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i) RESUMEN.

Las catecolaminas son consideradas las hormonas de las grandes emergencias, al

‘estimular a sus receptores activan rapidamente el metabolismo celular y pueden tener

acciones a largo plazo tales como induccion en la expresién de ciertos genes y aumento
en el tamafio celular. Existen tres familias de receptores adrenérgicos: f, a, ¥ @4 cuya
actividad es regulada rapidamente. Los receptores o, adrenérgicas, motivo de estudio
de este trabajo, estan acoplados a una proteina Gqy su activacion estimula la actividad
de la fosfolipasa C que digiere a! fosfatidil-inositol(4,5)bisfosfato; el inositol-trisfosfato
producido se une a sus receplores en el reticulo endoplasmico, incrementando la
concentracion citosdlica de calcio; el diacilglicerol, que permanece insertado en la
membrana plasmatica, estimula a la proteina cinasa C; generando respuestas multiples
segtin la célula estimulada, su efeclo pueda ser reemplazado por ésteres de forbol. Tres
subtipos de receptores a, adrenérgicos han sido clonades: ay,, @4, ¥ oyg. Este estudio
evalud la transduccién y regulacién del estimulo adrenérgico, en clonas independientes
de fibroblastos Rat-1 transfectadas con los subtipos mencionados de receptorss
adrenérgicos a,,. Se investigd la regulacién por la proteina cinasa C (activada con ésteres
de forbol) y la desensibilizacién homaéloga. Por tltimo, se daterminé la fosfarilacién del
subtlpo a4, como parte de su mecanismo regulador, en respuesta a norepinefrina,
endotelina y activadores directos de la proteina cinasa C, entre otros estimulos celulares.

Cada subtipo activé a la via de recambio de fosfoinositidos-calcio con el siguiente
érden de potencia: oy, > oy, > a4 Ja proteina cinasa C bloqued totalmente la actividad
de! subtipo a4 y parcialimente la del ay, no teniendo efecto sobre el ay, la
desensibilizacién homéloga fue similar, atin en células depletadas ds la cinasa C por
tratamiento prolongado con ésteres de forbol. La fosforilacién del receptor o, adrenérgico
aumentd rapidamente, dependiendo de la dosis del agonista, y no cambid al bloquear a
la proteina Gl, con la toxina pertussis. £n células tratadas cronicamente con ésteres de
forbol se detecté un aumento considerable de la fosforilacién basal del receptor o, -
adrenérgico, que ya no se incrementd ante la presencia de ninguno de los agentes
empleados. La endotelina, a través de receptores ETA, sensibles a BQ-123, tuvo un
efecto mas répido e intenso que la norepinefrina, mismo que fue atenuado por inhibicién
de cinasas de tirosina (con genisteina) y de serinaftreonina (con estaurosporina).

- Consideramos que las particularidades en la regulacién de los distintos subtipos de

receptores o, adrenérgicos contribuyen a explicar la razdn de su diversidad.
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i) ABSTRACT.

The activity of three cloned a,-adrenergic receptor subtypes transfected into Rat-1
fibroblasts, the blockade of their actions by protein kinase C'and the phospharylation of
the subtype a,, were studied. Transfected Rat-1 fibroblasts expressing, in different
clones, either one of the three cloned a,-adrenergic receptor subtypes were stimulated
with norepinephrine, in the presence or absence of phorbol esters, and the production of
inositol(1,4,5)triphosphate from H-myo-inositol labeled cells and the mabilization of
intracellular calcium were evaluated. We found the subtype a,, as the more active,
followed by the «, and the a,y Differential sensitivity between the o radrenergic
receptor subtypes to be desensitized in response to the activation of protein kinase C was
investigated. The more sensitive was the subtyps a,, followed by the oy, and finally, the
oy, was resistant. Since the different adrenergic receptors studied were expressed, at
similar levels, in the some cellular background, the differential sensitivity to desensitization
mediated by protein kinase C could be attributed to intrinsic characteristics of the
receptors, their structural differences could confer them differential susceptibi'lity to
phosphorylation by protein kinase C, or to interact with protem kinase C phosphorylated
substrates which may interfer with their actwnty '

Phosphorylation of the adrenoceptor subtype oy, as a result of stimulation with
norepinephrine or protein kinase C activation, has been considered nacessary to regulate
receptor desensitization by probably indepondent mechanisms. In this work, the
phosphory!auon of this adrenoceptor subtypa induced by norepinephnna phorbol esters

or ac:twation of endogenous endothelm receptors was demonstrated. The mechanism of -

ondothelln induced phosphorylatnon of the adrenoceptor o, was compared with the effect
of norepmephnne Interestingly, the phosphorylatlon of this adrenocoptor tnduced by_
endothelin, was stronger and faster than the resultant of its homologous activation, _
suggesting cross-regulation. The pathway activated by endothelin whlc_h resulted in
phesphorylation of the adrenoceptor o, was assessed using inhibitors for serinolthroonine
- and tyrosine _kihas‘es. A dose dependent attenuation in the phosphorylation of the
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ay-adrenergic receptor was detected in cells preincubated with staurosporin or genistein,
suggesting that both kind of kinases could be involved, by independent pathways, in the
process. No inhibition was observed by preincubation with pertussis toxin. An important
increase in the basal phosphorylation of the adrenoceptor was detected in cells chronically
treated with phorbal esters, no further increment in phosphorylation of the receptor was
observed with any of the experimental manipulations suggesting that in unstimulated cells,
protein kinase C could regulate the basal phosphorylation of this receptor in a negative
way or that some phorbol ester sensitive isoforms were not completely depleted and
instead remained active, maintaining the phosphorylation of the receptor elevated. The
differences in the reguiatory properties of the o,-adrenergic receptors could help to
explain their functional diversity.

lii) GLOSARIO DE TERMINOS.

AMPc, Adenosin Monofosfate ciclico. Producto de la actividad de la adenilii ciclas, regula
positivamente a la proteina cinasa A.

CHO. Linea celular proveniente del ovarijo del hamster chino.

GRK. Cinasa especifica para receptores acoplados a proteinas G. Se han clonado 6
subtipos que varian en su secugiicia primaria, en su modo de interaccidn con la
membrana plasmética y en sus sustratos. Los subtipos 2 y 3 cofresponden a las cinasas
del receptor § adrenérgico (fark-1 y park-2), respectivamente.

IP,. Inositol(1,4,5)trisfosfato. Producte de la actividad de la fosfolipasa C, difunde en el
citosol hasta unirse a receptores intracelulares localizados en el reticulo endoplasmico.
Estos receptores forman un tetramere que da lugar a un canal de calcio, mismo que se
libera del reticulo endoplasmico cuando los receptores son activados.

PH. Dominio proteico con homologia con la proteina plecstrina. Presente en diversas
proteinas que participan en tfransduccian. Interviene en interacciones protelna-proteina
y protelna-fosfatidit-inositol(4, 5)bisfosfato. o |

PLC. Fosfolipasa' C. Enzima que digiere al.fosfatidil-inositol(4,5)bisfosfatov generando
diacit-glicerol e inositol-trifosfato. Su actividad conduce a un aumento en la concentracion



citosélica de calcio y a la activacion de {a proteina cinasa C.

PKA. Proteina Cinasa A. Heterotetramero que fosforila residuos de serina y treonina.
Consta de dos subunidades reguladoras y dos subunidades cataliticas. Esta cinasa es
activada por AMPc.

PKC. Proteina Cinasa C. Familia de cinasas que fosforilan residuos de serina y treonina.
Estas enzimas se dividen en tres subgrupos dependiendo de sus requerimientos de
cofactores: aquellas reguladas por calcio y diacilglicerol (conocidas como
convencionales); las que responden a la presencia exclusivemente del diacilglicero! ( las
no convencionales) y las fosmas atipicas cuyos requerimientos de cofactores adn no estan
bien establecidos.

PMA. Forbol-miristato-acetato. Se le considera un agente promotor de tumores. Activa
a la proteina cinasa C. |

Rab. Proteina G de bajo peso molecular que interviene en la movilizacién de vesiculas
intracelulares. |

Ras. Proteina G de bajo peso molecular involucrada en las vias de transduccnén que
conducen a proliferacion celular

Rho. Proteina G de bajo peso molecular que participa en la regulacién de la estructura
del citcesqueleto de actina. ' '

SH2. Dominio proteico llamado asi por su homologia con una reg:én da lacinasa Src s6
encuentra en diversas proteinaa que participan en transduccion y su funcaén es
interaccionar con fosfotirosinas que se encuentren en un contexto parncular.

SH3. Daminio protsico presente en diversas proteinas involucradas en transduccién' es
homélogo a una regién de la cinasa Srcy se asocia a reglones ricas en prolma que se
exponen por un cambio conformacional de la protema portadora |

SHC. Proteina adaptadora que pen'mte la interaccién entre proteinas part:c.lpantes de

diversas vias de transduccuén pamcularmente de aquellas actwadas por factores de '
creclmiento | |
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I INTRODUCCION.

Los organismos multicelulares requieren de mecanismos que les permitan la
comunicacion, adecuada y precisa, entre las células que los constituyen y entre éstas y
los diversos estimulos externos a los que constantemente se ven expuestas. La funcion
de la comunicacion intercelular se inicia junto con el desarrollo del individuo. En el
embrién, las sefiales transmitidas de una célula a otra regulan el crecimiento, la migracién
y la diferenciacién celular, y su orgénizacién en tejidos especificos. En el adulto, el
sefialamiento celular coordina el comportamiento normal y la respuesta a estimulos
externos. Palologias tales como e} cancer, la diabetes y algunos desérdenes de los
sistemas nervioso, inmune y cardiovascular, entre otros, pueden tener su origen en
alteraciones de los sistemas de sefialamiento celular, |

Las interacciones celulares siguen una serie de eventos basicamente divididos en dos
etapas: inicialmente un mensajero extracelular se une a su receptor especifico, ubicado
en la célula blanco, transformandolo de un estado pasivo a uno aclivado;
subsecuentemente, el receptor desencadena una serie de eventos bioquimicos
intracelulares dando lugar a una respuesta que pusde involucrar cambios en la expresion
génica, en la arquiteclura del citoesqueleto, en el trafico de proteinas, en la adhesidn, en
la migracion y en el metabolismo celular, entre otras procesos que pueden conducir,
incluso, a una respuesta proliferativa. | ‘

Las moléculas portadoras de mensajes intercelulares son de naturaleza quimica muy
diversa; existen ejemplos que incluyen proteinas, peptidos pequeﬁos," aminoécidos,
nucledtidos, esteroides, retinoides, derivados de #cidos grasos y gases diSqe!tos. tales
comd el éxido nitrico. Estos agentes alcanzan el espacio ex&acelular por secrecion, o
simplemente son liberadospor 'difusién, através de la membrana blasmética; mientras
que algunos permanecen asociados a la superficie celular, 'desde donde se comunican
exclusivamente con las células adyacentes. | |
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En el proceso de camunicacion endocrina u hormonal, las glandulas de secrecion
interna proveen de hormonas al organismo, éstas son liberadas al torrente sanguineo y
la respuesta especifica, que se genere ante su presencia, dependera fundamentaimente
de que la “célula blanco” sea capaz de reconocer a la sefial en cuestion y de generar las
reacciones bioquimicas intracelulares que den lugar a una respuesta metabadlica concreta.
Independientemente de la naturaleza quimica de la sefal, la influencia de ésta en la
célula blanco surge cuando se asocia a los receptores que la capturan con alta
especificidad y afinidad; permitendo que los mensajeros celulares actien a
concentraciones muy pequerias, generalmente del arden nanomolar. En la mayoria de
los casos, los receptores son proteinas integrales de ta membrana plasmaética; si bien,
existen varios mensajeros pequerios y liposolubles que tienen sus receptores localizados
en el interior celular (Alberts, ef al, 1994).

El mecanismo de transduccidn empleado por los distintos tipos de receptoras depende
de sus caracteristicas estructurales, localizacién y capacidad paré interaccionar con
diversas proteinas efectoras; por ejemplo, algunos receptores intracelulares, como
aquellos que identifican a las hormonas esteroides, pueden localizarse en el niicleo y
moduiar directamente la exprasion de genes. Por otro lado, los recéptores localizados en
la membrana plasmética deben estimular a componentes intracélulares, que transparten-
y amplifiquen la sefial de activacion del receptor y que, en muchos casos, sirviéndosé de
cascadas de fosforilacién, pueden Ilégar a manifestarse a través de la expresion
diferencial de los genes (Alberts, et al, 1994; Garcia-Sdinz, 1996). |

Los receptores de la membrana plasmatica se asacian a una gran diversidad de
estructuras que les permiten activar a diferentes moléculas efectoras. Asi, algunos de
ellos controlan el paso de iones, puesto que poseen la estructura dé canales (Sivilotti y
Colquhoﬂn, 1995}, otros, como los receplores para factores de crecin‘iiento, son capaces :
de fosforilar proteinas en residuos de tirosina (Wilson, 1994; Schlessinger y Ulirich, 1982},
en tanto que los receptores para factor de crecimiento transformante tipo f catalizan la
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fosforilacion de proteinas en residuos de serina o treonina (Massague. Altisano y Wrana,
1984). Algunos receptores parecen tener aclividad de fosfatasa (Charbonneau y Tonks,
1992). Por su parte, muchos gjemplos de receptaores que no poseen actividad catalitica
se sirven de cinasas citosdlicas, como los receptores para interleucinas (Ziemiecki, Harpur
y Wilks, 1994); o bien se acoplan a moléculas mediadoras que les permiten controlar {a
accion de diversos efectores intracelulares; tal es el caso de los receptores acoplados a
proteinas G, de los que nos ocuparemos con mayor detalle a continuacion.

Esta tesis estd dedicada al estudio de los los receptores a, adrendrgicos, de
los cuales se conocen tres sublipos: oy, oy, Y 04g, todos ellos capaces de estimular la via
de recambio de fosfoinositidos, conduciendo a movilizacién dal calcio intracelular y a
activacion de la proteina cinasa C. El modelo celular que ocupamos en los estudios que
se describiran son fibroblastos de la linea Rat-1 transfectados, en clonas
independientes, con cada uno de los subtipos de receptores «, adrenérgicos,
mismos que son expresados de forma estable. Estudios previos en nuestro laboratorio
hablan demostrado particularidades en la actividad y regutacién de estas‘subtipos
adrenergicos expresados naturalmente en hepatocitos de distintas especies. L.a ventaja
del estudio en un mismo tipo celular permite valorar las diferencias atribuibles a las
caracteristicas intrinsecas de los receptores cuando ellos son expresados en un
entorno celular similar. Estudiamos la activacion y regulacién de los subtipos de
receptores o, adrenérgicos, aplicando un estimulo adrenérgicoy la activacidn de
la proteina cinasa C. Asi mismo, investigamas el efecto de éstos y 'otros estimulos
celLilares, sabre la fosforilacién del receptor ay, adrenérgico; panicu!armente la
activacion de los receptores para endotelina que se encuentran expresados naturalme‘nte
en las células Rat-1, que son nuestro modelo de estudio, y que nos permi'te.conocer él
efecto de la activacion de la via de fosfoinasitidos-caicio a la que éstos se acoplan.

Es relevante mencionar que como algunas de las acciones de los. receptores
acoplados a proteinas G coinciden con las que resultan de la estimulacion de los

¥
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receptores para factores de crecimiento, éstos se describiran mas adelante. Asi mismo,

en una seccion especial se hara la descripcién de los mecanismos bésicos de regulacion

de los sistemas de transduccién, particularmente el de recambio de fosfoinesitidas-calcio.

Ademas se hard una descripcion breve de la familia de receptores adrenérgicos,

particularmente de los subtipos a, y se referiran los detalles, hasta ahora conocidos, en

la regulacion del receptor a,, adrenérgico.

Il. RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G.

Los receptores acoplados a proteinas G
forman parte integral de la membrana
plasmatica y transmiten sefiales a través de
ella. Una gran variedad de mensajeros
intercelulares, entre los que se incluyen
neuromoduladores y hormonas, se unen a
miembros especificos de esta familia de
receptores. La union del ligando promueve la
interaccion entre el receptor y una proteina G

heterotrimérica, residente en el lado

intracelular de la membrana. La activacién:

subsecuente de la protelna G inicia la
respuesta, conocida como sefial intracelular.
Algunas proteinas G regulan la concentracion
de segundos_ mensajercs, por ejemplo el
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) o el

calcio. La liberacion de éste Ultimo, de

depositos intracelulares en donde se
encuentra almacenado, es inducida por el
inosital trisfosfato, producta de la actividad de

NH; -

[Eirecatuar]

: l lntracnlwar-] .

Figura No. 1. Modelo de la estructura da los receplores
acopladox a proteinas G. Las letras se refleren a los dominios
estructurales. (u) El dominlo extracelular, amino-lerminal,
contiens sities de glicosilaclén potencial y permite la unién del
Sgando en los receptores para hormonas glicopratelcas, (b) Asas
extracelutares. (¢) Qominkis transmembranales, contienan los
sitios clave para la unlén del ligando algunos receploras, (d)
Primera y segunda asas infracelulares, involucradas en el
acoplarniento de las proteinas G. (e) Tercera asa Intracelular, se
cree que determina la especlfickdad de acoplamiento do las
distintas protelnas G, tamblén contiena eifios probables de
fosforilacldn. {f) Dominio carboxllo-tarminal, contlene serinas y
freoninas que sa  fosforilan durante ¢l proceso de
desensibliizacién, una de sus ciste/nas puedn ser palmitatiada,
gensrando una cuaita asa Intracelular, Las caracterislicas

_mancionadas son generales pero no necesariamente comunes

para fodos los receptores. Figura modificada de lismaa, y Shine,
1892,
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una fosfolipasa especifica para el fosfatidil-inositol(4,5)bisfosfato que es regulada por una
proteina G. Otras proteinas G controlan directamente la funcién de algunos canales
iénicos insertados en la membrana plasmatica.

L.a familia de receptores acoplados a proteinas G comprende mas de 300 miembros
conocidos a nivel de secuencia primaria. E! andlisis de ésta revela la presencia de siete
segmentos hidrofébicos, sugiriendo que todos estos receptores comparten ta misma
estructura tridimensional basica en la regién transmembranal (Figura No. 1, lisima y
Shine, 1992). El modelo aceptado para la estructura de estos receptores ubica al extremo
amino-terminal hacia el exterior de la célula, en &l se encuentran varios sitios que
probablemente son modificados por unidén de carbohidratos, Los siete dominios
hidrofobicos mencionados estarian formando o hélices insertadas en la membrana, unidas
por tres asas extracelulares y tres asas intracelulares (Baldwin, 1994). En algunos
ejemplos, el sitio de interaccién del receptor con la proteina G ha sido mapeado, por
mutaciones dirigidas, en la tercera asa intracelular, mientras que el dominio carboxilo-
terminal, localizado hacia el citosol, parece indispensable p'ara la desensibilizacion del
receptor y contiéne secuencias que corresponden a sitios consenso de fosforilacion por
protefna cinasa C y A, también presentes en la segunda y tercera asas citosélicas. Varios
ejemplos de estos receptores, a los qué por mutacién les ha sido truncado el dominio
carboxilo-terminal, son ms resistentes a la desensibilizacién (Lattion, Diviani y Cotecchia,
1984; Alblas, et al,1995) y no sufren internalizacién eﬁCEente (Thomas et al, 1995; Huang,
Chen y Nissenson, 1995; Hunyady, et a/, 1994), luego de la unién de su ligando. Por ofra
parte, en el dominio carboxilo-terminal se encuentra también un residuo de cisteina que,
en algunos casos es el sitio de unidn de un palmitato, mismo que al insertarse en la
membrana crea una cuarta asa intracelular y modiﬁca, de forma dinamica, la funbionalidad

“del receptor, gracias a que su unidn a la cisteina menciqnada'no es permanente (Milligan,
Parenti y Magee, 1995). Un ejemplo interesante de ello, es la modificacién funcional que
sufré el feceptor f3, adrenérgico al qué se le elimina la mencionada cisteina, en este caso,
el receptor modificado muestra un incremento importante en su fosforilacion basal, que
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coincide con una disminucién en su actividad, indicando un estado de desensibilizacién
basal (Moffet, et al, 1993).

. PROTEINAS G.

Las protelnas G pertenecen a la super familia de proteinas con actividad de GTPasa,
esta ihcluye dos grandes grupos de proteinas que participan en distintas vias de
transduccién: 1) las proteinas G de bajo peso molecular tales como Ras, que participa
activamente en las vias de transduccién que llevan a la proliferacion celular (Burgering
y Bos, 1995); Rho, que regula ia arquitectura celular (Nobes y Hall, 1995), modificando
activamente a elementos de! citoesqueleto de actina ante diversos estimulos
extracelulares y Rab, participe activo en la movilizacion intracelular de vesiculas (Fisher,
et al, 1994); ademas de algunos factores fundamentales para la sintesis proteica y 2) las
proteinas G heterotrimericas cuyos componentes son: una subunidad o, responsable de
la union e hidrolisis del GTP y las subunidades B y v, que funcionalmente actdan siempre
juntas (Gilman, 1987). |

La familia de las proteinas G heterotriméricas esta constituida por una gran diversidad
de componentes; todos ellos coordinan la generacion de diveréas sefiales intracelulares,
como respuesta a la activacién de los receptores de siete dominios transmembranales a
los que se acoplan diferencialmente. La caracterizacion de sus compbnentes indic;a que
hay cuando menos veinte miembros de la subunidad o, .cinco‘de la subunidad By doce
de la subunidad Y, }o que en potencia pbdria generar qientos de combinaciones, sila
asociacién entre ellas -fueré aleatoria; sin embargo, la naturaleza ha séleccionado
exclusivamente a algunas combinaciones; ademas de que Su distribucibn tisular y -
subcelular es variable, introduciendo con ello un primer mecanismo de regulacién de las
- sefales que pueden ser transmitidas (Hamm, y Gilchrist, 1996). Por supuesto, otfa de las
formas importantes de regulacién de las proleinas Gessu capaci'dad para interaccionar
con receptores y sistemas efectores especificos. Por ejemplo, el receptor 8, adrenérgico
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Flgura No. 2 Proteinas O y ciclo del GTP. (a) Las
sthunidades o en su estadc basal contienan GDP y se
ancuantran unidas con ef dimero . (b) La interaccién con un
recaplor activado (R*) catallza of camblo del GDP unido por GTP
y la disociacidn de a y fiy. La subunidad e unida a GTP {ar) 5e
encusnta en su forma activa y regula la actividad del efector (E).
Por su parts, ol compleio v tamblén puede regular ta actividad do
clertos efectores, ademas de controlar la translocacion de la
cinssa GRIZ, que foskurlia sl receptor activado y lo desensibiliza.
{d) Ln actividad intrinseca de GTPasa de I subunidad o permite
la hidrdlisis del GTP a GOP, spagando su actividad, De esta
forma, se deocia del efector y se ressocia con el dimero fy, para
relniclar of ciclo. Algunas foxinas bacterianas modifican
covalaptemente a ls subunkiad a. L.a toxina pertussis (PT) lleva
al desacoplamiento de la protelna G sobra la que actda (algan
mlembro de la famiia Gi) de los receptores a los que é4sta
nommaimante se ssccla, Esto bloquea Ia transduceidn porque
Impide o} camblo de GDP por GTP. La toxna del cdlera (CT)
actia sobre ia Ga, reduciendo su actividad Intrinseca de GTPasa.
Esto causa una duracldn mayor de la forma acliva y por lo tanto
une astimuiacién prolongada del efector. Figura modificada de
Splegsl, 1992, '
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activa a la adenilil ciclasa gracias a que
interacciona con la protelna G, y solo una
quimera de este receptor, en {a que se
sustituyen parte de las regiones intracelulares
de! mismo, por las correspondientes del
receptor a4, adrenérgico, es capaz de estimutar
el recambio de fosfoinositidos, gracias a que
adquiere la propiedad de interaccionar con la
proteina G, (Cotecchia, et al, 1992). Las
proteinas G se encuentran en estado de
heterotrimero inactivo cuando la subunidad G
lleva unido GDP, La estimulacién del receptor
de siete dominios transmembranales, que lleva
acoplada a una protelna G heterotrimérica,
éste
conformacional que disminuye la afinidad de

provoca que sufra un cambio

Ga por el GDP, resultando en la sustitucion de
éste por GTP y en la disociacion del
heterotrimero. -

En esta forma, tanto la

‘subunidad o como el dimero Py, asumen su

estado activo, mismo que se mantie_né hasta
que el GTP es hidrolizado y las subunidades
vuelven a reasociarse (Figura No. 2). Una

herramienta experimental que ha sido de gran

utiidad para revelar. la participacion de

determinadas proteinas G en un evento celular, es el uso de toxinas bacterianas que |
modifican covalentements, por ADP-ribosilacién, a ciertos miembros de las proteinas G.
La toxina derivada del clera actia sobre una arginina de la subunidad o, (Gierschik y
Jakobs, 1990), vy eétabiliza la forma unida a GTP, ocasionando una 'activacién
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permanente de la proteina modificada y manteniendo estimulada a la adenilil ciclasa con
el consecuents incremento, constante y pronunciade, en la concentracion citosélica del
AMPc, ademds de la activacion mantenida de la actividad de la proteina cinasa A,
causando un desgaste metabdlico de la célula afectada; por otro lado, la toxina obtenida
de la Bordetella pertussis modifica a |a subunidad o, en una cisteina que se encuentra a
cuatro aminoéacidos de distancia del extremo carboxilo-terminal, e impide su interaccién
funcional con los receptores a los que normalmente se acopla, bloqueando su activacion
(Gierschik y Jakobs, 1990).

Las distintas subunidades Gu, cuyo peso molecular oscila entre 39 y 52 kDa y que
comparten una homologia estructural entre ellas de un 45 y un 80 %, han sido divididas
en cuatro clases: G, Gay, Gotg ¥ Guyp, contando cada una con un par de miembros como
minimo. Algunos miembros de esta familia son modificados por miristoilacion,
palmitoilacién o ambas (Mumby, Kleuss y Gilman, 1994; Linder, et al, 1993). Estas
ilpidaciones regulan la asociacién de las subunidades Go a la membrana. La
palmitoilacion es reversible y modifica, por lo tanto, de m'anera'dinéml'ca la conducta de

e

la subunidad Ga:(Wadegaertner y Bourne, 1984; Casey, 1994). Por otro lado, seha

propuesto que la funcién de algunas protelnas G puede ser regulada por fosfcrilécién;’ por
ejemplo, G'a,,g y Ga, pueden ser fosforiladas in vivo en re_Siduos de serina y treonina
(Linsbury, et al, 1891). El papel de |a fosforilacién en gste sistema s qﬁizé el de regular
el ensamble de los diversos complejos macrOmol'eculares en las que las proteinas G
~ intervienen (Neer, 1995). Para el caso de Gq/G11, que se expresﬁan naturalmenté en los
fibroblastos Rat-'t. la transformacidn de estas células con el oricogén'v-src, incrementa

la fosforilacién de las mencionadas proteinas G, provocando un aumento en su actividad
(Liu, Mattingly y Garrison, 1996).

El dimero Py forma un cdmplejo estrechamente unido que puede ser disociado
unicamente bajo condiciones desnaturalizantes. Tradicionalmente este dimero ha sido
responsabitizado de incrementar Ja afinidad de ia subunidad Ga con el receptor al que
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se acopla y de contribuir a la asociacién de ella con la membrana plasmatica. Sin
embargo, estudios recientes demuestran una gran versatilidad funcional del dimero fy.
Por ejemplo, ha sido ubicado en la via de activacion de Ras por parte de receptores
acoplados a proteinas G (Crespo, et al, 1994; Koch, et al 1994). Incluso se ha detectado
que es capaz de interaccionar directamente con la cinasa Raf, ubicada en la via de la
cinasa activada por mitégenos, que conduce a proliferacion celular (Pumiglia, et al, 1995).
También se ha determinado que puede participar en la estimulacién de la adenilil ciclasa
tipo ll (Inglese, et al, 1994). Entre los eventos celulares que requieren de la participacion
de este dimero conviene destacar, para los fines de este trabajo, su participacion en la
translocacion de cinasas especificas para los receptores acoplados a protefnas G (GRKs)
y su propiedad de estimular a algunas isoformas de la fosfolipasa C (Pitcher, et al 1995;
Lee et al 1993; Smrcka y Sternweis 1993; Sternwais, 1994). Las subunidades GJ tienen
un peso molecular cercano a los 36 kDa y comparten una homologia entre ellas que va
del 50 al 80 %. Por su parte, la subunidad Gy es la més pequena del grupo, todos sus
miembros, de entre 6 y 9 kDa, sufren de isoprenilacién en su extremo carboxilo-terminal
quedando ancladas, de manera permanente, a la membrana plésmética, avento
indispensable para su funcién (Muntz, et af, 1992). |

Las protéinas G hete'rotriméricas median una gran variedad de seﬁales intracelulares
debido a que son ihtermediarias en el acoplamiento de receptores de siete dominios
transmembranales con diferentes moléculas efectoras; por ejemplo con varias isoformas
de la adenilil ciclasa y de la fosfolipasa C especifica para el fosfatidil-
inositol(4,5)bisfosfato. La activacién de la adenilil ciclasa da como resultado la produccion
de AMP ciclico y por consiguienté la activacién de la cinasa que depende de la presencia
de éste (PKA). La fosfolipasa C cataliza la hidrdlisis de fosfa'tid'il-lnositol(4,5)bisfosfato
para generar diacilglicerol & inositol trisfosfato, éstos llevan a la activacion de la proteina
cinasa C y a la movilizacién de calcio intracelular, fespectivamente. Las diferentes
isoformas de la fosfolipasa C parecen ser activadas por diferentes 'réceptores y en
algunos casos por distintos componentes del heterotrimero de protefnas G. Actualmente
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se han caracterizado cuatro isoformas de fosfolipasa C tipo § (que es le que responde a
la estimulacién de receptores acoplados a proteinas G), todas ellas son aclivadas en
diferente grado por la subunidad a, de las proteinas G (Taylor, et a/, 1991, Smrcka, et al
1981). En tanto que las isoformas B, y B, también pueden ser activadas por el dimero By
(Smrcka y Sternweis, 1993; Bong-Les, et al, 1993).

IV. RECEPTORES PARA FACTORES DE CRECIMIENTO.

Muchos receptores, particularmente para factores de crecimiento, cuentan con un
dominio extracelular, de unidn al ligando, y un dominio intracelular, poseedor de actividad
catalitica de cinasa, que muestra especificidad por residuos de tirosina. La 'unién del
factor de crecimiento adecuado se acomparia de la dimerizacién y autofosforilacién de
los receptores. En los receptores para factor de crecimiento epidérmico y para factor de
crecimiento derivado de p!at;uetas, los sitios de autofosforiiacién estan en regiones no
catallticas del dominio carboxilo-tarminal'citosé!i_co (Malarkey, et al, 1995). La principal
- funcién de estos sitios, una vez fosfdrilados es reclutar a efectores intracelulares,
estimulando su funcién. Asi pues, la unién de! ligando permite que el dominio intracelular
de estos receptores sirva como faco de concentracidn. de protefnas tales como la
fosfolipasa Cy, la cinasa del fosfatidilinosital-(4, §) bisfosfato, la cinasa Src y algunas
proteinas acopladoras que son fundamentales para la activacién de Ras, todas ellas
pueden contribufr, de manera coordinada, a generar una respuesta mntogémca mediada
por cascadas de fosforilacldn (Marshall, 1995).

V. MODULQOS PROTEICOS, -

Las interacciones proteina-proteina, nei:esarias para la transmision de una sefal
intracelular, ocurren por medio de modulos especificos, de estructura consenfada, que
 forman parte de Qa secuencia primaria de muchas proteinas efectoras y adapiadoras
(Cohen, Ren y Baltimare, 1995). Los dominios llamados SH2, presentes en distintas
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proteinas participantes de las cascadas de transduccién derivadas de la activacion de
receptores para factores de crecimiento, tienen la capacidad de unirse a residuos de
tirosina fosforilados y ubicados en un contexto particular, que permite la seleccion del
efector apropiade. Por otra parte, los dominios conocidos como SH3 se asocian a
regiones ricas en prolina que se exponen por un cambio conformacional de Ia proteina
portadora, como resultado de la transmisién de una sefial intracelular. Por otra parte, otro
dominio proteico que esta adquiriendo gran relevancia, es el dominio denominado PH
(lamado asl por su homologia con la proteina plecstrina); éste se encuentra distribuido
en diversas proteinas, incluyendo cinasas con especificidad por serina/treonina o tiresina,
isoformas de la fosfolipasa C, reguladores de las proteinas G de bajo peso molecular y
proteinas estructurales del citoesqueleto, entre otras (Inglese, et al, 1995; Cohen, Reny
Baltimore, 1995). Recientemente se describid que los dominios PH son capaces de unirse
a fosfolipidos, particularmente fosfatidil-inositol(4,5)bisfosfato (Harlan, et al, 1994), as!
como al heterodimero [y de las proteina G, por lo que se cree que su funcién principal es
regular la ihteraccién de proteinas con la membrana (Pitcher, et al, 1995; Touhara, et al,
1994). Un ejemplo particularmente interesante en el que los dominios PH regulan ia
interaccién de una proteina con la membrana plasmética", y _con'el dimero Py de las
proteinas G, es la cinasa del receptor p adrenérgiéo que seré descrita mas adelante.
Muchas proteinas que parﬂcupan en transduccién de sefales poseen dominios SH2, SH3.
y PH, ya sea individuales o en combinacion; asi mxsmo éstas y otras proteinas poseen
sitios de unidn para tales dominios. Las interacciones protelcas resultantes son’
importantes para el seﬂalamlento del camino de la superficie celular at nucteo para el
trafico de protelnas y su localizacién subcelular, para el control de la forma celular y para
la interaccién célula a célula. Experimentos bioquimicos han demostrado que estos

mdbdulos proteicos organizan y regulan redes de interacciones extremadamente versatiles

| y complejas que se encargan de expresar las respuestas celulares al medio (Cohen, Ren
y Baltimore, 1995).
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VI. COINCIDENCIAS EN LAS SENALES TRANSMITIDAS POR RECEPTORES
ACOPLADOS A PROTEINAS G Y RECEPTORES PARA FACTORES DE
CRECIMIENTO.

Hasta hace poco, los mecanismos transductores de sefiales intracelulares eran
supuestos como cascadas bioquimicas lineal2s e independientes. Uno de los grandes
grupos transductores, el de los receptores acoplados a proteinas G antes mencicnado,
informa de la presencia de diversas hormonas y neuromoduladores, y coordina respuestas
tales como contraccion o secrecion, cantando para eflo con un equipo de proteinas que
incluye a las proteinas G heterotriméricas y a efectores del tipo de la adenilil ciclasa y de
la fosfolipasa C, particularmente del subtipo f. Otro equipo sefalador, particularmente el
de los receptores para factores de crecimiente, emplea a cinasas con especiﬁcidad por
residuos de tirosina, a protelnas adaptadoras y a proteinas G de bajo peso (Ras) para
regular la proliferacién y diferenciacién celulares. Por largo tiempo se pensé que estos |
equipos transductores se mantenian Iindependientes, sin embargo, evidencias
experimentales recientes involucran transacciones activas entre ambos grupos (Bourne,
1995; Malarkey, et al, 1995). La proteina adaptadora conocida como SHC ha sido
colocada en el punto de coincidencia entre ambas vias de transduccion, su fosforilacion
resulta de la activacién de receptores para factores de cracimiento y de aquellos
acoplados a proteinas G, varios de los cuales conducen a la generacién de cascadas dé
fosforilacién en tirosina que pueden llevar a respuestas proliferativas (Chen, et a/, 1996).
Asf pues, algunos receptores acoplados a proteinas G acttan de una manera muy similér
a la de los factores de crecimiento “cldsicos”. La p'rotelna adaptadora SHC requiere ser
fosforilad'a en residucs de tirosina para poder formar parte de corhp!ejos molecu!éres ,
mayores. La cinasa Pyk2; recientemente descubierta, _cataliza: la an_terior fosforilacién en
respuesta a diversos estimulos que generan un auméhto_ del calcio intracelular (Lev, ef
al, 199'5')'. Por otra parte, las subunidades By de las proteinas G se consideran clave para
la induccidn de una respussta proliferativa (Crespo, P, et al, 1994; Hawes, el al, 1996) y
para la activacién de cascadas de fosforilacion en tirosina, por parte de los reéeptores de
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siete dominios transmembranales (Inglese, et al, 1995; Koch, et al, 1994), la prueba
experimental que sugiere lo anterior es la fosforilacién de SHC, la activacién de Ras y la
activacion de la cinasa activada por mitdégenos, todos estos efectos son bloqueados
cuando se introduce la expresién de una forma truncada de la cinasa GRK2, cuyo dominio
carboxilo terminal, en el que esta presente un dominio PH, se une al dimero By y bloguea
sus acciones. Probablemente la proteina Gi es la proveedora del dimero 8y mencionado;
ya que la sefial referida se bloquea en células preincubadas con la toxina pertussis (van
Biesen, et al, 1995) .

Vil. VIA DE RECAMBIO DE FOSFOINOSITIDOS-CAL.CIO.

La fosfolipasa C (PLC), cuyo sustrato especifico es el fosfatidil-inositol(4,5)bisfosfato,
genera diacilglicerol e inosi_tol(1,4.5)trisfosfato como resultado de diversos estimulos
celulares (Harden, 1992). Como consecuencia se activa la proteina cinasa C, ademés de
conducir a la liberacién de calcio de reservorios intracelulares. Una vez que el
inositol(1,4,5)trisfosfato difunde en el citosol y se une a sus receptores, situados en el
reticulo endoplésmicq, se abren canales, formados por tetrémeros de éstos, que permifen
la salida del célcio almacenado en el 'organ'elo (Clapham, 1995; Figura No. 3).

El diacilgliceral producido por degradacién' del fosfatidil-inositol(4,5)bisfbs_fato éS'I
répidamente metabolizado, pudiendo servir como fuente para I generacion de &cido
araquidénico,'que por sf mismo actlia como mensajero o sirve de fuente para la sintesis
de proétaglandihas, leucotrienos y trofnbokanos_(Alberts, et al, 1994). De tal forma que la -
activacion de varias isoformas de la prdfeina cinasa C, debida a la presencia del diacil- -
gliceral, generado por esta via, es un evento transitorio. Sin embargo, las acciones que
requieren de la activacion mantenida de la proteina cinasa C son factibles gracias a la
generacion de diacilglicerol por vias alternas, tales como la de la digestion de la
fosfatidilcolina (Nishizuka, 1995) | | |
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Actualmente se conocen tres grupos de PLC (f3, y y §) que hidrolizan especificamente
al fosfatidil-inositol(4,5)bisfosfato. Todas las isoformas comparten dos regiones de alta
homologia, precedidas de un dominio PH, ademas, la PLCy cuenta con dominios SH2 y
SH3; estos mddulos proteicos, que fueron referidos en una seccion anterior, son
fundamentales para las interacciones requeridas en la transmision de la sefial hacia el
interior celular,El mecanismo de activacion de la PLC depende de la isoforma de la que
se trate, la PLC es aclivada por los receptores de siete dominios transmembranales, con
la participacion de una proteina G; por su parte, la PLCy responde a fosforilacion en
tirosina por receptores que poseen esta actividad, o bien por cinasas citosélicas (Bong-
Lee y Ree, 1995). La PLCB es regulada tanto por una subunidad de la familia Gaq como
por el dimero By, a través de su interaccién con distintas regiones de la enzima. La
éensibilidad de las distintas isoenzimas de este grupo, ante la presencia de las
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subunidades mencionadas, es variable, contribuyendo asf a la especificidad de las
sefiales transmitidas. De esta forma, la via “cldsica” de activacion es a través de
receptores acoplados a alguna proteina G de la familia de G, sin embargo; existen varios
ejemplos de receptores acoplados a G, de los cuales tradicionalmente se ha dicho que
modulan negativamente a la adenilil ciclasa, que al ser estimulados son capaces de
generar recambio de fosfoinositidos. Esta via de activacién es bloqueada por la toxina
pertussis, a diferencia de fa via “cldsica” que es resistente, Se ha sugerido que esta
modulacién de la actividad de la PLC, por proteinas G, esta mediada por las subunidades
By liberadas; ademas, conviene recordar que las protefnas del grupo de G, son las que
$8 encuentran con mayor abundancia, por lo que se esperaria que la concentracion del
dimero By, disponible tuego de la disociacidn del heterotrimero G;, sea suficiente para la
activacidn de las formas sensibles de PLC (Exton, 1994).

Vill, PROTEINA CINASA C

El nombre de proteina cinasa C (PKC) se ha usado para referirse a una familia de
cinasas que fosforilan en residuos de serina y treonina y que han sido divididas en tres
categorlas, de acuerdo a sus requerimientos de cofactores: PKCs convencionales (a, B
B; ¥ v) que ademés de fosfatidil-serina requieren calcio y diacilglicerol; PKCs no
convencionales (5, ¢, n Yy o) que difieren de las anteriores en que no dependen de la
presencia de calcm para su activacién; los dos- grupos mencionados pueden ser
estimulados por ésteres de forbol como sustitutos del diaciiglicerol; por ultlmo, tenemos
a las formas atlpicas ({ y A) que no dependen de la presencie_l de los 'cofactorés' antes
referidos (Jaken, 1996; Kiley y Jaken, 1994). En el caso de la PKC ¢, algunos
investigadores han sugerido que su activacion requiere del  fosfatidil-
inositol(3,4.5)tri$fosféto, producto da la actividad de una cinasa que lo fo_sforila en
posicién 3 (Nakanishi, Brewer y Exton, 1993). Todos los miembros de la familia de la PKC:
comparten una estructura Simi!ar; cuentan con un dominio regulador, localizado en el
extremo amino-terminal, que posee el sitio de unién a la fosfatidil-seriné y a los ésteres
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de forbol; el dominio carboxilo-terminal cuenta con [a region catalitica, donde se une el
ATP y el sustrato; ambos dominios estan unidos por una regién flexible (Kiley y Jaken,
1994).

La activacién selectiva de las isoformas individuales de la PKC, en una célula que
expresa varias de ellas (tal es la situaciéon mas frecuente), coordina la selectividad de la
respuesta; por ejemplo, las formas no convencionales, que no requieren de calcio,
aparentemente pueden ser estimuladas por agonistas que estimulan la actividad de la
fosfolipasa D, misma que genera diacilglicerol, sin maodificar |a concentracion citosélica
de! calcio; en tanto que las formas convencionales responden a la estimulacién de
receptores que afectan a la via de fosfoinositidos-calcio, que da lugar tanto a diacilglicerol
como a un aumento en la concentracion de calcio en el citesol (Nishizuka, 1995). Diversos
estudios de fosforilacién in vitro indican que las distintas isoformas de la PKC
aparentemente carecen de especificidad para fosforilar a un determinado sustrato. Asi
pues, la especificidad que ellas muestran in vivo depende, ademas de sus diferentes
- requerimientos, muy probablemente, de su distribucidn subcelular. Existen numerosos
ejemplos en los que la PKC cambia de localizacién cuando es activada y esta migracion
en el interior de la célula puede Ile\iérla al nacleo, a fa membrana plasmatica, 'd a
interaccionar con fibras del citoesqueleto; entre otros lugareé donde seguramente los
sustratos que identifica son diferentes (Wilkinson y Hallam, 1994; Mbchly-Rosen. et al,
1990). Asl pues, ante un mismo estimulo, el desplazamiento que su_fran las distintas
isoformas. presentes en una célula, va a ser diferente, incluso algunas de e'Ilas pueden
no verse afectadas. Recientemente se han idantificado a proteinas ihtrécelulares que
- reconocen exclusivamente a la forma activa de la PKC y que, no siendo sustratos para,
ella, parecen actuar como receptores que regulan la translocaccion subpelu!ar -
mencionada (Mochly-Rosen, 1995; Ron, et al, 1994; Robles-Flores, Garcia-Sanz, 1994).
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IX. DESENSIBILIZACION,

Muchos de los receptores acoplados a proteinas G regulan la accién de sus agonistas
cuando estos se presentan de manera repetida o persistente. En esta situacion, la
respuesta al estimulo hormonal se observa disminuida, o incluso ausente, este fenémeno
es conocide como desensibilizacién (revisada por Lohse, 1993). La desensibilizacién
rapida, que se detecta luego de un estimulo hormonal agudo, generaimente esta mediada
por fosforilacion del receptor. Esta fosforilacién es llevada a cabo por diferentes cinasas,
que probablemente actien de forma secuencial. Entre ellas destacan las cinasas
activadas por tos receptores (GRKs) y aquellas activadas por segundos mensajeros
(PKC, que depende de diacilglicerol y para varias isoformas también de calcio; y PKA,
activada por el incremento intracelular en el AMP ciclico); todas ellas son llevadas a la
membrana donde sus sustratos respectivos, los receptores, en el caso de ambos tipos de
enzimas y algunos otros intérmediarios de la via de transduccién son fosforilados por las
cinasas activadas por segundos mensajeros (Sibley, et al, 1987). La movilizacion de las
cinasas es un factor clave en la regulacién del sistema, el “poner” juhtos alas cinasas y |
asus .sustratos es indispensable para la fosforilacién de éstos; para tal efecto participan
receptores membranales especificos para la PKC, conocidos 'como‘receptores para la
PKC activada (Mochly-Rosen, 1995). El dimero By de las proteinas G permite la |
translocacion de la GRK2 (también llamada flark-1 debido a su capacidad de fosforilar al
receptor P, adrenérgico). Se conoce que el dominio de interaccion de fa _Bark—fl conel
dimero By se localiza en el extremo carboxilo-terminal de la. cinasa. La sobreexpresion
del carboxilo-terminal de la park-1, por trarnsfeccibn del cDNAI respectiv'o. ha sido una
harramienta experimental muy dtil para demostrar diversas acciones celulares mediadas
por el dimero fy {Inglese, et al, 1994 y 1995).

La desensibilizaci_én homadloga a la accidn de hormonas y neurotransmisores es un
mecanismo regulador comun de la funcion de diversos receptores. Se caracteriza por una
pérdida rapida y especifica en la capacidad de activacion a. Jstos, cuando han sido
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estimulados de manera repetida por el agonista. En la familia de receptores acopiadoes a
proteinas G, este proceso ha sido particularmente estudiado en la rodopsina que es el
receptor que media la fototransduscion en células retinales, y en el receptor 3,
adrenérgico en el que su activacion, inducida por catecolaminas, lleva a la estimulacion
de la adenilil ciclasa. La PKA, activada por el AMP ciclico, es capaz de fosforilar y
desensibilizar al receptor §, adrenérgico cuando éste ha sido estimulado o bien cuando
el AMP ciclico intracelular se incrementa en respuesta a otros estimulos. Por otro lado,
los receptores antes mencionados también son fosforilados por cinasas especificas que,
segun se conoce hasta ahora, sdlo tienen como sustratos a miembros de la familia de
receptores acopladoé a proteinas G, por io que se les conoce como GRKs (por cinasas
de rebeptores acoplados a proteinas G; Lefkowitz, 1993). Las GRKs tienen la
caracteristica de fosforilar exclusivamente a los receptores que han sido activados por su
ligando y en los que probablemente los sitios de fosforilacién quedan accesibles como
consecuencia del cambio conformacional que adoptan (Premont, Inglese y Lefkowitz,
1995). No obstante la extensa informacion concerniente a la regulacion del grupo de
receptores que modulan positivamente a la adenilil ciclasa, poco es lo que aun se conoce
del mismo proceso en los receptores qus se acoplan al sistema de recambio de
fosfoinositidos-calcio (W_Ojcikiawicz. Tobin y Nahorski, 1993). En este caso, la
participacion de cinasas especificas de los recépto_res y de aquellas reguladas por
segundos mensajé_ros (particularmente la PKC) ha sido dificil de conc'iliarf Par un tado,
existen ejemplos en los que la deplecién de las formas de PKC sensibyles,a ésteres de
forbot no tiens mayor efecto en el_procéso de desensibilizacién horhéloga y por otro lado,
algunos ejemplos evidencian una disminucién en fa accion hormonal cuando las células
sufren un tratamiento agudo con ésteres de forbol y, mas adn, en casos particulares, la
utilizacién de _inhibiddres considerados especificas para la PKC ha revelado resultados
contrédiétorios en i:uanto ala pamcipacién_derla misma en la desensibilizacion homologa.

Los receptores acoplados al sistema de recambio de fosfoinositidos sufren
desensibilizacién cuando son sometidos a un estimulo crénico. Sin embargo, un estudio
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mas detallado de este sistema se ha enfrentado a dificultades técnicas, debido a que los
fosfatos de inositol tienen una vida media muy corta, y no existen inhibidores especificos
de las enzimas que los degradan. Por su parte, el estudio de los receptores acoplados
a la produccion de AMP ciclico se sirve de inhibidores especificos, que impiden la
degradacion de este segundo mensajero, permitiendo una evaluacion mas acertada
(Wojcikiewicz, Tobin y Nahorski, 1993).

Experimentos recientes sugieren una participacion secuencial de las cinasas de los
receptores acoplados a prota(nas G y de las cinasas moduladas por segundos
mensajeros. Particularmente la GRK2 es sustrato de fosforilacién in vitro de Ia PKC, dicha
fosforilacidon parece aumentar su actividad, o bien su capacidad para asociarse a
membranas, o {al vez ambas. En vista de que la localizacion subcelular de estas enzimas
es fundamental para su accién biologica, resulta retevante la posibilidad de que la PKC
pueda regular la translocacién y actividad de la GRK2 (Winstel, et é!. 1996; Chuang,
LeVine, y DeBlasi, 1995) .

Diversos eventos resuftantes de la ocupacidn del receptor pueden modular la eficiencia
de la transduccién de la seﬁal, estos incluyen foéforilacién de los receptores,
compartamentalizacion dé; los mismos y cambio en el nimero total de ellos o al menos de
aquellos disponibles en la membrana plasmatica. A continuacién se sefialan algunas de
las caracteristicas de cada uno de estos eventos: | '

a) Fosforilacion de los receptores.

La ocupacién de diversos receptores acoplados a proteinas G por su rés'pe_ctivo
agonista, en particular en el caso de aquellos que modulan la actividad de Ia'a‘denilil _
ciclasa, resulta en la activacién de cinasas especificas del recaptof {por ejemplo las
cinasas del receptor B adrenérgico, tambien conocidas corrjo Bark1ty26GRK2y3 -
respectivaments), La fosfoﬁlaciéh del receptor conduce a desacoplamiento-de la proteina -
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Gy pérdida de la actividad funcional (Sibley, DR et a/, 1987). Para el caso de receptores
acoplados al recambio de fosfainasitidos, la evidencia de fosforilacidn de los mismaos es
bastante escasa (Tobin y Nahorski, 1993; Ali, et al, 1994; Alaluf, et a/, 1995; Opperman,
et al, 1996); un ejemplo de que ésta ocurre es el receptor o, adrenérgico presente en
calulas de musculo liso de la linea DDT1-MF2; en ellas, la fosforilacién mediada por el
agonista coincide con el desacoplamiento de la PLC (Leeb Lundberg, et a/, 1985 y 1987).
Sin embargo, la fosforilacién de este receptor, por activacion de la PKC ha sido
claramente demostrada y asi mismo, la intervencién de una GRK ha sido sugerida (Leeb
Lundberg,, ef al, 1985; Lattion, Diviani y Cotecchia, 1994, Diviani, et al, 1996). Asi pues,
son necesarios mas estudios para discernir el papel que cada una de las cinasas juega
en la regulacién del proceso.

a.1) Cinasas de los receptores acoplados a proteinas G.

Las cinasas de los receptores acopiados a proteinas G (GRKs) son una familia de
enzimas que fosforilan residuos de fsarina y treonina presentes en los receptores de siete
dominios tranémembranales. Las GRKs reconocen, ekclusiva y eSpecfﬁcame_nt'e. ala
forma activa de los receptores acoplados a proteinas G, es decir, con ligando unido. La
fosforilacion de un receptor de esta familia, por una GRK, resulta en un blogueo dela
sefial que estaba siendo transmitida por el receptor, esto ocurre por el desacoplamiento
o separacién del receptor y la proteina G heterotrimérica. Se conocen seis miembros de
la familia de cinasas GRKs, cada uno de ellos difiere en su distribucién"tisular y €n sus .
m_acanismos reguladores- (Inglese, et al, 1993; Premont, Inglese y Lefkowitz, 1995,
Lefkowitz, 1993). Los receptores stfoﬁlados por una GRK se convierten en blancas para
la unién de proteinas llamadas arrestinas, éstas bloquean el acoplamiento entre el
receptcr y la proteina G, reduciendo de manera efectiva, los niveles funcionales do
receptor en {a membrana plasmética. La estructura de las GRKs comprende un dominio
catalitico centrai, flanqueado hacia el lado amino por una regién que, segun se crée,
determina el reconocimiento del receptor activado que va a servir como sustrato y una
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regién carboxilo-terminal encargada de la localizacién subcelular de la enzima. Los
miembros mas conocidos de esta familia de cinasas son la cinasa de la rodopsina (o
GRK1) y la cinasa del receptor f-adrenérgico (también conocida como Park o GRK2). La
primera se localiza principalmente en las células retinales, mientras que la segunda (y
también una tercera conocida como park2 o GRK3) tienen una distribucién mucho mas
amplia. Las GRKs antes mencionadas se localizan en el citosol y se mueven hacia la
membrana cuando los receptores, que son sus sustratos, se enfrentan a la presencia de
su agonista. Es un hecho demostrado que un mismo tipo de GRK es capaz de fosforilar
a distintos receptores de siete dominios transmembranales que hayan sido activados. Por
ejemplo, la GRK2 ademés de fosforilar al receptor f, adrenérgico (Benovic, ef al, 1986)
puede fosforilar al ., adrenérgico (Eason.' Moreira y Liggett, 1995) y al receptor para
trombina (Ishii, et al, 1994), entre otros . La manera en que las distintas GRKs
interaccionan con la membrana es paﬂicu!ar para cada una de ellas: la GRK1 y 6 tienen
lipidos unidos, la GRKS posee una regidn con fuerte carga positiva que le permite
asaciarse con los lipidos de carga negativa, abundantes en la cara citosélica de la
membrana. Por su parte, las Barks, que ihactivas se distribuyen en el citosol, se desplazan
a lamembrana cuando e! receptor que va a ser su sustrato es activado; en la membrana
interaccionan con el dimero py de las proteinas G que queda libre cuande estas son

activadas (Kim, Dion y Benovic, 1993; Boekhoff, ef al, 1994, Pitcher, ef al, 1995, Touhara,

et al, 1994). Este Ultimo es un mecanismo regulador particularmente interesante, ya qus
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el dimero fy se encuentra disponible solamente cuando un receptor es estimulado por su -

ligando y conduce a la disociacién del hetérotr'imero'respe"ct_ivo de proteinas G. Asl, se
controla de manera precisa el sitio en que ocurrid la activacién y las GRKs son llevadas

al punto exacto, y en el momento oportuno, en el que su funcidn reguladora es requerida

(Premont, Inglese y Lefkowitz, 1995; Lefkowitz. 1993; Inglese, et al, 1993).
'a,2) Arrestinas.

Las arrestinas son proteinas que juegan un papel importante en el bloqueo de la
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transduccién de la sefal iniciada por los receptores acoplados a proteinas G. La
intervencion de estas proteinas en el marco del proceso de desensibilizacion homéloga,
se situa inmediatamente después de |a fosforilacion del receptor. El bloqueo de la sefal
occurre gracias a la capacidad de la arrestina de disminuir directamente el acoplamiento
del receptor con la protelna G (Lohse, et al. 1990.). Las arrestinas de mamiferos
comprenden, entre otras, a la arrestina visual, cuya funcion principal es bloquear a la
fototransduccién; la B-arrestina, que trabaja en la desensibilizacién del receptor p,
adrenérgico; la arrestina 3 (también conocida como p-arrestina 2) que es capaz de
interaccionar con el receptor [, adrenérgico y posiblemente con receptores del olfato.
Algunas de las arrestinas mencionadas pueden estar representadas por diversas
variantes, hasta la fecha poco se conoce del significado funcional de cada una de ellas
(Steme-Marr. et al, 1993; Parruti, ef al, 1993; Smith, et al, 1994.). En vista de la tremenda
diversidad en el nimero de receptores acoplados a proteinas G, en comparacion con el
numero reducido de arrestinas y GRKs conocidas, surge Ié posibilidad de que éstas sean
capaces de intervenir en el bloqueo de mas de un receptor diferente. De hecho,
recientemente ha sido demostrado que la arrestina visual es la que mayor é3pecificidad
tiene para interaccionar con la rodopsina fosforilada {su sustrato natural); en tanto qué |
la (-arrestina y la arrestina 3 fueron capaces de interaccionar con la forma fosforilada de
varios receptores estudiados (Redopsina, B, adrenérgico y muscarinico m2; todos ellos
acoplados a sistemas de transduccidn distintos). Particularmente la arrestina 3 mostré
poca habilidad de reconocimiento especifico entre ellos. Los elementos estructurales que |
contribuyen a la unién de las arrestinas incluyen: 1)Una regidn acidica, situada en sl
extremo carboxilo-terminal, que controla el re_'c:onocimiento de la forma fosforilada y
activada del receptor, sin participar directamente en la interaccion con éste; 2) una regién
bésica, de ubicacién amino-tarminal, que participa directamente en la interaccion con el
receptor y que juega un pépél regulador por medio_ de interaccion con la region acldica
ya mencionada y 3) dos dominios centrales que participan directamehle en la unidn
_ especfﬁca y‘selectiva del receptor (Gurevitcﬁ, et al, 1995).- Dé acuerdo al estudio antes
referido, sblo se requieren dos moles de fosfato por mol de recepfdr para conseguir una
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unién de alta afinidad de la arrestina con el receptor fosforilado; sin embargo, diversos
estudios han demostrado que los receptores pueden ser fosforilados a estequiometrias
de 8 a 12 moles de fosfato por mol de receptor (particularmente en ensayos in vitro),
sugiriendo que estos niveles de fosforilacion tan elevados pueden actuar directamente en
el bloqueo del acoplamiento entre el receptor en cuestion y la proteina G.

a.3) Desensibilizacion heterdloga por la proteina cinasa A

El aumento en la concentracion de AMP ciclico ejerce, a través de la PKA, efectos
reguladores a distintos niveles de la cascada de transduccién; frecuentemente, la
activacion de la PKA se asocia a la inhibicion de la hidrélisis de fosfoinositidos estimulada
por receptores. Recientemente se demostré que el sistema de ia PLC, activado por las
protelnas G, puede ser regulado por el sistema de la adenilil ciclasa mediante la
intervencién de la PKA. En concreto, se detectd que la PKA inhibe especificamente la
actividad de la PLCf, estimulada por Gy pero no la de las isoformas de PLC activadas
- por la subunidad a. M&s aun, la PKA fosforila diréctamente ala PLC, en residuos de
serina, demostrando asi una regulaciéh cruzada entre dos vias de transduccion de
seflales mediadas por las proteinas G (Liu y Simon, 1996). |

La activacién prolongada de la adenilil ciclasa puede éonducir a una disminucién en el
nimero de receptores que conducen'al recambio de fosfoinositidos. Por ejemplo, en -
células CHO cotransfectadas con los receptores B, adrenérgico (que a través de u_nav
protelna Gs estimulan a la adenilil ciclasa) y muscarinico m1 (activador'del recambio de
fosfoincs'ftidos), la estimulacién prolongada de los B, adrenérgicos resulta en una
disminucién en el numero de muscarinicos. Este efecto puede ser generado por Ja
estimulacién dirécta de [a adenilil ciclasa con forskoliné o en presencia de analogos no
hidrolizables del AMPc (Lee y Fraser,v1993). Sin embargo, en otras células, el estimulo
cronico en la produccion de AMPc lleva a una mejor respuesta del ret_:arhbio de
fosfainositidos; tal es el caso de la accién de los receptores para bradicinina en células
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MC3T3-E1, en las que ademas se detecta un aumento en el numero de receptores para
esta hormona, que puede ser blogqueado si se inhibe la sintesis de proteinas o RNA
(Banno, Sakai y Nozawa, 1993).

a.4) Regulaclon por la proteina cinasa C.

La activacién de la PKC atenua la actividad de la via de recambio de fosfoinositidos
activada por diferentes receptores acoplados a proteinas G (Wojkiewicz, Tobin y
Nahorski, 1993). Los blancos potenciales de accion de la PKC incluyen al receptor, la Gq
y la PLC; entre otros (Garcla-Sainz, 1991). La posibilidad de que la PKC forme parte de
un mecanismo de regulacion negativa se ve fortalecida por la observacién, en diversas
células, de que el abatimiento en el contenido de esta enzima, por incubacién prolongada
con ésteres de forbol, resulta en un incremento en el recambio de fosfoinositidos
estimulado por receptores, resultado congruente con la remocién de una Influencia
inhibidora. Sin embargo, el papel de esta enzima en la regulacion de'es’tos receptores
permanece sin prueba definitiva; lo que seria particularm.enta relevante para evaluar el
- papel funcional de la PKC en la fase incial rapida de la desensibiiiza’ciéh 'de"la hidrélisis
de fosfoinositidos, ya que ésta barece no estar influenciada por la inclusién de inhibidores
de la enzima, '04 por tratamientos cronicos con ésteres de forbol.. No 'dbstante, la
participacién de la PKC se ha considerado necesaria para el proceso de internalizacién
de receptores que, como se menciond previamente, forma parte del proceso de
adaptacioén, a largo plazo, a una exposicién crénica al agonlsta (por ejemplo Benya ,
et al, 1995; Fonseca, Button y Brown, 1995). En este ultimo proceso, el dominio carboxilo |
terminal estd aparentemente implicado en los dlstmtos receptores. Asi mismo, Ia InhlbIClén’ |
de la actividad de la PKC o de la mtemahzacnén puede dar lugar a respuestas mas
prolongadas Cabe destacar que la internalizacion y el reciclaje de los receptores tiene
particular importancia para la resensibilizacién de los mismaos. '
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b) Compartamentalizacion de los receptores.

Diversos receptores enfrentados a la presencia constante de su agonista sufren
atenuacion en el acoplamiento que conduce a la respuesta celular, pudiendo llegar a
respuestas adaptativas a plazos prolongados, basadas en la internalizacion o secuestro
de los receptores hacia compartimentos intracelulares. A temperatura fisiologica, los
receplores secuestrados pueden ser llevados de regreso a la membrana plasmatica.
Desde luego, la internalizacion de los receptores resulta en su desacoplamiento de los
sistemas de transduccion. Por ejemplo, los receptores muscarinicos presentes en células
de neuroblastoma de la linea SK-N-SH son internalizados cuando éstas se exponen a
carbacol durante una hora a 37 °C y el regreso de éstos a la superficie se previene si las
células son incubadas a 10 °C, inhibiéndose su funcionalidad (Baumgold, Cooperman y
White, 1989). No se conocen los mecanismos moleculares que regulan la internalizacion
de los receptores acoplados al recambio de fosfoinosltidos pertenecientes a la familia de
receptores que poseen siete dominios transmembranales. En general, el inicio de! proceso
de intemnalizacion ocurre pasados cinco minutos a partir del estimulo, por lo que se piensa
que este evento resulte secundario a la fase rapida de atenuacion de la respuesta
(Wojcikiewicz, Tobin y Nahorski, 1893). |

‘Un caso interesante en el que la internalizacién parece ser un mecanismo rapido de
desensibilizacion es el del raceptor para factor de crecimiento epidermico expresado en
el par_éhquima hepatico. Estos receptores, en presencia de su ligando, son transportados
a compartimentos intracelulares con tal rapidez que en 30 ségundos ya puedé registrarse.
un decremento mayor al 50% de los receptores que'originalmenté estaban situados en la
‘membrana plasmatica; es_ie proceso ha sido considerado una forma de atthacién 0
desensibilizacién, ya que el receptor secuestrado queda alejado de sus mdlécu_las
efectoras, particulannent_e p21Ras, que se éncuentra ésociada ala membrana plasmatica.
De hecho, una mutante truncada de este receptor, que mantiene su actividad Catalitica
pero es resistente a! secuestro hacia endosomas, conduce a un incremento en la



proliferacion celular y lleva a la transformacion de la linea celutar NR6 (Di Guglielmo, et
al, 1994; Baass, et al, 1995; Bar-Saqi, ef a/, 1988 y Wells, ef a/, 1990).

c) Disminucién del niimero de receptores.

Muchos receptores ubicados en la superficie celular, al ser estimulados crénicamente,
siguen una via de internalizacion que puede conducir a degradacion proteolitica, dando
como resultado una disminucion neta en el nimero de receptores celulares (Benya, et al,
1995; Svoboda y Milligan, 1994). Para el caso de los receptores acoplados al sistema de
recambio de fosfoinositidos que sufren internalizacion y degradacidn, las caracteristicas
comunes de este tipo de regulacién son las siguientes: (i) re'sponden a periodos de
incubacién prolongados en presencia del agonista, (i) la respuesta celular a un nuevo
estimulo permanece disminuida, si bien sin detectarse cambios en la dosis cépaz de
estimular la mitad de la respuesta maxima, (iii) este tipo de regulacion es homéldga y (i\})
se precisé de la sintesis de protelnas para recuperar a la poblacién de receptores
(revisado por Lohse, 1993). El receptor para trombina es un ejemplo particularmente
interesante. En este caso, el receptor es cortado'prbteoli'ticamente por la enzima durante
el proceso de activacion, luego dichos receptores son inlerna!izédos hasta
‘compartimentos lisosomales, mientras que 'Ia_ membrana plasmética se nutre de nuevos
receptores que estaban almacenados en el aparato de Golgi (Hein, et a/, 1994). ‘ |

d) Regulacion a nivel de las proteinas G.

La activacion de los receptores acoplados a proteinas G puede resultar en una
redistribucion de éstas haciavesiculas en el citosol (Svoboda, y Mifligan,' 1994) o env una
disminucion neta en el contenido de las mismas. Este prbceso ha sido detectado,eh
miembros de las familias_ Gs, Gi y. Gq. En general, el procéso mencionado estd
determinado por los niveles de expresion de los receptores _participantes y. generalmente
se restringe a las protelnas G a las que éstos se acoplan. La reduccién en el contenido
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celular de proteinas G, inducida por algin agenista, se considera parte de un mecanismo
de adaptacion para la desensibilizacién prolongada (Milligan, 1993; Wise, ef al/, 1895)

Las concentraciones celulares de fa proteinas Gq y Gy involucradas en la regulacion
del recambio de fosfoinositidos, estan sujetas a regulacion como resultado de la
estimulacién constante de receptores acoplados a este sistema; esto ocurre, por ejemplo,
en células CHO transfectadas con receptores muscarinicos m1 en donde una activacion
constante de estos receptores provoca una disminucién tanto de los receptores como de
las proteinas G mencionadas, de acuerdo a una cinética similar y dependiente de la
concentracion del agonista empleado (Mullaney, et af, 1993). Puesto que algunos
receptores aparentemante pueden compartir ias reservas endégehas da proteinas G, el
estimulo crénico de algunos de ellos pueds, por ende, regular la respuesta resultante de
estimular a otro del mismo grupo, ocurriendo asl desensibilizacion heterdloga. En
experimentos de unidn de ligandos radiactivos a membranas de hepatocitos, Dasso y
Taylor demostraron que la vasopresina disminuye la un_ién de alta afinidad de la epinefkina
a los receplores a4 adrenérgicos, probablemente porque captura a las protéin'as G
necesarias para dar la conformacion de alta afinidad de los receptores adrenérgicos
referidos (Dasso, y Taylor, 1992). | |

Por otro lado, la actividad de las proteinas G puede ser regulada por fosforilacion,
algunos ejemplos de regulacion cruzada sugieren lo anterior. La fosforilacion de la Gia,
peor la PKC, atenda su accion sobre la ade'n'il_il ciclasa (Strassheim y Malbon, 1894). Las |
proteinas Ga,, y Gaz también pueden ser fosforiladas por la PKC. En este caso el efecto
obtenido es una disminucion en su capacidad de interaccién con el dimero By (Koéésa,
y Gilman, 1996). '

e) Regulacion por disponibilidad del sustrato.

Las sefiales inductoras de la adenilil ciclasa dificiimente pueden sufrir de carenciade
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sustrato ya que en cualquier célula normal las concentraciones citosolicas de ATP
generalmente no son limitantes. Por otro lado, la via de sefiales que requiere del recambio
de fosfoinositidos si puede estar limitada por la disponibilidad de lipidos de inositol,
puesto que la concentracion de fosfatidil-inositoi(4, 5)bisfosfato, que es el sustrato de la
PLC, constituye menos del 5% de los fosfoinositidos presentes en la membrana celular
(Alberts, et al, 1994). Ademas, la deplecion de los reservorios intracelulares de calcio, por
la activacién de un receptor acoplado al sistema de recambio de fosfoinositidos-calcio,
puede bloquear la respuesta de otro receptor acoplado a fa misma via de transduccion;
por ejemplo, la activacién de los receptores muscarinicos en las células SH-SY5Y impide
la subsecuente accion de los receptores para bradicinina (Willars y Nahorski, 1995).

f) El modelo del receptor f§, adrenérgico.

El receptor B, adrenérgico sufre desensiblizacion tanto homéloga como heteréloga.
Este receptor, acoplado a proteina Gs, estimula a la adenilil ciclasa incrementando el AMP
ciclico intracelular y activando a la PKA. La accion de este receplor se encuentra
cuidadosamente medulada por la célula, su estudio detallado ha servido como modelo
para comprender el proceso de desensibilizacién en otros receptore's acoplados a
proteinas G. El panorama actual sugiere que Ia desenéibilizacién. homéloga esta
controlada por la fosforilacién del receptor par parte de una cinasa especificé de éste (la
mencionada park-1 o GRK-2), desacoplandolo del sistema de 'tr.ansduccic'm (Benovic, et
al, 1986), por intervencidn de protelnas que se unen al receptor fbsforilado, estas
proteinas son conocidas como arrestinas. Los sitios de fosforilacién por Bark-1 en este

-receptor han sido mapeados en el extremo carboxilo-terminal (Nakata, et al, 1994,
Fredericks, Pitcher y Lefkowitz, 1996).- Ademas, el receptor f3, adrenérgico también puede
ser fosforilado por la PKC y por la PKA, causa'ndo_ una disminucién en su acoplamiento
con la proteina Gs (Pitcher, et al, 1992) Posteriorménte, el receptor ocupado por su
agoniéta, gs internalizado, creando con éllo una barrera fisica entre el agonista y el
receptor (Pippig, Andexinger y Lohse, 1995). La internalizacion de este rec'ept_or ocurre
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en vesiculas de clatrina y
requiere la actividad de GTPasa
de la dinamina (Moore, et al,
1995; Zhang, et al, 1996). Por
ultimo, el receptor es sustrato

para la accidon de una fosfatasa r,'f >, P ocscorumento
y luego es reciclado a la
membrana plasmatica, para
reiniciar un nuevo ciclo de e T ot
activacién. A nivel post-
transcipcional, el RNA v o . INTERMAUZACION
mensajerc  del  receptor i V-

adrenérgico f, es regulado
por la unién de la proteina
B-ARB, misma que
aparentemente lleva al
mensajero a perder su
estabilidad  (Tholanikunnel,

Granneman y Malbon, 1995).

] LA
. FESENSIBILIZACION v
) .

Figura No. 4, Madelo de regulacion del raceptor fi; adrenérgico, La
- descripcion del proceso se encuentra an ef texto , Figura modificada de
Sibley etal, 1987. '

X. RECEPTORES ADRENERGICOS.

Cien afios han transcurrido desde que Oliver y Schéfer descubrieron 'que extractos
crudos de medrla adrenal ejercen efec_tos fisiologicas en el sistema cardiovascular y en
el musculo esquelético (revisadd por Garcia-Sainz, 1995). Siguié a este hallazgo la
purificacion del principio activo que inicialmente fue llamado epinéfrina por John J Abel -
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y mas tarde adrenalina por Jokichi Takamine. Hasta la fecha, ambos nombres son
empleados cotidianamente para referirse a la misma hormona. Desde entonces, miles de
investigadores alrededor del mundo han contribuido a entender el mecanismo de accién

,-AR
=] = | MDA | s
""] Gi v Gs
GIP L AP cop GIP
AMPC ‘ |
. l PROTEINACINASA A

PROTEINACINASA C

DAG

oy AR

Figura No. 8, Vias de transducclon da los radnptoru adranargicos. Las receptores o, adrenérgicos {oy- AR) se acnpiah a una
protaine Gq, sstimulan a 4 fosfolipasa C) (PLC), generando diacil-glicerol {DAG) e inosital trifosfato (IP,), mismos gue canducen
© alamovikzacidn de calcio intracelular y 8 1s activacidn de 1a protelna cinasa C, Los receptores i adrenérgicos (3-AR) se acoplan

aunaproteina Qs que astimula a la adenilata ciclasa, generande rdenasin manalosfato clclico {AMPC) que activa a la pmtelna
cinasa A. Los receptores o, adrenérgicos se acopian @ una proteina Gl e inhiben a fa adenliato ciclasa.
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y los procesos en los que esta hormona esta involucrada. Entre las acciones celulares
mas relevantes que han sido descritas, se incluyen efectos rapidos como modulacion del
tono vascular y activacion metabdlica; asi como respuestas duraderas que derivan de la
expresion de genes Y que pueden llevar incluso a la hipertrofia celular y probablemente
a la proliferacién (Rokosh, et al, 1996; Garcia-Sainz y Alcéntara-Hernandez, 1996, Allen,
et al, 1991; Gonzalez-Espinosa y Garcia-Sainz, 1992, Chen, et al, 1995, Thonberg, et al,
1994 y Milano, et al 1994) . Particularmente, la accion aparentemente contradictoria, de
inhibir o estimular la contraccién de diferentes tejidos musculares, como respuesta a la
presencia de adrenalina, lievé a Alhquist, en 1948, a proponer la existencia de dos
subtipos de receptores adrenérgicos que llamé B y o . Afos después se sugiri@
heterogeneidad en el grupo de receptores o, debido, particularmente, a su influencia en
la liberacién de neurotransmisores, Asi, fueron subdivididos en «, Y o, Actualmente
sabemos que el grupo de receptores adrenergicos esta constituido por tres familias, de
tres miembros cada una, y que tanto los receplores f adrenérgicos como los a, modulan
Ja actividad de la adenilil ciclasa; los primeros la estimulan a tfavés de la activacion de
una proteina Gs y los segundos la inhiben gracias a su acoplamiento con |a proteina Gi.
i’or su parte, la familia o, regula la cancentracién citbsélica dé calcio y activa a la protefna
cinasa C, estos efectos estan mediados por la activacién de una proteina G de la familia
Gq (Figura No.5). Ademés de los sistemas de transduccion antes mencionados, que son
los que se consideran “clasicos” y se activan en todos los tipos celulares en Ioé que los
receptorés adrenérgi_cos estan presehtes, existen efectos que son particuiares de
diferentes tipos celulares; por ejemplo, la activacién de 1a foéfolipasé A2 en células
transfectadas (Pérez, de Young y Graham, 1993); estimulo mitogénico en células de
musculo liso vascular, mismo que resulta de la activacién ‘de la cinasa que fosforila al
fosfatidil-inositol(4,5)bisfosfato en la posicion 3 y parece estar mediado pdr una proteina
Gi, sensible a la toxina pertussis (Hu, et al, 1996) y control de la-apértdra'de canales
idnicos tales como los canales de calcio tipo L, en miocitos de vena porta de rata
(LePretre, Mironneau y Morel, 1994).
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Desde luego es un misterio la razon de 1a existencia de tantos subtipos de receptores
adrenérgicos, capaces de estimular a diferentes sistemas de transduccion, y que pueden
enconirarse coexpresados en diferentes tipos celulares. Sin embargo, evidentemente la
célula requiere e integra las acciones de los distintos subtipos adrenérgicos. Suponemos
que la respuesta final depende, entre ofras cosas, de la regulacion a que estos sean
sujetos, particularmente la sensibilidad a! blogqueo de la respuesta ante un estimulo
pronunciade o permanente y la regulacion cruzada entre distintos subtipos y con otros
receptores para otras sefiales que seguramente en un momento dado, la célula recibe
simultdneamente. Este es un campo de estudio abierto a la exploracidn, los resultados
recientes sugieren que cada familia de receptores adrenérgicos incluye subtipos que
sufren desensibilizacion de manera particular, y que se acoplan con diferante grado de
eficacia a los sistemas de transduccién que estimulan; mucho de este conocimiento se ha
generado graclas a la clonacion de los genes de estos receptores y su expresion, por
transfeccién, en sistemas modelo. Esto ha permitido la introduccién de secuencias
modificadas de los receptores y ha ayudado a conacer los sitios de interaccidn con el
ligando, las secuencias importantes para el acoplamiento de las proteinas G, aquellas que
regulan la internalizacion de los receptores y los dominios que intervienen en la
fosfarilacion que lleva a la desensibilizacién de los mismos. Tanta heterogeneidad ha
abierto expectativas para el estudio de anta‘gonistas especificos, potenciales agentes
tarapéuticos, utiles en el tratamiento de padecimientos generédos o influenciados por
desordenes en la actividad de los receptores' adrenérgicos (Milligan, Svoboda y Brown,
1994), |

Las catecolaminas que actdan a través de los receptores o, adrenérgicos estimulan

el recambio de fosfoinositidos. El inositol trisfosfato y el diacilglicerol, generados por la
| activacion de estos receptores, llevan a la movilizacién del calcio intracelular y a la
activacion de la proteiha cinasa C, generando a continuacién diversas respuestés :
celulares que incluyen contraccién, secrecién y actiVacién metabdiica ‘dependiend‘o del

tipo celular. La fa’milia de los receptores «, adrenérgicos Bsta comprehdida por tres
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subtipos diferentes (o, a4y ¥ 244). Estos han sido clonados y expresados por transfeccion
en diversos sistemas modelo de células en cultivo, en los que todos ellos estimulan el
recambio de fosfainositidos (Cotecchia, etal, 1988, Schwinn, et al, 1990, Lomasney,
ef al, 1991, Pérez, Piascik y Graham, 1991, Minneman, y Esbenshade, 1994; Garcia-
Séinz, 1993). La existencia de varios subtipas de receptores ay adrenérgicos que
modulan a la misma via de transduccidn, sugiere la existencia de particularidades en su
regulacion, tal como ha sido descrito para los adrenoreceptores que pertenecen a las
familias B y a, (Nantel et al, 1993; Kurose, y Lefkowitz, 1994).

XI. REGULACION DEL RECEPTOR ;3 ADRENERGICO.

Los receptores adrenérgicos, pertenecientes al subtipo o,p son sensibles a la
“activacién de la proteina cinasa C, en células que los expresan naturalmente. En
hepatocitos aislados de rata, se demostrd que la glucogenalisis, inducida por estimulo
' adrenérgicb, es bloqueada fuertemente por los ésteres de forbol; en tanto que la accion
de otras hormonas acopladas al mismo sistema de transduccién no fue igualmente
afectada, sugiriendb especificidad en la accién de los ésteres de forbol, hacia el receptor
oy adrenérgico.' (Corveray Garcla-Séinz_, 1984, Corvera, et al 1986). La' accion inhibitoria
de los ésteres de forbol sobre otras acciones mediadas por Vactivac:ién .d_el recéptor oy
adrenérgico en hepatocitos de rata fue confirmada por otros auioras (Lynch, et al, 1985;
Cpoper, et al, 1985). Hallazgos equivalentes se detectaron en estudios de la linea celular
DDT,-MF2, originada de musculo liso de hamster, en la que ademas se: demostrd la
fbsforilaCién del receptor (Leeb-Lundberg, etal 1985y 1987). ' |

Estudios recientes, realizados en nuestro laboratrio, han demostrado que
hepatocitos de distintas e‘spe'cies_'_expre_san subtipos diferentes de receptores a,;
adré_nérgit:os (Garcia-Sainz, et al, 1992), esto ha permitido su emplec como modelo de
aStudio comparativo entre un mismo tipo celular que expresa naturaimente los diferentes
subtipos de estos receptores. Asi, la comparacién de la réspuesta adrenérgica y la
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Figura No. 8. Modslo dal receptor adrenérgico a,,, Esquema de la estructura del receplor adrendrgico ay, clonado de la linea celular
DDT1MF2 provenlents de hamster (Cotecchia, ef &/, 1988). Los aminodcidos qua comesponden a stios consense para fosforilacidn por la
PKC sa indican con clrcuics negros. En el extrema carboxito-terminal se indica con una flecha la cistelpa a la quo patenclaiments sa le une
un pakmitato, farmando utha cuarta asa Intrecelular, El sitio de acoplamiento para la proteina Gq ha sido ubicado, por rnuiagénasls didgida,
on [a tercern ass intracelular (Dianing, Hulping y Simon, 1995),

- regulacion de ésta en hepatocitos de conejo y rata (que expresan los subt:pos oa Y A4
respectivamente) ha mostrado propiedades caracter(sticas y una sensibilidad diferencial
al bloqueo por ésteres de forbol, encontréndose mayor resistencia al 'blo_queo por
activacién directa de la PKC en hepatocitos de conejo y mayor sensibilidad en los de rata .
para la desensibilizacién inducida por ésteres de forbol (Garcia Sémz y Maclas- Sllva |
1995)

Ei dominio reSponsab!e’ de la desensibilizacion homologa del receptor a,, adrénérgico ,
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ha sido mapeado en el extremo carboxilo terminal de éste (Figura No. 8). Experimentos
con células transfectadas, en los que se induce {a expresién de una forma truncada del
receptor a,, adrenérgico, mostraron que la carencia del extremo carboxilo-terminal no
afecta el acoplamiento del receptor con el sistema de recambio de fosfoinositidos, tipico
del receptor silvestre. Sin embargo, resulta incapaz de sufrir fosforilacion ante un astimulo
homélogo o heterélogo, éste titimo entendido como un tratamiento agudo con PMA
(Lattion, Diviani y Cotecchia, 1994). La coexpresion de las B-arrestinas 1 6 2, que atenua
la respuesta del receptor integro, no tiene influencia alguna sobre el truncado (Diviani, ef
al, 1996). Si bien estos hallazgos sugieren que los aminoacidos blanco de la fosforilacion
podrian estar localizados en el extremo carboxilo-terminal del receptor, no se descarta
que este dominio sea indispensable para la interaccion de proteinas reguladoras,
inclufdas cinasas, que pudieran fosforilar al receptor en otros sitios y que, por lo tanto, la
ausencia de fosforilacién en el receptor truncado pudiera ser debida, méas que a la
ausencia de sltios blanco para la fbsforiiacién, a la incapacidad de este receptor para
reclutar hacia la membrana a las cinasas responsables del evento. Por otro lado, la
intervencion de la PKC ha sido considerada como necesaria para permitir la adecuada
internalizacién del receptor, como parte del proceso de desensibilizacién en una etépa
que pedriamos considerar tardia, ya que ocurre en cuestion de minutos (Fonéeca, Button
y Brown, 1995; Zhu, et al, 1996), mientras que el bioqueo dela at:cién h_drmon_al 'p'u'ede -
ocurrir en cuestién de segundos. Resulta conveniente sefalar que el receptor oy,
adrenérgico truncado sufre deficiencia en el proceso de internalizacion (Lattion, Diviani
y Cotecchia, 1994), lo que harfa pensar que el dominio carboxilo-terminal podr_i'a también
ser blanco de la actividad de la PKC. Por btro lado,' la exposicién prolongada a
norepinefrina conduce a una disminucion en el contenido celular tanto de los receptorés'
oy, adrenargicos como del RNA mensajero que codifica para ellos, en fibrobléstos Rat-1
transfectados y en células de musculo liso vascular, respectivemente (Wise, et al, 1995;
Izzo, et al, 1994). Los tres subtipos de receptores a, adrenérgicos SQ coexpreéan 'en
cultivos de miocitos cardiacos de rata neonatal. En estas células, la 'exposicién
prolongada a norepinefriné induce hipertrofia. Recientemente se demostré que en ellas,



los niveles de RNAm de los subtipos a,p , o4g disminuyen en ias circunstancias
mencionadas, por otro lado, el RNAm del subtipo «,. (que actualmente corresponde al
a,a) aumenta. Este mismo efecto se observé con otros agentes hipertréficos tales como
ésteres de farbol y endotelina-1. Estos resultados proveen un sjemplo claro de que los
subtipos a, adrenérgicos, coexpresados naturalmente en un mismo tipo celular, estan
sujetos a regulacidon diferencial. Resulta interesante destacar que la respuesta
adrenérgica o no sufre desensibilizacion en los miocitos cardiacos, quiza la clave de este
comportamiento radique en el aumento del receptor oy (Rokosh, et al, 1996). Por otro
lado, en células de musculo liso vascular, la disminucion del RNAm del receptor oy
adrenérgico, por estimulacién crénica con su agonista, es mediado por la activacion de
la PKC (lzzo, Tulenko y Colucci, 1994).

La cotransfeccidn de la GRK2 can el receptor a4, adrenérgico ha mostrado influencia
positiva en el proceso de desensibilizacion homéloga, la eSpecificidad del sistema
permanece por ser demostrada ya que un efecto similar se detectd con la coexprésién de
la GRK3 y la GRKS, en tanto que la GRKS condujo a un incremento de la fosforilacién |
basal del receptor que ya no pudo ser incrementada por la accién del agonista. Un
hallazgo interesante, que cabe destacar, es que la coexpresién de una forma
cataliticamente inactiva y dominante de la GRK2 bloquea la fosforilacion del receptor U
adrehérgico. inducida por el agonista (Diviani, et al, 1996). La fosforilacién del receptor
adrenérgico a, inducida por coexpresién de GRK5 y GRKE, no tiene efecto negativoen
la produccién de fosfatos de inositol ante un estimulo adrenérgico. En experimentos
~ similares, la presencia de GRK2 o GRK3 si contribuyé al bloqueo e.rl_“la produccion de los
fosfatos de inositol. En vista de que la coexprasion de cada una de las cuatro cinaéas :
mencionadas da lugar a2 un incremento eh la fosforilaci_én del receptor a4, adrenérgico,
lafalta de correlacion con el bloqueo en la produccién de fosfatos de inositol podria ser
interpretada c_dmb un efedo diferencial dela fosforilacién pdr qistintas' cinasas; habiendo
quizd, diferencias en Ios'sitios blanco de la fosforilac_ién, que a su vez modificarfan
diferencialmente la' habilidad de los receptores para ir.lteracci'onar con las proteinas
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responsables de bloquear la via de transduccién. Entre estas podrian citarse a las [3-
arrestinas cuya coexpresion con GRKs 2 y 3 incrementa el bloqueo del estimulo
adrenérgico sobre el receptor ., adrenérgico, en tanto que no surte ningun efecto en
presencia de GRKs Sy 6 (Diviani, et al, 1996).

Xii. OBJETIVOS.

La presente tesis se dedicd el estudio del proceso de activacion y desensibilizacién de
los receptores o, adrenérgicos a,,, o, Y a4, transfectados en clonas independientes de
fibroblastos Rat-1. Ademds, se determing la fosforilacion del subtipo a4, ante un estimulo

“adrenérgico, ante la activacion de la PKC con PMA y ante la activacién de receptores para
- endotelina presentes endogenamente en los fibroblastos Rat-1.

1. - Se investigd el efecto del estimulo adrenérgico en cada unc de los subtipos de
receptores a, adrenérgicos, sobre la activacion da la via de fosfoinositidos-calcio. Para
ello se cuantificé la produccion de 3H-inositol-trisfosfato y la movilizacién de calcic
intracelular. |

2.- Se evalué la influencia de la activacién directa de la PKC, mediante la exposicion a
esteres de forbol, en la actividad de cada uno de los subtlpos de receptores
oy adrenérglcos |

3.- Se determiné la desensibilizacion homéloga de los receptores «, adrenérgicos,
~ tomando como pardmetro la movilizacién de calcio intracelular, |

4.- Se investigd el papel de la PKC en la desensibilizacién homéloga de los réce_ptores
@y adrenérgicos. Para ello se evalu este proceso en células sometidas a tratamiento
~ prolongado con PMA, mismo que induce degradacién de las isoformas de PKC sens:bles g
" a este agente ' ‘ '
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5.- Se estudit la fosforilacidn del receplor a,, adrenérgico en células estimuladas con
norepinefrina, endotelina y PMA.

6.- Se determind el curso temporal y la dependencia de la dosis de los agonistas en la
fosforilacién del receptor o, adrenérgico.

7.- Se investigd el efecto inhibidores de cinasas que fosforilan en residuos de serina y
treonina y de aquellas que fosforilan en residuos de tirosina, en la fosfarilacién det
receptor a,, adrenérgico, inducida por la activacién de los receptores para endotelina.

8.- Se evalud el efecto de la deplecion de la PKC, por tratamiento prolongado con PMA,
en la fosforilacion del receptor o, adrenérgico.

9.- Se determiné la participacion de alguna proteina G, sensible a la toxina pertussis, en
 la fosforilacién del receptor a4, adrenérgico.

~ 10.- Se evaluo la posible participacion de los receptores para factor de crecimiento
- epidérmicoenla fosforilacién del receptor o, adrenérgico.

La metodologia empleada y los resultados, que se resumen a continuacion, se presentan
en los siguientes trabajos: | |

1 “Effect of Phorbol Myristate Acetate on a,-Adrenergic Action i‘n Cells .Expressing
- Recombinant «y-Adrenoceptor Subtypes”. Autores: Véazquez-Prado y Garcia Séainz.
Publicado en Molecular Pharmacology, 1996; 50:17-22. |

2. "Endothelin induces phosphorylation of aqp-Adrenergic Receptor Transfected to Rat-1
 fibroblasts. Comparison with the effect of Norepinephrine"; Autores: Vézquez-Prado,



Baruelos y Garcia-Sainz. Manuscrito enviado a publicacion.
Xiil. RESULTADOS

Los resultados de esta tesis, asi como las metodologlias empleadas para su obtencion,
se presentan en dos articulos que se incluyen en la seccion de resultados y que se
resumen a continuacion:

Resumen de resultados

Primer trabajo: | |
“Effect of Phorbol MyriStaie Acelate on ay-Adrenergic Action in Cells Expressing -
Recombinant «-Adrenoceptor Sublypes”. Autores: _Vézquez-Pradb“ y Garcfa Sé_inz. |
Publicado en Molecular Pharmacology, 1996; 50:17-22. |

a) Validacién del modelo:

Se emplearon lrés lineas celﬂlares de fibroblasﬁos Rat-1, cad’a:una.de éllas'
transfectada con un subtipo distintd‘dellos receptores o, adrenérgicos hasta ahora |
~ conocidos (o, , Oip ¥ Cyg ). Las células modelo expresaron nweles similares de- Ios' |

| subt:pos de receptores oy adrenérgicos y una afinidad snmllar por el ligando: ., ,
Bpe,:1.04 pmollmg de proteina membranal Ky:0.36 nM Qgp Bma,2 04 pmol/mg de

' proteina membranal, Ko:0.3nM; &y, Bm 0.79 pmolimg de proteina membranal Kp0.29
| -nM (F||1 pag 51)

Se verif cé que cada clona expresara el subtipo Indrcado de receptor a, adrenérg:co par
' hlbrldaclén del RNAm total con sondas especificas para cada uno (Fig 2, pag 52)
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b) Transduccién de seial:

Los tres subtipos de receptores «, adrenérgicos estimularon |a movilizacion del calcio
intracelular y la produccion de inositol-trisfosfato ante la presencia de norepinefrina. El
subtipo o, desencadendé una respuesta mas intensa que el «,, y ambos que
el ayy (Figs. 3y4, pag 52).

c) Desensibilizacién heteréloga:

 La activacién de la PKC con forbol miristato acetato provecd un bloqueo diferencial de
la respuesta adrenérgica activada por los distintos subtipos de receptores. El subtipo 4
fue el mas sensible, seguido del ., el subtipo a;, fue resistente ala accion de la
PKC (Fig. 5, pag 52 y Fig. 6, pag 53). Este efecta se eliminé por tratamiento crénico de
las células con el éster de forbol (Fig.7, pag 53).

d) Desensibilizacién homdloga:

La movilizacidn del calcio intracslular, ante la presencia de concentraciones crecientes
de norepinefrina, reflejé que los tres subtipos de receptores «, adrenergicos siguen un
proceso de desensibilizacion hdméloga similar. La principal diferen_ﬁzia detectada, fue que
~ laactivacién del subtipo a4, IMpidié que la subsecuente estimulacion de receptores para

endotelina, presentes en los fibroblastas estudiados, condujéra a movilizacién del calcio
intracelular, a diferencia de los otros dos subtipos que si lo permitieron (Fig. 8, pag 53).

Segundo trabajo:
“Endothelin induces phosphorytation of a",-Adrenergic' Recaptor Transfected to Rat-1

fibroblasts. Comparison with the effect of Norepinephrine”. Autores: Vazquez-Prado,
Bafiuelos y Garcia-Séinz. Manuscrito enviado a publicacién. |

e) Fotom_arcaje e inmunoprecipitacion del receptor a,, adrenérgico:
El receptor o, adrenérgico fue detectado, en membranas de los fibroblastos

transfectados con este subtipo, por marcaje con un antagonista radiactivo que se une
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covalentemente al receptor cuando es activado paor exposicion a luz ultravioleta,. Ademas,
fue inmunoprecipitado especificamente con un anticuerpo que se generd contra un
decapéptido con la secuencia carboxilo-terminal de este receptor (Fig. 1, pag 69).

f) Fosforilacién del receptor o,, adrenérgico:

f.1) Efecto de norepinefrina y endotelina. La activacion del receptor a,, adrenérgico
con norepinefrina, o bien la activacion del receptor para endotelina, enddgeno en los
fibroblastos Rat-1, condujo a un incremento en la fosforilacién del primero, dependiente
de la dosis del agonista utilizado. El efecto de la endotelina fue bloqueada con el
antagonista BQ-123, especifico para el subtipo ET, de estos receptores (Fig 2, pag 70).

f.2) Curso temporal. La estimulacidn de los receptores para endotelina propicié un
incremento en la fosforilacién del receptor «,, adrenérgico en una forma més rapida e
intensa que la unién de su propio agonista (Fig 3, pag, 71).

f.3) Efecto de la genisteina y de 1a estaurosporina. La fosf_orilacién del receptor o,
adrenérgico inducida por la estimulacién de los rece'ptores para endotelina, requiere de
la partlcipécién de cinasas con espécificidad por residuos de serina/treonina (inhibibles
con estaurosporina) y de cinasas que fosforilan residuos de tirosina (sensibles a

_genistelna) '(Fig 4, pag 72). .

f.4) Efecto del tratamiento crénico con ésteres de forbol. El tratamientd crénico
con ésteres de forbol condujo a un incremento en la fosforilacién basal del receptor.a,,
adrenérgico, mismo queyano pudo ser incrementado por ningun estimulo (Fig 5, pag 73).

| f.5) Efecto de la toxina pertussis. La fosforilacion del receptor o, adrenérgico'
inducida por norepinefrina, endotelina o ésteres de forbol, resulté independiente de la
actividad de protelnas G sensibles a la toxina pertusSis (Fig 8, pag 74).
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1.6) Efecto del factor de crecimiento epidérmico. La activacion del receptor para
el factor de crecimiento epidérmico no incrementa significativamente la fosforilacion del
receptor o, adrenérgico (Fig 7, pag 75).
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SUMMARY

Wa studied the ability of norepinephrine to stimulate PHjinositol
trisphosphate production and cal¢ium maobillzation in rat-1 fi-
broblasts stably expressing the cloned a,-adrenargic subtypes
and thelr sensitivity to phorboi-12-myristate-13-acatata (FMA).
It was observad that the three subtypes wera able ta activate
this signal transduction process, but marked differences in
efficacy were notad, The order of efficacy was a,, > @y, > aq
in cella with simifar receptor densitles. Tha use of PMA blocked
the a,, responses at lowar concentrations than those needed
to biock the u,, action; little effect of PMA was observaed on

aifects madiated through «a, ,-adrenoceptors, These effects of
PMA were not observed in cells preincubated overnight with
the tumor promoter, suggesting that such actions were medi-
ated through Isaform or isoforms of protein kinase C subjected
to dawn-regulation., Tha repatitive addition of norepinephrine
induced desensitization of tha a,-adranergic acgtion in cells
expressing any of the three subtypes, and this effect was not
altered by overnight pretreatment with PMA. Our data indicate
that there are differences in sensitivity to PMA among the
a,-adrenoceptor subtypes stably expressed in mt-1 fibroblasts.

Three distinet a,-adrenoceptor subtypes have been cloned
(1-4). As recommended by the International Union of Pharma-
cology Committes for Receptor Nomenclature and Drug Classi-
fication (8), they are referred to s a,,~ (1), a;,- (2), and a,4- (3,
4) adrenergic receptors. All of these subtypes scem to be pri-
marily coupled to the hydrolysis of phosphoinositides (6-9) via

G proteins of the G /G,, family (9), with subsequent stimulation

of phospholipase CB activity. They can also couple to other
signal tranaduction pathways (8, 8), but this varies among cell
types (8). The existence of several receptor subiypes ihat mod-
ulate the same transduction pathwayns suggests the possibility
that differences may exist i their regulation, Different regula-
tory properties have been described for members of the 8- and
ay-adrenoceptor families (10, 11). “

Activation of protein kinase C with active phorbol esters,
such as PMA, blocks a,-adrenergic nctions (12~19), which ia
associated with receptor phosphorylation (14). This action of
protein kinage C seems-to be physiologically. relevant in ho-
mologous and heterologous desensitization of thita,-adren-
ergic action (15-17). However, other protein kinases also
participate in these processes (18, 19).

Maost of the studies on protein kinase C-mediated blockade

This work was supparted in part by grants from Consejo Nacional de
Clencia y Tecnologia t4711.N9404) and Direcciin General de Asuntos del
Personnl Académico (IN 200103), J.V.-P. is sponsored by a fellowship from
Consejo Nacional de Ciencin y Tecnologia.

and/or desensitization of the n,-adrenergic action have been
carried out in cells that either express naturally the a,z-adren-
ergic receptor [e.g., rat hepatocytes (20) or DDT; MF-2 cells (2,
14, 17)) or have been transfected with this receptor subtype.
This raises the possibility that different subtypes may have
distinct sensitivities to the action of this prutein kinase, We
observed that hepatocytes obtained from different species ex-
press different a,-adrenoceptor subtypes (20) and that such
receptor subtypes vary in their sensitivity to phorbol esters (21).
However, the observed differences in sensitivity could be due
not only to the receptor subtype expressed by the cells but also
ta other differences in the molecular repertoires expressed in
the distinct hepatocytes. Therefore, comparison of the receptor
subtype sensitivity to PMA in the same cell type seems to he
required to reveal intrinsic differences among these adrenccep-
tors, Ta the best of our knowledge, no such comparison has been
reported. We characterized o,-adreénergic responses (increase in
{Ca**}, and [*H]lnsP, production) with the use of fibroblasts
transfected with the different cloned o,-adrenergic subtypes -
and their sensitivity to PMA. Qur results suggest that distinct
aubtypes have different sensitivities to protein kinase C activa-
tion. o :

Experimental Procedures

. Materialy, (~)-Nurepinephrine, enduthelin. PMA, and {£}prpe
pranclol were obtatned from Sigma Chemienl Co (St. Louis, MO),

ABBREVIATIONS: [Ca?*},, intracellutar calcium concantration; PMA, pharbol-12-myristate-13-acatate; InsP, inasitol phosphata; DMEM, Dulbec-
co's maditied Eagle’s medium; SDS, sadium dodecyl sulfate; HEPES, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineathanesulfonic acid,

17
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Fura-2/AM was obtained from Malecular Probes (Eugene, OR)
Phentolamine was a generous gift from Ciba-Geigy (Summit, N
DMEM, fetal bovine serum. trypsin, antibwoties. and other respents
used for eell culture weve from GIRCO BRL (Gaithersburg, MDy.
PHiPrazosin (744 Cemmely and myo-{2-"Hhnositol (22.9 Cimmols
were from New England Nuclear (Boston, MAy,

Stabiy transfected cell lines, Rat-1 fibroblasts clones siably
vxpressing one of the different cloned a,-ndrenveeptors {a,,. cloned
from bovine brain (1% a,,, cloned from DDT, MF.2 cells (25 and oy,
cloned fram rat brain {3} were kindly provided by Drs. L. Allen, R.J,
Lefkowitz, and M. G. Caron (Duke University, Departments af Med-
jcine and Gardintogy, Durham. NC). Transfected rat-1 fibroblusts
were grown in glutamine-containing high-glucose DMEM supple-
mented with 10% fetal bovine serum, 100 pg/m} streptomyein, 100
units/m! penicillin, and .25 gg/ml amphotericin B at 37° under a 55
CO, sumosphere. For selection, cells were cultured in the presence of
the neomyein analogue G-418 sulfate (300 gg/mb,

Northern blot analysis. Expression of the mRNA for the wans.
fected o, -adrenoceptors was evaluated with Northern blot analysis,
Tatal RNA (40 ug) obitained according to the method of Chomezynski
and Sacchi (22) was electrophoresed in 1.5% agarose gels containing
0.6 M {urmiaideiivde and transierred vw Hybond-N membranes (Am-
ersham! according to standard procedures. Hybridization was done
under high stringency conditions with nick-transiated probes (23). In
brief, membrane filters were prehybnidized for 4 hr at 55° in a
solution containing 35% formamide, 10% dextran sulfate, §X Den-
hordt’s reagent (1% = 0,02% Ficoll, 0.02% bovine acrum albumin,
0.02% polyvinylpyrrolidone), 5x 8SPE (1x = 0.15 M NaCl, 0.01 M
NaH,PO,, 0.001 n EDTA, pH 7.4), \% SDS, and 500 pg/ml dena-
tured selmon spermi DNA. The probes used were an 812-bp Bgill
fragment of the bovine ay,-adrenoceptor cDNA (1), an 803-bp EcoRY
BamH! fragment of the hamster ay,-adrencceptor cDNA (2), and an
850-bp BamH]I fragment of the rat o,,-ndrenoceptor cDNA (2). Hy-
bridization lasted 16-20 hr at 55° The membranes were washed
twice for 18 min in 0.2X standard ealine citrata (1x = 0,15 8 NaCl,
0.015 M sodium citrate, pH 7.0¥0.2% SDS at 55* and twice for 15 min
in 0.1x standard saline citrate/0,1% SDS at 656%. The membranes
were exposed to X-ray film at -70° with one intenaifying screen.

Membrane preparation and {*Hiprasosin binding. Confluent
transfected rat-! fibroblasts cultured in 10-am Patri dishes were
scraped with & rubber policeman and pelieted throngh centrifuge.
tion. Membrane preparation’was performed aecording to Mattingly
et al. {24). Protein concentration was dotermined according to the

method of Lowry et al. (25) with bovine serum albumin as standard.

{*HPrazosin saturation isotherms were performed by incubating the
radioligand with the membranes (25 g of protein) in a final velume
of 0.25 m1 of buffer (50 mm Triz, 10 my MgCl,, pH 7.5) for 66 min at
25° in & shaking water bath. Incubation was terminated by the
addition of § mi of ice-cold buffer and fitration through GF/C filters
with a Brandel harvester. Filters were washed twice and dried, and
radioactivity was measured with a liguid scintillation counter. Non-
specific biriding was determined in the presence of 10 uM phentol-

amine. Saturation curves were nna!yzcd by the EBDA program ( Bm-

soft-Elsevier, Cambridge, UK). ~

[*HjlnaP; production. Cells appronching confluence on 35-mm
plates were labeled with [*Hiinositol (6 uCi/m) for 18-24 hr in I ml
of inositol-free DMEM containing 1% fetal bovine serum. On the day
of the experiment, cells were washed twice with Krebs-Ringer-
HEPES buffer {1 X = 120 mM NaCl, 1.2 mm KH,PO,, 1.2 mm MgSO,.
4,76 mym KCl, 10 mMm glucose, 20 myM HEPES, and 0.05% bovine
serum albumin, pH 7.4) containing 1.3 mM CaCl, and preincubated
for 20 min in 2 mi of the same butfer containing 10 mM LiCl at 37° in
a 5% COy atmosphiere. Incubations with norepinephrine and/er PMA
were done for 156 min and were terminated by the addition of 0.4 ml
of 30% ice-cold perchloric acid; plates were stored at ~20° until the
next day, Supernatants of thawed plates were noutralized, and
{*HM}nsPs (InsP,, InsP;, ond InsPy) were separated through Dowex
AG1-X8 chromatography (26). [*H}InsP; production is presented.

Resultados pag S1.

{Ca®*}, messurements. Confluent rat-1 fibroblasts expressing
the adrenergic receptors were incubaled avernight in G-418-free
DMEM containing 1% serum: on the day of the experiment, cells
were loaded with & uM Fura- &AM in the same medium at 37° for |
hr. After loading, the cells were washed with Krebs-Ringer-HEPES
bufter containing 0.05% hovine serum albumin, pH 7.4; seraped from
the plate with o rubber policemon: and washed again three times
with the use of centrifugation to remove unincorporated dye (in some
experiments, the cells were detached with trypsin; identical results
were obtained). Cells were resuspended in the erme buffer at o
concentration of ~10" cella/ml. Fluorescence measurements were
carried out with 2-ml cell suspensions (5 x 10® celis/cuvette) and
constant stirring a1 37° in an AMINCO-Bowman Series 2 Jumines-
cence specirometer with excitation at 340 nm and emission at 510
nm, {Ca®” |, was calcnlated according to the method of Grynkiewicz et
al. (27) as deseribed previonsly 121,

Results

The expression of the different x,-adrenoceptors was stud-.
fed in the three transfected lines, at both the mRNA and
receptor levels, Binding saturation experiments indicate
that, ns expected, the colls expressed a relatively high level of
receptors that was similar in the thres cell lines (Fig. 1),
although conaistently the cell line expressing a,),-adrenocep-
tors had higher values. The density of receptors and their
affinities for {*Hlprazosin in membranes from these cell lines
were as follows: (a) cells expressing «, ,~-adrenoceptors, B,
= 1.04 * 0.12 pmol/mg protein, Kp = 0.36 = 0.04 nut; (b) celis
expressing a-adrenoceptors, B, = 2.04 = 0.47 pmob’mg
protein, Kp = 0.30 = 0.04 nM; and {c) cells expressing a;
adrenocepmrs. B, = 0.79 = 0.11 pmol/mg protein, Kp =
0.29 * 0.03 nM (results are mean * standard error of six
experiments in each case with different membrane prepara~
tions). A very strong signal was obtained in the Northern
analysis (Fig.. 2), which confirmed that eech cell line ex-
pressed the expected receptor subtype.

Functional parametera were examined. Basal [Ca**), aud
[*HlinsP, productions were similar in the three cell lines (see

BOUND /FREE

0 1 .2
BOUND (pmol/mg protein)

Fig. 1 Rosenthal analysis of gaturation isotherms, {*HjPrazosin bind-

ing to membranes fram rat-1 libroblaats stably expressing w,,~ (8), ay,-

D, or myg- () ndrenoceptors was perdonned as indicated in Experi-
mental Procedures. Data are reprasentative of six experimants with
ditferent membrane preparations.
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Fig. 2 Northom analysis of RNA obtained from rat-1 fibroblasts stabiy
transfected with a,-adrenoceplor subtypes. Total ANA obtained from
cells transfected with the a,, (fanes a), a,,- (anas b), or a4~ (lanes d)
adrenoceptor geites was efactrophoresed, transfemred to mambranaes,
and hybridized using labeled recaplor probes (fop). Autoradiograph is
representative of elght experiments perfonned with identical results.

legends to Figs. 3 and 4). Norepinephrine induced an imme-
diate increase in (Ca?*);, followed by a slower decrease to-
ward basal levels; the peak of the immediata [Ca®* ), response
was used to calculate the -dose-response curves. For
{(*HlInsP; production, maximal accumulation was observed
16 min after hormone addition, and this time was selected for

these experiments, Cells expressing the a,, subtype had a

very strong response to norepinephrine in both [Ca2*], and
{(*H]InsP, production (Figs. 3 and 4, respectively). In these
cells, the agonist induced an ~8-fold increase in [Ca?*), and

an ~4-fold increase in [*HlInsP, production, with similar
EC,O valyea (i.e., ~300 nM and ~500 oM, respectively). Cells
expressing the a,b-adrenocepmr increased [Ca%*), (~3-fold)
and [*H]InsP, (~2.fold) production in response to norepi-
nephrine (Fig. 3), with an EC,, of ~200 nM for both pro-
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Fig. 3. Eifect of norepinephrine on [Ca?*); in rat-1 ﬂbroblasts enpress-
ing @, (A}, 4y C), oF ayy-(C) adrenoceptors, Resuits are presented
_ a3 apercentage of basal [Ca®*), values: (a) @y, cells, 211 = 4 nm; (b) ay,,
cells, 192 = 3 nM; and (c) a4 ceits, 206 = 8 nm. Data aro mean values,
Vertical linas, standard eror ul 5-12 expeﬂments in sach casa.
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Fig. 4. Effect of norapinephrine on [*HlInaP, (I#,} production in rat-?
fibroblasts expressing ai,- (), aq,- @, or a,,- (O) adrenaceptors.
Results are presanted as percentage of basal PHjinsP, productions: (a)
4 Celis, 1343 £ 318 cpm/well; (b) a,,, calls, 1675 = 340 cpom/weill; and
{c) a4 colls, 1547 * 330 cpvwell, Data are mean valuss, Vertical lines,
standard error of five or six experimants in each casa,

cegses. Interestingly, in the rat-1 ﬁhroblmst.s that expressed
«, -adrenoceptors, a very modest increaso in [*HlInsP, pro-
duction was observed (~30% increase over basal levels, Fig.
4), und the maxima!} increase observed in the dose-response
curve for [Ca?*], wns ~150% over basal levels (Fig. 3). As
expected, the functional responses to I pM norepinephrine
were blocked hy 10 pM phentolmmna in the three cell lines
studied (data not shown).

The acute effect of PMA on the a,-adrenergic action was
studied. Fibroblasts expressing the different adrenergic re-
ceptor subtypea were incubated in the presence of 10 uM
norepinephrine in the absence or presence of different con-
centrations of PMA, and (*H]InsP, production was assayed.
PMA by itself did not alter basal [*HInsP, production. In
cells expressing the a,, subtype, PMA inhibited the ay-ad-
renergic response at low concentrations (Fig. 5). In contrast,
the adrenergic actions in cells expressing a,,-adrenoceptors
were essentially insensitive to the active phorbol ester (Fig.
5). Rat-1 fibroblasts that expressed a,,, -adrenoceptors had

“an intermediate response; i.e.. PMA inhibited the effect of

tf-_’ 100+ wm, -~ . ‘ aya
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Fig. 5. Effect of PMA on the «,-adrenargic-mediated increasa in

PHJInsP, (iP,) production, Calls wera incubated in tha presance of 10

uM norepinephrine (NE) and different. concentrations of PMA;. rosulis.
are pregented as percentaga of norepinephnne affect, Other indicanona :
arg ag in legnnd to Fig, 3. .
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nerepinephrine, but the blockade was only partial (~50%).
and relatively high concentrations were required (Fig. 5.

The effect of PMA was also tested on the [Ca* '], respouse
For this purpose, PMA was added to the cells 30 sec hetore
the agonist. The tumor promoter did not alter basal }Ca®" |,
In these experiments, a similar pattern wus cbhserved. PMA
dnse-dependently inhibited the effect of 10 uM norepineph-
rine in cells expressing a,,-adrenoceptors (Fig. 6). Fibro-
blasts that expressed the a,, subtype were very sensitive to
the action of PMA; even with a relatively high concentration
of ngonist (100 us norepinephrine), the active phorbol ester
blocked dose-dependently the response-atrelatively low con-
centrations (Fig. 6). In contrast, cells that expressed the a,,
subtype were very resistant to the action of PMA; even when
" o relatively low concentration of agonist {1 uM norepineph-
rine) was used, the active phorbol ester did not inhibit the
[Ca?"}, response (Fig, 6). The use of different concentrations
of agonist involves the actions of different mechanisms. To
test this point, we challenged the cells with different concen-
trations of norepinephrine in the ahsence or presence of 1 uM
PMA. The results showed that cells expressing a,,-adreno-
ceptors were very insensitive to PMA, whereas those express-
iog the other subtypes were much more sensitive, and this
effoct was not dependent on the dose of agonist (data not
shawn).

It is well known that sustained activation of protein kinase
C with active phorbol esters induces down-regulation of the
enzyme and refractoriness to PMA (28). We tested the effect
of overnight treatment with PMA (100 nM) on the a,-adren-
ergic-mediated [Ca?* ), response, Pretreatment with PMA did
not affect the effect of norepinephrine on this parameter but
- abolished the acute effect of 1 usm PMA in cella expressing
ay or ay-adrenoceptors (Fig. 7). Fibroblasts expressing the
. a,, Bubtype were, as expected, insensitive to PMA under
these conditiona. ‘

When cells were challenged with increesing concentrations
of norepinephrine, the [Ca**);, response decreased sequen-
tially, indicating that the cells became desensitized. This
effect was not due to depletion of the calcium pools in cells
expressing the ay;, or a,, subtype, 85 demonstrated by the
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Fig. 6. Effect of PMA on tha u,-adrenergic-mediated increase in [Ca¥ *
}» Cells were incubated in the presence of norepinaphrine (NE} (1 pm,
ayq ColIS; 10 M, a,y, cells; and 100 M, a,, celis) and different concen-

trations of PMA. Results are presented as parcentage of norepineph- -

rine effects. Other indications are as in legend to Fig. 3.
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eftect of PMA on the o,-adrenergic-madiated increase in {Ca®"], Cells
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The etfact of norepinephrine (NE) (1 uM. a,, cells; 10 um a,, cells; and
100 um, a4y cells) on [Ca®* ), is presented. PMA (1 um, dotted lines) was
added 30 sec before norepinephrine. Data are representative of three

- separate experimants with each cell line.

ability of 10 nM endothelin to increase {Ca?*}; (Fig. 8). In cells
expresaing the o, , subtype, 10 nM endathelin induced a large
increase in [Ca®*), but this effect was no longer observed in
cells previously challenged with norepinephrine (Fig, 8). In-
terestingly, norepinephrine induced desensitizations identi-
cal to those just described in cells preincubated overnight
with PMA (data uot shown).

Discussion

Qur results indicate that the three cloned a,-adrenoceptors
expreased in rat-1 fibroblasts are coupied to the phosphoinoe-
sitide/ecalcium signal transduction pathway. This is consis-
tent with what has been observed by other nuthors using
different cell lines (69, 20-32). It is particularly interesting
that in rat-1 fibroblasts expressing similar receptor denai-
tieg, the abilities of the a,-adrenergic subtypes to activate
this pathway differed. In our experiments, the a,, subtype
had considerable more efficacy to activate this gignal trans-
duction pathway than the other subtypes; the a,, subtype
had particularly low efficacy.

In seme cell systems, receptor density seems to be associ-
ated with the ability of receptors to activate signaling path.
ways; Esbenshade ef al. (31) observed & linear correlation
between receptor density and maximum [*HlInsP production
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Fig. 8. Eftect of sequential addition of norepinephrine (VE) on [Ca™* ],
Norepinephrine was added at the times and concentrations indicated.
EN, enclothalin. Data ere represantativa of six or seven separate expar-
iments with each cell lina,



in DDT; MF-2 cells, and Horie and Tsujimoto i30) reported
that the {Ca®"}; response increased disproportionately in re-
sponse Lo the a,,-adrenoceptor density in CHO cells. In our
experiments, the differences observed in receptor density do
not seem to explain the distinct efficacy of the receptor sub-
types; i.e., the receptor density of cells that expressed the a,
subtype was smaller than that of the cells transfected with
the a,), subtype, but the maximal response of the former cells
wag considerable larger. Similarly, the response of the cells
transfected with a,4 receptors was considerable smaller than
that of the cells that expressed the a,, subtype, despite the
fact that the receptor densities of these two cell clones were
very similar. However, we cannat ignore potential differences
due to clonal variation. Wise et al. (32) also studied a;
adrenergic actions in rat-1 fibroblasts transfected to express
the a,-adrenoceptor subtypes; these authors observed dis-
tinet receptor densities in their cells but did not detect any
major variation in rveceptor efficacy. They reported that re-
ceptor occupation accelerated degradation of Gy, /G, the
agonist-induced degrandation of these G proteins was greater
in tha cells expressing a, ,-adrenoceptors, but this was attrib-
uted to the higher observed receptor density (32).

The most interesting finding in our study was the differ-
ence obeerved in sensitivity to PMA. The order of gensitivity
was apy > ay, -P a),. Again, this difference does not seem to
he explained by disparate receptor densities. However, a
correlation exists with the ability of the subtypes to activate
the signaling pathway, Comparison of the putative intracel-
lular sequences of the three cloned subtypes revealed main
differences in the intracellular loops and the carboxyl-termi-
nal tail, These domains seem to be important both for G
protein coupling and ax target sites for phosphorylations. The
putative protein kinase C phosphorylation sites (consensus

sequence  X<{Arg/Lys, 5,Xo.q)-(8er/Thr)(X, 5 Arg/Lys,
2)-X]) present in these receptors are (a) for the «,, subtype,
Thr224 (third intracellular loop) and Ser351 and Serd07
(carboxyl terminus) (none of these sites are conserved in the
other receptor subtypes); (b) for the ay;, subtype, Thr233
{correaponding to Thr278 of the a,, receptor), Thr2562 (third
intracellular loop), and Ser369 and Ser440 (carboxyl termi-
nus); and (c) for the a,, subtype, Ber195 (second intracellular
loop), Thr278 and Thr322 (third intracellular ivop), and
Ser424, Ser448, and Ser480 (carboxy! terminus). There are
other putative phosphorylation sites in these receptors. At
this point, the role of these sites is unknown. However, it is
worth mentioning that truncation of the ay-adrenoceptor
carboxyl terminug impairs phosphorylation and desenaitiza-
tion {19).

Differences have been observed in the o,-adrenergic sen-
sitivity to PMA in hepatocytes isolated from diverse species
and that expresg distinet a,-adrenoceptors (20, 21); liver cells
that express the a,; sublype were more sensitive than those
that expreas the a,, receptor. Thus, the data obtained with
liver cells that naturally express the receptor subtypes are
consistent with those that were obtained with the transfected
clones. The data obtained with cells pretreated avernight
with PMA strongly suggest that this effect is mediated

through isoform or isoforms of protein kinase ¢ that are
subjected to down-regulation. The isoform or isoforms of pro.
tein kinase C that mediate this effect have not-been defined,

An additional interesting finding was the observation that
repeated o,-adrenergic stimulation induces desensitization
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of the response and that such desensitization is observed
even in cells that have been pretrented overnight with PMA.
These data indicate that processes in addition to protein
kinase C activation are involved in o,-adrencceptor desensi-
tization, Lattion et al. (19) presented evidence that receptor
phosphorylation by protein kinnses other than protein kinase
C plays a role in a,,,-receptor desensitization. Our results are
consistent with these findings. The type of desensitization
induced hy repecated stimulation with norepinephrinae in cells
that express the a,),- and a, ;-adrenoceptors was homologous,
as demanstrated by the ability of endothelin to elevate
{Ca?*), In cells that express the a,,-adrenoceptor, no [Ca**],
response to endothelin waa observed after repeated stimula-
tion with norepinephrine, which suggests that the adrenergic
stimulation moy have induced depletion of the hormone-
sensitive calcium pools. This ia consistent with the finding
that this adrenoceptor subtype had greater efficacy than the
other subtypes. Howaver, the possibility that other processes
could be involved cannot be ruled out.

PMA not only induces the blocknde/desensitization of a,-
adrenoceptora but also aiters the aubcellulur distribution of
these receptors. Fonseca ef al. (33) eleguntly showed that
PMA induced internalization to endosomes of o, -adrenocep-
tors stably expressed in human embryonic kidney 293 cells.
This effect is also Induced by agonists, and, interestingly, it is
blocked by staurosporine, an inhibitor of protein kinase C,
which suggests a physiological role of protein kinase C in
agonist-induced receptor internalization {33).

The distribution of mRNA for the different al-ndrenoceptor
subtypes in human tissues has shown that in most tissues
there is coexpression of ‘several subtypes, although one of
these subtypes may predominate (34). Signal tranaduction is
the language through which cells communicate and
tranamodulate their responsiveness. Cells that receive a
message may alter their responses differentially through re-
ceptor subtypes with diverse sensitivity to such medulation.
In this physiological context, the observation that a,-adren-
ergic subtypes have different sensitivities tn pmtem kinase
uction mny be of xmpnrmnce
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ABSTRACT.

Phasphorylation of a,,-Adrenergic Receptor as a result of stimulation with
norepinephrine or Pratein Kinase C activation has been considered necessary to regulate
receptdr desensitization by probably independent mechanisms. In this work, the
phosphorylation of «,,-Adrenergic Receptor, expressed by stable transfection to Rat-1
fibroblasts, induced by activation of endogenous endothelin receptors, is demonstrated.
The mechanism of the endothelin-1 induced phosphorylation of a,,-Adrenergic Receptor
was assessed using inhibitors for serine/threcnine and tyrosine kinases, a dose dependent
attenuation in the phosphorylation of the «,,-Adrenergic Receptor was detected in cells
preincubated with staurosporin or genistein, suggesting that both kind of kinases could be
involved, by independent pathways, in the prdcass. No inhibition was observed by
preincubation with pertussis toxin. In cells chronically-pretreated with phorbol myristate
acetate, an important increase in the basal phosphorylation was detected, that could not
be further increased by any stimulus, suggesting that in unstimulated cells, Pratein Kinase
C could regulate the basal phospharylation of the cx,b-Adreriargic Receptor in a negative |
way or that same phorbol ester-sensitive Protein Kinase C isoforms are not completely
“depleted and instead remained active, maintaining elevated the phospharylation of the
receptor. interestingly, the phosphorylation of a,,-Adrenergic Recéptor induced by
endothelin-1 was stronger and faster that the resultant of its homologaus activation,
suggesting a plausible mechanism of cross-regulation.

ABREVIATIONS: a,,-AR, a,-Adrenergic Receptor; NE, norepinep_hﬁne;’ ET-1, 'endolhelin-1; PMA,
phorbql-12-myristate—13 acetate; PKC, protéin kinase C; MAPK, mitogen activated protéin kinase; -
PKA, protein kinase A; EGF-R, epidermal growth factor receptor; PTX pertussis toxin"PLC'
phospholipase C; PLD, phos;:hohpase D; IP,, inositol 1,4 ,S-triphosphate; CAMP, ciclic adenosine
monophosphate, DMEM, ‘Dulbecco’s modified Eag!e medium; PMSF phenylmethylsulfonylﬁuonde
EDTA, ethylenedlamlne-tetraacetcc acid.
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INTRODUCTION.

Endathelin-1 (ET-1) Is a 22 aminoacid peptide produced by endothelial cells that
regulates different cellular activities through receptors coupled to G proteins. It is one of
the most potent vasoconstrictors for smooth muscle cells regulating the vascular tone
(Riddihough, 1994). ET receptors stimulate phosphatidylinositol hydrolysis leading to
intracellular calcium mobilization and PKC activation; but they also activate other
intracelluar signaling pathways; including arachidonic acid release; modulation of the
intracellular concentration of cAMP in a way specific for different cell types," and
phosphorylation of several proteins in tyrosine residues, leading in some cases, to |
activation of the MAP-kinase pathway (Haber, and Lee, 1994, James,‘ et al. 1994 and Ono,
, et al, 1994). It has recently been suggested that expression of c-fos and other cellular
responses elicited by endothelin are mediated by activation of c-Src (Simdnson. Wang and
Herman, 1996), Besides, phosphorylation of focal adhesion kiriase has also been detected
in cells responding to an endothelin stimulus (Zachary, et al, 1993, Saville, et al, 1994).

One of the most interesting aspects of endothelin 'rece'pt'ors is their ability to elicif
activation of different cellular pathways that influence the actiVity-of _othar réCéptdrs
present in the same cell. Recently, it has been dem_onstréted ’the ability c'f" ET'-"I. to
transmodulate positively the adivity of epidermal growth factor receptors in Rat-1

fibroblasts, in which the activation of ET, receptors elicited phos'phorylati'on of EGF-R and
assaciation of GRB-2 and SHC with it, leading to activation of the receptor in the absence
of its ligand (Daub, et al, 1996). In myocardia'l'infalrc‘:tioh.‘ cathecolamines generate
arrhythmias mediated through f-adrenergic receptors: Action that is notably'bounteracted
by activation of ET,,,L receptors; in this example, ET inhibits the activity of adenylyl cyclase
'through'lhe action of a -paﬂUssis—toxin-‘sensitive GTP-'b_inding pfdtein,'.turning-off the
 activity of PKA (James, et al, 1994; Ono, ef al, 1994). Interestingly, in cardlac myocytes,
both ETQ1_ and phenylephrine _induée translocation of certain PKC isoforms, being the -
effect of ET-1 stronger. Both agents induced the translocation of PKC-5 and PKC-¢. The
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translocation of PKC-¢, induced by phenylephrine, is barely detectable. neither hormone
caused any consistent translocation of PKC-a or PKC-{, however, MAP-kinase was
activated with a similar order of potency (Clerk, of al, 1994). In rat inner medullary
collecting duct, endothelin inhibits vasopressin stimulated water permeability, this effect
invalves both, an inhibitory G proiein (sensible to PTX) and the activation of PKC (sensible
to calphostin) (Nadler, ef a/, 1992). Blockade of ET, receptors, with the specific antagonist
BQ-123, inhibits contractions in rabbit aorta induced by Angiotensin Il without affecting its
ability to elicit the increase in inositol phosphates; this effect was specific for Angiotensin
i, sincg contraction induced by norepinephrine was not affected (Webb, et al, 1992).

In Rat-1 fibroblasts, endothelin generates muitiple responses, this agonist increases.
the production of IP,; and this procuss does not suffer homo!ogous desensitization or
blockade by PKC. ET-1 stimulates the incorporation of fabeled thymidine and the
generation of choline that is abolished in cells where PKC was down-regulated, indicating
regulation of PLD by PKC (van der Bend, et a/, 1992). S8ome of the rapid responses
generated by ET in Rat-1 cells are not mediated by the activation of PKC since chronic
treatments with phorbol myristate acetate does not madify the transcription of c-fos and
¢-jun elicited by the presence of ET. In contrast, DNA synthesis was markedly r-ed.uc'ed if
the stimulation is made in cells depleted of PKC. T

In previous studies, we have demonstrated that phorbol myristate acetate attehuates‘
the action of a;,-AR transfected to Rat-1 fibroblasts (Vazquez-Prado, ahd‘ GarciéQSéihz,'
1996). Indeed, it has been demonstrated {hat, in those cells, activation of PKC by phorbol
esters results in the phosphorylation of this receptor (Lattion, Diviani and Cotecchia,
1994). In the present work; we explored the effect of £T), receptor activation which in th'e_sé
cells is coupled to phosphoinositide turnover and can be used as a model to induce PKC
activation. Besides, since ET-1 has also been shown to induce activation of tyrosine
kinases in Rat-1 cells; we explored the si'gnalring ~pathway = that regulate the
phosphoryiation of o,,-AR and used inhibitors to explore the mechanism empfoyed by |
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the ET, receptor to mediale that effect. The phosphorylation of ay,-AR elicited by
interaction with norepinephrine and by activation of PKC with phorbol esters was also
evaluated in parallel experiments. Our results showed that ay,-AR can be phosphorylated
in response to the activation of endothelin receptors and that both kinds of kinases known
to be modulated by these receptors, in this cellular model, could parlicipate in the event,
since both staurosporin and genistein partially blocked the phosphorylation of
a4,-AR. The effect of endothelin was stronger and faster than the effect of norepinephrine,
suggesting a rapid mechanism of heterologous regulation.

MATERIAL AND METHODS.

Materials. (-)-Norepinephrine, éndothelin, PMA, prazosin, propranolol and protease
inhibiters were obtained from Sigma Chemical Co (St. Louis, MO). Phentolamine was a
generous gift from Ciba-Geigy (Summit, NJ). BQ-123 was from Research Biochemicals
(Natick, MA). Epidermal Growth Factor, DMEM, félal bovine serum, trypsin, antibiotics,
and other reagents used for cell culture were from GIBCO BRL (Gaithesburg, MD).
Bjodo-aryl-azido-prazosin (2 200 Cifmmol) and *P orthothSphate (8500-9120 Ci/fmmol)
were from New England Nuclear (Boston, MA). Sepharose-coupled protein A was from
Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY). PTX was purified as described (Sekura, et al,
1983). :

Cell lines and culture. Rat-1 fibroblasts transfected with the hamster o,-AR (Cbtecchia.
S, etal 1988; provided by Drs RJ Lefkowitz,' M Cafon and L Allen; Duke Uniyersity) were
cultured in glutamine—containihg high-glucosé DMEM suppleménted with 10% fetal
bovine serum, 300 ng/ m neomycin analog G-418 sulfate ( GIBCO), 100 ugf m
streptomycin, 100 U/ml penicillin and 0.25 ugl mi amphotericin B at 37.°“C_1’ Lindei a95 %
air/5 % CO, atmosphere as described pfeviously {Vazquez-Prado, and vGarcia-Séinz,
1996). For the experiments, cells at confluehce were serum deprived in uhéupplemented
* DMEM for 24 hrs. | | |
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Phatoaffinity labeling of the a,,-AR. One hundred micrograms of membranes from Rat-1
cells expressing a,,-AR (2.04 +/- 0.47 pmol/mg protein, KD = 0.3 +/-0.04 nM) prepared
as previously described (Vazquez-Prado, and Garcia-8ainz, 1996), were incubated in the
dark with 6 nM of '®lodo-aryl-azido-prazosin (NEN) essentially as described by Lattion
(Lattion, Diviani and Cotecchia,1994) for 1.0 hr at room temperature; then, 1.0 mi of 50 mM
Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, § mM EDTA containing protease inhibitars (leupeptin
20 pg/ml, aprotinin 20 ug/ml, PMSF 100 ug/, bacitracin 500 ug/ml and soybean
trypsin inhibitor 50 g/ml) was added and the tubes were exposed to UV light for 3 min
(Stratalinker, Stratagene). Membranes were centrifuged at 12 000 rpm, 4°C for 15 min,
washed once and electrophoresed in 10% SDS-PAGE minigels under reducing conditions.
Specificity of the Iabeling was determined using phentolam.ine', or prazosin as competitors
as indicated. ‘

Immunoprecipitation of a,,-AR. Immunoprecipitation of a,,-AR was siandardized using
photoaffinity labeled membranes. Rabbit antiserum against the last 10 aminoacids from
the carboxi-terminal sequence of the hamster a,,-AR was obtained by immunizing rabbits
with the indicated peptide coupled to keyhole lympet hemocyanin prepared by Multiple'
Peptide Systems (San Diego, CA) Serum samples with a titer above 1:5 000, determined
by ELISA, were used. Membranes were solubilized with 1.0 mi of lysis buffer (1 0 mM Tris-
HCl, pH 7.4, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1.0% Triton X-100, 0.05 % SDS, 50 mM NaF, 100
UM NayVO,, 10 mM B-glycerophasphate, 10 mM sodium pyrbphOSphate 1.0 mM p¥serine

1.0 mM p-threonine and the above mentioned protease inhlbstors) for 1.0 br at 4°C; the _
lyzed extract was centrifuged at 12 000 rpm for 15 min at 4°C and the supernatant was
transferred to new tubes containing 10 w! of immune serum and 40 ul of sepharose-
coupled pr_ote'in‘All Tubes were ircubated overnight at 4°C. Beads were washed five
times (1.0 ml/each) with 50mM Hepes, 50 mM NaH,PO,, 100 mM NaCl, pH 7.2,
cantaining 1.0 % Triton X-1 00 0.05 % SDS and 100 mM NaF, once with 50 mM Tris, 0.15
M NaCi, pH 7.4; once with 10 mM Tns 015M NaCI pH 7.4, twice (0.2 mlleach) with PBS

pH 5.0 and once with 1.0 ml of 50 mM Tris, 0.15 M NaCl, pH 7.4. Washed beads were
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boiled in 100 ! of Laemmli sample buffer containing 5 % mercapto-ethanol and
electrophoresed in 10 % SDS-PAGE minigels, transfered to nitrocellulose and exposed
to X-OMAT X Ray-film (Kodak) at -80°C with an intensifying screen. Autoradiographies
were analyzed with the Collage software, version 2.0,

Phosphorylation of ay,,-AR. Rat-1 fibroblasts expressing the a,,-AR were grown to
confluence in 10 cms culture dishes and serum starved for 24 hrs. The day of the
experiment, cells were maintained in phosphate free DMEM during an hour and then
incubated in 3 m! of the same medium containing [**P]Pi (0.05 mCi/m!) for 3 hr at 37 °C.
%p.1abeled cells were stimulated with ET-1, NE, EGF or PMA as indicated, then they were
washed twice with ice-cold phosphate buffered saline and lyzed with 1.0-m! of ice-cold
lysis buffer. The plates were then maintained for 1.0 hr on ice; then the extract was
oentrimged at 12 000 rpm for 15 min, at 4°C, and the supernatant was transferred to new
tubes é.ontaining 10 ul of anti-a,,-AR antiserum and 40 ul of sepharose-coupled protein
A and immunoprecipitated as described above. The effect of staurosporin and genistein
on the phosphorylation of a,-AR was assayed by pre'inc‘ubating these agents in labeling
medium for the time and concentrations indicated on the _ﬂgures. The effect of chrqriic PMA
pretreatment was assessed incubating the cells at different- concentrations of PMA
(100 nM or 250 nM) during 2 days, the ﬁrSt' day in complete medium and the second in
unsuplemented DMEM, controi cells were incubated with DMSO 0.1%.

PTX treatment of the cells. Transfected Rat-1 fibroblasts, in 10 cms dishes, were
incubated for 16-24 hrs with or without PTX (100 ng/ml). The presence of PTX was
continued throughout all the phosphorylation period. '
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RESULTS.

In this sludy, the "cross-talk” between two G protein-coupled receptors known to
activate phosphoinositide tumover was studied. Particularly, the influence of E£T, receptors
over the phosphorylation of the a,,-AR, expressed by transfection in Rat-1 fibroblasts. An
antibody directed to the last ten carboxi-terminal aminoacids of the hamster a,,-AR
(Cotecchia, et al, 1988) was used to immunoprecipitate it, The procedure was
standardized with membranes where the receptor was labeled by photoaffinity crosslinking
with %5jodo-ary!-azido-prazosin. The labeling of the receptor was specific since it was
blocked with phentolamine (Fig 1a) and prazosin (Result not shoWn). Several variables
that could influence the efficiency of the immunoprecipitation were estimated. Figure 1b
shows that a,,-AR is specifically immunoprecipitated from **lodo-aryl-azido-prazosin-
labeled membranes and the procedure was most efficient when it was performed overnight
at 4°C compared to 1 hr at the séme temperature. No immunoprecipitation of «,,-AR was
detected with preimmune serum used as control in the same conditions that got a
maximum efficiency with immune serum (Fig 1b). The a,,-AR immunoprecipitated from
extracts of ET-1 stimulated cells was strongly phosphorylated in a way dependent on the
concentration of ET-1 used (Fig 2a, b}, reaching a maximum at 1.0 min (Fig 3a, b) and
sensitive to blockade by preincubation with BQ-123 (Fig 2d, e), a selective ETA receptor
ant_agon'ist. -which is the subtype reported to be present in Rat-1 cells (Ambar and
Sokolovsky, 1993). The action of NE was also dose-dependent (Fig 2a, c) and slightly
~ slower, reaching a maximum at 5 min  (Fig 3a, b). |

Since somae effects of ET-1 have been repotted to be mediated by activation of PKC or |
tyrosine kinases, we investigated the participation of these enzymes in the events that lead
to the phospharylation of a,,-AR. Preincubation of the cells with staurosporin or gehistein
paﬂially inhibited the phosphbrylati'on elicited by activation of ET, récebtors' (Fig 4a, b,
“and Fig 4c, d; respectively). One of the traditional experimental approac'he_s that have
" been used to search for the participation of PKC in cellular responses is the dépletion'bf
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pharbol ester sensitive subtypes by chronic stimulation with PMA. We applied this
experimental approach to the study of the phosphorylation of the a,,-AR. The resuits
showed that in cells pretreated with PMA for 48 hrs a strong increase in the basal
phosphorylation of the receptor was detected and the effect of ET-1 and NE was
attenuated (Fig 5a, b). As control, the effect of acute PMA stimulation was evaluated and
its action was attenuated when compared to basal (Fig 5a, b).

Several intracellular actions of endothelin are known to be conducted with the-
participation of PTX-sensitive G proteins, we then investigated the effect of chronic PTX
treatment over the phosphorylation of a,,-AR induced by stimulation of endothelin
receptors comparéd to that induced by norepinephrine. For this purpose, cells were_
incubated in serum free DMEM for 16-24 hours with 100 ng/ml of PTX and the -
phosphorylation of a,,-AR was assayed as descfibed before. The presence of PTX
diminished the basal phosphorylation of the receptbr but', in PTX treated cells, an
increment in the phosphorylation induced by both agonists was detected. As a control, the
ability of PMA to stimulate the phosphorylation of o,,-AR was evaluated. The results
showed that direct activation of PKC is sufficient to increase the-phosphorylation of the
receptor in PTX pretreated cells (Fig 6).

Since it has recently been shown that ET-1 induces tyrosine phOSphorylation and
activation of EGF-R in Rat-1 fibroblast_s; we tested if the phosphorylation of a;b-AR
induced by activation of ET, receptors is mediated by EGF-R. The autoradiography
on Figure No. 7 shows that EGF does not h_ave' a significant  influence on the
phosphorylation of a,,-AR. |
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DISCUSSION.

In the present work, the phosphorylation of a,,-AR expressed by stable transfection in
Rat-1 fibroblasts was studied. Our results demonstrate that activation of endogenous ET,
receptors, lead to phosphorylation of a,,-AR that is faster and higher than the effect
mediated by homologous activation, suggesting a plausible mechanism of rapid
heterologous regulation that could involve the participation of serine/threonine and
tyrosine kinases, since the effect is partially blocked by staurasporin and genistein. The
lime course in the a,-AR phosphorylation followed by ET-1 stimulation is similar to the
time course detected for the translocation of PKC-8 and PKC-¢ isoforms in neonatal
ventricular myocytes stimulated with ET-1 (Clerk, et al, 1994). Interestingly, the isoforms
of PKC detected in Rat-1 fibroblasts (Berti, ef a/, 1994) and in neonatal ventricular
myocytes (Clerk, et al, 1994) are the same («, 8, € and &), suggesting that & and e PKC-
isoforms could be involved in the phosphorylation of oy,-AR induced by activation of ET,
receptors in Rat-1 cells, Mofeover, the experiments in neonatal ventricular myocytes
showed that the translocation of & and e PKC-isoforms is stronger in the cells activated
with ET-1 than in those in which phenylephrine was used. Similar order of poténcﬁy was
detected in this study for the phosphorylation of o:1b¥AR induced by ET, and a;-adrenergic
agonists. Moreover, it has been reported that PMA-activated PKC elicits a stronger

phosphorylation of a,,-AR than the action of an homologous stimulus (Lattion, ef a/,
1994).

Several studies have demonstrated the cross-regulation between receptors coupled to -
different signal transduction pathways. For example, activa'tio'n of adenylyl cyclase
counter-regulates phosphoinositide tumover through phosphorylation of PLC by PKA (Liu,
and Simon, 1996). cAMP signarling pathway can be modulated through tyrosine kinase
receptors; for example, the hepatic actions of B-adfenergic receptors are blocked by
insulin (Heywor{h and Houslay, 1983) and G-protein-coupled receptors can influence the
activity of tyrosine kinase receptors in a negative or in a positive way: 'i) PKA
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phosphorylates Insulin receptors | decreasing their activity and ii) phosphorylation
of tyrosine residues in EGF-R is elicited by activation of ET, receptors in Rat-1 cells,
leading to the association of GRB2 and SHC with the EGF-R and activation of the MAP-
kinase pathway (Daub, et al, 1996). In the case of G-protein coupled receptors linked to
phosphoinositide turnover and intracellular calcium maobilization, the cross-regulation has
been difficult to establish due to the labile characteristics of the mediators formed, and the
recovery period required to elicit maximum calcium responses. Heterologous regulation
in this system is supposed to occur mainly by compstition between the receptors and
effectors for the G proteins (Neubig, 1994). Direct effect over the receptors has been less
studied, but some examples suggest cross regulation at this level. For example, it has
been shown that ET-1 induces internalization of thrombin receptors in a PKC mediated
process (Chen, et al, 1995).

Endothelin has been shown to cross-regulate the activity of other receptors in
different cell systems: in neuroblastoma-glyoma hybrid cells it induces partial heterologous
desensitization of the calcium response elicited by ATP and has no influence over the
response elicited by bradikinin (Chau, et a/, 1993). In rat urinary bladder, ET-1 potentiates |
the contractions evoked by exogenous ATP in a selective way since it did not modify

the contractions induced by acetylcholine, S-hydroxytriptamine, prostaglandin F2
alpha or bradykinin (Donoso, et a/, 1994). In cardiac myocytes, ET~1 enhance the calcium
transient triggered by ATP and this effect was sensitive 'to inhibitors of protein kinass c
and also it inhibits a K* curent by means of a PKC-dependent mechanism (Damron, et al
1993).

Studies on the phosphorylation of a,,-AR have reported the participation of PK'C,;
activated by phorbol 'ester‘s',‘ and GRK, responding to homologous desensitization, in the
process. The structural determinants réquired by both kinases seem to be localized to the
carboxi-terminal tail of the receptor, where the consensus phosphorylation sites are
present, or at least the sites required  for ‘lhe interaction with the kinases that
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phosphorylate the receptor. The phosphorylation achieved by PKC activation or by
homologous stimulation may be mediated by different mechanisms. Phosphorylation
mediated by PMA is inhibited by the PKC-inhibitor Ro 31 8220 while the phasphorylation
induced by NE remained intact (Lattion, et a/ 1994). GRK-2 and GRK-3 seem to be
required for the homologous desensitization of the a,-AR  since cotransfection of the
receptor with each one of them induced an increase in the phospharylation of the receptor
mediated by NE, whereas the cotransfection of it with catalitically inactive mutants blocked
the effect, leading to attenuation of the desensitization'process (Diviani, et al, 1996). The
heterologous desensitization of the a,,-AR is suggested by the blockade of its activity
mediated by PMA-activated PKC, coincident with an increase in its phosphorylation (Leeb-
Lundberg, et al, 1985; Lattion, ef a/, 1994). However, until now, no direct infldenc_:a of the
activation of the phosphoinasitide turnover pathway by stimulatibn of a co-expressed G
protein-coupled receptor on the phosphoryliation state of the «,,-AR has been reported.
It has been found that the activation of a,,-AR transfected in Rat-1 cells reduced the
endothelin-induced IP; response that is recovered after some time of the initial stimulus.
In that report, a transient depletion of inositol phosphate pools- was suggested as the
cause of attenuation of ET-1 response (Lattion, Diviani and Colecchia, 1994); howéver,
according to our results, the influence of ET-1 over NE response, a regulatbry mechanism
involving phosphorylation of the receptor, seems to exist.

The participation of serine/threonine and tyrosine kinases in the ET-1 induced
phosphorylation of o,,-AR is supported by the partiél Inhibition achieved'by staurosporin
and genistein depending of the dose émployed. The partial blockade cbtained by'each
inhibitor suggest that both kinds of kinases acted by ihdependént pathways in the
phosphorylation of the receptor; neither dne of them seemed to be mediated by PTX-
- sensitive G‘ proteins. In Rat-1 fibroblasts, participation of cyto'solic 'tyrosir'_te kinases in the
- signaling pathways'gctivated by endothelin is SUpported by the observation that in VQSrc
transférmed cells, the accumulation of IP; and calcium induced by endothelin was
dramatically amplified. In contrast, thrombin-dependent responses were slightly reduced "
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(Mattingly, et al, 1992). Moreover, the effect of v-Src remains associated to the
membrane and no change in ET-1 binding sites was detected. Focal adhesion kinase is
subjected to tyrosine phosphorylation in Rat-1 fibroblasts stimulated with endothelin and
this effect was attenuated when the activity of PKC was down-regulated or inhibited,
Besides, pp42 and pp44 forms of MAP kinase are also phosphorylated in residues of
tyrosine and this effect is reduced by pretreatment with PTX whereas the mentioned
tyrosine phosphorylation of focal adhesion kinase remained intact (Saville ef a/, 1994). On
the other hand, Rat-6 fibroblasts overexpressing PKC-B1 showed increased calcium
signaling in the presence of endothelin; in this case, an increase in the number of ET,
receptors was detected (Pachter, ef al, 1993). It could be expected that GRKs may be
activated by ET, receptors; hovyevef, in Rat-1 fibroblasts, no homologous desensitization
of the increase of IP, induced by ET-1 has bean detected (Plevin et &/, 1991). Since GRKs
are reported to phosphorylate only receptors in the occupied state, the participation of
these kinases inthe heterologous'phosphorylation of ay,-AR seems unlikely. However,
since we have no evidence on the activation of GRKs after ET-1 sﬁmuiation. we can not
rule out the possibiity of their participation. | |

Endothelin receptors and a,-adrenergic receptors co-exist in several cells (cardiac
myocytes, hepatocytes and vascular smooth muscle cells) where it could be expected that
the activation of endothelin receplors May regulate the -acti_o’ns " of a,-adrenergic
~ receptors. The results of our experiments could cont_ribute to u'nderstand t_ha‘mechanism.
of cross-regulation between endothelin and «,-adrenergic responses. For example, in |
cardiac myocytas both agonists ihduce expression of several genes, including atrial

natriuretic factor, qfteh associated with cardiac hypertr'ophy. and as mention_ed,;.they

modify the subcellular localization of certain PKC isoforms. (Mc Donough.‘ et al, ‘1993;

Van-Heugten et al, 1993; Clerk, et al, 1994), | | -
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Fig No.1 Photoaffinity labeling -and immunoprecipitation of the o,,-AR. a) Autoradiography
" showing the ot,-AR from membranes of ransfected Rat-1 fibroblasts labeled with *2%)-aryl-azido-prazasin _
(**I-azido-pz) as described In Methods, specificity of the labeling was determined with 10°® M phentolamine
~ (phent). b) '*%-aryl-azido-prazosin labeled membranes {(membranes) were lyzed and Immunoprécipitated with
an antibody directed against the last 10 carbuxi-termlnal aminoacids of the a,,-AR as described In Méthods;
the _lmmunopreciphalion of the a,,-AR was optimized evaluating different conditions l'ncluding.'buff@rs,,
incubation times and quantity of protein A used; as an eiample, the evaluation of diffarent quanﬁﬁes of
sepharosa-coupled protein A (protain A) is shown, no bémd was detected when preimmune serum was used

(preimm). Samples were analyzed by 10% SDS- PAGE minigels and electro-transfered to mlrocellulose Figure e

shows 8 represantanve autoradiography of at least three independent experimonts
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Figure No.2. Dose response curve of ET-1 and NE Induced phosphorylation of the cx,,,-AR and blockade
by BQ-123 on the action of ET-1, *?P-labeled- Rat-1 fibroblasts expressing the u,b-AR were shmulated with
the indicated concentrations of ET-1 or NE far 5 min and the a“,-AR was Immunopreclpnated as described
in Methods, Curves In (a) represent the mean effect of thres Indapendent axpariments a represenlabve
amoradiography for the effect of ET-1 and NE Is shawn in (b} and (c) respectNer. Curve in (d) represent the
- eflactof BQ-123 on the phosphorylation of &,,AR induced by ET-1 (the mean of two independent experiments.
was 'plott‘ed)‘. The ET, antagonist was preincubated for 10 min before the stimutation with ET-1; a ,
representative automdldgrap_hy is shown in (). The phosphorytation of a,,-AR, was analyzed by the intensity
ofthe respecﬂve autoradlography and normalized to the phosphorylation of untreated cells (lane B) to which

an arbntrary value of 100 was assigned. The phosphorylatian of the £T-1 -stimulated receptar that was not -
pretraated w:th the antagonist is shown inV,
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Figure No, 3. Time course of ET-1 and NE induced phosphorylation of the a,,-AR. ¥P-labeled- Rat-1

fibroblasts axprasslng the a,,-AR ware stimulated with 10® M ET-1 or 10° M NE for the indicated times and -

the phosphorylaﬁon of the immunoprecipitated QAR was detected as descﬂbed in Fig 2. Curves in (@)
- represoent the mean of three (ET-1) or two (NE) Independant exparimants A rapresentahve autoradicgraphy
forthe eﬂect of ET-1 or NE Is shown in (b) the phasphorylaticn of c:,b-AR in untraated cells Is shown in Iane
B. :
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Figure No, 4. Effect of the PKC Inhibitor staurosporin and tyrosine kinase inhibitor gehistein on
ET-1 induced phosphorylation of the a,,-AR. ?P-labsled- Rat-1 fibroblasts expressing the a,,-AR were
preincubated with the indicated concentrations of staurosporfn- for 20 min (a) or genistein for 30 min (c) and the
'phosphoryihlion of the immunoprecipitated a,bQAR was detectéd_ as described in Flg 2. Curvas In (a) and (c)
represent the means of two independent éx;ierimgnts. A representative autc}radier’aphy for the effact of - -
staurosporin (st) or genistein (gt)' is shown In (b) and (d) taspecﬁvaly. Tha phosphorylation of a,b-AR InET-1
-stimulated cells that were not pretreated with the Kinase inhibitors Is shown in lane V and the phosphorylation
of a,,-AR In untreated cells s shown in ane B; In both cases, DMSO (the vehicle of the inhibitors) was added.
~ No effect of the inhibitors on the basat phosphorylation of the @,,-AR was detected (not shown).
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Figure No. 5, Effect chronic PMA preincubation on ET-1, NE or PMA Induced phosphorylation of the

a,;-AR. ¥p-labeled- Rat-1 fibroblasts expressing the a,,-AR were preincubated for 48 hrs with the indicated

concentrations PMA and the phosphorytation of the Immunop‘recipita'ted a1b¥AR was detected as described

in Fig 2. Bars on (a) represelit the mean of three indepéndent experiments from which a representative is

‘shownin (b). Data were analized as described in Figure No. 2. Abreviations in bars: B, basal; N.'noreplheph rine,
©E, endcthelin-1 and P, PMA, ~ : o
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Figure No. 8. Effect PTX on ET-1, NE or PMA induced phosphorylation of the a,,-AR. 2p Jabeled- Rat-1
fibroblasty expressing the a,,-AR were preincubated for 16-24 hrs with 0.1 ,uglnﬂ of PTX and the
phosphorylaﬁon of the Immunoprecipitated a,,-AR was detected as described in Fig 2. Bars on (a) réprejsent |
the mean of three inde‘pandent experimaents from which a representative is shown in (b). Data were analiied ”
as described in Figure No. 2. Abreviations in bars as in Fig. No. 5. | o



Figure No. 7. Effect EGF, ET-1, NE or PMA on the phosphorylation of the aAR, 3"I*-'-labal_ed- Rat-1
fibroblasts expressing the a,,-AR were stimulated with. EGF (108 M), NE (10°M), ET-1 (10*M) or
PMA (10“M) and the phosphorylation of the i'mmuhopreclpitated a,,-AR was detected as described in

Fig2 A representah‘ve'autorad!ography of three Independent expariments Is shown, -
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XIV. DISCUSION.

La principal conclusion de los experimentos presentados en el primer trabajo, es ia
existencia de diferencias claras, entre los tres subtipos hasta ahora conocidos de
receptores a, adrenérgicos, en relacion a su potencia para generar segundos mensajeros
intracelulares se refiere, cuando ellos son expresados por transfeccién en clonas
independientes de fibroblastos de la linea celular Rat-1. Asi mismo, se detectaron
diferencias importantes en su sensibilidad al bloqueo por la PKC activada por ésteres de
forbol. Mientras que el patron de desensibilizacion homdloga resultd similar. |

a) Activacién de la via de fosfoinositidos-calcio por los distintos subtipos de
receptores o, adrenérgicos.

En cuanto a la actividad de los subtipos de receptores mencionadas, expresados a
niveles similares (alrededor de 1 a 2 pmol/mg de proteina membranal) resultd interesante
que el 6rden de potencia fue notablements diferente, siendo el subtipo a4, mas potente
que el ay,, ¥ este a su vez que el a4, ademas, su habilidad para influir en la respuesta de
receptares para endotelina, expresados endégenamente en los fibroblastos Rat-1, fu_e
también distinta. Los resultados mostraron que los receptores para endotelina fueron
bloqueados en su capacidad pafa_ inducif la liberacién dé calcio de resawdrios
intracelulares, cuando los ﬁbroblast_os que expresaban el subtipo 1 adrénérgico fueron -
inicialmente estimulados con dosis crecientes de 'ncirepiriefrina; “mientras que la
- estimulacion de los subtipos o,y y oyq en las clonas correspondientes, na mostro efecto
negativo alguno sobre los receptores pa'ra'en'doteliha. Puesto que los diferentes subtipos
o4 adrenérgicos se desensibilizaron diferencialmente, al menos de forma heterdloga, y
mostraron una capacidad particular para inﬂuir la respuesta de ofros receptores acoplados
| también al recar_nbic de fosfoinositidos, podemos_pensér que la respuesta de una célula

- otejido que exprese mas de uno de los receptores estudiados va a depender del resultado
de todas las interacciones. -
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AUn cuando tradicionalmente (Bourne, 1995) se habia considerada que la activacion
de un receptor inducia una cascada lineal de eventos bioquimicos que permitian la
generacion de una respuesta celular, actualmente sabemaos que tal cascada lineal es en
realidad un abanico y que un mismo receptor puede estar acoplado a varios sistemas de
transduccion en una misma célula. Por ejemplo, el receptor a,, adrenérgico puede
acoplarse a Gi, Gq y Gs (Chabre, et al, 1994). Mientras que el receptor adrenérgico o,
puede activar a las vias de la fosfolipasa C y de la fosfolipasa A, por acoplamiento a
protelnas G diferentes {Pérez, DeYoung y Graham, 1993). Desde luego, a la fecha no
conocemos el abanico de reacclones bioquimicas que cada uno de los receptores «,
adrenérgicos es capaz de generar en los fibroblastos Rat-1, pero su capacidad de
modular de manera diferencial la respuesta de otros receptores enddgenos, sugiere que
estos receptores activan de forma particular a distintas proteinas reguladoras del sistema
de transduccion de fosfoinositidos-calcio, al cual tanto los receptores o4 adrenérgicos,
como los receptores para endotelina, se encuentran acoplados.

b) Desensibilizacion homdloga.

La adicién de concentraciones crecientes de norepinefrina dié un patrén similar de -
incremento del calcio intracelular; notablemente, en los tres caSos, la adicién de
concentraciones mayores de la hormona, precedidas por estimulos menores, revelé que
los primeros fueron capaces de desensibilizar al sistema; ademés, este patrén de
respuesta no se vio influido por un tratamiento cronico con PMA.’ 'Teniehdo en
consideracién que un tratamiento prolongédo.oon PMA resulta en_la deplecion celular de
“las formas de PKC sensibles a este agénte. los resultados obtenidos sugieren que las
formas de PKC sensibles a PMA no'intervienen de manera indispensable en el proceso
 de desensibilizacién homéloga. | |
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c) Coincidencias en la regulacién de los receptores «, adrenérgicos transfectados

y los expresados naturalmente en hepatocitos de distintas especies.

L.os estudios previos realizados en nuestro laboratorio con hepatocitos de distintas
especies, que expresan de manera natural distintos subtipos «, adrenérgicos, coincidieron
con los hallazgos del presente trabajo. Asi por ejemplo, el receptor a4, expresado en los
fibroblastos Rat-1 fue insensible a bloqueo por PMA, de manera similar a lo observado en
hepatocitos de conejo que expresan este subtipo; por su parte, el subtipo am.que esta
presente en los hepatocitos de rata, es bloqueado por PMA al igual que el o, expresado
por transfecccidn en las células Rat-1, usadas come modelo en este estudio. Estas
similitudes sugieren que las caracteristicas de actividad y capacidad para sufrir
desensibilizacion pueden ser atribuidas a la estructura primaria de los receptores
o, adrenérgicos, aunque ciertamente el entorno celular en que éstos se expresen debe
tener una influencia fundamental en su comportamiento.

d) Regulacién de receptores acoplados al recambio de fosfoinositidos-calcio.

La regulacion de los receptores acoplados al recambio de fosfoin_os itidos parece tener
una naturaleza distinta de la qu'e hasta ahora ha sido caracterizada, con mayor detalle,
para los receptores que se encuentran acoplados al siétema_ de la adenilil ciclasa |
(Woj'cikiewicz, Tobin y Nahorski, 1893). La participacibn de las cinasas especificas de los -
receptores acoplados a proteinas G en el proceso de desensibilizacion homéloga de los
receptores acoplados al recambio de fosfoinesitidos, que ha sido claramente demostrada
para los receptores que modulan al AMPc¢ ha sido sujeta de intenso debate para los que
modulan el recambio de fosfoinositidos-calcio. Diversos trabajos dedicados al estudio de
distintos receptores acoplados al recambio de fosfoinositidos-calcio, a través de una
proteina G, han demostrado que éstos son sensibles a bldqueo mediado por agtivacién
de la PKC, a continuacion se citan algunos ejemplos: |

1) La movilizacion de calcio intracelular que se observa en células DDT,-MF2
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estimuladas con histamina o ATP es inhibida por incubacién previa de las células con a
forma activa de forbol dibutirato; sin embargo, la desensibilizacion homdloga de cada uno
de los receptores estimulados ocurre a pesar de la presencia del Ro 31-8220 que es
considerado un inhibidor especifico de la PKC (Dickenson y Hill, 1993).

2) El receptor metabolrdpico 1o de glutamato, transfectado en células BHK, sufre
fosforilacidn en presencia de su ligando y puesto que ésta se bloquea por el uso de
inhibidores especificos de la PKC, la participacion de esta enzima resulta plausible en el
proceso de desensibilizacién homéloga de este receptor (Alaluf, et al 1995).

3) Los receptorés para bradicinina que se expresan en astrocitos son bloqueados por
PMA; en este mismo estudio se revelé que el estimulo hormonal conduce a la
translocacion de las isoformas o y 5 de la PKC y que el PMA es capaz tambi‘én de inhibir
la activacién de la PLC lograda con la adicién de floruro de aluminio, que activa a la
subunidad alfa de las proteinas G, pero no el estimulo logrado por un ionéforo de calcio,
lo que sugirié que el bloqueo inducido por la PKC se circunscribe a nivel de la proteina
G (Chen, et al, 1995). |

4} Los receptores para'el péptido formilado (derivado de bacterias y que sirve como
quimioatrayente para algunas células del sistema inmune) qué se.éxprésan en las células
de la linea HL-60 se acoplan a |a aCtivacién tanto de la PLC como de la PLD y resulta
interesante que solo la activacié_n de la primera enzima se bloql_.iea por la acti\)acién de k‘
la PKC (Lederer, ef al, 1993). -

5) La desensibilizacion de los recéptores muscarinicos acoplados al recambio de
fosfoinbs[tidos ha sido dificil de detect'ar; esto paﬂicullarmente porque el IP, génerado no
es un producto estable y no existen inhibidores especificos que permitan impedir su
degradacién, un estudio reciente mostré el perfil de produceion del IP, por estimulo de
receptores muscarinicos: en los ._prir_ne'ros diez segundos se 'gener_a un pico que es
seguido de una respuesta sostenida, el pico inicial no se genera en"células pretratadas
con el agonista lo que habla de 'una desensibilizacién homéloga, sin embargo ésta no
parece estar mediada por la PKC (Wojcikiewicz, et al, 1994). |

6) Un gjemplo en el que queda demostrada claramente la participacion de la PKC en
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el proceso de desensibilizacién homdloga de un receptor acoplado al sistema da
recambio de fosfoinositides-calcio, ante un estimulo crénico, es el del receptor para
péptido liherador de gastrina; mutantes de éste, en las que las serinas y treoninas
consideradas sitios consenso de fosforilacién para la PKC se sutituyeron por alaninas,
fueran incapaces de sufrir desensibilizacion, a diferencia del receptor siivestre; en los
experimentos referidos, se preincubd con bombaesina durante 24 hrs; adicionalmente, la
internalizacion de los receptores mutantes se vié atenuada (Benya, et af, 1995).

e) Desensibilizacién heterédloga.

lLos resuitados presentados en este trabajo demuestran que los receptores o,
adrenérgicos son susceptibles a un bloqueo parcial o total, por la accién del PMA, en el
incremento de la concentracion de calcio citosdlico e inositol trisfosfato, generado como
respuesta a la presencia de norepinefrina, en las células que expresan el subtipo de
receptor adrenergico oy, Y 0,44 respectivamente y que esto no ocurre en los fibroblastos
que expresan ef subtipo adren’érgico oy, SUgiriendo que la accidn bloqueadora de la PKC
es ejercida a n_ivel del riaceptor mismo,v por fosforilacion de éste. De hechao, lé quforilacién
del receptor adrenérgico a4, COMo respuesta a la adicién de PMA ha sido claramente -
demastrada (Lattion, et al, 1994; Leeb-Lundberg, ef al, 1985; y resultados presentados en
el segundo manuscrito que se incluye en esta tesis). Cabe mencionar que en nuestras
estudios, no pudo ser detectada la fosfonlacaén del subt:po de receptar adrenérg:co a,a,
que es la forma que mostrd resistencia a bloqueo por PMA; sin embargo la
inmunoprecipitacién de este sublipo, demostrada por el uso de membranas en lasque el
receptor habia sido marcado por fotoafinidad con iodo-azido-prazosina,\fué muy pobre,
por lo que este resultado negativo no puede considerarse concluyente atn cuando -
coincide con las predicciones resultantes de la falta de sensibilidad de este subt:po al "
b!oqueo por activacion dela PKC (ver més adelante).
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En los fibroblastos Rat-1 se ha demostrado que el PMA es capaz de bloguear la accidn
del receptor a neurocinina transfectado que, al igual que los receptores a4 adrenérgicos,
se acopla al recambio de fosfoinositidos; un hallazgo interesante (equivalente al que se
ha reportado para el receptor «,, adrenérgico en estas mismas células) es que la
eliminacién del dominio carboxilo-terminal del receptor antes mencionado inhibe la
desensibilizacion homdloga y el bloqueo inducido por PMA. Ademas cuando este receptor
truncado es expresado por transfeccion en células COS o en células Sf9 es incapaz de
sufrir fosforilacién en presencia de su agonista o de PMA (Alblas, et al 1995)

Un hallazgo de nuestro estudio es que el blogueo inducida par PMA, en la actividad
de cada sublipo de receptor o adrenérgico, es inversamente proporcional a la potencia
detectada para cada uno de ellos. Se podria especular que el mas activo es el menos
sensible debido a su potencia intrinseca y esto podria resultar cierto si el blogueo
ocurriera en un sitio de la via de transduccion comdn para los tres receptores y no en el
receptor mismo. Sin embargo, debe recalcarse que el nivel de éxpresién de cada unode
ellos fue bastante similar. De hecho, &l subtipo oyp, que fue el mas abundante, no resulté
ser el mas potents. Asf pues, las diferencias detectadas en |a actividad de cada subtipo
no pueden ser atribufdas a las diferencias en el numerc de receptores expresados. Desde
luego, hubiera sido ideal contar con clonas en las que los receptores expresados' a
concentraciones similares dieran una respuesta fisioldgica similar; sin embargo._ la
capacidad intrinseca de cada subtipo para acaplarse a un mismo sistema de transduccién
parece ser diferente de ac;uerdo alo demostradb en 6tros estudio‘s, por lo que la situacién
ideal es prcbablemente imposible de obtener en elylabdratorio. En este sentido, se ha
publicado que el receptor adrenérgico del subtipo a4, 5@ acopla mas eficientemente ala
formacion de IP, que los subtipos ayy, ¥ oy (Schwinn, ef a/, 1991) y és_te orden de poté_ncia
- s8 ha detectado invertido solo ,'en- el caso de que el raceptor a,, adrenérgico es
expresado por transfeccién en mucho mayor abundancia 'que el i;x,a; en este caso, la
- respuesta de las células que expresaban ocho veces mas receptor oy, adrenérgico fue
del doble en comparacion con las que exprasaban el ‘1.13' (Minneman, et al, 1994).
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Ademas, nuestros datos maostraron que el perfil de desensibilizacion homéloga es
bastante parecido, por ello, nos inclinamos a pensar que la desensibilizacion inducida por
el PMA refleja probablemente caracteristicas intrinsecas de cada subtipo en cuanto a su
sensibilidad para ser modulados por la PKC. |

La regulacién diferencial de los subtipos o adrenérgicos por fa PKC podria ser
particularmente relevante en la etapa tardia del praceso de desensibilizacion en la que
la participacidn de esta cinasa, concretamente en el evento de internalizacién del receptor
oy, adrenérgico, inducido por el agonista, ha sido recientements demostrada (Fonseca, "
et al, 1995) En este contexto, sa ha visto que un estimulo ¢rénico de los receptores a,
adrenérgicos, transfectados en fibroblastos Rat-1, conduce a la disminucién en el
contenido celular de la subunidad aq de las proteinas G, interrediaria para la activacidn
de la PLC en la via de fosfoinositidos-caicio, ademas de disminuir fos niveles de expresion.
de los receptores (Wise, et al, 1995). En tal estudio, se demastrd que la disminucién en
el contenido de la subunidad aq de las proteinas G era debida a un acortamiento en la
vida de la proteina, en tanto que los niveles de su RNA mensajem permanecieron
constantes, la especificidad de la regulabién a nivel de esta via se determiné al detectar
que la subunidad ol de las proteinas G, que_modula negativamente a la adenilil ciclasa
y que no se acopla a los receptores d, adrenérgicos. permanecié constante (Wise, et al,
1995). Asi mismo, en otro estudio en ei'q'ue se emplearon células de musculo liso, se
demostrd que la estimulacion crnica de los receptares «, adrenérgicos condujo auna
disminucién en los niveles de RNA mensajero de éstos y que este praceso era
dependiente de la activacién de la PKC (lzzo, et a/, 1994). Asi pues, la participacion de
la PKC en la desensibilizacion homlélbga, de los _recepiores o adrenérgicos, y'
particularmente‘ del subtipo o, que es el que ha sido motivo de varios estudios, podfia
situarse después de las primeras etapas de este praceso, el cual en su inicio podria estar
regulado por la intervencién de una cinasa especifica del receptor, perteneciente al grupo
de las GRKs (Lattion, et af 1994) que de acuerdo a ihformes reclentes podria a su vez ser
modulada por la PKC (Chuang, et a/, 1995). Esto podria ayudar a explicar et por qué la
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desensibilizacion homdloga detectada en los tres subtipos parece ser similar en tanto que
la desensibilizacion heterdloga detectada por activacién de la PKC es tan diferente; sin
embargo auin queda mucho por explorar antes de poder proponer un esquema especifico
para cada receptor en el que se integre la participacion de las distintas proteinas
reguladoras que seguramente participan tanto en el proceso de desensibilizacion
homéloga como en el de desensibilizacion heterdloga. Hasta ahora, se ha demostrado
que la coexpresién de GRK2 y GRK3, en células transfectadas en conjunto con el receptor
a4, adrenérgico, se correlaciona estrechamente con ia fosforilacién de éste, inducida por
activacién homologa (Diviani, et al 1996).

f) Predicciones a partir de la estructura primaria de los receptores a-adrenérgicos.

La comparacion de ia estructura primaria de ios receptores estudiados puede proveer

de informacidn relevante, que ayude a explicar las diferencias encontradas en cuanto a
su actividad y regulacién. Al utilizar el progra’ma BLITZ, para detectar similitudes en ta
secuencia primaria de las regiones intracelulares de los subtipos de receptores o,
adrenérgicos, se encontré que ias diferencias mayores se localizan en |a tercera asa
intracelular y en &l extremo carboxilo-terminal; conviene destacar que esas regiones han
sido responsabilizadas del acoplamientd alas proteinas Gy en elias. junto con la segunda
asa intracelular. se encuentran los posibles sitios blanco de fdsforilacién, que‘en otros
receptores han sido postulados como necesarios para modular la desensibilizacion.
También, resulta relevante que en el extremo carboxilo-terminal, en la rég_ién que se
extiende inmediatamente después de la membrana, existe un parecido razonable entre
los tres receptores. el cual se pierde al encontrarse un sitio de posible palmitoilacién
seguido de un motivo rico en argininas que esta preéente en los sublipos o, ¥ oy Y que
esta ausente en el subtipo a,,. La palmitoilacién es una modificacién pbst—traduccioha!v :
dindmica que al estar presente en la regién mencionada estarfa creando una cuarta asa
intracelular y que, en otros receptores, particularmente el g, adr’enérgido, sév ha
demostradq que regula la disponibilidad del 'rece‘ptoi' a ser fosforﬂadd y por ende
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desensibilizado, de hecho, en este receptor, eri el que por mutagénesis dirigida se ha
omitido el sitio de probable palmitoilacién, muestra un incremento drastico en la
fosforilacién basal y parece estar permanentemente desensibilizado, lo que indicaria que
la interaccion del extremo carboxilo terminal con la membrana es importante en este
receptor para mantener un estado activo (Moffet, ef al, 1993). Por otro lado, regiones
ricas en aminoacidos cargados positivamente se encuentran en proteinas de la familia
de la cinasa Src, en las que estos dominios intervienen en la asociacion de estas
proteinas con la membrana celular, en cuya cara interna es conocida la abundancia de
fosfolipidos de carga negativa (Resh, 1994),

Asl pues, las diferencias seflaladas en la estructura - primaria de lcs receptores «,
adrenérgicos podrian indicar diferencias en la modulacion de su actividad y regulacion,
de manera similar al proceso equivalente que ha sido descritc en otras proteinas. En este
sentido, resultaria interesante investigar la posible palmito_iladén de los receptores o
adrenergicos ¥ la posible influencia de esta modificacion post-traduccional.' junto con la
presencia adyacente de un dominio polibasico, que podria reforzar la interaccién del
segmento carboxilo terminal de éstos con la membrana, en la regulacién ejercida por la
PKC que ha sido demostrada en este estudio. Para el caso concreto del receptor
adrenérgico del subtipo L rec:entemente se informé de la exlstencra de variantes que
por “splicing” altemnativo muestran diferencias en el extremo carboxulo-termmal agregando
con ello un potencial mayor de diversificacion en cuanto a la regulacién de es_tos'
receptores se refiere (Hirasawa, et a/, 1995). Desde luego, adn cuando el andlisis de la
secuencia de los receptores estudiados sugiere pred_icciones interesantes en cuanto a su
posible regulacién diferencial, una exploracion directa de estas predicciénes es por
supuestq‘necesaria para profundizar en el conocimiento del procéso de desensibilizacién.

@) Fosforilacién del receptor oy adrenérgico.

El hallazgo mas relevante, mostrado en el segundo manuscrito, que forma parte de los
resultados de esta tesis, es la demostracion de que la activacién del receptor para
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endotelina, expresado endégenamente en las células Rat-1, provoca la fosforilacion del
receptor oy, adrenérgico transfectado. Ademas se confirmo el incremento en la
fosforilacién de este recaptor por activacion del misma con norepinefrina y por activacion
de la PKC con ésteres de forbol.

El efecto de la endotelina depende de {a dosis agregada de esta hormona y sigue un
curso temporal ain mas rapido al que se registra por estimulo directo del receptor
adrenérgico con norepinefrina; ademds de que puede ser bloqueado por el antagonista
BQ-123, especifico del receptor ET,, que es el subtipo presente en estas célutas.

El receptor para endotelina forma parte de la familia de receptores acoplados a |
prateinas G vy, al igual que los receptores o, adrenérgicos, su activacion modula
positivamente a la via de recambio de fosfoinositidos-calcio a través de su acoplamiento
con una proteina G, insensible a la toxina pertussis. Este receptor estimula, ademés, a
otras vias de transduccién, en una forma que sugiere su acoplamientd a distintas
proteinas G. Evidencia da ello es que algunas de sus acciones son bloqueadas por la

toxina pertussis. En las células Rat-1, la endotelina estimula a la via de fosfoinositidos-
calcio, involucrando la activacion de la fbsfolipasa CB, con la participacion de una proteina
Gaq; ademas induce la fosforilacion de distintas 'proteinas celulares en residuos de
tirosina y es portadora de un estimulo mitogénico, sensible a ta deplecion de las formas
de PKC, que desaparecen ante la presencia crénica del PMA. |

Reclentemente, se ha descrito que la endotelina, al estimular af receptor ET, en las
células Rat-1, provoca, de alguna ménera que aln no resulta clara, la fosforilacién en
residuos de tirosina del receptor para factor de crecimiento epidérmico, mostrando un
ejemplo- claro de transmodulacién pbsitiva. ya que el receptor mencionado, al ser
fosforilado, se asocia a proteinas accesorias que indican que ha sido activado. Asf pues,
‘conociendo que el receptor para endotelina es capaz de modular la actividad de alguncis
receptores acoplados a otras vias de transduccion, y habiendo demostrado que influye
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positivamente en el estado de fosforilacion del receptor «,,, adrenérgico. Se investigd de
que via se sirve para alcanzar el efecto ocbservado. Se mencioné anteriormente que el
receptor ET, estimula la actividad de cinasas que actdan sobre residuos de tirosina y, por
otro lado, es conocida su habilidad para incrementar la actividad de la proteina cinasa C,
asf que se utilizaron inhibidores especificos para cada una de tas cinasas mencionadas
y los resultados obtenidos sugieren que aparentemente ambas intervienen en la
fosforilacion del receptor. El empleo de genisteina para bloquear la actividad de cinasas
de tirosina, que pudieran estar implicadas y el de eStaurosporina para inhibir a la PKC,
disminuyé el efecto de la endotelina entre un 40 y un 60 por ciento, dependiendo derla
concentracion empleada. Estos datos sugirien que los dos tipos de cinasas actian a
través de vias independientes.

Como se menciond lineas arriba, el receptor para endotelina, cuando es activado,
transmodula positivamente al receptor para factor de crecimiento epidérmico. Para
investigar si el efacto que encontramos sobre el receptor a,, adrenérgico era mediado por
la activacién del receptor para el factor de crecimiento antes mencionado, los
fibroblastos Rat-1 fueron estimulados directamente con una concentracién méxima de
factor de crecimiento epidérmico y en astos experimentos no se avidencio inCreme,nt&
importante en la fosforilacién basal del receptor d,b adrenergico, por lo que se descaria
la intervencidn de esta via en la fosforilacion del receptor oy, adrenérgico, que resuita de
la activacién del raceptor a endotelina. |

Quedan por determinaf los sitios en que el réceptor’ Uy édranérgico‘es fosforilado
como respuesta a los distintos estimulos (no_repihefrina, PMA y enydolelina). Las
diferencias en lé intensidad de {a fosforilacion del receptor oy, adrenérgico, detectadas
ante cada uno de los agentes mencionados, periniten sugerir que quiza los sitios sujetos
a fosforilacién son diferentes o bien que algn agente induce la fosforilaciéheri mayor
‘numero de sitios que otro. Esto permite especular que el efecto reguladar gue ejefcen las
vdistintas fosforilaciones pudiera ser diferente, -
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h) Perspectivas.

La diferencias detectadas en la actividad y regulacién de los receptores o,
adrenérgicos podrian servir de marco para cantribuir a explicar la razén de su diversidad.
El conocimiento de la regulacion de estos receptores es fundamental para el disefio de
agentes terapéuticos especificos Gtiles en el tratamiento de patologias en las que los
receptores a, adrenérgicos pudieran estar implicados.

La regulacién que el receptor para endotelina ejerce sobre el receptor a,,-adrenérgico
abre la posibilidad de que otros receptores, acoplados a los mismos sistemas de
transduccidn, pudieran ejercer un efecto similar. Entre los receptores de este tipo que
estan presentes en los fibroblastos Rat-1 estdn aquellos para trombina y 4cido
lisofosfatidico. Otros receptores, también acoplados a la via de recambio de
fosfoinositidos y que pueden ceoincidir con el receptor a1b¥adrenérgico, son por ejemplo:
los receptores para angiotensina y vasopresina en los hepatocitos. |

Asi pues, podria especularse que ante una serie de sefales simultaneas, una célula
puede responder a aquellas de accién mas rdpida e incluso bloquear a las restantes. De
acuerdo a los resultados aqui presentados se podrla sugerir que en una céiula que se
enfrente simultaneamente a endotelinay a norepinefrma o bien a ambas hormonas en
orden secuencial, la respuesta a norepmefnna quiza seria bloqueada rapidamente por Ia
accion de los receptores para endotelina. Incluso, se abre la posibilidad del uso
terapéutico de la endotelina para el control de las acciones a,b-adrenérglcas. en aquellos
tipos celulares que coexbres'an ambos tipos de receptores y en los que la aclividad del
receptor a,,-adrenérgico estuviera asociada con alguna patologia. Esto es partiéularmente
interesante si se considera que a la fecha no existen agentes terapéuticos especificos
para cada uno de los subt:pos a,-adrenérg:cos y que el uso de agentes no especnflcos
de subtipo puede tener efectos secundarios importantes,
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XV. CONCLUSIONES.

Los resultados de esta tesis muestran que los diferentes subtipos de receptores
a4-adrenérgicos  difieren en su habilidad para estimular a la via de recambic de
fosfoinositidos-calcio y en su sensibilidad para ser bloqueados por la activaciéon de la
PKC. Ademds, se corrobord que el subtipo o, es fosforilado en respuesta a norepinefrina
y ésteres de forbol y se demostré que la activacién de receptores para endotelina conduce
a un incremento importante en la fosfarilacion del receptor a4y, adrenergico el cual parece
estar mediado tanto por la PKC como por cinasas q‘ue actuan en residues de tirosina. La
fosforilacion del receptor oy, adrenérgico resultd indepe'ndiente de la inhibicién de las
proteinas G sensibles a |a toxina pertussis. Estos resuitados apoyan la idea de que la
fosforilacién del receptor o, adrenérgico modula su actividad.



o —— e e v i e st e e e e e
e o e 2 i

Referencias pag 81

XVi. REFERENCIAS.

Alaluf, S, ef a/, 1995. FEBS Lett 367:301-305.

Alberts, B, et al/, 1994. Molecular Biology of the Cell, 3a ed; Garland New York, cap 15.

Alblas, et a/,1995. J Biol Chem 270(15):8944-8951.

Ali, H, et al, 1994. J Biol Chem 269(40).24557-24563.

Allen, LF, et al, 1991. Proc Natl Acad Sci USA 88:11354-11358.

Bar-Sagi, D, et a/, 1988. J Cell Biol 106:1649-1658.

Baass, PC, et al, 1995. Trends in Cell Biol 5:465-470.

Baldwin, JM, 1994. Curr Opin Cell Biol 6:180-180.

Banno, Y, T Sakai y Y Nozawa, 1993. Biochem J 292(Part 2):401-408.

Baumgold, J, BB Cooperman Y TM White, 1989, Neuropharmacology 28(11):1253-1261.

Benovic, JL, et al, 1986. Proc Nat! Acad Sci USA 83:2797-2801.

Benya, RV, et a/, 1995. J Biol Chem 270:3346-3352.

~ Boekhoff, |, et al, 1994. J Biol Chem 269(1):37-40.

Bong-Lee, S, st al, 1993. J Biol Chem 268(34):25952-25957.

Bong-Les, S y SG Ree, 1995. Curr Op Cell Biol 7:183-189.

Bourne, H, 1995. Nature 376:727-729. a

~ Burgering, BMT y JL Bos, 1995. Trends Biochem Sci 20:18-22.

Casey, PJ, 1994. Curr Opin Celi Bio! 6:219-225.

Clapham, DE, 1995. Cell 80:259-268. |

Cohen, GB, R Ren y D Baltimore, 1995. Cell 80:237-248.

Cooper RH et a/ 1985. J Biol Chem 260:3281-3288. |

~ Corvera, S y JA Garcia-Séinz, 1984. Bi;ichem Biophys Res Comm 119:1128-1133.
Corvera, S, ef al, 1986. J Biol Chem 261:520-526. |

Cotecchia, S. et al, 1988. Proc Natl Acad Sci USA 85:7159-7163.

Cotecchia, S, et al, 1992. J Biol Chem 267(3):1633-1639.

Crespo, P, et a/, 1994. Nature 369:418-420 |

Chabre, O; et al, 1994. J Biol Chem 269(8):5730-5734.



(3 ( ag 92

Charbonneau, H y NK Tonks, 1992. Annu Rev Cell Biol 8:463-493.

Chen, Ch, et al, 1995. Molecular Pharmacol 39:39-47.

Chen, LQ, et al, 1985. J Biol Chem 270(52):30980-30988.

Chen, Y, et al 1996. EMBO J 15(5).1037-1044.

Chuang, TT, H LeVine, y A DeBlasi, 1995. J Biol Chem 270(31) 18660-18665.
Dasso, LLT y CW Taylor, 1992, Mol Pharmaco! 42:453-457.

Di Guglielmo, GM, e! al, 1994. EMBO J 13:4269-4277.

Dianing, W, J Huiping y M Simon 1995. J Biol Chem 270(17):9828-9832.

Dickenson, JM y SJ Hill, 1993, Br J Pharmacol 110:1449-1456,

Diviani, D, et al, 1996. J Biol Chem 271(9):5049-5058.

Eason, MG, SP Moreira y SB Liggett, 1995. J Biol Chem 270(9):4681-4688.

Exton, JH, 1994. Annu Rev Physiol 56:349-369, '

Fischer, G, et al, 1994. Trends Biochem Sci 19:164-168. ,

Fonseca, Ml, DC Button y RD Brown, 1995. J Biol Chem 270:8902-83909.
Fredericks, ZL, JA Pitcher y RJ Lefkowitz, 1986. J Biol Chem 271(23):13796-13803.
Garcla-Sainz, JA, 1991. NIPS 6:169-173, |

Garcla-Séinz, JA, et al, 1992. Biachem Biophys Res Comm 186(2).760-767.
Garcla-Séinz, JA, 1993. Cell Signalling 5:539-547.

Garcfa-Séinz, JA y M Maclas-Silva, 1995. Pharmacol Commun 6:53-60,
Garcla-Sainz, JA, 1995; Arch Med Res 26(3):205-212.

Garcla-Séinz, JA, 1996. Homonas: Mensajeros quimicos y comunicacién celular. |
Coleccién: La ciencia desde México. 2a ed; SEP, FCE, CONACyT. México.
Garcla-S4inz, JA y R AlcAntara-Hemnandez, 1996. Pharmacol Comm 7:103-113.
Glerschik, P y KH Jakobs, 1990. Molecular Pharmacology of Cell Regulation. MD Houslay
y G Milligan (editores). Wiley, New York. Vol 1:67-82.

Gilman, A, 1987. Annu Rev Biochem 56:615-649.

Gonzalez-Espinosa, C y JA Garcia-Sainz, 1992. Biochem Biophys Acta 1136 309-314
Gurevitch, WV, et a, 1 095, J Biol Chem 270:720-731. '

Hamm, HE y A Gilchrist, 1996. Curr Op Cell Biol 8:189-196.



et s e v
B R e e P e B e .

Relerencias pag 93

Harden, TK, 1992. Adv in Second Messenger and Phosphoprotein Res 26:11-34,
Harlan, JE, et al, 1994. Nature 371:168-170,

Hawes, BE, et al, 1996. J Biol Chem 271(21):12133-12136.

Hein, L, et al, 1994. J Biol Chem 269(44):27719-27726.

Hirasawa, A, el al, 1995. FEBS Lett 363:256-260.

Hu, ZW, et al, 1996. J Biol Chem 271(15):8977-8982.

Huang, Z, Y Cheny RA Nissenson, 1995, J Biol Chem 270(1):151-156.
Hunyady, L, et a/, 1994, J Biol Chem 269(50):31378-31382.

lismaa, TP y J Shine, 1992. Curr Op Cell Bio! 4:195-202.

Inglese J, et al, 1993. J Biol Chem 268(32):23735-23738.

inglese, J ef af, 1994. Proc Natl Acad Sci USA'91:3637-3641.

Inglese, J, et al, 1995. TIBS 20:151-156.

Ishii, K, ef al, 1994. J Biol Chem 269:1125-1130.

1220, NJ, TN Tulenko y WS Colucci, 1994. J Biol Chem 269(3):1705-1710.
Jaken, S, 1896. Curr Op Cell Biol 8:168-173.

Kiley, SC y S Jaken, 1994, Trends in Cell Biol 4:223-227. : |

Kim, CM, SB Dion y JL Benovic, 1993. J Biol Chem 268(21):15412-15418.
Koch, WU, et a/ 1994. Proc Natl Acad Sci USA 91:12706-12710. |
Kozasa, Ty AG Gilman, 1996. J Biol Chem 271(21 ):‘12562—‘1 2567. -

Kurose, H y RJ Lefkowitz, 1994, J Biol Chem 269:10093-10088.

Lattion, AL, D Diviani y § Cotecchia, 1994, J Biol Chem 269(36):22887-22893.
LePretre, N, J Mironneau y JL Morel, 1994.J Biol Chem 264(47) 29546-29552
- Lederer, ED et al, 1993, Cell Signalling 5(6) 735-745.

 Lee,NHy cM Fraser, 1993, J Biol Chem 268(1 1_).794_9-7957.

Les SB, et a/ 1993. .J Biol Chem 268(34):25952-25957. -

Leéb—Lundberg. LMF et al, 1985.Proc Natl Acad Sci USA 82:5651-5655.
 Leeb-Lundberg, LMF, et al, 1987. J Biol Chem 262: 3098-3105

Lefkowitz RJ, 1993. Cell 74: 409-412

Lev, S etal, 1995. Nature 376.737-745.



Linder, ME, et al, 1993. Proc Nati Acad Sci USA 90:3675-3679.
Linsbury, KM, P Casey, J Brass, y DR Manning, 1991. J Biol Chem 266:22051-22056.
Liu, My Mi Simon, 1996, Nature 382:83-87.
Liu WW, RR Mattingly y JC Garrison. 1996. Proc Natl Acad Sci USA 93:8258-8263.
Lohse, MJ, et al. 1990. Science 248:1547-1550.
Lohse, MJ, 1993. Biochem Biophys Acta 1179:171-188.
Lomasney, JW et al, 1991. .l Biol Chem 266(10).6365-6369
Lynch CJ et al 19865. J Biol Chem 260:2844-2851.
Malarkey, K, et a/, 1995, Biochem J. 309:361-375.
Marshall, CJ, 1995. Cell 80:179-185.
Massagusé, J, L Attissano y J Wrana, 1994. Trends Cell Biot 4:172-178.
Milano, C, ef al 1994. Proc Natl Acac Sci USA 91:10109-10113,
Milligan, G, 1993. TiPS 14:413-418.
Milligan, G, PS Svoboda y CM Brown, 1994. Biochem Pharmaco! 48(6).1059-1071.
Milligan, G, M Parenti y Al Magee, 1995. TIBS 20:181-186 - _
Minneman, KP y TA Esbenshade, 1994. Ann Rev Pharmacol Toxicol 34:117-133,
Minneman, KP, et al, 1994. Mol Pharmacol 46:929-936.
Miyazaki, S, 1995. Curr Op Cell Biol 7:190-196
Mochly-Rosen, D, et a/, 1990. Mol Biol Cell 1:693-706.
Mochly-Rosen, D, 1995, Science 268:247-251
Moffet, S, et al, 1993. EMBO J 12(1):348-356.
- Moore, RH, et al, 1995. J Cell Science 108: :2983-2991,
_Mullaney, l, et al, 1993 Biochem J. 289; 125-131
Mumby, SM, C Kleuss y AG Gilman, 1994. Proc Natl Acad Sci USA 91 2800-2804.
- Muntz, KH et al, 1992. Mol Biol of the Cell 3: 49-61.
* Nakanishi, H, KA Brewer y JH Exton, 1993 J Biol Chem 268(1): 13-16.
" Nakata, H, ef al, 1994. Eur J Biochem 220; 29-36
Nantel, F, et al, 1993, Mol Pharmacol 43:548-555.
Neer, EJ, 1995, Cell 80:249-257. |



Referencias pag 95

Nishizuka, Y, 1985. FASEB J 9:484-4896.

Nobes, C y A Hall, 1995. Cell 81:53-62.

Opperman, M, et al, 1996. J Biol Chem 271(22):13266-13272.

Parruti, G. et al, 1993. J Biol Chem 268:9753-9761.

Pérez, DM, MT Piascik y RM Graham, 1991. Mol Pharmacol 40:876-883
Pérez, DM, MB de Young y RM Graham, 1993, Mol Pharmaco! 44:784-795.
Pippig, S, S Andexinger y MJ Lohse, 1995, Mol Pharmacol 47.666-676.
Pitcher, J, et a/, 1992. Biochemestry 31(12):3193-3197.

Pitcher, JA, ef a/, 1995. J Biol Chem 270(20):11707-11710.

Premont, RF, et al, 1994, J Biol Chem 269 (9):6832-6841.

Premont, RF, J Inglese y RJ Lefkowitz, 1995. FASEB J 9:175-182,
Pumiglia, KM, et al, 1995. J Biol Chem 270(24):14251-14254.

Resh, MD, 1994. Cell 76:411-413.

Robles-Flores, M y JA Garcia-Sanz, 1994, Biochem Mol Biol Intl 34(3):465-473.
Rokosh, DG et al, 1996. J Biol Chem 271(10):5839-5843, |
Ron, D, et al, 1994, Proc Natl Acad Sci USA 91:838-843.

Schlessinger y Ullrich, 1992, Neuron 9:383-391.

Schwinn, DA, et al, 1990. J Biol Chem 265(14):8183-8189.

Schwinn, DA, et al, 1991 Mol Pharmacol 40:619-626.

Sivilotti, L y D Colquhoun, 1995. Science 269:1681-1682.

Sibley, DR et al, 1987. Cell 48:913-922. o

Smith, WC, et al, 1994. J Biol Chem 269:15407-15410. |

‘Smrcka, AV, et al 1991. Science 251:804-807.

Snircka, AVy PC Stemweis 1993, J Biol Chem 268( 13).9667-9674.
Spiegel, AM, 1992. Curr Op Cell Bio! 4:203-211

Stemwels, PC, 1994. Curr Op Cell Biol 6:198-203.

Sterne-Marr, R. et a), 1993. J Biol Chem 268:15640-15648,

Stoffel, RH, et al, 1994. J Biol Chem 269(45):27791-27794,

Strassheim, D y CC Malbon, 1994, J Biol Cherri 269(19):14307-14313.



Refetenclas paq 96

Svoboda, P y G Milligan, 1894, Eur J Biochem 224:455-462,

Taylor, SJ, etal, 1991. Nature 350:516-518.

Tholanikunnel, BG, JG Granneman y CC Malbon, 1995, J Biol Chem 279(21).12787-
12793 ' |
Thomas et al, 1995. J Biol Chem 270(1):207-213.

Thonberg, H, et a/, 1994.J Biol Chem 269(52):33179-33186.

Tobin, AB y S Nahorski, 1993. J Biol Chem 268:9817-9823.

Touhara, K, et a/, 1994. J Biol Chem 264(14):10217-10220.

van Biesen, T et al, 1995. Nature 376:781-784.

Wedegaertner, PB y HR Baurne, 1994. Cell 77:1063-1070.

Wells, A, et al, 1990. Science 247:962-964.

Wilkinson, SE y TJ Hallam, 1894: Trends in Pharmacol Sci 15:53-57.
Wilson, 1994. Trends In Cell Biol 4:409-414.

Wiilars, GB y SR Nahorski, 1995. Mol Pharmacol 47:509-516.

Winstel, R et a/, 1996. Proc Natl Acad Sci USA 93:2105-2109.

Wise, A, et al, 1995. J Biol Chem 270:17196-17203.

‘Wojcikiewicz, RJH AB Tobin y SR Nahorski, 1993. TiPS 14: 2?9-285

- Zhang, J, et al, 1996. J Biol Chem 271(31) 18302- 18305.

Zhu, SJ, et al 1996. Eur J Pharmacol 299:205-212. -

Ziemiecki, A, AG Harpur y AF Wilks, 1994 ‘Trends in Cell BlOl 4:207-212.



	Portada
	Índice
	Resumen 
	Abstract
	Glosario de Términos 
	I. Introducción
	II. Receptores Acoplados a Proteínas G
	III. Proteínas G
	IV. Receptores para Factores de Crecimiento   V. Modulos Proteícos 
	VI. Coincidencias en las Señales Transmitidas por Receptores Acoplados a Proteínas G y Receptores para Factores de Crecimiento 
	VII. Vía de Recambio de Fosfoinosítidos-Calcio
	VIII. Proteína Cinasa C
	IX. Desensibilización
	X. Receptores Adrenérgicos 
	XI. Regulación del Receptor α1B Adrenérgico 
	XII. Objetivos 
	XIII. Resultados 
	XIV. Discusión 
	XV. Conclusiones 
	XVI. Referencias 



