuras 4.17 E y 4.18 A).

Van den Berg, G.B. et al., 1979, observaron que en

presencia de 10 UM de AMPc se fosforilabanm en el citosol
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hepatico 11 proteinas. Sin embargo cuandoc afadian en el
medio de incubacidn un inhibidor especifico de las protein
quinasas dependientes de AMPc, 7 de estas 11 fosfoproteinas
desaparecian indicando por tanto que estas 7 proteinas son
sustratos especificos de las protein gquinasas dependientes
de AMPc. Entre este grupo de proteinas se encuentra la
piruvato quinasa de 65 Kd de peso molecular (Van den Berg
et al 1980).

Por otra parte se sabe desde hace tiempo que las
subunidades « y # (118-145 Kd y 108-128B Kd respectivamente)
de la fosforilasa quinasa son sustratos de 1la protein
quinasas dependientes de AMPc (Krebs, E.G. et al., 19&4;
Cohen, P., 1973; Hayakawa, T. et al., 1973; Flockhart, D.A.
y Corbin J.D., 1982). Frobablemente las fosfoproteinas de
120 Kd vy 115-110 Kd observadas en 1la figura &.17 E
correspondan a estas dos subunidades de la fosforilasa
quinasa.

La subunidad R 11 (54-56 Kd) de las protein quinasas
dependientes de AMPc, es otro de los sustratos conocidos de
estas protein quinasas. Sin embargo, debido a que el tiempo
de incubacidn en este ensayo es relativamente largo (5
minutos), es probable que esta proteina no se observe en
nuestros geles, pues si bien la R II se fosforila a
velocidades extraordinariamente altas (a los 10-20 segundos
se alcanza el valor maximo) existen pruebas que demuestran
que después de esta fosforilacion se sigue una rapida

defosforilacidéns el motivo de 1la cual se desconoce por

ahora (Van den Berg et al., 1980).
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Figura 4.17.: Patrén de fosforilacidn de proteinas en 1
citosol de ratas control. A) Muestras incubadas con 0,2 mM
EGTA. B) Muestras incubadas con 500 HM de CaCl=. C)
Muestras incubadas con 5S00 HM de CaCl. y 10 pM de
calmodu'ina. D) Muestras incubadas con 500 KM de CaCl=, 10
HM de calmodulina vy 1,25 HM de TFP. E) Muestras incubadas
con 0,2 mM EGTA y 2,5 HM AMPc. F) Muestras incubadas con
2,5 KM AMPc. 500 #®M de CaCls y 10 HM de calmodulina. G)
Muestras incubadas con 2,5 HM AMPc, 500 pM de Calle, 10 HM
de calmodulina v 1,25 #M de TFP.

El1 patrén de fosforilacidn de proteinas citosdlicas
en presencia de AMPc a diferentes horas de la regeneracidn
hepatica se muestra en la figura &.18. Los resul tados
obtenidos indican que en las & y 12 horas después de la
operacién se produce una disminucidn generalizada de la

incorporacidn de “®P. Asi mismo hay que destacar la
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aparicion de una nueva fosfoproteina de 70 Kd
aproximadamente (Figuras 4.18 B y C).

A las 16 horas después de la hepatectomia parcial,
momento de maxima actividad de las protein quinasas
dependientes de AMPC , se observa una reduccidn
practicamente total del patrdn de fosfoproteinas, tan sdlo
la proteina de 65 Kd se encuentra ligeramente fosforilada
(Figura 4.18 D). La incorporacidn de *¥=P a proteinas a las
20 horas postoperacidn muy similar a la observada a las 16
horas de la regeneracidon hepatica (Figura 4.18 E).

Se han obtenido resultados similares empleando el
metodo para la determinacién de la actividad protein
guinasa dependiente de AMPc. En este caso el estudio se ha
realizado sin armadir, en el medio de incubacidn, histonas
como sustrato, permitiendo de este modo cuantificar
directamente la incorporacién de ®®P a proteinas enddgenas
de la muestra. Tal y como indica la figura 4.19; durante el
periodo prerreplicativo de la regeneracion hepatica se
produce una disminucidn significativa de la incorporacidn
de #=P a las proteinas del citosol.

Dos hipdtesis podrian explicar estos resultados: A)
Debido a que entre las 14-16 horas después de una
hepatectomia parcial es el momento de maxima actividad de
las protein guinasas dependientes de AMPc, las proteinas
citsdlicas ya estén fosforiladas y por tanto no incorporan
el #=2P exdgeno. B) Como gque la subunidad catalitica de las
protein quinasas dependientes de AMPc se sabe gque transloca

al micleo a partir de las 16 horas después de la operacidn,
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s probable que en este momento queden pocas subunidades

cataliticas e el citosol capaces de fosforilar las

protei1nas.

A B Cc D E
120= [}
110> ——
85» ‘.!!
65 —_—
5= G- -
B -
50> Ceee—
20>
b A e
Figura 6.18.: Patrdn de fosforilacidn e

proteinas

citosdlicas dependiente de AMPc durante la regeneracidn

nepatica:

A} Muestras de citosol de ratas control.

B) ! " i " W regenerantes & horas.
C)H " ! " ' " " 12 " )
D) L ! it b I I ib6 a .
E) 1 i L s Y o 20 3 b
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Figura 4.19.: Actividad protein guinasa dependiente de AMPc
sin anadir en el medio de incubacidén histonas como
sustrato. En este caso la actividad especifica viene
expresada en pmoles de #®¥p-ATP incorporado a proteinas
enddgenas/mg. de proteina/min. Cada wvalor representa la
media * SEM de al menos cuatro muestras.
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4.7.2. DETERMINACION DEL PATRON DE FOSFORILACION

DEPENDIENTE DE Ca®* Y CALMODUL INA

Los resultados obtenidos a partir de ratas no
operadas, indican que en ausencia de AMPc, concentraciones
de 500 KM de Ca®" estimulan la fosforilacidn de 2 proteinas
cuyos pesos moleculares son aproximadamente de 100 Kd y 72
Kd. (Figura 4.17 B). Por otra parte el Ca™* disminuye la
fosforilacidn de una proteina de 62 Kd. (Figura 4.17 B).

Se sabe que en diversos tipos de tejidos 1la
calmodulina potencia el efecto del Ca#=~* sobre la
fosforilacion de proteinas de membrana (Schulman H. vy
Greengard, P., 1978). En nuestro estudioc 1la adicidon de 10
HM de calmodulina purificada no modifica sustancialmente el
patronm de fosforilacidn de las proteinas citosdlicas.
Posiblemente ello sea debido a que el efecto de 1la
calmodulina aradida se halle enmascarado por la calmodulina
enddgena (Figura &4.17 C). Cuando la muestra se incuba con
Ca=*, calmodulina y 1,251M de TFP, se observa la
desaparicidén de la banda de 100 Kd, esto indicaria que la
fosforilacion de esta proteina es dependiente de
calmodulina (Figura 4.17 D). Si aparte del Ca®*,
calmodulina y TFP aradimos AMPc, se observd, ademas de la
desaparicidén de la banda de 100 Kd, una disminucidn general
de la intensidad de las proteinas fosforiladas (Figura 4.17
G).

Recientemente se ha identificado en el corazdn,

higado, pulmdén, bazo y musculo esqueletico (Palfrey H.C.,
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1983) asi como células GHs de adenoma pituitaro (Drust,
D.S. y Martin, T.F., 1982) una proteina citosdlica cuyo
peso molecular es de 100 Kd. A excepcidén del musculo
esqueletico, se cree que esta proteina es el principal
sustrato de alguna protein quinasa dependiente de
calmedulina. Por otra parte, existen muchas evidencias que
indican que esta proteina de 100 Kd no es la glucdgeno
fosforilasa (97 Kd).

El patrdn de fosforilacidn dependiente de Ca®* vy
calmodulina a las &, 12 y 16 horas después de una
hepatecomia parcial, es muy similar a obsevado en ratas
control (Figura 4.20). Sin embargo, es de destacar una
disminucidn general de la incorporacion de fdsforo
radiocactivo entre las 6 y 12 horas después de la operaciong
la desaparicidn de la fosfoproteina de 100 Kd. a las &6, 12
y 16 horas del proceso proliferative y finalmente la
aparicion de una nueva fosfoproteina de B85 Kd a estas
mismas horas de la regeneracidn hepatica.

Se sabe que entre las 6 y 12 horas de la regeneracidn
hepatica se produce un incremento de la concentracion
citosélica de calmodulina; este aumento de calmodulina
activaria a protein qguinasas dependientes de Casr oy
calmodulina, las cuales fosforilarian proteinas
Ccitosdlicas. Probablemente durante este periodo de tiempo
de la regeneracion hepatica estas proteinas vya se
encuentran fosforiladas y por tanto no pueden incorporar el

BERp exogeno.
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Figura 4.20.:3 Patran de fosforilacidn de proteinas
citosdlicas dependiente de calcio y calmodulina durante la
regeneracidn hepatica:

A) Muestras de citosol de ratas control.

B) : Y 2 " " regenerantes & horas.
C) L1 " " " " " 12 "
D) " n " L1 " " 16 "
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5. DISCUSION
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Con el objetivo de poder comprender los mecanismos
por los cuales se desencadenas; en los hepatocitos, la
duplicacion del ADN vy posteriormente la entrada en la
mitosis despues de practicar una hepatectomia parcial, es
necesario establecer una serie de secuencias de
acontecimientos, es decir, que cambios 1iniciales son
responsables de los que aparecen posteriormente y su
relacidén con el inicio de 1la replicacion del material
genetico.

Tal v como se ha mencionado en la introduccidn, se
pueden observar durante 1la fase prerreplicativa de la
regeneracidn hepatica numerosos cambios moleculares vy
morfoldgicos. Entre 1los cambios moleculares cabe destacar
el aumento bifadsico de 1la concentracidn intracelular de
AMPc vy los incrementos de calmodulina vy de actividad
protein guinasa dependiente de AMPc en el citosol. Estos 3
cambios estdn estrechamente relacionados con el inicio de
la sintesis de ADN. No obstante, se desconoce hasta el
momento si  entre estos tres factores clave existe alguna
relacidén que permita establecer wuna uUnica secuencia de
acontecimientuos ©o si por el contrario, son Tfactores
independientes entre si, que forman parte de diferentes
secuencias relacionadas todas ellas con el inicic de la
sintesis del ADN.

Con esta finalidad, en este trabajo se ha pretendido
estudiar principalmente los siguientes aspectos:

- Relacidn entre el primer aumento de la concentracidn de

AMPc intracelular y el de calmodulina.
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- Relacidn entre el aumento de calmodulina con la segunda
ola de AMPc y el incremento de actividad protein quinasas
dependientes de AMPc.

- Por ultimo, como el aumento de calmodulina citosdlica
puede estar implicado en el desencadenamiento de 1la

duplicacidon del ADN.

5.1. RELACION ENTRE EL PRIMER AUMENTO DE AMPc Y LA OLA DE

CALMODUL INA.

Diversas evidencias experimentales han demostrado
recientemente que el incremento de la concentracidn de
calmodulina en el citosol, durante las primeras horas de la
regeneracion hepatica, es producido por un aumento de la
sintesis de esta proteina precedido por un incremento de la
transcripcidn (Pikol, M.R. et al., en prensa; Pujol, M.J.
et al., 1987). 5in embargo, no se conoce todavia que factor
o factores podrian disparar el inicio de la biosintesis de
calmodulina. Un posible factor podria ser el AMPc, dado que
el incremento de este nucledtido ciclico, entre las 2 vy &4
horas después de una hepatectomia parcial, es uno de los
primeros acontecimientos observados durante el proceso
regenerativo.

Los resultados expuestos en el apartado 4.1. indican
que cuando se inyecta dl propanoclol (bloqueador @3-
adrenérgico e inhibidor de la sintesis de AMPc) se produce

una disminucidn del 77% aproximadamente de 1los niveles de
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calmodulina a las B8 horas posthepatectomia parcial (Tabla
I1 y figura 4.2.).

Estos resultados sugeririan que la primera ola de
AMPc intracelular, observada después del estimulo
proliferativo, podria ser el factor desencadenante de la
sintesis de calmodulina a partir de las & horas de la
regeneracidn hepatica.

Posteriormente en nuestro laboratorio se han llevado
a cabo una serie de experimentos que apoyarian esta
hipdtesis: a) Si se inyecta via endovenosa una solucidn de
S5 Hmoles de AMPc y 10 mg. de teofilina, se produce en los
hepatocitos un aumento de la concentracién de calmodulina
citosdlica similar a la observada después de practicar una
hepatectomia parcial. b) Si se administra dl propanolol en
el momento de la infusidn de la solucidn TAGH se reducen en
un 80% los niveles de AMPc vy los de calmodulina en el
citosol (Soriano, M. et al., en prensa)l.

Algunas evidencias experimentales demuestran que 1la
triyodotironina es el elemento clave de 1la solucidn TAGH
para desencadenar 1la activacidn de la proliferacidn (Short
et al., 19723 Coll et al., en prensal), ya que la omisidn de
la hormona tiroidea en 1la mezcla TAGH, provoca una
disminucidén de la desializacidn de la membrana plasmatica vy
de la sintesis de ADN (Short et al., 1972; Coll et al., en
prensa).

Ademds, los niveles de AMPc y calmodulina observados,
a las 4 vy 8 horas respectivamente, después de 1la

administracidn de una solucidtn formada uUnicamente por
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aminoadcidos glucagdn y heparina (solucidon AGH), son
similares a los observados en los animales tratados con
solucidn salina (datos no publicados). Estos resultados
confirmarian una vez mas, la importancia de la Tx en la
activacion de la respuesta proliferativa en el higado.

Por otra parte se conoce desde hace tiempo que la
primera ola de AMPc intracelular, al contrario de lo que
ocurre con la segunda,; se debe exclusivamente a un aumento
de unas 3 veces aproximadamente de la actividad adenilato
ciclasa estimulable por tiroxina (Leoni et al., 1975) (Ver
figura 1.7. de la introduccion). Ello sugeriria por tanto
que la omisidn de la hormona tiroidea de la mezcla TAGH no
provocaria modificacidn alguna de 1la actividad de 1la
adenilato ciclasa. Por consiguiente, al no aumentar los
niveles de AMPC intracelulares, se bloquearia el
desencadenamiento de la sintesis de calmodulina.

LQueé factor seria responsable del cambioc de afinidad
de la adenilato ciclasa por la hormona tiroidea despueées de
la estimulacidn de la proliferacidn hepatocelular?

Una posibilidad seria por accidn de 1la protein
quinasa C, la cual después de ser activada por el Ca®* vy el
dialcilglicerol, fosforilaria e inactivaria la subunidad
reguladora G, de la adenilato ciclasa. (Whitfield et al.,
1987). Ello provocaria un importante cambio de afinidad del
enzima por la triyodotironina vy Qque consecuentemente se
traduciria en un aumento de la sintesis de AMPc. Esta
hipdtesis estaria apoyada por la siguiente evidencia

experimental: se ha demostrado que las plaquetas humanas
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tratadas con 12-0O-tetradecanoylphorbol-13-acetato (TPA),
(potente promotor tumoral vy estimulador de la protein
quinasa C) presentan un aumento de la fosforilacidn de la
subunidad reguladora G, de 1la adenilato ciclasa como
consecuencia de la activacidn de dicha protein quinasa
(Katada et al., 1985; Jakobs et al., 1985).

Otra posibilidad seria cuando se inyecta la solucidn
TAGH, podria ser gque los aminodcidos, el glucagén vy la
heparina desemperaran un impoﬁtante papel en la alteraciodn
de la sensibilidad de la adenilato ciclasa por la hormona
tiroidea, pues cuando se inyecta uUnicamente triyodotironina
no se produce ni la sintesis de calmodulina (datos no
publicados) ni tampoco la del ADN (Coll et al., en prensa).

Por uUltimo se ha descrito recientemente (Rixon y
Whitfield, 1983) que la inhibicidn del primer incremento de
AMPc (mediante wuna inyeccidon de dl propanolol a las 1 o 2
horas posthepatectomia parcial) no afectaria el inicio de
la sintesis del ADN, pero si que reduciria en un 30% la
entrada de 1los hepatocitos a la fase mitdtica. ©Si el dl
propanolol bloquea 1la sintesis de AMPc y calmodulina, pero
no afecta a la del ADN, estos resultados parecen sugerir
que el aumento de calmodulina citosdlica a partir de las &
horas de la regeneracién hepdtica, podria estar involucrado
en algun acontecimiento relacionado con la mitosis. Esta
hipdtesis es por tanto, contraria a la que indicaria que el
incremento de calmodulina estaria relacionado con el
desencadenamiento de la replicacidon del ADN.

No obstante, la administracidn de este antagonista -
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adrenérgico, una hora después de la hepatectomia parcial,
no modifica significativamente los niveles de calmodulina
asociada a la matriz nuclear a las 24 horas de 1la
intervencion guirudrgica (datos no publicados). Ello indica
que esta droga tan sdlo bloquearia temporalmente la
sintesis de AMPc vy calmodulina, que se sintetizarian
posteriormente y por lo tanto apenas afectaria la
translocacidn de la calmodulina desde el citosol al nucleo.
Por lo tanto, no existen por ahora pruebas experimentales
gue apoyen de una manera convincente la implicacidn de la

calmodulina en la regulacidn de la mitosis.

S.2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD PROTEIN GUINASA DEPENDIENTE DE

AMPc DURANTE LA ACTIVACION DE LA PROLIFERACION

HEPATOCELULAR.

Una de las fumnciones gque se le atribuyen a las
protein gquinasas dependientes de AMPc es la de participar
en el control de la proliferacidn celular asi como en la
regulacidn de diversos procesos de desdiferenciacidn
celular (Boynton y Whitfield, 1979; 1980; 1981; Sikorska et
al., 1983; Butley et al., 1985; Cho Chung, 19803 Buys et
al., 1983).

Se ha descrito que la adicidn en el medio de cultivo
de wun inhibidors de naturaleza polipeptidica, de las
protein guinasas dependientes de AMPc, bloquea el inicio de

la sintesis del ADN en cultivos de células hepaticas T51B
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(Boyton, A.L. et al. 1981). Estos mismos autores han
demostrado tambieén que, en presencia de la isoenzima II de
las protein quinasas dependientes de AMPc o de la subunidad
catalitica de estas enzimas, se induce 1la duplicacidn del
ADN en este mismo tipo celular. Estos resultados sugeririan
por tanto qQque una o mas fosfoproteinas, resultantes de la
activacion de estas quinasas, estarian implicadas en algun
acontecimiento relacionado a su vez con el inicio de la
replicacidn de ADN.

Dada 1la 1importancia del aumento de 1la actividad
protein guinasa dependiente de AMPc en muchos sistemas de
proliferacidn celular, se ha determinado esta actividad
enzimatica en el citosol de células hepaticas activadas a
proliferar después de practicar una hepatectomia parcial o
de administrar endovenosamente la solucidn TAGH.

Después de la extirpacidén de un 704 de la masa
hepatica,; se observa un aumento de la actividad protein
guinasa dependiente de AMPc, cuyo valor maximo se alcanza a
las 16 horas de la intervencidn quirdrgica. A partir de
este momento esta actividad quinasa empieza a disminuir
hasta alcanzar valores similares a los observados en ratas
control (Tabla IV). Simultaneamente a la disminucidn de la
actividad gquinasa en el citosol, se observa un aumento de
esta actividad enzimatica en el nucleo de los hepatocitos
(Lacks,; M.5. vy Jungmann, 19803 Lacks, M.S. et al., 1981;
Sikorska, M. et al., 1983) . Diversas evidencias
experimentales han demostrado que este aumento de la

actividad protein quinasa dependiente de AMPc nuclear es

174



debido a una translocacidn de la subunidad catalitica de
estas enzimas desde el citosol al nucleo, lugar en donde
fosforilarian diferentes subespecies de 1la histona HI1
fendmeno asociado a la descondensacién de la cromatina,
hecho necesario para que se lleve a cabo la duplicacidn del
ADN.

Sin embargo, después de la administracidén de la
infusién TAGH, no se observa ningun incremento de la
actividad protein quinasa dependiente de AMPc. Si
consideramos Qque la respuesta proliferativa, tras la
administracidn de dicha solucidn, es mucho menor a la
observada después de practicar una hepatectomia parcial, es
ldgico pensar que los niveles de estas enzimas sean
probablemente suficientes para desencadenar la respuesta
proliferativa (Figura 4.3. y tabla V). No obstante;,; es
impertante destacar la ligera disminucidn de la actividad
quinasa dependiente de AMPc a partir de las 16 horas
despueés de la infusidn de la solucidn TAGH. Ello indicaria,
al igual gue en la regeneracidon hepatica, la translocacion
de la subunidad catalitica al ndcleo en donde
desencadenaria algun proceso implicado en el inicio de la

sintesis del ADN.

El origen del aumento de actividad citosdlica protein
quinasa dependiente de AMPc, durante la fase prerreplicati-
va de la regeneracidn hepatica era desconocido hasta este
momento, existiendo 2 hipdtesis acerca de su origen: 1) Un

incremento de la afinidad del enzima por el sustrato y




2) Un aumento del n2% de moléculas enzimaticas.

Los resultados obtenidos a partir de estudios
cineéticos, con muestras de citosol de ratas no operadas y
regenerantes 16 horas, en funcion de diferentes
concentraciones de AMPc, han demostrado que este aumento de
actividad quinasa, observado entre las 14-1&6 horas
posthepatectomia parcial es producido por un incremento del
n?2 de moléculas; ya que la Vmax es diferente para ambas
cineéticas, mientras gue la constante aparente de afinidad
(Km) es semejante en los 2 casos (Figuras 4.4. y 4.5.).

Desde hace tiempo se conoce gue despueés de practicar
una hepatectomia parcial, se induce la sintesis de muchas
enzimas Yy otras proteinas, todas ellas necesarias para
llevar a cabo la respuesta regenerativa (Fausto, N., 1984).
Con el objetivo de averiguar si el aumento de moléculas de
protein gquinasas dependientes de AMPc es causado en un
incremento de su sintesis o0 si por el contrario a una
translocacidn desde otros compartimentos celulares, se han
llevado a cabo experimentos inyectando inhibidores de la
transcripcion y traduccidn a ratas regenerantes 4 horas
antes de sacrificarlas. Los resultados obtenidos demuestran
definitivamente gue la ola de actividad de estas quinasas
es producida por un aumento de la sintesis de dichas
enzimas (Tabla VI y figura 4.6.).

En resumen podriamos concluir que el aumento de
actividad citosdlica protein quinasa dependiente de AMPc
seria un factor importante, pero no esencial, para el

desencadenamiento de 1la sintesis de ADN después de la
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activacion de la proliferacidn hepatocelular. La
importancia de este acontecimiento respecto a la activacidn
de 1la proliferacién celular residiria basicamente en 1la
translocacién de las subunidades cataliticas de estas
enzimas al ndcleo en donde, como minimo, fosforilarian la
histona Hl hecho ascciado con 1la descondensacidn de la
cromatina. Por ultimo y en el caso de la regeneraciodn
hepatica posthepatectomia parcial, el aumento de actividad
de estas enzimas en el citosol se debe a un incremento de
la sintesis de estas proteinas y no por un cambio de

afinidad de moléculas preexistentes.

5.3 RELACION DE LA CALMODULINA CON EL CONTENIDO DE AMPc Y

CON LA ACTIVIDAD PROTEIN QUINASA DEPENDIENTE DE AMPc EN

EL CITOSOL DESPUES DE UNA HEPATECTOMIA PARCIAL .

Diversos trabajos realizados anteriormente en nuestro
laboratorio indican que la ola de calmodulina citosdlica,
iniciada a partir de las & horas de la regeneracion
hepatica, estd relacionada con el inicio de la biosintesis
del ADN asi como con la desializacidn de glicoproteinas vy
gangliosidos de 1la membrana plasmatica del hepatocito
(Soriano, M. et al., 1985; Coll, M.J. et al., 1986). Cuando
a las ratas hepatectomizadas se les inyecta una droga
anticalmodulina, como por ejemplo 1la trifluoperacina, &
horas después de la operacidn, se produce un retraso de

unas 10 horas aproximadamente en el inicio de la sitesis de
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ADN asi como una notable pérdida de la sincronia en la
entrada de los hepatocitos a la fase S5 de ciclo celular
(Soriamo, M. et al., 1984). Ademds esta droga causa
igualmente un atraso de 10 horas en la aparicidn de 1la ola
de calmodulina y en el inicio de 1la pérdida de acido
sialico en la regidn sinusoidal de 1la membrana plasmatica.
Posteriormente se ha demostrado que la calmodulina inhibe
la actividad UDP-N-acetil 2’-epimerasa, enzima regulador de
la via biosintética del 4&cido sialiceo (Coll et al.,
enviado).

Asl pues, dada 1la importancia de la ola de
calmodulina en el controcl de algunos acontecimientos
relacionados con el desencadenamiento de la respuesta
proliferativa después de practicar una hepatectomia
parcial, se ha intentado establecer una posible relacidn
entre el segundo incremento de AMPc y 1la actividad protein
guinasa dependiente de AMPc (observados a las 14 y 16 horas
respectivamente despues de la operacién) con el aumento
previo de calmodulina en el citosol.

Con este objetivo se ha estudiado el efecto de 1la
trifluoperacina sobre ambos acontecimientos
prerreplicativos.

Como se ha podido observar en el apartado 4.4.1., la
inyeccidn de trifluoperacina reduce en un 504 el contenido
intracelular de AMPc a las 14 horas de 1la regeneracion
hepatica. A pesar de ello los niveles de este nucledtido

continuan significativamente mas elevados que los
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observados en ratas control. Los resultados obtenidos
sugieren que el aumento de AMPc tiene 2 componentes
diferentes: uno sensible a 1la trifluoperacina vy otro
insensible. Sin embargo, al no conocer la concentracidn
intracelular de trifluoperacina no podemos saber si el
efecto de esta droga es especifico sobre la calmodulina o
si por el contraric afecta también a otros fendmenos
celulares. En el caso de que el efecto sea especifico, los
resultados indicarian qgue parte de la sintesis de AMPc es
debido a una adenilato ciclasa dependiente de calmodulina y
que la parte restante a una adenilato ciclasa no activable
por calmodulina. De hecho se conoce desde hace tiempo la
existencia de algunas adenilato ciclasas activables por
calmodulina, concretamente estas enzimas se han encontrado
en el cerebro, higado, pancreas y médula adrenal (Brostom
et al., 1975; Cheung et al., 19753 Sharp et al., 198035 Le
Donne y Coffee, 1979).

Asi pues, podriamos postular que el incremento de la
concentracidn de calmodulina en el citosol, entre las 6 vy
12 horas de la regeneracidn hepatica, es parcialmente
responsable de la aparicion de 1la segunda ola de

acumulacidn de AMPc intracelular, observada posteriormente.

Por otra parte, los resultados obtenidos en el
apartado 4.4.2. indican que 1la trifluoperacina inhibe
totalmente la aparicidn del aumento de actividad protein
quinasa dependiente de AMPc en el citosol, a partir de las

14 horas posthepatectomia parcial. En el caso de que el
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efecto de 1la trifluoperacina fuese especifico sobre 1la
calmodulina, estos resultados indicarian que probablemente
la calmodulina estaria implicada en el desencadenamiento de
la sintesis de estas enzimas, de manera semejante a lo que
ocurre con la activacidn del gen de la prolactina (White,
B.A., 1985).

ASi pues, en un principio estos resultados
sugeririan gque la calmodulina puede estar implicada en 1la
activacidn de las protein quinasas dependientes de AMPc en

el citosol.

Sin embargo; con 1la finalidad de estudiar si la
trifluoperacina tiene algun efecto directo sobre la
actividad protein Qquinasa dependiente de AMPc se han
llevado a cabo una serie de experimentos con muestras de
citosol de ratas no operadas en presencia, en el medio de
incubacidn, de diferentes concentraciones de esta droga.
Los resultados obtenidos demuestran que la trifluoperacina
produce wuna inhibicidn de un 30% aproximadamente de lea
actividad protein quinasa dependiente de AMPc, indicandc
por tanto gue la inhibicidn de esta actividad enzimatica en
las ratas regenerantes y tratadas con esta droga puede ser
también producida por una accidn directa de la
trifluoperacina sobre las protein quinasas. Asi pues, la
utilizacidn de 1la TFP no permite averiguar la posible
relacidn de la calmodulina con el desencadenamiento de la
sintesis de protein quinasas dependientes de AMPc. Por

tanto, es necesario buscar otro tipo de metodologia que
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permita clarificar el objetivo propuesto.

Posteriormente y con el objetivo de conocer el
mecanismo por el cual la trifluoperacina inhibe la
actividad protein quinasa dependiente de AMPc se han
llevado a cabo estudios cinéticos con las diferentes
subunidades de estas enzimas.

Los resultados descritos en el apartado 4.4.3.
demuestran que la trifluoperacina causa una pérdida de
afinidad de la subunidad catalitica por el sustrato, gque en
este caso es una mezcla de histonas preparadas
comercialmente, y wuna ligera pérdida de afinidad de 1la

subunidad reguladora por el AMPc.

Para establecer la presunta relacion de 1la
calmodulina con el aumento de actividad protein quinasa
dependiente de AMPc durante el proceso regenerativo después
de practicar wuna hepatectomia parcial, se han llevado a
cabo experimentos alternativos con ratas
tiroparatiroidectomizadas, las cuales presentan a las 72
horas de 1la operacidén una reduccidn de un 5S0% de la
concentracidon de calcio en sangre. Como vya se habia
demostrado anteriormente las ratas hipocalceéemicas vy
sometidas a wuna hepatectomia parcial no presentan el
aumento Jde la actividad protein quinasa dependiente de AMPc
ni pueden iniciar la duplicacidn del ADN (Sirkorska, M. et
al., 1983; Sikorska, M. y Whitfield, J.F., 1985). La
disminucién de esta actividad quinasa es debida a que la

hipocalcemia produce una deficiencia de la vitamina Da en
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la sangre, la cual es un factor critico en la regulacién de
la sintesis de 1la subunidad catalitica de las protein
quinasas (Sikorska, M. y Whitfield, FalF ay 1985). La
inyeccidn de 1,25 dihidroxivitamina Dy en el momento de la
extirpacidn hepatica restablece los niveles de estas
quinasas en las ratas hipocalcemicas, aungue no se
desencadena el inicio de la replicacidn del ADN,.

Asi pues, con estos precedentes se han cuantificado
los niveles de calmodulina en el citosol de ratas
hipocalcémicas y regenerantes a diferentes horas después de
la hepatectomia parcial. Como se demuestra en 1la figura
4.13. las ratas tiroparatiroidectomizadas y sometidas a una
hepatectomia parcial del 70%, presentan un aumento de
calmodulina en el citosol similar al observado en los
animales normocalcémicos,; entre las &4-10 horas después de
la intervencidn quirurgica.

Por tanto,; a partir de los resultados obtenidos en el
apartado 4.4.5. podemos postular que la o©ola citosdlica de
calmodulina no esta relacionada con el aumento de la
biosintesis de protein quinasas dependientes de AMPc, a
pesar de gue la calmodulina pueda regular parcialmente los

niveles de AMPc intracelulares.
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S.4. ESTUDIO DEL PATRON DE FOSFOPPROTEINAS EN EL CITOSOL

DESPUES DE UNA HEPATECTOMIA PARCIAL .

Uno de los objetivos de este trabajo ha sido
estudiar, tanto en muestras de citosol de ratas no operadas
como regenerantes, la fosforilacidn de proteinas
dependiente de AMPc vy la fosforilacidn dependiente de
calcio v calmodulina.

Frecuentemente es dificil diferenciar entre las
proteinas fosforiladas por guinasas dependientes de AMPc vy
las fosforiladas por las independientes de AMPc,; pues entre
estas ultimas podrian aparecer proteinas fosforiladas por
la subunidades cataliticas libres de las protein quinasas
dependientes de AMPc o por guinasas estimuladas por el AMPc
enddgeno de la muestra.

Cuando las muestras de citosol de las ratas no
operadas se incuban en presencia de EGTA y AMPc aparecen B8
fosfoproteinas cuyos pesos moleculares son 120 kdj; 110-115
kd; BS-20 kdj; 60-65 kdj; 60 kd; 55 kd; 50 kd y 18-20 kd.
(Figura 64.17). Probablemente éstas 8 proteinas sean
sustratos especificos de las protein quinasas dependientes
de AMPc.

Resul tados semejantes han sido descritos por Van den
Berg y colaboradores en 1980, los cuales encontraron que en
presencia de AMPc se fosforilaban 11 proteinas citosdlicas,
no obstante al afadir al medic de incubacidn wun inhibidor
especifico de las protein guinasas dependientes de AMPc, 7

de estas 11 fosfoproteinas desaparecian lo cual indica gque
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la fosforilacidn de estas 7 proteinas es dependiente de
AMPC .

Las diferencias entre los resultados descritos por
Van der Berg v los nuestros podrian explicarse si
consideramos que el tiempo de incubacién de la muestra es
diferente en ambos estudios asi como el tiempo de
exposicidn de la pelicula.

Entre 1los sustratos especificos de las protein
quinasas dependientes de AMPc se han de destacar: las
subunidades o« Yy g de la fosforilasa quinasa que
corresponderian posiblemente a las fosfoproteinas de 120
kd. y 110-115 kd. y la subunidad reguladora del holoenzima
II de las protein quinasas dependientes de AMPc cuyo peso
molecular es de 56 kd. aproximadamente.

Sin embargo, vya que el tiempo de 1ncubacidn del
ensayo es relativamente largo probablemente no podamos
detectar la subunidad R II, pues a pesar de fosforilarse a
grandes velocidades, rapidamente vy por un mecanismo

desconocido, estad proteina se desfosforila.

Por otra parte se ha observado gue las 6, 12, 16 y 20
horas después de practicar una hepatectomia parcial que el
patrdn de fosfoproteinas citosdlicas se reduce
considerablemente. A las 14 horas, momento de maxima
actividad de 1las protein quinasas dependientes de AMPCc
unicamente la proteina de 65 Kd identificada como 1la
piruvato quinasa se encuentra ligeramente fosforilada

(Figura 4.18.).
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Asimismo wutilizando un segundo método alternativo
para medir la cantidad de ®®p incorporado a las proteinas
enddgenas de la muestra, el cual se basa en determinar la
actividad protein guinasa dependiente de AMPc sin aradir en
el medio de incubacidn las histonas como sustrato, se
observa wuna gradual vy significativa disminucidn de la
incorporacidén del fdsforo radiactivo (Figura 4.19.).

Estos resultados podrian explicarse de acuerdo a 2
hipdtesis: 1) Diversos autores han demostrado que a partir
de las 16 horas posthepatectomia parcial, la subunidad
catalitica de las protein quinasas dependientes de AMPc
transloca al nucleo donde fosforilaria diversas especies de
la histona Hl, asi que en este momento probablemente gueden
pocas subunidades cataliticas capaces de fosforilar las
proteinas citosdlicas. 2) Como ya se ha descrito
anteriormente entre las 14 y 16 horas despues de una
hepatectomia parcial es el momento de maxima actividad
protein quinasa dependiente de AMPc y probablemente las
proteinas citosdlicas vyva se encuentran fosforiladas no

incorporando asi, el fdsforo radiactivo.

Si se incuban muestras de citosol de ratas no
operadas en presencia de 0,5 mM de CaCle y en ausencia de
AMPc, se bserva la aparicidn de 2 nuevas fosfoproteinas de
100 y 72 kd., asi como la desaparicién de una proteina de
62 kd. (Figura 4.17.b). La adicidn al medio de incubacion
de 10 HM de calmodulina purificada no modifica el patrdn de

fosforilacidn de las proteinas citosdédlicas (Figura 4.17.c).
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Ello indicaria que el efecto de la calmodulina aradida
gueda enmascarado por la calmodulina presente en la
muestra., No obstante, para poder diferenciar que proteinas
se fosforilan exclusivamente dependientemente de
calmodulina, la muestra se ha incubado en presencia de
calcio, calmodulina vy trifluoperacina. La adicidn de esta
droga anticalmodulina produce la desaparicidn de 1la banda
de 100 kd. Asi, pues, estos resultados indicarian que la
fosforilacion de esta proteina es dependiente de
calmodulina (Figura 4.17.d).

Se ha descrito en varios tejidos la existencia de una
proteina citosdlica de 100 kd. gue al aparecer, a excepcion
del musculo esquelético, es el principal sustrato para
alguna protein guinasa dependiente de calmodulina (Drust,
D.S. y Martin, T.F.J., 19823 Clive Palgrey, 1983). No se
conoce por ahora ni las caracteristicas ni la funcidn que
desempera  tal proteina pero se descarta que puede estar
relacionada caon la glucdgeno fosforilasa cuyo pesao

molecular es de 97 kd.

Durante el proceso de la regeneracidn hepatica, el
patrdn de fosfoproteinas dependiente de calcio vy
calmodulina es semejante al observado en ratas control,
aunque puede detectarse: a) wuna disminucidén general de la
incorporacidn de @®p a 1las &6 vy 12 horas despueés de la
hepatectomia parcial, b) desaparicién de la fosfoproteina
de 100 kd. y ¢©) la aparicién de wuna nueva proteina cuyo

peso molecular es de 85 kd. (Figura 4.20.).
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Como ya se ha mencionado anteriaormente entre las 6 vy
las 12 horas posthepatectomia parcial se produce un aumento
de la concentracidn citosdlica de calmodulina.
Probablemente entre las diversas funciones que desempenaria
la calmodulina en el citosol, wuna seria la de activar
protein gquinasas dependientes de calcio y calmodulina, las
cuales se encargarian de fosforilar las proteinas
citosdlicas y por tanto estas, una vez fosforiladas ya no

podrian incorporar el fdsforo radicactivo.

S5.5. RELACION DEL AUMENTO DE CALMODULINA Y EL

DESENCADENAMIENTO DE LA DUPLICACION DEL ADN.

Es importante recordar que después de realizar una
hepatectomia parcial, se observa un aumento de 1la
concentraciotn citosdlica de calmodulina, cuyo valor maximo
se alcanza entre las B y 12 horas postintervencion
quirurgica (Sorianos M. et al. 1985; Pirol, M.R., 1986). A
partir de las 12 horas los niveles de calmodulina empiezan
a disminuir hasta alcanzar los valores control a las 16
horas de la regeneracidn hepdatica. Esta disminucion de
calmodulina citosdlica podria ser debida a 3 causas
principalmente: a) Aumento de la degradacidn. b) A la union
de la proteina a membranas. c) A la translocacidn al

nucleo.
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Respecto a la primera posibilidad, hasta 1la
actualidad no existen evidencias experimentales que apoyen
esta hipodtesis. La sequnda posibilidad queda descartada
pues se ha demostrado gque 1los niveles de calmodulina
asociada a la fraccidn particulada no se modifican a lo
largo del periodo prerreplicativo de la regeneracidn
hepatica (MacManus, 1981). Por ultimo la tercera hipdtesis
ha sido propuesta por Boynton et al., 1980, vy estd apoyada
por algunas evidencias experimentales: a) Por la existencia
en el nidcleo de 1las células hepdticas de un "pool" de
calmodulina, que segun parece podria estar regulado por
diversas hormonas (Harper et al., 1980; éachs y Carafoli,
1987). b)) Si se inyecta trifluoperacina a las 16 horas
posthepatectomia parcial se produce una importante
disminucidn de la sintesis de ADN. Sugiriendo por tanto que
esta droga afectaria selectivamente a 1la calmodulina que
estuviese en estos momentos translocando al nucleo. Sin
embargo, si se inyecta a las 20 horas de la operacidn, la
sintesis de ADN apenas gueda afectada ya gque practicamente
toda la calmodulina citosdlica vya habria translocado al
nucleo (Pimol,  M.R., 19846). Finalmente esta hipdtesis
quedaria confirmada por los resultados presentados en el
apartado 4.5. de este trabajo, en el que se han
cuantificado los niveles de calmodulina en el nudcleo de
hepatocitos; asi como en las diferentes subfracciones
nucleares, de ratas sometidas a una hepatectomia parcial.,
La concentracidén de calmodulina nuclear a las 24 horas de

la regeneracién hepatica es 3 .veces mas elevada que la
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observada en animales no operados. En las ratas control la
calmodulina se encuentra localizada preferentemente en las
fracciones S, y matriz nuclear (MN). A las 24 horas después
de la hepatectomia parcial la concentracidn de calmodulina
asociada a la MN es una 3,5 veces mas elevada que la
observada en la MN de los animales no operados, mientras
que la localizada en la fraccidn S= es 4 veces mas baja y
la localizada en la fraccidn 5, practicamente no se
modifica (Tabla X). Resumiendo, estos resultados indicarian
que durante la fase replicativa de la regeneracidn hepatica
se produce un aumento de la concentracidn de calmodulina en
el nucleo, y mas concretamente asociada a la envoltura
nuclear.

Ademas tal vy como se puede observar en la tabla XI,
los niveles de calmodulina unida a la matriz nuclear
empiezan a incrementar a partir de las 12 horas después de
la hepatectomia parcial,; coincidiendo con el momento en gue
la concentracidon de esta proteina comienza a disminuir en
el citosol.

Mediante la utilizacidn de técnicas
inmunohistoquimicas, empleando anticuerpos anticalmodulina,
se han obtenido resultados similares que apoyarian esta
hipdtesis. Los nucleos estacionados en la fase G presentan
un patrén de calmodulina difuso en forma de agregados
intranucleares, mientras que en los nucleos que se
encuentran en fase proliferativa se observa un ligero
aumento de la tincidn y una estrecha asociacidn de la

calmodulina a la envoltura nuclear (Ver figura 4.14.).

189



Esta redistribucidn de la calmodulina no se ha de
atribuir a ningun artefacto en el modo de obtencidn de
nucleos, ya que se han realizado incubaciones sobre caortes
de higado procedente de ratas no operadas y regenerantes 24
horas, obteniendose en cada casos, un patrdn de distribucidn
idéntico al observado en los nucleos aislados.

¢Que factor o factores podrian ser responsables de la
redistribucidn de la calmodulina intranuclear durante la
fase replicativa de la regeneracién hepatica?

Una posible respuesta podria ser una variaciédn de la

concentracidon de iones Ca¥* en el nucleo. Se sabe desde
hace tiempo que los iones Ca®*" son necesarios para la
iniciacion de 1la duplicacidn del material genético

(Whitfield et al., 1985). Los experimentos realizados
recientemente en nuestro laboratorio indican gue cuando se
incuban nucleos de hepatocitos, de ratas no operadas,; con
concentraciones superiores o iguales a 100 UM de CaCls; se
observa el mismo tipo de distribucidn de la calmodulina gque
en los nucleos de ratas regeneratnes 24 horas.

Actualmente existen muchas evidencias que indican que
la duplicacidn del ADN en las celulas eucariotas es un
proceso asociado a la matriz nuclear (Nelson, W.C., 1986).
Ademas se ha descrito que las enzimas replicativas, como la
DNA polimerasa oy la DNA primasa, la 3’3’ exonucleasa,
RNAL. H y 1la DNA metilasa, se asocian fuertemente a la
matriz nuclear durante la regeneracidn hepatica, al igual
que la calmodulina, de manera Qque no pueden ser

desprendidas a elevadas concentraciones de ClNa (Smith vy
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Berezney, 19803 19823 19833 Tubo et al. 19853 Tubo vy
Berezney, 1986). Esta asociacidn de la calmodulina y de las
enzimas replicativas con la matriz nuclear, lugar donde se
cree que se localizan los replisomas, sugeriria gue ésta
proteina podria estar implicada en algun mecanismo de
regulacidn de la actividad de estas enzimas y por tanto sea
un acontecimiento imprescindible para 1la iniciacidn de la

duplicacidn del ADN.

El estudio de la modificacidn de los receptores de la
calmodulina en el nucleo de hepatocitos,; durante la
regeneracidn hepatica, indican que en la matriz nuclear hay
una disminucidn de los receptores de 120, 60 y 63 kd.,
mientras que los de 150 y 130 kd. estan muy incrementados.
No ocbstante, no existen por el momento evidencias
experimentales acerca de las posibles funciones de estos
receptores en el nucleo, aunque se ha detectado que uno de
los receptores es inhibidor de la fosforilacidon (Bachs y

Carafoli, 1987).

Por ultimo, y para acabar la discusion presentamos un
esquema que recoge los resultados obtenidos y en el que se
destaca el papel central gue juegan la calmodulina y el AMP
ciclico en el desencadenamiento de la replicacidn del ADN.

En primer lugar, hay que mencionar que la primera
acumulaciédn intracelular de AMP ciclico observada entre las
2 v las 4 horas posthepatectomia parcial (1) es debida a un

incremento de la actividad Adenilato ciclasa, presente en
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la membrana plasmatica. E1 incremento de la actividad de
esta enzima parece ser debida a una elevacién de su
sensibilidad por las hormonas tiroideas.

El incremento de 1la concentracién de AMP ciclico
dispararia la sintesis de calmodulina a partir de las seis
horas de la regeneracidn hepética (2). Esta calmodulina
realiza una gran variedad de funciones, por un lado
interviene en la fosforilacidn de algunas proteinas (3),
probablemente a través de la activacién de alguna protein
quinasa dependiente de calmodulina. Por otro lado, la
calmodulina activaria la adenilato ciclasa produciendo una
segunda acumulacidn intracelular de AMP ciclico que
presenta el valor maximo a las 14 horas después de la
intervencidn quirudrgica (4). Finalmente, 1la calmodulina
transloca al nicleo, probablemente a partir de las B8 horas
(5)., No bay que olvidar que ademas de estas funciones
estudiadas en esta Tesis, la calmodulina tambieéen interviene
en la desorganizacidén del citoesqueleto y en la regulacion
de la desializacidn de la membrana plasmatica (Coll et al.,
en prensa; Kakiuchi, S. vy Sobue, K., 1983; Piazza, G.A. vy
Wallace, R.W., 1983).

La calmodulina nuclear, probablemente debido al
incremento de la concentracidn intranuclear de calcio se
redistribuye asociandose mayoritariamente con 1la matriz
nuclear, estructura en la que se encuentran las enzimas
replicativas y en la que por consiguiente se realiza el
proceso de replicacidn del ADN (&). en la matriz nuclear

también se observa, ademas del incremento de calmodulina,
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el incrementoc de dos de sus receptores, uno de 150 kDa y
otro de 130 kDa (7).

La segunda acumulacidn intracelular de AMP ciclico
que tal como hemos mencionado puede ser causada por la
activacidn de la adenilato ciclasa dependiente de
calmodulina, coincide en el tiempo con una acumulacion
citosdlica de protein quinasas dependientes de AMP ciclico
que es producida por el aumento de su sintesis. Hay que
destacar que este incremento de 1la sintesis de protein
quinasas no estd regulado por 1la ola citosdlica de
calmodulina sino que es dependiente de los niveles de
vitamina Dx (8). La Uunion del AMP ciclico con la subunidad
reguladora de las protein guinasas produce la liberacidn de
la subunidad catalitica que por un lado interviene
fosforilando proteinas citosdlicas (9) y por otro lado
trnsloca al nucleo donde también fosforila proteinas entre
las que hay gque destacar algunas especies de 1la histona H1
(10).

Ademas de lo ya mencionado, hay que comentar que en
el nicleo, concretamente en la matriz nuclear, previamente
al inicio de la replicacién del ADN se acumulan también las
enzimas replicativas y los desoxirribonucledtidos
precursores.

La conjuncidén de todos estos acontecimientos conduce

a la iniciacidén de la sintesis del ADN.
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6. CONCLUSIONES
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1. La inyeccidn de un antagonista @f-adrenérgico, como el dl
propanolol, una hora después de realizar una hepatectomia
parcial, produce wuna disminucidn de un 80% aproximadamente
de los niveles de calmodulina en el citosol; indicando por
tanto gque el primer incremento de la concentracién de AMPc
intracelular es responsable del aumento de calmodulina

citosdlica durante la regeneracién hepatica.

2. Despues de practicar una hepatectomia parcial en la rata
puede observarse un incremento de la actividad citosdlica
protein guinasa dependiente de AMPc, cuyo valor maximo se

alcanza a las 16 horas de la intervencidn guirdrgica.

3. Durante la fase prerreplicativa después de administrar
la solucidén TAGH no se produce ningun aumento de la
actividad protein quinasa dependiente de AMPc en el
citosol, sino que por el contrarie se detecta una ligera
disminucidn de esta actividad gquinasa a partir de las 16

horas de la infusidn.

4. Estudios cinéticos de la actividad protein quinasa
dependiente de AMPC en funcion de diferentes
concentraciones de AMPc, con muestras de citosol de ratas
control y regenerantes de 16 horas, indican que el aumento
de la actividad protein guinasa dependiente de AMPc durante
la regeneracién hepatica es debido a wun incremento del n®

de moléculas enzimaticas.
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5. La administracién de inhibidores de la transcripcidn y
traduccidon (Actinomicina D y Cicloheximida) a las 12 horas
despues de una hepatectomia parcial provoca una disminucidn
de la actividad protein quinasa dependiente de AMPc en el
citosol, a 1las 16 horas de la regeneracién hepatica.
Concluyendo por tanto, que la ola de actividad protein
guinasa dependiente de AMPc es producido a un aumento de la

sintesis de esta molécula.

6. La administracion de trifluoperacina (droga
anticalmodulina) & horas después de wuna hepatectomia
parcial, produce una disminucidn de un S0% de la

concentracidn de AMPc intracelular entre las 12-14 horas de
la regeneracidén hepatica. Estos resultados indicarian que
el aumento de calmodulina en el citosol puede ser en parte
responsable de la aparicidn de la segunda ola de
acumulacion de AMPc observada a partir de las 12 horas

posthepatectomia parcial.

7. La administracidn de trifluoperacina 4 horas después de
una hepatectomia parcial produce una total inhibicidn de la
actividad protein guinasa dependiente de AMPc entre las 14

y 20 horas de la regeneracidn hepatica.

8. La actividad protein guinasa dependiente de AMPc
determinada a partir de muestras de citosol de ratas
control en presencia de diferentes concentraciones de TFP

es aproximadamente un 40% mas baja que la determinada en
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muestras de citosol de ratas control en ausencia de dicha

droga.
9. Los estudios cinéticos en funcidn de diferentes
concentraciones de AMPC , realizados con la subunidad

reguladora de las protein guinasas dependientes de AMPc en
presencia y en ausencia de 20 HM de TFP indican gue esta
droga produce una ligera perdida de afinidad de la

subunidad reguladora por este nucledtido ciclico.

10. Los estudios cineéticos realizados con la subunidad
catalitica de las protein quinasas dependientes de AMPc en
funcion de diferentes concentraciones de histonas, tanto en
presencia como en ausencia de 20 KM de TFP, indican que
esta droga porduce una pérdida de afinidad de un 25%

aproximadamente de la subunidad catalitica por el sustrato.

11. A partir ge las conclusiones octava, novena y decima
podriamos postular que la disminucién de la actividad
protein guinasa dependiente de AMPc en el citosol observada
en las ratas regenerantes y tratadas con trifluoperacina es
producida por una interaccidn directa de esta droga sobre
el enzima. Concretamente la TFP provocaria una perdida de
afinidad de la subunidad catalitica por las histonas vy de

la subunidad reguladora por el AMPc.

12. Las ratas hipocalcémicas y sometidas a una hepatectomia

parcial presentan un incremento de la concentracidn
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citosdlica de calmodulina cuyos valores maximos se alcanzan
entre las 8-12 horas después de una hepatectomia parcial.
Sin embargo estas ratas carecen de la ola de actividad
protein gquinasa dependiente de AMPc después de someterlas a
una hepatectomia parcial, sugierinedo por tanto, gue estos

2 acontecimientos son independientes entre si.

13. La concentracidn de calmodulina en el nucleo de ratas
regenerantes empieza a aumentar a partir de las 12 horas de
la hepatectomia parcial y se hace maxima a las 24 horas.
Preferentemente esta calmodulina se halla asociada 1la
matriz nuclear. Estos resultados confirman la translocacidn
de la calmodulina desde el citosol hacia el ndcleo de los

hepatocitos durante la regeneracion hepatica.

14. Mediante la utilizacidn de teéecnicas de ‘"overlay" se
pueden identificar 8 receptores de calmodulina en el nldcleo
de ratas no operadas. Dos en 1la fraccidén S1 uno en la

fraccidén 52 y cinco en la matriz nuclear.

15. En 1las ratas regenerantes de 24 horas no se observan
diferencias en los receptores de las fracciones 51 vy G2.
Sin embargo en la matriz nuclear, dos de los cinco
receptores estan muy incrementados vy tres se encuentran

claramente muy disminuidos.

16. En el patrén de fosforilacidén dependiente de AMPc en el

citosol de ratas no operadas pueden observarse 8 proteinas
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fosforiladas cuyos pesos moleculares oscilan entre los 120
y 18 Kd. 6Sin embargo el patrén de fosforilacidén de
proteinas citosdlicas en presencia de AMPc durante la
regeneracidn hepatica muestra unma clara disminucidn de 1la
incorporacion de BED destacandose unicamente una

fosfoproteina de 65 Kd.

17. En las muestras de citosol procedentes de ratas no
operadas e incubadas con concentraciones de 500 KM de Ca®="*
pueden observarse la aparicidon de 2 nuevas fosfoproteinas
cuyos pesos moleculares son de 100 Kd. vy 72 Kd, y la
desaparicidn de una fosfoproteina de 62 Kd. La adicidn de
calmodulina en el medio de incubacidn no modifica el patron

de fosforilacion.

18. Si estas mismas muestras de citosol se incuban ademas
de la calmodulina y el calcio con trifluoperacina, se
observa la desapariciéon de 1la fosfoproteina de 100 Kd,
indicando por tanto que su fosforilacidn es dependiente

exclusivamente de calmodulina.

19. El patrédn de fosforilacidn dependiente de calcio vy
calmodulina a 1las &5 12 y 16 horas de la regeneracion
hepatica es similar al observado en ratas control, no
obstante cabe sefalar wuna disminucidn general de la
incorporacién de ®#p, la desaparicidn de la banda de 100 Kd

y la aparicidén de una nueva fosfoproteina de 85 Kd.
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