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AMPc; adenosín monofosfato cíclico 
AO; ácido okadaico 
AP-2; proteína adaptadora 
ATP; adenosín trifosfato 
Cdc25; fosfatasa de proteínas con actividad dual, residuos de SerlThr y Tyr 
CnA; calcineurina A o sub unidad catalítica de la PP28 
CnB; ca{cneurina B o subunidad reguladora de la PP2B 
DAG; 1,2-diacilglicerol 
DARPP32; fosfoproteína regulada por AMPc y dopamina de 32 kDa 
EGF-R; receptor del factor de crecimiento epidermal 
FI_Ca2+; sistema de recambio de fosfoinosítidos--calcio 
FLC; fosfolipasa C 
GAP; proteína activadora de la GTPasa 
GRK; cinasa específica de receptores acoplados a proteínas G 
GTP; guanosín trifosfato 
IP2; fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 
IP3; inositoI1,4, 5 -trisfosfato 
I-R; receptor de insulina 
JAK2; cinasa de residuos de tirosina (Janus another kinase) 
JNK; cinasa del amino terrminal de la proteína JUN 
JUN; proteína oncogénica 
MAPK; cinasa activada por mitógenos 
MEK; cinasa de la MAPK 
NFwAT; factor nuclear de células T activadas 
P56LCk

; cinasa de residuos de tirosina de 56 kDa de linfocitos 
P60src; cinasa de residuos de tirosina descrita er. el sarcoma de Rous 
PDK1; cinasa de proteínas dependiente de fosfoinosítidos 
PH; dominio homólogo a la plecstrina 
Plw 3K; cinasa de la posición 3 del anillo de inositol 
PKC; cinasa de proteínas dependiente de calcio y de fosfolípidos 
PKA; cinasa de proteínas dependiente de AMPc. 
PLC; fosfolipasa C 
PMA; éster de forbol (Phorbol-12-Mirystate-13-Acetate) 
PP; fosfatasa de proteínas de residuos de serina y/o treonina 
PP1; fcsfatasa de proteínas de seriduos de serina y/o treonina tipo 1 
PP2A; fosfatasa de proteínas de seriduos de serina y/o treonina del tipo 2A 
PP2B; fosfatasa de proteínas de seriduQs de serina y/o treonina del tipo 28 
PP2C; fosfatasa de proteínas de seriduos de serina y/o treonina del tipo 2C 
PTP; fosfatasa de proteínas de residuos de tirosina 
RACK; receptor de la PKC er. su forma activada 
SH; dominio homólogo a la cinasa Src 
SHPTP; fosfatasa de residuos de tirosina con dominios SH2 y SH3 
STAT1; factor estimulador de la transcripción 
Ct1b w AR; receptor alfa 1 b adrenérgico 
f3:~AR; receptor beta2 adrenérgico 



RESUMEN 

Los resultados del presente trabajo indican que el estado de 
fosforilación del receptor cxlb-adrenérgico, sobreexpresado en células Rat-1, 
es regulado por la acción de cinasas y fosfatasas de proteínas. 

El ácido okadaico (AO), un inhibidor selectivo de las fosfatasas 1 y 2A 
(PP1 Y PP2A) incrementa la fosforilación del receptor o.wadrenérgico. La 
fosforilación máxima del receptor, de aproximadamente tres veces con 
respecto al basal, se observa a los 30 minutos y se mantiene por 1 hora o 
más tiempo. 

El incremento de la fosforilación del receptor o.wadrenérgico con AO 
es dependiente de la concentración, se obtuvo una dosis efectiva 50 (ECso) 
de 30 nM. 

El tratamiento de las células Rat-1 con otros inhibidores selectivos de 
la PP2A, tales como la tautomicina y la caliculina A (1 J.LM) Y con un inhibidor 
selectivo de la fosfatasa tipo 28 (PP28) la cipermetrina (1 J.LM) también 
aumenta la fosforilación del receptor o.lb-adrenérgico, la tautomicina lo hace 
con una magnitud similar a la producida por el AO y la cipermetrina, que 
resultó ser el inhibidor menos eficaz, tuvo un efecto máximo en la 
fosforilación de 2 veces con respecto a la fosforilación basal. 

La fosforilación del receptor o.wadrenérgico está mediada 
principalmente por la proteina cinasa dependiente de calcio y de fosfolípidos 
(PKC). Los inhibidores especificas de la PKC, tales como la estaurosporina y 
el Ro 318220, a una concentración de 10 J.LM, abaten la fosforilación del 
receptor inducida por el AO. La inhibición en ambos casos fue dependiente 
de la concentración del agente. Igualmente de manera dependiente de la 
concentración, los dos inhlbidores disminuyeron significativamente la 
fosforilación basal del receptor. 

Algunos inhibldores de otras cinasas, como por ejemplo la genisteina, 
un inhibidor de cinasas de residuos de tirosina y la wortmanina, un inhibidor 
de la fosfatidil-lnositol-3-cinasa (PI-3K) no tienen efeclo sobre la fosforilaclón 
del receptor inducida por AO, ni sobre la fosforilación basal. 

El análisis de coinmunoprecipitación que determina si existe 
asociación de dos o más proteinas muestra que las isoformas 0., 8 Y e de la 
PKC, expresadas en las células Rat-1, coinmunoprecipitan con el receptor 
awadrenérgico. La asociación del receptor con las isoformas 0., 13 Y 6 de la 
PKC se incrementa rápidamente pero de forma transitoria y de manera 
dependiente de la dosis del PMA (Phorbol-Mirystate-Acetate), un actlvador 
de la PKC permeable a la membrana plasmática. El incremento de la 
asociación receptor (xwadrenérglco-PKCa. indUCida por el PMA fue de 2.5 
veces con respecto al basal, mientras que la asociaCión con las Isoformas ¡.:¡ 

y E. fue de 2 veces en ambos casos. No detectamos una asociación del 
receptor con la isoforma :; de la PKC. 

La activación de la PKC por hormonas como la noradrenalina (NA), la 
er:dotellna-1, el ácido lisofosfatídlco o por el factor de creCimiento epidérmico 



incrementan la asociación receptor-PKC. La magnitud de la asociación es 
distinta dependiendo del estímulo y de la isoforma de PKC. 

La determinación de la liberación de calcio intracelular y de la 
producción de IP3 en células Rat-1 como parámetros elegidos para definir el 
significado funcional de la fosfori[ación del receptor ctwadrenérgico nos 
indica que el pretratamiento de las célu[as con AO (inhibición de fosfatasas) 
no abate [a respuesta del receptor a [a NA, mientras que el PMA (activación 
de PKC) si bloquea [a respuesta. Por otro lado, cuando las células se 
exponen a[ PMA y AO al mismo tiempo, el receptor pierde su capacidad de 
respuesta. 

Fina[mente, los resultados de [a determinación de unión de 
[
35S]GTPyS a membranas plasmáticas sugieren que la fosforilación del 

receptor inducida por e[ PMA se relaciona con su desacoplamiento de la 
proteina G y por tanto, con la pérdida de la respuesta a[ agonista. Mientras 
que [a fosforilación como respuesta a[ tratamiento con AO, aún cuando 
disminuye parcialmente la unión total de [35S]GTPyS, no se relaciona con la 
pérdida de la respuesta. Es decir, el significado funcional de [a fosforilación 
del receptor ct1b-adrenérgico por activación de [a PKC es la desensibilización 
del receptor, mientras que el significado funcional de [a losfori[ación del 
receptor por la inhibición de las fosfatasas no es [a desensibilización. Estos 
resultados sugieren que [as fosforilaciones del receptor ocurren en sitios 
diferentes o que participan otros elementos moleculares en e[ proceso de 
desensibi[ización. 



ABSTRACT 

In summary, our results indicate that phosphorylation of the Ct1b­
adrenergic receptor in Rat-1 cells was regulated by protein kinases and 
protein phosphatases. 

Our data indicate that Ct1b-adrenergic receptor phosphorylation induced 
by okadaic acid (OA), an inhibitor of PP1 and PP2A. The effect of OA was 
concentration-dependent with an EC50 of 30 nM and the effect reached its 
maximun at 30 minutes, this effect remained constant up to 60 min. 

Other protein phosphatase inhibitors, such as tautomycin and calyculin 
A at a concentration of 1 J.LM, both inhibitors of PP2A, and cypermethrin, an 
inhibitor of PP2B, increased Ct1b-adrenergic receptor phosphorylation of 
similar magnitude to that produced by OA, but cypermethrin turned out be 
less effective. 

We observed that participates calcium-dependent protein (PKC) in Ctw 
adrenergic receptor phosphorylation. Specific inhibitors of PKC, such as 
staurosporine and Ro 318220, blocked the effect of OA on receptor 
phosphorylation in a concentration-dependent. Staurosporine and Ro 318220 
decreased basal Ctwadrenergic receptor phosphorylation. This effect was 
concentration-dependent. 

In contrast, genistein an inhibitor of protein tyrosine kinase blocked 
neither the basal labelling nor the effect of okadaic acid on the state of 
phosphorylation 01 the receptor, and wortrnannin, an inhibitor 01 
phosphatidylinositol-3-kinase (PI-3K) altered neither the basal 
phosphorylation 01 the Ct1b-adrenergic receptor nor the effect of OA. 

Analysis of co-immunoprecipitation, to determine association between 
two or more proteins indicated that u, 8, and g PKC isoforms interacted with 
u1b-adrenergic receptors under basal coditions and such associations were 
increased in cells treated with PMA (Phorbol Myristate Acetate). The 
increased associatlons induced by PMA were concentration-dependet an 
reached their maxima 1 to 2 min after the addition of PMA. NO co­
immunoprecipitation of PKC ~ and u1b-adrenerglc receptor was detected. 

Other stimulus of PKC such as noradrenaline, endothelln-1, 
Iysophosphatidic acid and epidermal growth lactor were also able to increase 
to association of PKC isoforms and cxlb-adrenergic receptor, but the 
magnltude of the increased association varied between 2-3-10Id, depending 
al PKC 'Isoforms. 

Intracellular calcium increase and IP, production In Rat-1 cells, both 
parameters measured to define the functlonal slgl1lflcance of the 
phosphorylation al th,s receptor, indlcated Ihat PMA blocks the response of 
the awadrenergic receptor to noradrenalme, whereas the OA did no! alter 
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response. When Ihe cells were preincubaled wilh OA and PMA no effecl 01 
noradrenaline on inlracellular calcium concenlralion and IP3 produclion was 
observed. 

Finally, wilh Ihe resulls 01 ¡"sS]GTPyS binding lo plasma membranes, 
we observed Ihal Ihe increase generaled by noradrenaline was 01 smaller 
magnilude in membranes oblained lrom cells incubaled with noradrenaline, 
or PMA. The OA did nol aller Ihe response 01 Ct1b-adrenergic receplor. 

Thal is lo say, Ihe lunctional meaning 01 the Ct,.-adrenergic receptor 
phosphorylation by PKC activalion was receplor desensilizalion, whereas Ihe 
lunctional meaning 01 the receptor phosphorylation by the inhibilion 01 protein 
phosphatases was nol receptor desensitizalion. 

These results suggesl thal Ihe phosphorylations on the receptor occur 
in different sites or that other molecular elements participale in 
desensitization process. 

5 



INTRODUCCiÓN 

La coordinación precisa de los distintos niveles de organización en el 
individuo, es decir, de células, órganos y sistemas, permite llevar a cabo un 
sinnúmero de funciones que contribuyen, en conjunto, a su adaptación. 

Un organismo unicelular responde a cambios en su microambiente, ya sea 
a sustancias repelentes o a sustancias atrayentes, como sucede en las bacterias, 
que nadan hacia uno u otro sitio, dependiendo del tipo de sustancia que detectan 
en el medio (1). Por otra parte, un organismo pluricelular tiene la capacidad de 
responder, a la vez, a múltiples señales del ambiente que culminan en respuestas 
metabólicas, en división celular o en una respuesta inmune, por mencionar 
algunas. Así, tanto en organismos unicelulares como pluricelulares, la transmisión 
del prímer mensajero y su amplificación intracelular determina finalmente una 
respuesta celular especifica. 

En organismos procariontes, la transducción de la señal extracelular 
consiste en sistemas integrados básicamente, por dos componentes, una proteína 
con un dominio transmisor que funciona como sensor de la señal, la cual tiene 
actividad de cinasa y se autofosforila en un residuo de histidina; y una proteína 
con un dominio receptor que tiene un residuo de aspartato que adquiere el grupo 
fosfato transferido, desde el residuo de histidina de su compañero transmisor (1). 
Estos sistemas de dos componentes regulan la expresión de genes que codifican 
proteinas que funcionan como reguladores de la osmolaridad y la morfogénesis en 
las amibas, del metabolismo del nitrógeno y la quimiotaxis en las bacterias, o del 
crecimiento y la esporulación en hongos (2). Se ha observado que los sistemas de 
dos componentes, también forman parte de la transducción de señales de varios 
organismos eucariontes, como algunos hongos, entre ellos las levaduras, y las 
plantas superiores. Además, en algunos casos como en la esporulación, por 
ejemplo, participan otras proteínas (1). 

En un organismo multlcelular, la transmisión de la señal extracelular hacia 
el interior de las células, asi como la comunicación entre ellas, requiere de una 
maquinaria proteica fundamental y numerosa que trabaja coordinadamente con el 
fin de regular respuestas tales como la síntesis de proteinas, lipidos o 
carbohidratos, la proliferación, la diferenciación o la muerte celular. Dos aspectos 
son muy importantes para que cada célula responda con especificidad al estimulo. 
El primero es la gran variedad de receptores que una célula expresa, capaces de 
reconocer con alta selectividad a los ligandos (mensajeros primarios); y el 
segundo, son los componentes que participan rio abajo en el interior de la célula 
durante la transducción de la señal extracelular (3). 

Dada la complejidad de la comunicación intracelular se han definido por 
separado, para simplificarla, distintos sistemas de transducción, los cuales de 
manera general, comprenden un receptor, una proteína acopladora, una proteina 
efectora y la producción de moléculas conocidas como segundos mensajeros (3). 

Algunos sistemas de Iransducclón son: el de la adenilato ciclasa, el de 
recambio de fosfolnositidos-calcio, el de los receptores para factores de 
crecimiento, el de reconocimiento al antigeno de células T y B, el de transducción 
de receptores tipo canal, el de receptores antlproliferatlvos. el de muerte celular, 
etcétera. 



Estas vias de transducción de señales son mOduladas por mecanismos 
postraduccionales tales como la fosforilación, la metí/ación, la oxidación y la 
proteólisis (4). El mejor estudiado es la fosforilación, dado que una gran cantidad 
de proteínas que lorman parte de los sistemas son fosloriJadas. 

EL estado de fosforilación de las proteínas se mantiene en un equilibrio 
dinámico por la acción de dos clases de enzimas: las cinasas, aquellas que 
transfieren grupos fosfato a las proteínas a partir de moléculas energéticas como 
el ATP y, las fosfatasas aquellas que hidrolizan los enlaces monoéster liberando 
el fosfato unido de las proteinas (5). 

Comparativamente con las fosfatasas, las características estructurales y 
funcionales de las cinasas se conocen con más detalle. En eucariontes se han 
identíficado al menos 1000 genes que codífican para cínasas y únicamente 5 O 
genes que codifican para fosfatasas (6), número que quizás sea mayor ya que el 
estudio de estas últimas enzimas todavia se enfrenta al ~roblema de no contar con 
inhibidores especificas. No obstante, se ha logrado: 1) la clonación e 
identificación de genes nuevos que codifican fosfatasas y 2) la deducción precisa 
de su estructura por el análisis de difracción de rayos X, en particular de las 
enzimas que desfosforilan residuos de tirosina (PTPs) como la PTP de Yersinia, 
las PTPs de ratón con el dominio-2 homólogo a Src como SHP-1 y SHP-2 y las 
PTPs humanas como PTP¡>, PTP1 B, HCPTPA y HCPTPB estas dos últimas de 
bajo peso molecular, y más recientemente de la Cdc25A, una fosfatasa con 
actividad dual (desfosforila residuos de serina! treonina y tirosina) (6 a 9). 

En sistemas celulares de organismos superiores se sugiere que las 
fosfatasas tienen un papel muy importante en diversos fenómenos, por ejemplo, 
en la degeneración de la retina (10), en el desarrollo del cerebro (10), en el 
metabolismo del glucógeno, en la gluconeogénesis (11) Y en la progresión del 
ciclo celular (12), por mencionar algunos (Tabla 1). Sin embargo, la participación 
de las fosfatasas todavía no es completamente clara en otros fenómenos 
celulares, tales como la insensibilidad de los receptores a responder al estímulo 
(desensibilización), la activación o inhibición de cinasas y de las propias 
loslatasas, la memoria, el aprendizaje o la muerte celular, pero en los cuales se 
ha demostrado que la fosforilación de proteinas es un mecanismo clave de 
regulación. Lo mismo sucede en fenómenos que son resultado de cambios en la 
osmolandad, en la esporulaclón, en la asimilación de nitrógeno y carbono y en la 
quimiotaxis, observados en bacterias, levaduras y plantas (2). 

Los sitios blanco de acción, tanto de cinasas como de loslatasas de 
proteinas en células de mamífero se restnnge principalmente a tres residuos: la 
sen na, la treonina y la tirasina; mientras que en bacterias se restringe a la histidina 
y al aspartato. En diversas especies de eucariontes, entre las que se incluye a las 
levaduras, amibas y plantas superiores, además de la losfonlación en residuos de 
serina, treonina y tirosina, también hay fosfonlación sobre residuos de histidina y 
aspartato. Se ha demostrado que en estos organismos existe una relación directa 
entre la cascada de cinasas de serina!treonina y el sistema de dos componentes 
(4,5y6). 

En los siguientes apartados mencionaré las características estructurales y 
funCionales de las fosfatasas (PPs) y de las c',nasas de proteina dependientes de 
calCIO y de fosfolipldos que actúan sobre residuos de senna y/o treonlna (PKCs). 
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Tabla 1. 

Características de la estructura, requerimientos iónicos, inhibidores, 
localización y función celular de las algunas fosfatasas de residuos de 
serina y/o treonina de la familia PPP de células de mamífero (2, 5 Y 6). 

TIPO Sustrato Inhibidores Iones Sub unidad localización Función 
catalítica 

PPl Subunldad 13 de la Inhibldor-1 Mo 37 kDa Núcleo y Contracción 
clnasa fosfonlasa, Inhibidor-2 Zn2• Isofarmas: Cltasol muscular, 
glucógeno sínletasa, T automiCln3 a, p, y y Ó sir.tesis de 
cadena ligera de la Heparina proteínas, 
miosina, Receptor Glutatión oXlda- control del 
de NMDA, clnasa " ciclo celular, 
56, acetil-coenzima metabolismo 
A carboxi-Iasa, del glucógeno, 
hlslonas, etc. Irarsformación 

etc. 

PP2A Subumdad a de la ACldo okadalco Ninguno 37 kDa Núcleo Contracción 
cinasa fosfon1asa, Apomorfina Isoformas. Cltaso! y muscular, 
PP2A, proteína Tau!omlcína 0,1,2YPCS Mltocondna control del 
baSlca de mlellna, Ciclo celular, 
hlstona H1, Recep- síntesis de 
tor de NMDA. J)-ca- ácidos 
seina, J)2-AR, grasos, trans-
CREB, etc formación, etc 

PP2B Subunldad cr de la ClcJosporina C, 60kDa Citosol Activación de 
C1nasa fosfonlasa, Clpermetnna Mg"+ Isoformas. AJ)1, Núcleo las células T, 
subunidad regulado- Clclofihna Mn'" A¡3 Y AJ)3 de Membrana Plas- centrol de la 
ra de la PKA 11, Antagonistas de NI'" teratocarclnoma Matlca y ATPasa de 
PP2B, DARPP-32, la CaM Smaptosomas Na'/K+ yde 
factor Tau, NF-AT, canales de K', 
slnapSlna 1, caseína, plastiCidad 
hlstona, etc, Slnaptlca, etc. 

PP2C Casema, PK-CaM 11, No hay Mg' 45kDa Cltosol RegulaCión de 
cadena ligera de la Inhlbldores Mn'" Isofarmas, la fUr1C\ón r.eu-
miasma, fosfofrUclo- especlficos ay~ Ronal, regula-
cmasa, etc Clón de la glu-

; 
Coneogénesls, 
etc 

CAM; proteína calcio-calmodulina, S6; subunidad 6 ribosomal, NMDA; N­
metil-D-Aspartato, p,-AR; receptor p,-adrenérgico, DARPP-32; fosfoproteína 
regulada por dopamina y AMPc de 32 kDa, NF-AT; factor nuclear da células T 
activadas, CRES; proteina de unión al elemento regulador de AMPc. 



I.FOSFATASAS 

la. CLASIFICACiÓN DE LAS FOSFATASAS DE SERINA Y/O TREONINA DE 
MAMíFERO. 

A la fecha, se conocen aproximadamente 100 fosfatasas que actúan sobre 
residuos de serina y/o treonina. Estas fosfatasas se clasifican por criterios 
bioquimicos en los tipos 1, 2A, 2B Y 2C agrupadas en dos familias. Desde un 
punto de vista filogenético las fosfatasas 1, 2A Y 2B, asi como PP4, PP5 Y PP6 
pertenecen a la familia PPP y la fosfatasa 2C, entre otras, a la familia PPM 
llamada asi porque sus miembros dependen de magnesio (6, 10 Y 11). 

lb. ESTRUCTURA. 

Las PPs se caracterizan porque están conformadas por varias 
subunidades, siempre hay una subunidad catalitica y una o dos subunidades 
reguladoras (Fig.1). PP1, PP2A Y PP2B tienen un motivo catalitico común con dos 
dominios que constan de una hoja ~ fianquea~a por a-hélices y un dominio 
predominantemente de forma helicoidal. 

Por ejemplo, la PP1 está formada por una subunidad catalitica C de 37 kDa 
que tiene varias isoformas (Tabla 1) y una subunidad reguladora G que le confiere 
a la proteina la capacidad de relocalización en la célula, ya que ésta posee una 
región hidrofóbica en su extremo amino que le permite unirse directamente al 
glucógeno (2 y 8). 

La PP2A es más compleja, ya que puede formar el heterotrimero 
conformado por las subunidades A, S Y C de 60, 55 Y 36 kDa respectivamente, y 
alternativamente puede asociarse a otras subunidades de 35 y 70 kDa. En células 
transformadas, la PP2A puede formar el heterodimero AC y otros complejos con 
la proteina viral T intermedia (6). 

Por otro lado, la PP2B también llamada calcineurina, forma heterodimeros 
que constan de la subunidad catalitica A o calcineurina A de 60 kDa que une 
calmodulina (CnA) y de la subunidad reguladora de 19 kDa que une calcio (CnS). 

La combinación de aproximadamente veinte subunldades reguladoras de 
las PP2A y PP2S da lugar a distintas fosfatasas, con mayor o menor especificidad 
por sus sustratos, además de conferirles una localización subcelular especifica. Se 
ha observado que la actividad y alta especificidad que tiene la PP2A por sus 
sustratos depende en gran medida de la concentración de dichas subunidades en 
la célula, y es particularmente la tercera subunidad, la S, la responsable de la 
unión a la membrana plasmática, y por tanto, de su localización subcelular (6 y 
11 ). 

La PP2C, a diferencia de las anteriores es la más simple, se trata de un 
monómero de aproximadamente 45 kDa que 00 tiene homologia con otras PPs, 
pero de la cual se han ident',ficado en células de mamifero las Isoformas a. y Il (6 Y 
7) (Tabla 1). 
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A. Subunidad catalítica (e) Subunidades reguladoras (R) 

-----------------------------------------------------
PP1 1 • 

49% 

PP2A .-C=====_ 
39% 

PP28 

Pro 

B. 
Fosfatasas Tipo I (PPi) 

like-PP1 

like-PP2 

like-PP2B 

Fosfatasas Tipo" (PP2) 

•• • R CaM 

PP2A; espontáneamete activa, KiAO = 0.2 nM 

PP2B; dependiente de Ca ", KiAO = 20 nM 

PP2C; dependiente de Mg ", KiAO = 10 ~M 

Inhibidor-2 (23 kDa), subunidad de 
unión al retículo sarcoplásmico y 
glucógeno (subunidad G), 
subunidad miofibrilar (subunidad 
M1), etc. 

Subunidad A isoforma a (PR65), 
subunidad B isoformas a, fl y y, 
(PR52), subunidad C isoforma a 
(PR72), subunidad C isoformas fl y B 
(PR130 y PR53), etc. 

Subunidad B isoformas a y fl, etc . 

R 

INHIBIDORES 

Las tres fosfatasas de este grupo son 
inhibidas por proteínas resistentes al calor: 
Inhibidor-1 (1-1) e inhibidor-2 (1-2). 

INHIBIDO RES 

Acido okadaico, Tautomicina y 
Caliculina A. 

Cipermetrina 

Sin inhibidores específicos 

ig.1A. La subunidad C de PP2A y PP2B de mamifero tienen 39% y 49% de similitud 
:>n respecto a la de PP1, cada subunidad e puede asociarse in vivo a dos o más 
Jbunidades R por lo que existe un número grande de fosfatasas, dependiendo de 
J composición. Fig.1B. Se indican únicamente los inhibidores de fosfatasas de 
!siduos de serina y/o treonina empleados en este trabajo, otros inhibidores se 
,encionan en el texto y en la tabla 111. Ki (COI\s¡.nte de ofinidaJ del inhibidor y la 
lZima) de las fosfatasas 2A, 26 Y 2C por el ácido okadaico (A O) 



le. MECANISMO DE REACCiÓN DE LAS FOSFATASAS 

La principal reacción química que llevan a cabo las fosfatasas consiste en 
la hidrólisis de monoésteres de fosfato sobre aminoácidos específicos: tirosina, 
serina y/o treonina y la disociación del fósforo inorgánico de la fosfatasa completa 
el ciclo catalítico (reacción 1). 

La hidrólisis del monoéster de fosfato da como resultado la transferencia 
del grupo fosforilo (P03.) por un mecanismo limitante disociativo (reacción lIa) o 
asociativo (reacción Ilb). En fosfatasas de residuos de tirosina el P03. del sustrato 
es transferido al residuo de cisteína del sitio activo de la enzima y se forma un 
complejo intermediario tiofosfato-enzima unido covalentemente que, en un 
segundo paso es hidrolizado y se forma un complejo fosfoenzima, unido de 
manera no covalente. Este proceso es termodinámicamente favorable con un 
t.G < -9 KJ mor', determinado a pH 7 Y 25 Oc (6). 

ROPO,' -~ H,O -;. ROH + HOPO, ,-

o \( H,a 
RO~-O· .... ROH + i¡¡-O" -;. 

OH O 

H,O OH 
-> RO-P-OH-;. 

HO~~'o 
ROH + 

O 
HO~-O' 

ÓH 

(reacción 1) 

(reacción lIa) 

(reacción IIb) 

Donde: ROPO,' sustrato fasforilado, ROH es el sustrato desfasfarilada. 

Id. FUNCiÓN DE LAS FOSFATASAS DE SERINA YIO TREONINA EN 
CÉLULAS DE MAMfFERO 

Las fosfatasas participan en el control de múltiples funciones celulares al 
formar parte de diversas vías de transducción de señales. En general, las PPs 
median un espectro muy amplio de procesos celulares (Tabla 1), mientras que las 
PTPs pa:iicipan esencialmente en procesos de proliferación y de transformación 
celular (6). 

La PP1 participa en la regulación del metabolismo del glucógeno al asociarse 
directamente a este poliglucósido por medio de la subunidad reguladora. Esta 
enzima modula la fosforilación de la glucógeno fosforilasa, de la cinasa de la 
fasforilasa y de la glucógeno sintetasa, además está implicada en el control del 
ciclo celular, en la síntesis de proteinas, etcétera (1, 6 Y 13). 

Por su parte, la PP2A al desfosforilar a la L-glutarnina:fructuosa·6-P­
amidotransferasa regula la blosintesis de hexosamlnas, además es un regulador 
de la mitosIs al desfoslorilar a la cinasa cdc25 que actúa sobre el factor promotor 
de la maduración (MPF), igual que PP1 participa en la transformación celular 
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inducida por virus. En otros casos la PP2A partiéipa como inhibidor de la 
proliferación (-6). 

Por otro lado, la PP2B que se expresa abundantemente en el sistema 
nervioso, en particular en los ganglios basales y en el hipocampo, regula la 
actividad de la PP1 al desfosforilar e inactivar a su inhibidor endógeno DARPP-32 
ó 1-1, por lo que se ha propuesto que es indispensable en este tejido, aunque se 
trata de una enzima ubicua en los mamíferos (6). A la PP2B se le ha asociado con 
procesos neurodegenerativos ya que su expresión es muy baja en las neuronas 
de animales que presentan los sintomas de padecimientos como la enfermedad 
de Huntington y el mal de Parkinson (6). Otros estudios en este mismo tejido 
indican que la PP2B regula canales de calcio dependientes de voltaje y 
receptores de la acetilcolina. En otro sistema celular, la PP2B participa en la vía de 
activación de linfocitos T, uno de sus blancos es el factor nuclear de células T 
activadas (NF-AT), el cual se transloca al núcleo en forma desfosforilada y junto 
con el NF-AT nuclear activan a la ARN polimerasa e inducen la expresión de los 
genes de la interleucina-2 y de otras linfocinas y citocinas. Por tanto, la PP2B 
juega un papel central en la activación de linfocitos T (6). 

El papel fisiológico de ¡a PP2C se conoce poco, tal vez porque no existen 
inhibidores especificas para esta enzima. Por estudios realizados in vitro se sabe 
que la PP2C es indispensable para el control del metabolismo del colesterol ya 
que regula la actividad de la hidroximetil-glutaril CoA reductasa, enzima limitante 
de la velocidad de sintesis del esteroide (10). La PP2C también participa en la 
gluconeogénesis y en la contracción muscular; asi como en la degeneración de la 
retina de los vertebrados (5, 6, 10 Y 11). 

le. MECANISMOS MOLECULARES DE REGULACiÓN DE FOSFATASAS DE 
RESIDUOS DE SERINA y TREONINA 

Las enzimas que desfosforilan proteinas en residuos de serina y/o treonina 
son reguladas por diversos mecanismos. La mayoria de las PPs son moduladas 
por su asociación con diversas subunidades reguladoras; otras son blanco de 
modificaciones postraduccionales y la gran mayoría de PPs de las clases 1 y 2, 
requieren de polícatíones como la protamina, las hístonas, la polilisina y las 
poliaminas para activarse; mientras que otras moléculas como el AMP, el ADP, 
glucosa 1-P y fructuosa 1-P pueden inhibir su actividad. Algunos péptidos 
pequeños de 8 kDa derivados de la subunidad reguladora de la PP1 actúan como 
bloqueadores de la inhibición (6). En particular, la forma trimérica de la PP2A es 
modulada in vitro por la ceramida, el producto de la esflngomielinasa (5 y 6). 

La inhibición in vivo de la PP2B por unión de complejos formados entre las 
inmunofillnas endógenas y drogas como la ciclosporina y la rapamicina, es un 
caso especial de reguI3c'lón, que ademas resulta en la protección de la célula 
hospedera en contra de los virus (14). Lo que sucede es que la proteina viral 
llamada A238L forma un complejO con la calclneurlna A, previniendo la 
consecuente activación del factor transcripclonal NFAT, y por tanto, preViniendo la 
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~ transcripción de génes de citocinas inmunomoduladoras-dependientes de NFAT, 
que se produce cuando existe una infección y que dañan a la célula huésped (15). 

En otros casos, la actividad de las enzimas que desfosforilan residuos de 
serina y/o treonina se modula por su localización en la célula, es decir, por la 
proximidad a su sustrato. Un estudio realizado en el sistema nervioso muestra 
que la PP1 y la PP2A citosólicas son más activas que aquéllas que se encuentran 
asociadas a la membrana plasmática. La baja actividad enzimática de estas 
fosfatasas en la membrana se atribuye a la cercanía de otras proteinas que las 
regulan negativamente ya que actúan como inhibidores endógenos. Por ello en 
algunos casos, un sitio celular específico es sinónimo de una forma activa de la 
fosfatasa, y en otros de una forma inactiva (6 y 7). Otros mecanismos 
postraduccionales son también relevantes como moduladores de la actividad de 
las PPs: la metilación y la fosforilación. 

i) METtLACIÓN 

Esta forma de modificación postraduccional, que se lleva a cabo por una 
carboximetiltransferasa, tiene un papel relevante en la regulación de la actividad 
de algunas PPs (6). La PP2A es activada por metilación del carbono ex del residuo 
de leucina 309 en la región carboxilo terminal de la subunidad catalitica~ 

Curiosamente, la secuencia Thr-Pro-Asp-Tyr-Phe-Leu, sitio donde ocurre la 
metilación de la PP2A se conserva desde las levaduras hasta el hombre y 
además, se ha observado que la metilación depende de señales extracelulares, 
por lo que se ha sugerido que tiene una función reguladora. También la PP2B es 
metilada in vitro, pero tiene como consecuencia la inhibición de la enzima (6). 

ii) FOSFORILACIÓN 

A la fecha, existe un gran número de estudios que evidencían que la 
fosforilación es el príncipal mecanismo de regulación de las PPs (Tabla II)~ 

Dependiendo de la clase de fosfatasa, la fosforilación tiene un efecto 
regulador negativo o positivo sobre su actividad. Por ejemplo, la PP1 es fosforilada 
y activada por tres clnasas de residuos de serina y/o treonina: la PKA, la cinasa 11 
de la caseína y la cdc2 que partícipa en la progresión del ciclo celular, y además, 
en residuos de tlrosína por la cinasa v-abl. Por su parte, la PP2A es fosforilada, 
exclusivamente en la tirosina 307 de la subunidad catalítica por cuatro cinasas la 
p60"s", p56LCk y por dos receptores que tienen actividad intrínseca de cinasa de 
residuos de tirosina, el receptor para el factor de crecimiento epidermal y el 
receptor de insulina. La consecuencia de la fosforilación sobre la PP2A es su 
desactivación de forma transitoria; mientras que su desfosforilación la reactiva. 
Además. la PP2A es fosfonlada en residuos de treonina por la PKCa, hecho que 
se relaCiona con su reactivación (5, 6 Y 16)~ 

En cuanto a las PTPs. éstas son reguladas principalmente por oxidación de 
un residuo de clsteína del dominio catalítiCO, dicha modificaCión se asocia con su 
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Tabla 11. 

Resumen de algunas fosfatasas de serina y/o treonina de la familia PPP de 
células de mamífero reguladas por fosforilación, efecto de la fosforilación 
sobre su actividad y cinasas que participan (2, 5 Y 6). 

TIPO DE RESIDUO EFECTO SOBRE CINASASQUE 
FOSFATASA FOSFORILADO LA FOSFATASA PARTICIPAN 

PP1 tirosina inhibición p60cSrc 

PKA y Cinasa 11 
serina/treonina activación de la caseína 

PP2A tirosina inhibición p6Ocsrc
, p54LCk

, 

R·EGF y R·I 

treonina, in vitro inhibición PKCo; 

PP2B serina activación 
Cinasa 11 depen-
diente de Ca2./ 

calmodulina y 
PKC 

PP2C No determinado 
___ .... _______ .. ___ ...... ___ -------------------------

R-EGF; receptor del factor de crecimiento epidérmico, R-I; receptor de 
insulina, PKA; proteína cinasa dependiente de AMP cíclico, PKC; proteína 
cinasa dependiente de calcio y de fosfolípidos, p60 eS"; proteína celular con 
actividad de cinasa d .. tiresinas identificada en el sarcoma de Rous de 60 
kDa, p54 lCk

; cinasa específica de linfocitos de 54 kDa. La línea punteada (----) 
significa sin información. 



inhibición, de tal forma que se ha sugerido que el estado rédox de la célula es 
crítico en la regulación de esta clase de fosfatasas (17). 

iii) INHIBIDORES DE FOSFATASAS DE SERINA Y/O TREO NI NA 

Otro mecanismo de regulación de las fosfatasas es su inhibición, la PP2B, por 
ejemplo, se inhibe por fosfato, fiuoruro y pirofosfato a concentraciones en el rango 
milimolar. La PP2B es inhibida por drogas inmunosupresoras cuando éstas se 
unen a sus receptores o inmunofilinas, además, la PP2B tiene en su estructura un 
dominio autoinhibitorio en el extremo carboxilo de la sunbunidad A que depende 
de iones como el calcio, el manganeso o el niquel (6). 

Dado que este mecanismo de regulación es muy importante en la fisiología de 
estas enzimas, el empleo de inhibidores, ya sea de origen natural o sintéticos 
representa una herramienta farmacológica indispensable para su estudio. Muchos 
inhibidores de fosfatasas son permeables a la membrana plasmática y pueden 
bloquear su actividad en la célula intacta. Los inhibidores de origen natural son 
meta bolitas secundarios producidos como parte de un mecanismo de defensa en 
contra de competidores y depredadores por diversos microorganismos tales como 
los dinofiagelados, bacterias, hongos, insectos y plantas. Los inhibidores sintéticos 
son moléculas diseñadas con base a la estructura de la proteina ya la naturaleza 
de las interacciones que éstas pueden formar con la enzima. Generalmente en 
estudios fisiológicos se emplean inhibidores reversibles, por lo que el inhibidor se 
asocia y disocia de la enzima dependiendo de Su concentración intracelular. A 
una concentración alta de! inhibidor [a enzima se inhibe, pero ésta puede 
reactivarse si el inhibidor se difunde. 

Sólo muy pocos inhibidores de fosfatasas endógenos se han identificado en 
células de mamifero, el inhibidores 1, el inhibidor 2 y DARPP-32 (Tabla 111) que 
tienen caracteristicas tanto de un Inhibidor competiflvo como de uno no­
competitivo. En respuesta a algunos metabolitos el nivel de AMPc se incrementa 
en la célula, de tal manera que ambos inhibidores se fosforilan, se activan e 
inhiben a la PP1, es la PP2B la que los desfosforila. Por otra parte la 
delosforilación de los inhibidores permite su liberación de la PPl y posteriormente 
la reactivación de la fosfatasa. Asi, el control de PPl por hormonas que 
promueven un incremento en la producción de AMPc en la célula es muy 
importante (6 y 13). 

INHIBIDORES DE ORIGEN NATURAL 

Entre los compuestos de origen natural con una alta potencia inhibldora para 
PP1, PP2A, PP2B Y PP2C están el ácido okadalco que se trata de un áCido 
graso poliéter de 20 carbonos producido por dinollagelados que se concentran en 
la esponja manna Halr'chondra okadai, su ingestión causa envenenamiento e 
incluso la muerte; la callculina A que se extrae de esponjas mannas; la 
microcist'lna (heptapéptldo c'lclico) y la nodulanna (pentapéptldo cicllco) que son 
toxinas producidas por cianobactenas del género Mlcrocysl/s y Nodulana y la 



Tabla 111. 

Inhibidores de fosfatasas de residuos de serinal treon¡na de mamífero (6). 

NOMBRE NOMBRE ICso BLANCO ORDEN DE 
COMÚN QUíMICO in vitro POTENCIA 

Acido okadaico 9, 10-Dipitio-9, 10- 10-15 nM PP1 PP2A > PP1 »> PP2B 
didehidroacanti- 0.1 nM PP2A 
folieina 

Tautomicina Policétido 1.0 nM PP1 PP1 > PP2A »> PP2B 
10 nM PP2A 

Cipermetrina [(R,S)-,,-Ciano-3- 40pM PP2B PP2B 
fenoxibencil-3-
(2,2-c1icl orovinil)-
2,2-dimetilciclo-
propano carbo-
xilato] 

Caliculina A Ácido graso 2.0nM PP1 PP2A-PP1 »> PP2B 
octametilpolihi- 0.5-1 nM PP2A 
droxilado 

Cantaridina Hexahidro-3a,7a- 40 nM PP2A PP2A>PP1 >>> PP2B 
dimetil-4,7-epo- 473 nM PP1 
xibenceno-furan-
1,3-diona 

Fenvalerato ,,-Ciano-3- 2-4 nM PP2B PP2B 
fenoxibencil-,,(4-
clorofenil) isova-
lonato 

Deltametrina [(S)-a-Ciano-3- 100 pM PP28 PP2B 
fenoxibencil (1 R) 

I , -cis-3·(2,2-dibro-
I movinil)-2,dime-

I 
I til-ciclopropano 

I I carboxilato I 
I 

1 _____ ._ ! 



tautomicina que proviene de la bacteria Streptomyces spp (6) (fig.1B Y Tabla 111)." 
Todos los compuestos anteriores, además de ser inhibidores reversibles son 
inhibidores competitivos, inhiben a las enzimas de la familia PPP por su unión a un 
grupo de aminoácidos localizados fuera del sitio catalítico en la subunidad 
catalítca de las fofatasas, estos inhibidores se unen al mismo sitio sobre las 
enzimas, pero con diferentes potencias. 

La dosis efectiva 50 (ICso) del inhibidor está determinada en ensayos in vitro 
con la enzima purificada. Es muy común que a concentraciones relativamente 
altas de un inhibidor selectivo para una fosfatasa se abata la actividad de otras 
fosfatasas, incluso de distintas clases. Por ejemplo, 0.1 nM de ácido okadaico 
inhibe a la PP2A, pero 10-15 nM inhibe también a la PP1 aunque no a la PP2B, 
compuestos relacionados con la apomorfrna inhiben principalmente a las PTPs, 
pero también a la PP2A (Tabla 1) (6). 

INHIBIDORES SINTÉTICOS 

La síntesís de inhibidores peptídicos y no-peptidícos de las fosfatasas es 
realizada por la industria farmacéutica. Muchas veces, estos inhibidores se 
sintetizan con base a la estructura de la proteína sustrato de la enzima y otras con 
base en el mecanismo de reacción del ciclo catalítíco. Existe un mayor número de 
inhibidores sintéticos para las PTPs con respecto a las PPs. Así por ejemplo, un 
buen inhibidor peptídico de las PTPs contiene fosfotirosina porque corresponde al 
sitio natural de fosforilación, en algunos casos la fosfotirosina es sustituída por 
tiofosfato, un grupo no hidrolizable. Igualmente para este caso, ha sido importante 
considerar en el diseño de estas moléculas a los aminoácidos que rodean a la 
fosfotirosina ya que son imporiantes para la catalálisis. Se demostró que se 
requiere un mínimo de seis aminoácidos para ésta sea eficiente, y que uno solo 
puede ser crítico para la actividad, como sucede para la PTP de Yersinia, ya que 
la sustitución secuencial de cada aminoácido de un péptido específico permitió 
detectar que al reemplazar el ácido glutámico localizado hacia el extremo amino 
de la fosfotirosina por la alanina reduce hasta 130 veces la afinidad de la enzima 
por su sustrato. 

Por otra parte, dada la susceptibilidad de los inhibidores peptídicos a la 
proteólisis, se han desarrollado recientemente inhibidores no-peptídicos, 
especialmente para utilizarse como drogas en la práctica médica. El grupo 
quimico más empleado en el diseño de estos Inhibldores es el difluorofosfonato 
porque mimetiza que la fosfotirosina se une con alta afinidad a la PTP. 

11. PROTEíNA CINASA C (PKC) 

La contraparte de la actividad de las fosfatasas en la fosforilaclón de 
proteínas es la actiVidad de las cmasas. A continuaCión desCribiré las 
características generales de la estructura y la función de estas proteínas, 
especiflcamente de la prote'lna (,nasa C (PKC). 
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tautomicina que proviene de la bacteria Streptomyces spp (6) (f'i9.18 Y Tabla 111)." 
Todos los compuestos anteriores, además de ser inhibidores reversibles son 
inhibidores competitivos, inhiben a las enzimas de la familia PPP por su unión a un 
grupo de aminoácidos localizados fuera del sitio catalítico en la subunidad 
catalítca de las fofatasas, estos inhibidores se unen al mismo sitio sobre las 
enzimas, pero con diferentes potencias. 

La dosis efectiva 50 (leso) del inhibidor está determinada en ensayos in vitro 
con la enzima purificada. Es muy común que a concentraciones relativamente 
altas de un inhibidor selectivo para una fosfatasa se abata la actividad de otras 
fosfatasas, incluso de distintas clases. Por ejemplo, 0.1 nM de ácido okadaico 
inhibe a la PP2A, pero 10-15 nM inhibe también a la PP1 aunque no a la PP2B, 
compuestos relacionados con la apomorfina inhiben principalmente a las PTPs, 
pero también a la PP2A (Tabla 1) (6). 

INHIBIDORES SINTÉTICOS 

La sintesis de inhibidores peptídicos y no-peptídicos de las fosfatasas es 
realizada por la industria farmacéutica. Muchas veces, estos inhibidores se 
sintetizan con base a la estructura de la proteina sustrato de la enzima y otras con 
base en el mecanismo de reacción del ciclo catalitico. Existe un mayor número de 
inhibidores sintéticos para las PTPs con respecto a las PPs. Asi por ejemplo, un 
buen inhibidor peptídico de las PTPs contiene fosfotirosina porque corresponde al 
sitio natural de fosforilación, en algunos casos la fosfotirosina es sustituida por 
tiofosfato, un grupo no hidrolizable. Igualmente para este caso, ha sido importante 
considerar en el diseño de estas moléculas a los aminoácidos que rodean a la 
fosfotirosina ya que son importantes para la catalálisis. Se demostró que se 
requiere un minimo de seis aminoácidos para ésta sea eficiente, y que uno solo 
puede ser critico para la actividad, como sucede para la PTP de Yersinia, ya que 
la sustitUCión secuencial de cada aminoácido de un péptido especifico permitió 
detectar que al reemplazar el ácido glutámico localizado hacia el extremo amino 
de la fosfotirosina por la alanina reduce hasta 130 veces la afinidad de la enzima 
por su sustrato. 

Por otra parte, dada la susceptibilidad de los inhibidores peptídicos a la 
proteóllsis, se han desarrollado recientemente inhibidores no-peptidicos, 
especialmente para utilizarse como drogas en la práctica médica. El grupo 
quimico más empleado en el diseño de estos Inhibldores es el difluorofosfonato 
porque mimetiza que la fosfotiroslna se une con alta afinidad a la PTP. 

11. PROTEíNA CINASA C (PKC) 

La contraparte de la actividad de las fosfalasas en la fosforilaclón de 
proteínas es la actividad de las clnasas. A continuación describiré las 
caracteristlcas generales de la estructura y la función de estas proteínas, 
especiflcamente de la proteína cinasa C (PKC). 
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lIa. CLASIFICACiÓN DE LA PKC 

La familia de la PKC consta de varias isoformas; al menos 11 son 
productos de genes distintos, y una es resultado de la edición alternativa de uno 
de los genes, por lo que la regulación de esta cinasa es muy compleja (18). 

A la familia de la PKC se le agrupa en tres categorias por sus 
requerimientos de cofactores: formas convencionales (u, jll, jlll, Y y) que requieren 
de fosfatidilserina, calcio y 1,2-diacilglicerol (DAG) por lo que además son 
activadas farmacológicamente por ésteres de forbol como el PMA (del inglés: 
f'horbol-13-Mirystate-12-!',cetate), las formas no convencionales (E, 1],8, J.l Y e) 
con requerimientos similares a las anteriores, pero independientes de calcio, y las 
formas atípicas (~, ,y 1..) que no requieren ninguno de los cofactores mencionados 
(18y19). 

lib. ESTRUCTURA DE LA PKC 

Las distintas isoformas de la PKC están constituidas por un solo polipéptido 
formado por un extremo amino terminal regulador de aproximadamente 20 a 40 
kDa y un extremo carboxilo terminal catalitico de 45 kDa. Tienen cuatro regiones 
con alta homología, los dominios C1 a C4 y cinco regiones variables, de Vi a V5, 
intercaladas entre las regiones C o constantes (Fig.2) (18 Y 19). 

El dominio C1 es una región rica en residuos de cisteina; las isoformas que 
responden a PMA tienen dos, y otras como la PKC ~ sólo tiene uno por lo que no 
es activada por estos agentes (19). C1 constituye el sitio de unión del DAG y de 
los ésteres de forbol, compuestos que se emplean como activadores 
farmacológicos de la PKC ya que mimetizan la acción del DAG sobre la proteina. 
Además, el dominio C1 se considera el sitio de unión de la cinasa a la membrana 
plasmática (19). 

El dominio C2 contiene el sitio de reconocimiento para fosfolipidos ácidos y 
el sitio de unión al ión calcio. Se considera que C2 es la región que permite la 
interacción fíSica de PKC con otras proteinas, ya que se trata del sitio de 
interacción con los RACKs (del inglés: Receptors for !',ctivated EKCs). 

Los dominios C3 y C4 S8 conservan en todas las PKCs de todas las 
especies (18 y 19); C3 tiene la secuencia de cinasa o sitio catalítico de unión al 
ATP y C4 es la región de reconocimiento del sustrato (19) 

La PKC tienen dominiOS PH (del inglés: Eleckstrin !:iomology domain) que 
determinan su localización subcelular y el anclaje a la membrana plasmática. Se 
ha encontrado que algunos sustratos de la Clnasa y los RACKs tienen el dominio 
PH, considerado entre otros como un dominio de interacción proteína-protefna 
(19). 



PKCs convencionales: a, ~I, ~II Y Y 
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Fig.2. Estructura de las isoformas convencionales, no-convencionales y 
.tipicas de la proteína cinasa C (PKC). Dominios conservados: C1 de unión al 
1,2-diacilglicerol (DAG) y ésteres de forbol; C2 de unión del calcio y de la 
fosfatidilserína; C3 de unión del ATP y C4 de unión al sustrato. C2-like; región 
5imilar al dominio C2 de las formas de PKC convencionales, N; extremo amino 
je la proteína, C; extremo carboxilo de la proteína. 



lIe. MECANISMOS MOLECULARES DE REGULACiÓN DE LA PKC 

La función de la PKC está bajo el control de tres mecanismos, la 
fosforilación, la autoinhibición reversible por el pseudosustrato y la inhibición (20). 

i) REGULACiÓN DE LA PKC POR EL PSEUDOSUSTRATO 

La secuencia autoinhibidora de las PKCs convencionales conocida como 
pseudosustrato precede inmediatamente al dominio C1 en el extremo amino de la 
proteína (Fig.2). Por estudios bioquímicos se ha sugerido que el pseudosustrato 
es una región protegida de la proteólisis cuando la enzima está inactiva, pero 
cuando se activa por fosfatidilserina, calcio. DAG y/o ésteres de forbol, ésta es 
fácilmente degradada por la tripsina y por la endoproteinasa Arg-C. 

Cuando la enzima madura (fosforilada) se encuentra en el citosol tiene una 
conformación inactiva proporcionada por la secuencia autoinhibidora del 
pseudosustrato que ocupa el sitio activo. En presencia del ligando (DAG, 
fosfolípidos, calcio y/o ésteres de forbol) la enzima madura se transloca a la 
membrana plasmática donde cambia de conformación lo que permite que el 
pseudosustrato sea removido del sitio activo, así la PKC libre de un impedimento 
estérico es capaz de fosforilar al sustrato. Si la enzima tiene la conformación 
desfosforilada el pseudosustrato no ocupa el sitio activo, sin embargo esta 
conformación es muy importante para que la PDK1 tenga acceso al sitio de 
fosforilación sobre la PKC e inicie su maduración. 

Se concluye que el pseudosustrato juega dos papeles en la regulación de la 
PKC, modula la fosforilación de la enzima precursora y regula la actividad de la 
enzima madura (20). 

ii) FOSFORILACIÓN 

En general, las PKCs tiene varios sitios probables de fosforilación, residuos 
de serina, treonina y tirosina, uno muy importante porque modula poslt"ivamente su 
actividad es el sitio fosforilado por la cinasa dependiente de fosfoinositidos 
(PKD1), la treonina 500 que se IDealiza en el dominio de clnasa o dominio de 
activación. Algunos estudios indican que las isoformas a, pi y pll de PKC son 
sintetizadas coma precursores inactivos y que se requiere de la fosforilación para 
que se activen, al parecer cada fosforilación tiene un significado funcional. 

La PKC pll se fosforila in vivo en tres sitios, las treoninas 500 y 641 Y la 
serina 600. El análisis bioquímico y estructural de la PKC 011 indica que la 
fosforilación de la treonina 500 permite que los residuos de aminoácidos que 
participan en la catálisis se encuentren en la posición correcta y "dispara" la 
autofosforilación de la treonina 641 y la serina 660 en el extremo carboxilo. La 
autofosforilación de la serina 660 se asocia con la liberación de la PKC en el 
CltOSO!. 
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Por otra parte, la desfosforilación diferencial dé la treonina 500 y la serina 
660 por la PP2A y de los tres sitios por la PP1, sugiere que todos los sitios de 
fosforilación de la PKC son importantes para su función y para su localización 
subcelular (21). 

iíi) INHIBICION DE LA PKC 

Dilucidar el papel de las distintas isoformas de la PKC ha sido posible 
gracias al empleo de agentes que inhiben su actividad. No obstante, son muy 
pocos Jos agentes farmacológicos que muestran una selectividad buena, o que 
pueden ser utilizados in vivo ya que la mayoria de los compuestos diseñados 
actúan sobre otras cinasas o sobre varias isoformas de la misma familia, y otros 
son impermeables a la célula intacta (6 y 28). 

INHIBIDORES NATURALES Y SINTÉTICOS 

Los inhibidores de PKC se clasifican, de acuerdo al sitio de interacción dentro 
de la estnuctura de la proteina, en reversibles y no-competitivos o en reversibles y 
competitivos. Los primeros son moléculas que se unen al dominio regulador ya 
sea en el sitio blanco de unión de fosfolípidos o en el sitio blanco de los ésteres de 
forbol, mientras que los otros son moléculas que se unen en el dominio catalitico, 
directamente en el sitio de unión del ATP. 

Estos inhibidores tienen selectividad por PKC o por isoformas individuales, 
pero también por otras cinasas. La estaurosporina, un alcaloide microbiano 
identificado hace 20 años como un potente inhibidor de la PKC, compite por el sitio 
de unión del ATP y puede inhibir potencialmente tanto, cinasas de residuos de 
serina y/o treonina como cinasas de tirosina y no presenta especificidad por 
isofarmas de la PKC (Tabla IV). Sin embargo, la estaurosporina se trata de un 
compuesto básico cuya fórmula quimica se ha utilizado para el diseño de muchos 
nuevos inhibidores sintéticos, tales como el indolocarbaxol y la bisindolilmaleimida 
(Tabla IV). Inhibidores de este último grupo como el Ro 318220, el cual tiene un 
grupo alquilo con un sustituyente caÍlÓnico, produce una inhibición similar de las 
isofarmas ~, y y g de la PKC (Tabla IV) (28). 

Igual que en el caso de las dnasas de residuos de serina/treonina, los 
productos naturales son fuente de ,nhibidores de cínasas de residuos de tirosina, 
un ejemplo es la genisteina, un inihibidor competitivo producido por cepas de 
Pseudomonas (Tabla IV). 

INHIBICIÓN DE PKC POR SECUENCIAS ANTISENTIDO DEL RNA mensajero 
(RNAm) 

La especificidad de los oligonJcleótidos (secuencias antlsentldo de un gene 
que bloquean la expresión del RNAm blanco) ha permitido que sean 
considerados inhlbidores especificos de las Isofarmas de PKC, además de que se 
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Tabla IV. 

Inhibidores específicos de cinasas de residuos de serina/treonina, de 
cinasas de residuos de tirosina y de la cinasa de la posición 3 del anillo de 
inositol (PI-3K). 

NOMBRE NOMBRE ICso o Ki BLANCO ORDEN DE 
COMÚN QUíMICO POTENCIA 

Ro-318220 {3-[1-[3-(Amidinotio) 10 nM PKC PKC > PKA > CaMK 
propil-1 H-indol-3i1]- 17 ~M CaMK 
3-(1-metil-1 H-indol- 900 nM PKA 
3-il)-maleirnida me-
tano sulfonato} 

Estaurosporina 1 H-indol[2,3-a]pirrol 0.7 nM PKC PKC > PKG - PKA > 
[3,4-c] carbaxol 7.0nM PKA CaMK 20 nM CaMK 

8.5 nM PKG 

Genisteína 4',5,7·Trihidroxiiso- 2.6 ~M R-EGF y R-EGF >>> otras 
flavona otras cina- cinasas sas de 

tirosina 

Bisindolilmalei- 2-[1,(3-dimetilamino- 100 n'" PKC PKC 
mida propil)-1 H-indol-3il)-

3(1 H-indol-3-il) ma-
leimida 

Wortmanina {1S-(1a,6ba,9ap, 11 a, 3.0 nM PI-3K PI-3K» MAPK- MLK 
11 bP)\-11(Acetoxi)- 200-300 nM MAPKy 
1 ,6b7,8,9a, 10,11,11 b MLK 
-octahidro-1-(meto-
ximetíl)9a, 11 b-dime-
til-3H·furo-¡ 4,3,de] , 
indeno4,5-hJ-2 ben-

I~ zo p ¡rano -3,6 ,a-trio-
na 

PKA; proteina cinasa dependiente de AMPc, CaMK; cinasa 11 de la proteína dependiente de 
calcio-calmodulina. R-EGF; receptor del factor de crecimiento epidérmico, MLK; cinasa de la 
cadena ligera de la miosi'1a, MAPK; proteína cinasa activada por m¡tógenos. 



reconozcan como compuestos terapéuticos utilizados en padecimientos que 
dependen de la actividad de estas enzimas ya que presentan poco o ningún efecto 
inespecífico (29). 

Algunos estudios realizados en carcinomas de pulmón y de vejiga revelan que 
el oligonucleótido antisentido fosforotioato llamado ISI3521 o CGPG4128A que 
hibrida con la secuencia 3' no traducida del RNAm de la PKCa. de humano, 
reduce la expresión de PKCa con ICso de 100 nM. El mismo oligonucieótido, 
solo o en combinación con agentes quimioterapéuticos estándar, es capaz de 
inhibir el crecimiento de una gran variedad de líneas celulares tumorales, lo que 
indica su alto potencial terapéutico (29). 

ACTIVADORES NATURALES DE LA PKC 

A diferencia de lo que sucede con las fosfatasas, para el estudio de la 
función de las cinasas sí existen compuestos que se comportan como activadores. 
La clase principal de activadores de la PKC consta de moléculas conocidas como 
ésteres de forbol (20). El PMA, un diterpeno que se extrae de las semillas del árbol 
Gr%n /iglium tiene una región en su estructura similar al DAG, ambos aumentan 
la afinidad de la PKC por calcio. El PMA Y sus derivados tampoco muestran 
selectividad por isoformas, pero otros productos naturales se emplean con este fin, 
como la timeleatoxina aislada de Thyme/ea hirsuta que activa in vivo a PKC a, ~I y 
Y a una concentración de 1000 ng/ml. La sapintoxina A derivada de Sapium 
indicum activa a todas las isoformas, excepto a la PKC 8. Sapintoxina D, 
mezereína, indolactam V y resiniferatoxina activan preferencialmente a la PKC a. 
De estos compuestos todavía no se conoce el mecanismo de acción, pero al 
parecer no compiten por el sitio de unión de los ésteres de forbol (29). 

Otros compuestos de origen natural, pero estructuralmente distintos a los 
diterpenos también activan a la PKC, por ejemplo algunos indol-alcaloides 
(teleocidina) o poliacetatos (aplisiatoxina) (30). Algunos sustratos también actúan 
como reguladores positivos de la PKC al tratarse de proteínas ricas en residuos de 
arginina, propiedad que las hace capaces de desplazar al pseudosustrato del Sitio 
activo de la enzima (20). 

Los estudios de especificidad de los activado res de PKC han demostrado 
que la proteína es muy afin por el esqueleto de glicerol y por las mitades 
hidrofilicas de los diglicéridos (30). 

lid. FUNCiÓN DE LA PKC EN LA CÉLULA 

La PKC es una enzima cltoplasmica que fosforila residuos de serina y 
treonina de sustratos que participan en un gran número de fenómenos celulares; 
contracción, proliferación, diferenciación, respuestas de! sistema inmune, proceso 
Inflamatorio, activ~ción de plaquetas, neutrófllos, macrófagos, linfocitos y 
fibroblastos (21). También participa en fenómenos como la desenslbilización o 
pérdida de la respuesta de receptores, modulación de la estructura de la 
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membrana, regulación de la transcripción o en procesos que terminan en el 
aprendizaje y la memoria (22). 

Más recientemente se ha definido la participación de las distintas isotormas 
de PKC en procesos celulares especificas, por ejemplo, en neutrófilos la PKC ¡¡ 
fosforila al receptor p60 del factor de necrosis tumoral en respuesta al ligando del 
receptor (TNFa), fosforilación especificamente en residuos de serina que se 
asocia con su desensibilización (23). PKC E participa en la activación de linfocitos 
T (24). PKC a, 8 y e se requieren para inhibir la activación de la cinasa de tirosina 
del receptor de insulina (25). PKC E se requiere para activar la via de la MAPK 
(ERK1/2) (26). La fosforilación por PKC a estimula la actividad de la cinasa AKT y 
evita la apoptosis (27), etcétera. 

111. DESENSIBILlZACIÓN DE RECEPTORES 

Uno de los fenómenos celulares que regulan la transducción de señales, 
en especial la de los receptores acoplados a proteínas G, es la desensibilización, 
término que se aplica a la disminución o pérdida total de la respuesta como efecto 
de la exposición prolongada de la célula a un estímulo. 

Desde el punto de vista operativo se denomina desensibilización 
homóloga a la que inducen agonistas sobre su propio receptor. Se denomina 
desensibilización heteróloga a aquella inducida por otro tipo de agente. 

Desde el punto de vista molecular sabemos, en general, que en el primer 
tipo de desensibiJización, el receptor en respuesta a la unión del ligando activa a 
la proteína G heterotrimérica que libera a las subunidades ~~, las cuales asociadas 
a la membrana plasmática junto con fosfatidilinositol funcionan como acarreadores 
de las cinasas especificas de receptores acoplados a proteínas G (GRKs) al 
unirse a su extremo carboxilo. La ce,canía de la GRK con el receptor permite su 
fosforilación, modificación que lo hace más afín por la proteína llamada arrestina. 
La nueva localización de la arrestina interfiere con la interacción que existe 
normalmente, entre el receptor y la proteina G, y además, estabiliza el estado 
desacoplado del receptor, por lo que no hay transmisión de la señal. La arrestina, 
Junto con otras proteínas, tales como la clatrina y la dinamina (enzima que 
hidroliza GTP) inician la intemalización de los receptores fosforilados en vesículas 
(31) (Fig. 3). 

En el segundo tipo de desensibilización, el receptor activado por su ligando 
estimula a la proteina G, y esta a su vez, a la proteina efectora ya sea la 
fosfolipasa C (PLCI o la adenilato ciclasa (AC) por ejemplo. Estos efectores a 
través de DAG y AMP cíclico activan cinasas moduladas por segundos 
mensajeros, la PKC y la PKA que al fosforilar distintas clases de receptores 
provocan la pérdida de respuesta a un estímulo susecuente (Fig.3). Algunas 
evidencias sugieren que en este tiPO de desensibillzación también participan 
cinasas de residuos de tiroslna (31 l. 
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membrana, regulación de la transcripción o en procesos que terminan en el 
aprendizaje y la memoria (22). 

Más recientemente se ha definido la participación de las distintas isoformas 
de PKC en procesos celulares especificas, por ejemplo, en neutrófilos la PKC 5 
fosforila al receptor p60 del faclor de necrosis tumoral en respuesta al ligando del 
receptor (TNFa), fosforilación especifica mente en residuos de serina que se 
asocia con su desensibilización (23). PKC o participa en la activación de linfocitos 
T (24). PKC a, 5 y e se requieren para inhibir la activación de la cinasa de tirosina 
del receptor de insulina (25). PKC o se requiere para activar la via de la MAPK 
(ERK1/2) (26). La fosforilación por PKC a esümula la actividad de la cinasa AKT y 
evita la apoptosis (27), etcétera. 

111. DESENSIBILlZACIÓN DE RECEPTORES 

Uno de los fenómenos celulares que regulan la transducción de señales, 
en especial la de los receptores acoplados a proteínas G, es la desensibílízación, 
término que se aplica a la disminución o pérdida total de la respuesta como efecto 
de la exposición prolongada de la célula a un estímulo. 

Desde el punto de vista operativo se denomina desensibilización 
homóloga a la que inducen agonistas sobre su propio receptor. Se denomina 
desensibilización heteróloga a aquella inducida por otro tipo de agente. 

Desde el punto de vista molecular sabemos, en general, que en el primer 
tipo de desensibilización, el receptor en respuesta a la unión del ligando activa a 
la proteína G heterotrimérica que libera a las subunidades ~y, las cuales asociadas 
a la membrana plasmática junto con fosfatidilinositol funcionan como acarreadores 
de las cinasas especificas de receptores acoplados a proteínas G (GRKs) al 
unirse a su extremo carboxllo. La ce,canía de la GRK con el receptor permite su 
fosforilación, modificación que lo hace más afín por la proteína llamada arrestina. 
La nueva localización de la arrestina interfiere con la interacción que existe 
normalmente, entre el receptor y la proteina G, y además, estabiliza el estado 
desacoplado del receptor, por lo que no hay transmisión de la señal. La arrestina, 
junto con otras proteínas, tales como la elatrina y la dlnamina (enzima que 
hidroliza GTP) inician la internalización de los receptores fosforilados en vesículas 
(31) (Fig 3). 

En el segundo tipO de desensibilización, el receptor activado por su ligando 
estimula a la proteina G, y esta a su vez, a la proteina efectora ya sea la 
fosfolipasa C (PLC) o la adenilato clclasa (AC) por ejemplo. Estos efectores a 
través de DAG y AMP cielico activan cinasas moduladas por segundos 
mensajeros, la PKC y la PKA que al fosforilar distintas clases de receptores 
provocan la pérdida de respuesta a un estimulo susecuente (Fig.3). Algunas 
eVidencias sugieren que en este tipo de desensibilización también participan 
cinasas de residuos de tirosina (31). 
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Fig.3. Mecanismo de desensibilizacion y resensibilización del receptor p,­
adrenérgico W,-AR). El 0,-AR al ser activado por su agonista (A) adquiere un estado 
de alta afinidad, se acopla a la proteína Gs y a la adenilato ciclasa (AC) para generar 
AMP ciclico (AMPc) que activa a la PKA, cinasa que fosforila al 0,-A y baja su 
afinidad. Por otra parte, el ¡l,-AR en respuesta al agonista es fosforilado por una 
c·masa específica (GRK) y se internaliza en vesículas de clatrina que se desprenden 
de la membrana plasmática por efecto de la dinamina. Una disminución en el pH 
interno de las vesículas ocasiona un cambio conformacional del [)2-AR que permite la 
interacción de una fosfatasa (PP) que lo desfosforila para que regrese nuevamente a 
la superficie de la célula. 



Si bien, la desensibilización se asocia principalmente con la fosforilación del 
receptor, igualmente se ha observado que la disminución en la respuesta es 
consecuencia de la internalización y/o de la degradación o inhibición de la 
expresión del receptor. Aveces, la desensibilización es consecuencia de dos o 
más eventos (31,32 Y 33). 

Un estudio realizado también con el J3,-AR muestra que la recuperación de 
la respuesta o resensibilización, se relaciona con la desfosforilación del receptor. 
En ella participan fosfatasas clase 1, 2A Y 28. Una disminución del pH interno de 
las vesículas, induce un cambio conformacional de los receptores fosforilados, que 
permite la asociación de fosfatasas vesiculares, y posteriormente el reciclaje de 
los receptores, nuevamente a la membrana plasmática (34). 

i) FOSFORILACIÓN DEL RECEPTOR 

Algunos receptores acoplados a proteinas G se desensibilizan por 
fosforilación. Los receptores J3,-adrenérgicos, receptores de lutropina, receptores 
a,-adrenérgicos y receptores muscarínicos (35, 36, 37 Y 38) son fosforilados por 
cinasas de tres tipos: PKC y PKA, reguladas por segundos mensajeros; por GRKs, 
específicas de receptores de siete dominios transmembranales y por receptores 
con actividad intrinseca de cinasa de tirosina (39). El equilibrio del estado de 
fosforilación de los receptores membranales es muy importante, ya que como 
mencioné anteriormente, su resensibilización requiere de la desfosforilación (40). 

ii) DESACOPLAMIENTO ENTRE EL RECEPTOR Y LA PROTEíNA G 

Las proteinas G, llamadas asi porque unen nucleótidos de guanina, están 
conformadas por tres subunidades conoc',das como a, J3 y y, de las cuales se 
conocen 20, 5 Y 12 entidades moleculares, respectivamente. Estas proteínas con 
actividad de GTPasa son elementos indispensables en la transducción de 
señales, ya que tanto la subunidad a como el dimero J3y tienen numerosos 
efectores intracelulares (41). 

En algunos casos, la desensibilización es independiente de la fosforilación del 
receptor, como sucede en el sistema del receptor para la hormona paratiroidea. 
No obstante que el receptor es fosforilado por la GRK2 después de la unión del 
ligando, dicha modificación no da lugar a la pérdida de la respuesta. En este 
sistema transduccional, la desensibilizaclón es consecuencia de la interacción 
directa del receptor y la GRK2, Interacción que bloquea la transmisión de la señal, 
como resultado de una disminución de la actividad de GTPasa de la proteina G 
(42). 

En otros sistemas algunas proteinas como la fosducina o la calmodulina, 
funcionan como trampas de los dimeros J3y, regulando indirectamente la 
interacción entre la proteina G y el receptor y por tanto la desenslbihzación. Lo que 
sucede es que al no encontrarse dimeros 0, disponibles para asociarse con las 
subunidades u na se forman proteinas G heterotriméricas susceptibles de la 
activación por receptores (43) 



Otros moduladores de la transducción de señales son las proteinas llamadas 
RGS (Regulators of ~-protein S.ignalling) que catalizan el recambio de GTP de la 
proteina Go. Estos RGS pueden regular respuestas que se observan a tiempos 
cortos o respuestas a tiempos largos. En el primer caso, los RGS expresados 
constitutivamente en las células modulan el apagado rápido de la señal mediada 
por las proteinas Gilo y transducina. En la adaptación de las células como 
mecanismo de desensibilización/resensibilización, la sobreexpresion de estas 
proteinas especificas, la cual es modulada en ocasiones por segundos 
mensajeros como el calcio y el AMP cíclico, funciona como un mecanismo de 
retroalimentación negativa de la transducción, pero que requiere de más tiempo 
porque implica la transcripción y la traducción de la proteina (44). 

IV. COMPLEJOS MULTIPROTÉICOS 

La formación de módulos integrados por la proteina sustrato, cinasas y 
fosfatasas, además de otros reguladores de la función del sistema transduccional 
puede explicar, en parte, la fina y rápida regulación de la transmísión de la señal 
mediada por la fosforilación de proteinas. 

El descubrimiento de numerosas proteínas andamio, de anclaje o 
adaptadoras para otras proteinas, ha revolucionado la idea de que una vía de 
transducción consta de proteinas aisladas, localizadas en el citosol de la célula y 
que participan sólamente cuando son activadas por un segundo mensajero que 
ha logrado difundir hasta donde ésta se encuentra. 

Las proteinas adaptadoras permiten, por una parte, la localización 
especifica en la célula de las proteinas que participan en la via de transducción 
pero además, permiten la asociación directa de otros elementos reguladores. 
Estas proteinas funcionan como multicontac\os ya que cuentan con varios 
dominios en sus secuencias primarias, considerados como sitios de interacción 
proteina-proteina. Es el caso de los dominios: PDZ (Eost-synaptic density protein-
95, Qlg, 2;0-1), SH2, SH3 (S.rc !:!omology 2 and .3), DD (Qeath Qomain), ITAM 
(lmmunoreceptor Iyrosine-based 6ctivatlon Motif) o el dominio SAM (S.terile 
61pha Motif) de proteinas involucradas en el desrrollo de Drosophila y en la 
diferenciación sexual de algunas levaduras, entre otros (45). 

El receptor para el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-R) 
tiene una región intracelular con varios dominios de unión para proteínas 
citoplásmicas, una región transmembranal y un dom",nio catalitico intracelular. 
Estos receptores son el prototipo de los sistemas transduccionales que amplifican 
la señal a través de la interacción física del receptor con numerosas proteínas 
(46). La transducción de la señal consiste en la autofosforilaclón del PDGF-R en 
residuos de tiroslna y su dimerizaclón cuando éste ha sido activado por el 
mensajero primario Las fosforilaciones en residuos de tirosina permiten la 
interacción del receptor con un número grande de enzimas tales como la 
fosfolipasa Gr, la subunidad de 85 kDa de la PI-3K, la proteina aetivadora de 
GTPasa (GAP), la proteina 2 de unión al receptor (Grb2), la fosfalasa de residuos 
de t¡rosina (SHPTP-2) y vanos miembros de la familia de einasas de l¡rosina (Sre) 
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Otros moduladores de la transducción de señales son las proteínas lIa'madas 
RGS (Regulators of ~-protein J:¡ignalling) que catalizan el recambio de GTP de la 
proteína Go. Estos RGS pueden regular respuestas que se observan a tiempos 
cortos o respuestas a tiempos largos. En el primer caso, los RGS expresados 
constitutivamente en las células modulan el apagado rápido de la señal mediada 
por las proteínas Gi/o y transducina. En la adaptación de las células como 
mecanismo de desensibilización/resensibilización, la sobreexpresion de estas 
proteínas especificas, la cual es modulada en ocasiones por segundos 
mensajeros como el calcio y el AMP cíclico, funciona como un mecanismo de 
retroalimentación negativa de la transducción, pero que requiere de más tiempo 
porque implica la transcripción y la traducción de la proteína (44). 

IV. COMPLEJOS MULTIPROTÉICOS 

La formación de módulos integrados por la proteína sustrato, cinasas y 
fosfatasas, además de otros reguladores de la función del sistema transduccional 
puede explicar, en parte, la fina y rápida regulación de la transmisión de la señal 
mediada por la fosforilación de proteínas. 

El descubrimiento de numerosas proteínas andamio, de anclaje o 
adaptadoras para otras proteínas, ha revolucionado la idea de que una vía de 
transducción consta de proteínas aisladas, localizadas en el citosol de la célula y 
que participan sólamente cuando son activadas por un segundo mensajero que 
ha logrado difundir hasta donde ésta se encuentra. 

Las proteínas adaptadoras permiten, por una parte, la localización 
específica en la célula de las proteínas que participan en la vía de transducción 
pero además, permiten la asociación directa de otros elementos reguladores. 
Estas proteínas funcionan como multicontactos ya que cuentan con varios 
dominios en sus secuencias primarias, considerados como sitios de interacción 
proteína-proteína. Es el caso de los dominios: POZ (Eost-synaptic density protein-
95, Qlg, ZO-1), SH2, SH3 (J:¡rc .!:iomology 2 and ~), DO (Qeath Qomain), ITAM 
(lmmunoreceptor Iyrosine-based Activation Mollf) o el dominio SAM (J:¡terile 
Alpha Motif) de proteínas involucradas en el desrrollo de Drosophila y en la 
diferenciación sexual de algunas levaduras, entre otros (45). 

El receptor para el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PoGF-R) 
tiene una región intracelular con varios dominios de unión para proteínas 
c'ltoplásmicas, una región transmembranal y un dominio catalítico 'Intracelular, 
Estos receptores son el prototipo de los sistemas transduccionales que amplifican 
la señal a través de la interacción física del receptor con numerosas proteínas 
(46), La transducción de la señal consiste en la autofosforilación del PoGF-R en 
residuos de tirosina y su dlmerización cuando éste ha sido activado por el 
mensajero primario. Las fosfonlaciones en residuos de tlrosina permiten la 
interacción de! receptor con un número grande de enzimas tales como la 
fosfolipasa Cy, la subunidad de 85 kDa de la PI-3K, la proteina activad ora de 
GTPasa (GAP), la proteína 2 de unión al receptor (Grb2), la fosfatasa de reSiduos 
de ¡"asina (SHPTP-2) y varios miembros de la familia de cinasas de tirasina (Src) 
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(45). La alta afinidad de interacción receptor/proteina es el resultado de [a unión 
de dominios de aproximadamente 100 aminoácidos conocidos como SH2 que 
reconocen, precisamente, a las tirosinas fosforiladas del receptor (45). Algunas 
',nteracciones entre las proteinas que conforman la via del POGF-R se forman 
entre dominios SH2 y dominios SH3, estos últimos reconocen regiones ricas en 
pro[ina (46). 

Otro ejemplo claro de la modulación por medio de complejos mu[tiprotéicos 
es la transmisión sináptica, mediada por los receptores canal de N-metil-O­
aspartato (NMDA). La fosforilación del canal iónico por PKA amplifica las 
corrientes eléctricas, mientras que [a desfosforilación por la PP1 las inhibe (47). 
Recientemente se demostró que [a eficacia de la transmisión sináptica se debe a[ 
módulo formado por e[ receptor, [a fosfatasa y la cinasa, todos unidos por "yotiao", 
proteína que interactúa con la región carboxilo terminal del canal ya que esta 
cuenta con sitios de interacción proteína-proteína (48). 

La fototransducción en insectos es otro fenómeno celu[ar en donde [os 
módulos transduccionales son relevantes. Este proceso que comienza con la 
activación del receptor de siete dominios transmembrana[es, seguido por e[ 
acoplamiento a [a proteína G, activación de la fosfolipasa C, generación de IP3 y 
DAG, apertura y modulación de dos canales iónicos activados por la luz de 
potencia! transitorio (TRP y TRP-Iike) y !a subsecuente activación de PKC, con e! 
propósito de desactivar [a respuesta a [a luz y adaptarse, ocurre en milisegundos. 
¿Cómo es esto posible? INAO (lnactivation-No-8fterpotential-Q), una proteina con 
múltiples dominios PDZ forma un transducisoma con [a PKC, TRP, [a ca[modulina 
y la fosfohpasa C, manteniéndolos en gran proximidad, ais!ados de otras vías y 
promoviendo una rápida interacción entre los distintos participantes, regulando en 
muy poco tiempo la sensibilidad a [a luz (49). 

Los módulos protéicos también son importantes en [a comunicación 
cruzada. El receptor de insulina ([-R) puede interactuar directamente con algunas 
isoformas de [a PKC. La fosfori[ación del [-R en residuos de serina y treonina, a[ 
parecer, es un evento crucial para una adecuada selección intracelular del [-R 
hacia [a via de degradación en lisozomas (50). De [a misma forma el receptor del 
factor de necrosis tumoral alfa (TNFo:-R) puede asociarse a distintas isoformas de 
la PKC, [a fosofrilación en residuos de serina se asocia con la insensibilidad del 
receptor (23). 

Entre [as proteinas de anclaje descubiertas, sobresale la familia de [as 
AKAPs (8-lSinase-8nchoring-.E'rotein). A la fecha se han identificado 36 AKAPs. 
cada una contiene una hélice anfipática conservada responsable de su asociación 
a [a subunidad reguladora I[ de la PKA y a otras proteínas (51). 

Por otra parte. algunas proteinas implicadas en diversas funciones 
celulares como la PP2A, una enzima altamente regulada por metilación y 
fosfori[ación, es capaz de formar complejos estables con una gran cantidad de 
proteinas. Por ejemplo con cinasas (cinaSa de [a subunidad ribosom2[ S6, cinasa 
de [a caseína [1, Raf-1. JAK2), con proteínas virales (proteina pequeña SV40, 
proteína pequeña t del po[iomavirus, adenovirus E4) y otras (TAU. clc[lna G1, 
caspasa-3) (52). 
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V. RECEPTORES ADRENÉRGICOS 

En este apartado describiré las características, vías de transducción, 
regulación y efectos celulares de los receptores adrenérgicos, en particular de los 
receptores a1b-adrenérgicos (a1b-AR) por tratarse del modelo de estudio del 
presente trabajo. 

Los ligandos naturales de los receptores adrenérgicos son la adrenalina y la 
noradrenalina, hormona y neurortransmisor respectivamente (53). Ambos son 
catecolaminas, es decir aminas fenólicas dihidroxiladas, secretadas en la porción 
interna de la médula de la glándula adrenal en respuesta a señales del sistema 
nervioso central (53). 

La adrenalina normalmente circula en la sangre con una concentración de 
10,'0 M, la cual en un estimulo de alarma se eleva hasta 1000 veces en segundos 
o minutos. Esta hormona incrementa la velocidad del latido del corazón; la presión 
sanguínea y causa dilatación de las vías respiratorias, que en conjunto, 
incrementan el O2 liberado a los tejidos, especialmente al músculo. Tiene efectos 
metabólicos como el incremento en la degradación de glucógeno y la disminución 
de la síntesis de glucógeno, incrementa la producción de glucosa por la 
gluconeogénesis en el hígado, incrementa la glucólisis y la movilización de los 
ácidos grasos en el músculo; además, aumenta la secreción de glucagon y 
disminuye la secreción de insulina en el tejido adiposo. También es mediadora de 
la contracción, relajación, proliferación celular, por mencionar algunos (53). 

A la fecha se sabe de la existencia de tres tipos de receptores 
adrenérgicos: 1>-, a,- y u2-adrenérgicos, clasificación que ha crecido gracias a los 
numerosos estudios farmacológicos, bioquimicos y moleculares de estos 
receptores. Para la IV Internaltonal Union Pharmaco/ogy Nomenclature of 
Adrenoceptors estos receptores se dividen cada uno en tres subtipos, por lo que 
se conoce un total de nueve receptores adrenérgicos diferentes (54). 

Va. CLASIFICACiÓN DE LOS RECEPTORES ADRENÉRGICOS 

La primera clasificación de los receptores adrenérgicos fue realizada por el 
grupo de Ahlquist en 1948 con base a las diferencias observadas en los efectos 
que generaron seis aminas simpatomiméticas en distintas preparaciones de 
músculo, en donde algunas de las sustancias relajaban y otras contraian el tejido, 
dependiendo de la concentración empleada. Se identificaron inicialmente dos tipos 
de receptores, los j)- y los a-adrenérgicos (55). 

Posteriormente, en 1967 Lands y colaboradores descubrieron que eXisten 
dos clases de receptores j)-adrenérgicoo, el ~1 y el j)2 (56) Y muchos años 
después se identifiCÓ un nuevo subtipo, el 03-adrenérgico (57). 

Langer en 1977, identifiCÓ a los receptores a-adrenérgicos y los dividió en 
receptores presinápticos y receptores postsinápticos por su localizaCIón 
anatómica (58). En el mismO año, los doctores Berthelsen y Pettinger los 
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dividieron con base en su farmacologia en los subtipos 0.,- y a,-adrenérgicos (59), 
mientras que los doctores Fain y García-Sáinz los dividieron en los mismos dos 
tipos de receptores, pero de acuerdo a su sistema de transducción (60). 

Actualmente, tres subtipos de receptores a,-adrenérgicos (a,-AR) han sido 
clonados: el a'a-AR, el a1b-AR y el a1d-AR (61, 62 Y 63). 

El siguiente diagrama muestra la superfamilia de receptores adrenérgicos 
que está conformada por tres tipos de receptores, cada uno dividido en tres 
subtipos. 

RECEPTORES 

ADRENÉRGICOS 

Vb. CARACTERíSTICAS 
ADRENÉRGICOS 

-................ a1a 
a, .-............... a1b 

••••••••••••••••• a1d 

GENERALES 

••••• -••• -....... a2a 
••••••••••••••••• a2b 
•••••...•.•••••.• a2c 

._.............. ~1 

.•••.•.•..•••••• ~2 

.••••.•••....•• - ~3 

DE LOS RECEPTORES 

la expresión de estos receptores es tejido-especifico; el Q1b-AR por 
ejemplo se expresa en higado, cerebro, corazón, riñón y pulmón de rata (64); y 
aunque todos se acoplan al sistema de fosfoinositidos·calcio (FI-Ca'» por medio 
de proteínas G de la familia Gq (65 Y 66), se les relaciona a cada uno con 
funciones que dependen del sistema celular. En particular, la activación del u,,-AR 
se relaciona con la liberación de ácido araquidónico, con la transformación 
neoplásica y con la producción de AMPc (64). Los genes de los receptores 
adrenérgicos se localizan en cromosomas diferentes. La localización del a"AR 
está en el 8, el u,,-AR en el 5q32-q34 y el u1d"AR en el cromosoma 20p13. El 
RNAm de cada receptor se expresa en forma paralela en los diferentes tejidos 
(67). 

Los tres subtipos de u,·AR tienen un número similar de aminoácidos con 
pequeñas diferencias en su estructura general, el alo·AR tiene 466 aminoácidos, 
el ulb·AR tiene 515 aminoácidos y el iXlb·AR tiene 560 aminoácidos. 



Ve. ESTRUCTURA DE 'LOS ,,-,-AR 

El modelo de hidrofobicidad de los receptores adrenérgicos predice que son 
proteinas de siete dominios transmembranales 1, 11, 111, IV, V, VI Y VII formados por 
aminoácidos hidrofóbicos acomodados en a-hélices, unidos entre si por tres asas 
extracelulares y tres asas intracelulares (FigA). 

El extremo amino de la proteina es extracelular y el extremo carboxilo es 
citoplásmico, ambos varian de tamaño dependiendo del subtipo de receptor (68). 
La segunda y tercera asas intracelulares, asi como parte del carboxilo terminal, 
también intracelular, participan en el acoplamiento del receptor con la proteina G 
(69). 

Los receptores adrenérgicos tienen modificaciones postraduccionales, En 
el extremo amino tienen enlaces N-glicosidicos con carbohidratos en residuos de 
arglnina. El extremo carboxilo puede ser palmitoilado, lo que regula el 
acoplamiento del receptor con la proteina G y su unión a la membrana plasmática 
(67). Este extremo al igual la tercera asa pueden ser fosforilados. En particular, el 
a1b-AR se fosforila en las serinas 404, 408 Y 410 por GRK2 y GRK3 en respuesta 
al agonista y en las serinas 394 y 400 por laPKC (70) (FigA). 

Vd. SISTEMAS DE TRANSDUCCIÓN DE LOS a1-AR 

i) SISTEMA DE RECAMBIO DE FOSFOINOsiTIDOS-CALCIO (FI-calcio) 

Los tres subtipos de a,-ARs se acoplan al sistema FI-calcio, en el cual 
participan las siguientes proteinas membranales: receptores, proteinas G 
heterotriméricas de la familia Gq y la fosfolipasa q (FLC~) (Fig.5). 

Los a,-ARs al ser activados por su ligando se acoplan a la proteina Gq, 
generando por medio de la FLC0 dos segundos mensajeros: el OAG y el IP3 a 
partir del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (IP,) membrana!. El OAG activa a la PKC y 
el IP3, al difundir y unirse a su receptor tipo canal en el retículo endoplásmico 
permite la liberación de calcio al citoplasma, de tal manera que se eleva su 
concentración en el interior de la célula (71) (Fig.5). La concentración de calcio en 
condiciones normales se mantiene en el orden de 10"M por la aCCión del reticulo 
endoplásmico, mitocondrias y membrana plasmática (72). 

ii) SISTEMA DE LA PROTEíNA CINASA ACTIVADA POR MITÓGENOS (MAPK) 

Aun cuando se ha sugerido recientemente que los tres subtipos de cq-ARs 
pueden mediar funciones distintas debido a un acoplamiento a varias vias de 
transducción, como los a1,-ARs que se sabe estimulan canales de calcio tipo-L en 
venas deferentes de rata y los a,,-ARs que estimulan a la fosfolipasa C en bazo 
de rata, su papel especifiCO todavia no es claro, por lo que probablemente a la 
clonaCión del DNA complementario (cONA) de los tres subtipoS le sigue un 
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'ig.4. Estructura del receptor <X'b-adrenergico (a'b-AR) de hámster. El a'b-AR está 
armado por siete regiones transmembranales (1 a VII) conservadas en un 80% entre 
JS tres subtipos de receptores, el dominio amino terminal es extracelular (N­
erminal) y tiene cuatro sitios consenso de glicosilación (argininas 10, 24, 29 Y 34) Y 
In dominio carboxilo terminal que es intracelular (e-terminal) con sitios consenso 
le fosforilación por la PKC (serinas 394 y 400) Y por la GRK (serinas 404, 408 Y 410). 
)tras sitios probables de fosforilación se encuentran en la segunda y tercera asas 
1tracelulares y tambien en el dominio C-terminal, cuyo papel no se ha determinado, 
sí como tres residuos de tirosina en estas mismas regiones del receptor. 
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1,2-diacilglicerol (OAG) cuyo blanco es la PKC y el fosfatidilinositol 1,4,5-trisfosfato 
,), el cual promueve la liberación de calcio (Ca") del retículo endoplásmico (RE). La 
:: participa en múltiples respuestas celulares. por ejemplo, estimula la expresión de 

proto-oncogenes e-fos y c-jun. El PMA (f:'horbol-Mirystate-~ceta!e) activa 
'Clamen!e a la PKC 



número grande de estudios comparativos de la función y expresión de cada uno 
con el fin de contestar esta pregunta. 

Algunos estudios han demostrado que cualitativamente el a'a-AR, el a,b­
AR y el u1d-AR activan las mismas vias de transducción, además de la via de FI­
calcio, como la via de la fosfolipasa D y la via de la MAPK o de cinasas 
relacionadas con ésta como p38 y JNK (cinasa del extremo amino de Jun) (Fig.6). 
Nosotros demostramos en fibroblastos de la linea celular Rat-1 que el orden de 
potencia de liberación de calcio intracelular es distinto: a'a > a'b > a'd , orden que 
corresponde a la activación de la expresión de los proto-oncogenes c-fos y c-jun 
(73). Sin embargo, también se ha observado que los subtipos a,-AR pueden 
mediar efectos opuestos. En las células COS7, mientras que el a'a-AR induce una 
mayor liberación de calcio, en comparación con el a,b- y el awAR, es el subtipo 
a'd-AR el que promueve la proliferación celular y el a1b-AR la inhibe (74). Es claro 
que las respuestas generadas por cada receptor pueden variar según el tejido o 
tipo celular (74). 

iii) COMUNICACiÓN CRUZADA (Cross-talk). 

Igualmente, se ha demostrado que los a,,-AR son capaces de modular la 
respuesta a la interleucina 6 (IL-6), una citocina implicada en funciones como la 
hematopoiésis, respuestas inmune, humoral y neuronal o en la regulación del 
sistema hepático al producir una gran cantidad de proteinas de fase aguda. La 
activación de los a,,-AR disminuye notablemente la acción del factor de 
transcripción STAT3 activado por IL-6 (75). El mecanismo molecular no se conoce 
todavia. 

La transmodulación del a,,-AR por otros receptores se ha demostrado con 
claridad. Receptores de siete dominios transmembranales, por ejemplo, los 
receptores de endotelina-1 o receptores del ácido lisofosfatidico, son capaces al 
ser activados por su ligando de inducir la fosforilación y desensibilización de este 
receptor adrenérgico (76 y 77). Además, la fosforilación del a1b-AR se incrementa 
también por receptores que responden a factores de crecimiento como el EFG-R y 
el PDGF-R que tienen actividad intrinseca de cinasa de residuos de tirosina, 
iosiorilación asociada con la desensibilización del receptor (78). 
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• • Expresión de genes 
¡. Comunicación cruzada (Cross-talk) entre el sistema de transducción del u ,b-AR, el 
,ma de transducción del receptor del factor de crecimiento epidérmico (R-EGF) y el 
'ma del receptor del ácido lisofosfatidico (R-LPA). Los tres subtipos de receptores 
'nérgicos inducen la activación de la proteína cinasa activada por mitógenos (MAPK), 
1 cinasa del extremo ami no terminal de la proteína JUN (JNK) y de p38. Los factores de 
scripción fosforilados por estas cinasas, incluyendo a la PKC, regulan la expresión de 
gran cantidad de genes. La activación tanto del R-EGF como del R-LPA induce la 

::>rilación y desensibilización del U 1b-AR a través de un mecanismo en el que participa 
1-3K. Al parecer, el dimero ¡Iy de las proteinas Gq y Gi tíene un papel clave en la 
·comunicación de estos sistemas. El símbolo (?) significa que la interacción entre las 
eínas todavía no se ha probado experimentalmente, algunos resultados obtenidos en 
;tro grupo y en otros sugieren esta secuenCia en la amplificación de la ser1aL 



VI. ANTECEDENTES DEL TRABAJO DE TESIS 

En general, la fosforilación de los receptores de siete dominios 
transmembranales acoplados a proteinas G está asociada a la desensibilización 
del receptor, mientras que su desfosforilación está asociada a la resensibilización 
(39 y 40). 

La noradrenalina incrementa la fosforilación del <X1b-AR (76) Y los sitios 
potenciales de fosforilación que se han definido como importantes en la 
desensibilización homóloga del <X1b"AR son las serinas 404, 408 Y 410, sustratos 
de las cinasas especificas del receptor (GRKs) (70). 

La respuesta <X1b-adrenérgica también es modulada negativamente por 
activadores de la PKC como el forbol-miristato-acetato (PMA), un éster de forbol 
que se conoce como promotor de tumores (79). El mecanismo molecular que 
causa la pérdida de respuesta del receptor, al parecer, se asocia a la fosforilación 
del extremo carboxilo porque promueve un cambio conformacional que lo 
desacopla de la proteína G (80) Y permitiendo su internalización en vesiculas de 
clatrina (81). Un estudio muestra claramente, utilizando anticuerpos marcados con 
fluoresceína dirigidos contra los <X1b"AR, que la distribución de los receptores 
cambia de la membrana plasmática al interior de la célula cuando se activan por el 
agonista (82). 

Los sitios fosforilados <Xlb"AR por la PKC son las serinas 394 y 400 que 
forman parte del extremo carboxilo de la proteina, la fosforilación de estos 
residuos inducen la desensibilización heteróloga del receptor al participar una 
cinasa que depende de segundos mensajeros (70). 

Olros receptores de siele dominios transmembranales al ser activados por 
su ligando especifico, sea endolelina-1 o el ácido lisofosfatídico promueven la 
f'lsforilación del receptor <X1b-AR, acompañada de la pérdida de la respuesta al 
agonista. Igualmente recptores de factores de crecimiento con actividad intrinseca 
de cinasa de tirosina, tales como el EGF y el PDGF promueven la fosforilación de 
este receptor, algunos trabajos sugieren que la señalización de todos los 
receptores mencionados convergen en la activación de la PKC (76, 77 Y 78). 

Un número importante de estudios realizados con el <X1b"AR indican que la 
fosforilación del receptor es un evento clave en la regulación de su función. En 
todos ellos ha tenido mayor énfasis el estudio de la participación de las cinasas 
de proteínas lo que da como resultado un avance significativo en esta área, sin 
embargo, sólo se tiene conocimiento del papel general que juega la PKC en la 
regulación del receptor, sin dilucidar a la fecha el papel especifico de cada una de 
las isofarmas, y por otro lado, no se ha realizado ningún estudio de la participación 
de las fosfatasas de proteinas en este fenómeno de desensib,lización y 
resensibilización del "-wAR, Recientemente, se demostró que el receptor ~2-AR 
forma parte de un complejo mediado por la proteina de anclaje llamada gravina 
(AKAP 250) la cual asocia a elementos que participan en la fosforilación y 
regulación del receptor como c·,nasas. fosfatasas y proteínas que se requieren en 
la internallzación (83). 



VII. HIPÓTESIS DE TRABAJO 

El a,.-AR se fosforila en respuesta a su agonista, a agentes que activan a 
la PKC y a otras hormonas con receptores específicos, en ella participan 
basicamente tres clases de cinasas, las dependientes de segundos mensajeros, 
las específicas de los receptores de siete dominios transmembranales y 
receptores con actividad intrínseca de cinasa de tirosina. Probablemente el 
estado de fosforilación del u'b-AR se mantiene por la acción de fosfatasas de 
proteínas de los tipos 1, 2A y/o 2B. 

El nivel de fosforilación basal del u',b-AR se incrementa cuando hay 
inhibición de las fosfatasas, probablemente una cinasa se encuentra localizada 
próxima al receptor, en particular pensamos en la PKC ya forma parte del sistema 
transduccional de este receptor. 

La fosforilación del Cf.'b-AR por la PKC o por GRKs se asocia con la pérdida 
de capacidad del receptor para responder al estímulo, probablem~nte la 
fosforilación del u'b-AR en la que participa la PKC, pero que se observa en 
ausencia de fosfatasas tiene como consecuencia la pérdida total o parcial de la 
respuesta. 

La transducción de señales mediada por módulos protéicos en donde 
participan elementos que regulan al receptor se ha observado en varios sistemas, 
probablemente el U1b-AR se asocie a cinasas y a fosfatasas que participan en la 
modulación de su estado de fosforilación. 



VIII. OBJETIVOS 

Durante el desarrollo del presente proyecto de investigación y con base en 
los antecedentes arriba descritos, se plantearon los siguientes objetivos: 

OBJETIVO GENERAL 

Definir la participación de las proteínas fosfatasas en el estado de 
fosforilacíón y en la función del receptor Cl1b-adrenégico (Cl1b-AR) sobreexpresado 
de manera permanente en fibroblastos de la linea celular Rat-1, e identificar la 
clase de fosfatasas y la(s) isoforma(s) de PKC que mantienen el estado de 
fosforilacíón del receptor. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar si el estado de fosforilación del Cl1b-AR es regulado por la acción de 
proteínas fosfatasas (PPs). 

A) Efecto de inhibidores especificas de PPs sobre el estado de fosforilación del 
receptor. 

B) Curso temporal de fosforilación del a'b-AR en respuesta al ácido okadaico. 
C) Dosis-respuesta del ácido okadaico sobre la fosforilación del a,,-AR. 

2. Definir cual(es) son la(s) proteina(s) cinasa(s) que participan en la via que lleva 
a la fasforilación del Cl,,-AR y cuya acción es la contraparte de las PPs. 

A) Efecto de inhibidores especificas de la PKC sobre el estado de fosforilación 
del "-1b-AR inducida por la inhibición de PPs. 

B) Efecto de inhibidores de cinasas de residuos de tirosina y de la PI-3K. 
C) Determinar si existe asociación de isoformas de la PKC con el a,,-AR. 

3. Determinar si el estado de fosforilación del a,,-AR, consecuencia de la 
inhibición de las PPs influye en la función del receptor. 

A) Medir la liberación de calcio intracelular en respuesta a la activación del u,,­
AR fosforilado por adrenalina en células previamente tratadas con un 
inhibldor de fosfatasas. 

B) Medir la producción de IP3 en respuesta a la activación del Cl,,-AR 
fosforilado por adrenalina en células previamente tratadas con un inhibidor 
de fosfatasas. 

C) Medir la interacción del u,,-AR fosforilado con la proteina G luego de que 
se extraigan membranas de células previamente tratadas con un inhibidor 
de fosfatasas. 



IX. MÉTODOS 

1.Cultivo de células Rat-1. Los fibroblastos de pulmón embrionario de rata de la 
línea celular Rat-1 fueron transfectados de manera estable con el receptor ""b-AR. 
La línea celular fue donada por los Ores. R. J. LefkowilZ, M.G. Caron y L. Allen de 
la Universidad de Duke, USA. Las células Rat-1 se mantienen en medio DMEM 
(Dulbecco's Modified Eagle Medium de GIBCO BRL) en un atmósfera de 5% de 
CO2 a 37°C. 

2.1nmunoprecipitación del receptor a'b-AR. Se empleó un anticuerpo policlonal 
de conejo generado contra los últimos diez aminoácidos del extremo carboxilo del 
receptor. La inmunoprecipitación se estandarizó en un trabajo anterior por 
fotomarcaje del receptor en membranas plasmáticas utilizando ['251]_ 
azidoprazosina (76). 

3.Fosforilación del receptor a'b-AR. Antes del experimento, los cultivos 
confiuentes de células Rat-1 se ponen en ayuno en medio DMEM sin suero por 12 
horas. El día del experimento las células se mantienen 1 hora en DMEM sin 
fosfatos y posteriormente se marcan metabólica mente con ¡"2p]-Ortofosfato. Al 
término del marcaje las células se estimulan con los diferentes agentes por los 
tiempos indicados en las figuras de los resultados. Las células se lavan con PBS 
y se les agrega la solución de lisis fría que contiene inhibidores de proteasas. Las 
cajas se colocan en un baño de hielo por 1 hora. Finalmente el lisado se pasa a 
tubos eppendorf que contienen el anticuerpo y la proteína A-Sefarosa. El receptor 
se inmunoprecipita durante toda la noche a 4°C con agitación constante. 

4.Medición de calcio intracelular. Los cultivos confluentes de células Rat-1 se 
cargan con 5 J.lM de FURA-2 por 1 hora y se lavan vanas veces con una solución 
Krebs-Ringer-Hepes pH 7.4 Y albúmina de suero de bovino al 0.05%. 
Posteriormente las células se incuban con ácido okadaico (AO) y con el éster de 
forbol (PMA) por 15 minutos, las células se despegan de las cajas de cultivo con 
tripsina y se resuspenden en la misma solución. En estas condiciones las 
mediciones de liberación de calcio intracelular en respuesta a la noradrenalina se 
realizaron en un espectrofiuorómetro AMINCO-Bowman. 

S.Medición de IP,. Las células de cultivos confluentes se marcan 
metabólicamente con 6 flei/ml de ¡'H]mio-inositol por 18 horas en DMEM libre de 
in osito!. Las celulas se lavan en una solución que contiene CaCI2 1 3 mM y se 
preincuban con LiCI 10 mM durante 15 minutos. Posteriormente las células se 
incuban con hormonas o agentes durante 15 minutos y al termino de la incubaCión 
la producción de fosfatos de inositol se detiene con 200 ftl de ácido perclórico al 
30%. Los sobrenadantes se neutralizan y los fosfatos de Inosltol marcados con 
¡3H] se separan por cromatografia de intercambio lónico en columnas de Dowex 
AG1-X8 



6.Determinación de la unión de [35S]GTPyS a membranas plasmáticas. Los 
cultivos confluentes en ayuno toda la noche. se tratan con AO, PMA o con ambos 
agentes durante 5 o 15 minutos, se lavan con PBS y se resuspenden en 1 mi de 
la solución fria de HEPES 20 mM pH 7.5. EDTA 5 mM. NAN03 100 ¡lM, p­
glicerofosfato 10 mM, pirofosfato de sodio 10 mM, MgCJ, 2 mM e inhibidores de 
proteasas. Las membranas se preparan de acuerdo al método de Mattingly 
(señalado en la referencia 76) que consiste en romper las células con un 
homogen·,zador Dounce y centrifugar a 3500 rpm por 20 minutos para quitar los 
restos celulares. Finalmente las preparaciones se cenlrifugan a 13000 rpm por 20 
minutos. Las membranas se resuspenden en una solución de Tris 50 mM pH 7.5, 
EDTA 1 mM y MgCI2 10 mM. La unión de [35S]GTPyS se determina en un 
volumen final de 250 ¡ll durante 30 min a 30 oC con las membranas y la hormona. 
La reacción se termina con una solución fria del mismo medio y las muestras se 
filtran en el Brandel sobre filtros Whatman GF/C, se lavan y se cuentan con líquido 
de centelleo. 

7. Coinmunoprecipitación. El receptor se inmunoprecipita como en el punto 2. 
Posteriormente, las perlitas de proteína A-Sefarosa se centrifugan a 3000 rpm 
durante 1 min, se tira el sobrenadante y se lava 4 veces con una solución fría de 
HEPES 50 mM, NaH2P04 50 mM, NaCI100 mM pH 7.2, Nonidet-P40 al 0.1% y 
NaF 100 mM. Los complejos inmunes se resuspenden en solución de Laemmli y 
se realiza una electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 7.5% a 30 mA por 
gel. Las proteinas separadas por electroforesis se transfieren a membrana de 
nitrocelulosa y en el inmunoanálisis se emplean anticuerpos policlonales 
especificos que reconocen a las isoformas 0., S, 8 Y i; de la PKC. 

~II 



X. RESULTADOS 

Los resultados del presente trabajo se presentan en dos articulas, el 
primero de ellos fue publicado en la revista British Journal of Pharmacology (2000) 
129:724-730. En este trabajo nosotros estudiamos el papel de las fosfatasas en el 
estado de fosforilación del a,,-AR. Los resultados muestran que el AO incrementa 
la fosforilación del receptor de manera dependiente del tiempo y de la 
concentración. 

Para identificar el tipo de fosfatasa que participa en el estado de 
fosforilación del a,,-AR utilizamos inhibidores selectivos para la PP1, la PP2A y la 
PP2B. Los resultados indican que se incrementa la fosforilación basal del o:,.-AR 
con inhibidores para los tres tipos de fosfatasas. 

Para identificar el tipo de cinasa de proteina que participa en el estado de 
fosforilación del a,.-AR cuando se inhibe a las fosfatasas utilizamos inhibidores 
selectivos de la PKC, de cinasas de residuos de tirosina y de la PI-3K. 
Observamos que el estado de fosforilación basal del receptor y el que se origina 
por el AO son modulados principalmente por la PKC, ya que tanto la 
estaurosporina como el Ro 318220 disminuyeron la fosforilación en ambos casos. 

Para determinar el efecto funcional del cambio en el estado de fosforilación 
del a'b-AR por AO determinamos dos parámetros en la células in vivo, la 
concentración intracelular de calcio y la producción de IP3. Los resultados nos 
sugieren claramente que el estado de fosforilación del receptor en uno u otro caso, 
es decir, por activación de la PKC o por la inhibicón de las fosfatasas, es distinto; 
mientras que en el primero el receptor pierde la capacidad de responder a un 
estimulo por tiempo prolongado, en el segundo caso no afecta la función del 
receptor. No conocemos el significado de este cambio en el estado de fosforilación 
del a'b-AR. 

Con el fin de conocer si la fosforilación del receptor en presencia de AO 
afecta la interacción del receptor con su proteina G medimos la unión de 
[
35S]GTPyS en membranas de células previamente tratadas con noradrenalina, 

AO y PMA. Observamos una disminución del 10% de la unión de GTPyS a las 
membranas cuando fueron tratadas previamente con AO, disminución insuficiente 
para que el a1b-AR no pierda la capacidad de respuesta ante el estimulo. Sin 
embargo el tratamiento con la hormona o con PMA si disminuyen notablemente la 
interacción receptor-proteina G. 

El segundo manuscrito fue enviado a consideración para su publicación a la 
revista European Journal of Pharmacology. En este trabajo nosotros estudiamos 
por coinmunoprecipitaclón la asociación del a,,-AR con varias isoformas de la 
PKC en respuesta al PMA y a hormonas que inducen un incremento en el estado 
de fosforilación del receptor, con el fin de demostrar que esta cinasa se encuentra 
localizada muy cercana al a,,-AR, ya que observamos inicialmente que la 
fosforilaclón del <X1b-AR se incrementa simplemente por la ausenCia de fosfatasas 
Los resultados indican que el receptor puede asociarse con las isoformas a, Ií y [ 
de forma dependiente del activador de PKC y del tiempo. Además, la magnitud de 
la asociación es distinta para cada isoforma dependiendo del estimulo . 

.'1 
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XI. DISCUSiÓN 

Muchos procesos celulares son regulados por cambios conformacionales 
de la proteínas debidos a la fosforilación, modificación que se mantiene en 
equilibrio por las acciones antagónicas de cinasas y de fosfatasas de proteina (5). 

En eucariontes, la gran cantidad de genes de cinasas que existe, con 
respecto al de las fosfatasas, sugiere que las cinasas tienen sustratos específicos, 
mientras que las fosfatasas tienen menor especificidad por el sustrato, por lo que 
la localización de estas enzimas in vivo es muy importante para su función (6). 

La investigación dirigida al estudio de la regulación de ambas enzimas ha 
demostrado que esta es muy compleja, simplemente por el hecho de que ambas 
son blanco, igualmente de cinasas y de fosfatasas, de metiltransferasas, de iones, 
de segundos mensajeros y de fosfolipidos (1, 2, 5, 6 Y 16), aunado al hecho de 
que la combinación de un gran número de subunidades da lugar a isoformas 
distintas como ocurre con la PP2A por ejemplo, de la cual se forman al menos 
nueve proteínas diferentes a partir de las subunidades A, B Y C (6). Lo mismo 
ocurre con las cinasas, en particular con la PKC de la cual se han identificado 12 
isoformas, cada una con requerimientos específicos (18 y 19). Sin olvidar que 
también existen otras cinasas, como aquellas que fosforilan residuos de tirosina, 
de histidina y de aspartato (1 l y otras fosfatasas conocidas como ácidas o básicas 
en bacterias o fosfatasas de residuos de tirosina en células de mamífero (6) y de 
las cuales no he hecho mención. Probablemente la existencia de esta diversidad 
de enzimas pueda explicar parte del porqué de la enorme dificultad para 
determinar con precisión su papel en los distintos fenómenos celulares en los que 
participan. 

FOSFORILACIÓN DE RECEPTORES. En el sistema transduccional de los 
receptores acoplados a proteinas G, la fosforilación de los receptores por cinasas 
activadas por segundos mensajeros tales como la PKC y la PKA, por cinasas 
especificas de estos receptores llamadas GRKs o por receptores con actividad 
intrinseca de cinasa de tirosina, ocupa un lugar muy importante. Generalmente la 
fosforilación se asocia con la pérdida parcial o total de la respuesta a un estimulo 
por tiempo prolongado, mientras que a la resensibilización, es decir a la 
recuperación de la capacidad de responder al estimulo, se le relaciona con la' 
desfosforilación de los receptores (31 l. 

A la fecha, se sabe que los tres subtipos de a,·ARs son fosforilados en 
respuesta a la activación de la PKC y como respuesta al agonista en donde 
participan las GRK2 y GRK3 (76, 84 Y 85). Por mutagénesis dirigida, se 
identificaron cinco sitiOS blanco de fosforilación en el extremo carboxilo del a1b" 
AR, las serinas 394, 400, 404, 408 Y 410, la consecuencia de la fosforilación de 
estos residuos es la desenslbilización del receptor (70 y 71) que se asocia tanto, 
con el desacoplamiento entre el receptor y la proteina G (76 Y 86) como con la 
internalización del receptor en vesiculas o endosomas (85 y 87). Por otro lado, la 
participación de las fosfatasas en el mantenimiento del estado de fosforilación del 
u1-AR aún no se había descrito, ni tampoco se tenía conoCimiento acerca de las 
isoformas de la PKC que fosfonlan a este tipo de receptor adrenérgico. Nosotros 
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somos los primeros en demostrar, por una parte que la inhibición de fosfatasas de 
los tipos 1, 2A Y 28 empleando inhibido res selectivos y permeables a la membrana 
celular, cambia el estado de fosforilación basal del O.'b-AR de forma dependiente 
de la concentración y del tiempo. En este evento participa principalmente la PKC, 
mientras que otras cinasas como son la PI-3K o cinasas de residuos de tirosina, 
que no obstante forman parte de la señalización de los receptores para 
bradicinina, endotelina-1, ácido lisofosfatidico o para factores de crecimiento que 
son capaces de incrementar la fosforilación del U1b-AR no participan, ni en la 
fosforilación basal ni en la que se observa por inhibición de las fosfatasas, lo que 
sugiere que estos receptores activan vías en las que participan proteínas 
especiflcas que inducen un incremento en la fosforilación de este receptor 
adrenérgico, pero que convergen sólo en la activación de la PKC. Sin embargo, el 
mecanismo molecular de estos receptores todavia falta por precisarse ya que en 
algunos casos la fosforilación del U1b-AR es transitoria y en otros casos es 
sostenida como sucede por acción del ácido lisofosfatidico que induce una 
fosforilación del receptor que se mantiene elevada por 1 hora. El mecanismo de 
regulación del U1b-AR por esta hormona tal vez involucre además de la activación 
de la PI-3K y de la PKC, la inhibición de fosfatasas o la activación de alguna 
isoforma especifica de la PKC o incluso la activación de otras cinasas aún no 
caracterizadas en la via que lleva a la fosforilación del receptor. 

La fosforilación del U1b-AR en residuos de tirosina no se ha demostrado si 
bien, la secuencia primaria del U1b-AR indica que tiene residuos de tirosina tanto, 
en la tercera asa citoplásmica como en el extremo carboxilo (76, 77 Y 78). 

MECANISMO DE DESENSIBILlZACIÓN. El mecanismo molecular de este 
fenómeno celular se ha esclarecido, en gran parte, utilizando como modelo al B,­
AR. Se ha descubierto que muchos otros receptores que pertenecen a la familia 
de receptores de siete dominios transmembranales siguen el mismo 
comportamiento, sin embargo, todavia existe controversia en algunos puntos 
acerca del mecanismo, aún en el caso del B,-AR. La prueba está en que un 
estudio realizado recientemente con el extremo carboxilo del B,-AR recombinante 
en bacterias señala que para que se lleve a cabo la fosforilación del receptor por 
la PKA, PKC, GRK y por el receptor de insulina que tiene actiVidad intrinseca de 
cinasa de tirosinas, es indispensable primero una conformación especifica de la 
región blanco de las cinasas, ya que si las cisteínas 341 y 378 del receptor se 
cambian por otro aminoácido ahora no se forma un enlace disulfuro que se 
requiere para su fosfonlación. Es decir, no obstante que esta modificaCión 
postraduccional es crucial en el mecanismo de desensibilización del B,-AR 
también se requiere de otros eventos importantes, pero independientes de la 
fosforilación (88). 

Se ha observado que el mecanismo molecular de desenslbilizaclón para 
varios receptores de siete dominios transmembranales es similar al mecanismo 
descrito para el 0,-AR. El receptor del péptldo intestinal vasoactivo por ejemplo, es 
fosforilado en respuesta al agonista, tanto por la PKA como por la GRK y la 
modificación del receptor se relaciona directamente con su internallzación ya que 
se observa que éste se acumula en el interior de la célula de forma muy localizada 



y dependiente de la temperatura: de la concentración del agonista y del tiempo, y 
por lo tanto, con la pérdida de respuesta a un estímulo posterior (89). Sin 
embargo, también es claro que el mecanismo molecular de desensibilización del 
P2-AR no es posible de extrapolarlo a todos los receptores. Algunas evidencias 
sugieren que una disminución de la respuesta de un receptor no siempre está 
determinada por su estado de fosforilación, asl por ejemplo, en el sistema de 
transducción del receptor de tromboxano el cual se desensibiliza por fosforilación 
se observó que cuando está mutado en el extremo carboxilo específicamente en 
las serinas 321, 322 Y 328, residuos blanco de fosforilación de la PKC, éste 
continúa susceptible a perder su capacidad de respuesta al agonista. Es decir, en 
este receptor la fosforilación del carboxilo terminal contribuye a la 
desensibilización, pero posiblemente también participan otros eventos en su 
regulación (90). Otro ejemplo que muestra la complejidad de este fenómeno 
biológico es el receptor de lutropina. Anteriormente, se había determinado que el 
receptor es fosforilado y desensibilizado, sin embargo, un estudio más reciente 
demuestra que independientemente de que se encuentre fosforilado el extremo 
carboxilo del receptor éste puede internalizarse, únicamente por el hecho de ser 
activéldo por su agonista (91). Igualmente, nuestros resultados sugieren que la 
fosforilación de receptores acoplados a proteínas G, en este caso del awAR, no 
siempre es sinónimo de desensibilización. Observamos que el a¡-AR no se 
insensibiliza al ligando cuando se inhibe a las fosfalasas de los tipos 1, 2A Y 28, 
no obstante que su fosforilación basal se incrementa con una magnitud similar a la 
que se observa por la activación de la PKC. Dado que en ambos casos participa la 
PKC, creemos que la diferencia funcional de las fosforilaciones sobre el awAR se 
debe probablemente a que ocurre sobre sitios distintos, unos son fosforilados en 
respuesta al PMA y otros en respuesta al AO, los primeros permiten la asociación 
de la arrestina con el receptor para bloquear su acoplamiento con la proteína G, 
los segundos no. Otra posible explicación de las diferencias funcionales de la 
fosforilación del awAR es que proteinas especificas estén involucradas en el 
mecanismo de desensibilización que no participan cuando el receptor se fosforila 
en ausencia de fosfatasas, pero si cuando se activa a las cinasas. Al menos en el 
sistema transduccional del receptor 2 de la vasopresina (V2-R) no participan las 
arrestinas en el mecan'lsmo de desensibilización, como ocurre en el sistema del 
pz-AR. Para el V2-R se ha demostrado que su desensibilización se relaciona con 
la fosforilación de múltiples sitios del carboxilo terminal y que algunos son 
importantes para prevenir su regreso a la superficie, oero aqui no se requiere de la 
interacción fislca entre la arrestina y el receptor (85). 

Un hecho que respalda que son distintos los sitos que se fosforilan por 
efecto del PMA o por efecto del AO es que si tratamos a los fibroblastos Rat-1 con 
estos agentes al mismo tiempo, entonces si se abate la respuesta del receptor a la 
hormona. Sin embargo, no podemos precisarlo porque no observamos adltividad 
de los dos agentes en los ensayos de fosfonlación in vivo El análisis de 
fosfopéptidos del receptor hidrolizado después del tratamiento con PMA y/o AO, 
asi como re<1lizar ensayos de fosfonlación en los que se desfase el tiempo de 
exposición entre ellos empleando concentraciones subóptlmas para evitar que se 
obtenga la maxlma fosfonlación del receptor con uno solo de los agentes, tal vez 



nos permita en un futuro resolver la hipótesis anterior. Indirectamente definir por 
análisis -de coinmunoprecipitación de proteinas si el <llb-AR se asocia con las 
mismas isoformas de la PKC en respuesta al AO que en respuesta al PMA, podría 
permitirnos proponer si son o no, distintas las fosforilaciones sobre el receptor. 

Lo que sí sabemos es que la fosforilación del alb-AR por AO no altera su 
acoplamiento con la proteína G, a diferencia de lo que se ha observado en 
trabajos previos con el PMA en donde la disminución de la función del alb-AR se 
relaciona directamente con su desacoplamiento de la proteína G (76 Y 77). 

Aún no conocemos el significado fisiológico del cambio en el estado de 
fosforilación del receptor cuando no hay actividad de fosfatasas tipo 1, 2A y/o 2B, 
pero consideramos que la fosforilación puede ser importante para que el receptor 
dispare la señalización hacia otra respuesta especifica que no tenga que ver con 
su desacoplamiento de la proteína G o con su ínternalización, si la fosforilación 
permite ahora su asociación con otras proteínas, por ejemplo. 

Por otra parte, es claro que el mecanismo la resensibilización de 
receptores acoplados a proteínas G ha sido poco estudiado con respecto a la 
desensibilización, pero se piensa que el estado de fosforilación de los receptores 
juega un papel clave. Al menos se ha observado en los sistemas del !32-AR y del 
V2-R que es indispensable su desfosforilación cuando se encuentran en las 
vesículas para que puedan regresar a la superficie de la membrana plasmática (40 
Y 85). 

MÓDULOS TRANSDUCCIONALES EN EL MECANISMO DE 
DESENSIBILlZACIÓN. Recientemente se observó que el il,-AR forma módulos 
con proteínas que participan en su regulación por fosforilación y con proteínas 
que forman parte de la maquinaria endocítica tales como la PKA, PKC, GRK2, 
PP2A, PP2B, la clatrina, la arrestina y el adaptador AP-2 (del inglés: Maptor 
.Erotein-Z) (92). Todas ellas se anclan al receptor a través de la proteina AKAP de 
250 kDa llamada gravina (83). Además, el ~2-AR activado por su agonista también 
puede formar heterodimeros con el receptor del factor de crecimiento epidérmico 
(EGF-R) al que transactiva, de tal forma que éste enciende la cascada de cinasas 
que da lugar a la estimulación de la MAPK. Así, el !32-AR por medio de la 
formación de complejos multiprotéicos con otras proteínas ajenas a su sistema de 
transducción regula respuestas celulares proliferativas (93). 

Por análisis de coinmunoprecipitación de proteínas nosotros demostramos 
que el OClb-AR se asocia con las isolormas oc, li y 8 de la PKC (Fig.7) lo que 
sugiere que este receptor también forma módulos protéicos con elementos que 
participan en su regulación por fosforilación. La asociación OClb-ARlPKC es un 
evento dinámico en el que posiblemente la PKC se disocia para que en su lugar la 
losfatasa lo desfosforile. Falta demostrar la posible asociación del u1b-AR Y las 
losfatasas, así como la interacción del receptor con otros elementos que participan 
en la desensibilización como las arrestinas o la clatrina, e identificar la proteína 
adaptadora que mantiene en cercanía a todos estos elementos con el receptor. 
Hace poco tiempo se demoótró que el awAR activado por la fenilefrina, un 
agonista, colnmunopreciplta con la cinasa JAK2 y con el lactor de transcripción 
STAT1 (94) (Flg.7), por lo que es muy probable que también la intercomunicación 



de este receptor adrenérgico con otras vías de señalización esté mediado por 
módulos transduccionales. 

Muchos estudios en diversos sistemas transduccionales indican que la 
formación de diferentes módulos que involucran a un mismo receptor, depende del 
tipo celular y de las proteínas que este expresa. Así, toda proteína con alguno de 
los dominios de interacción proteína-proteína puede unirse a otra a través del 
dominio correspondiente y modular su función, ya sea porque la fostorHe, la 
desfoslorile, o porque se une a un sitio que impide un cambio conformacional, 
etcétera. 

REGULACiÓN DE CINASAS y DE FOSFATASAS. El hecho de que 
cinasas, fosfatasas y otros elementos se encuentren asociados íntimamente a un 
receptor ha evolucionado la idea de que el receptor es modulado en respuesta a la 
activación de vías de transducción que se conforman por proteinas aisladas 
inmersas en el citoplasma, y ha permitido en parte, explicar la especificidad y 
rapidez con la que se observa una respuesta. Sin embargo, la comprensión total 
de la regulación de los receptores por fosforHación aún se percibe con enorme 
complejidad porque falta por entender la regulación de las enzimas que participan 
y el papel que tiene cada una en la transmisión de la señal en respuesta al 
estímulo. El hecho de que, tanto cinasas como fosfatasas sean blanco de 
fosforilación o incluso de autofosforilación y autodesfosforilación, sugiere por 
de mas, que se requiere de una modulación precisa de los componentes 
transduccionales. Sólo por mencionar un ejemplo se puede resumir con base a 
otros estudios que la PP1 y la PP2A regulan negativamente a la PKC"" y la 
PKC", a su vez, puede fosforilar e inactivar transitoriamente a la PP2A. Por su 
parte, la PP1 es inhibida por DARPP32, cuyo estado de fosforilación es controlado 
por la PKA y la PP2A. Ademas, la PP2A se autodesfosforila y la PKCo. se 
autofosforila (Fig.7). Sin embargo, aún cuando estas enzimas formaran parte del 
complejo multiprotéico del sistema del o.,,-AR no podemos asegurar que su 
regulación opera de la misma forma a la que se ha descrito previamente, ni 
tampoco podemos definir cuál es la secuencia de eventos que llevan a la 
fosforilación y regulación del o.'b-AR. 

XII. CONCLUSiÓN 

Podemos concluir que el estado de fosforilación del o.,,-AR sobreexpresado 
en fibroblastos Rat-1 es regulada dinámicamente por la acción de proteinas 
foslatasas de los tipos 1, 2A Y 28, Y por las isolormas de la PKC 0., 8 Y 8 que 
coimunoprecipltan con él de forma diferencial dependiendo de la isoforma y de la 
via transduccional que lleva a la activación de la cinasa (Fig. 7). 

Un cambio en el estado de loslorilación del a.1b-AR no Siempre es sinónimo 
de desensibilización, la inhibición de las foslatasas permite observar un 
Incremento del estado basal de loslorilación del receptor, pero sin que se altere su 
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ig.7. El receptor Cl,b-adrenérgico (a,b-AR) probablemente forma un complejo dinámico 
on cinasas y fosfatasas que modulan su estado de fosforilación, independientemente 
e su acoplamiento con la proteína G heterotrimérica. Por un lado, la inhibición de las 
)sfatasas tipo 1, 2A Y 28 permite observar un incremento de la fosforilación del 
,ceptor mediada por la PKC, y por otro lado demostramos que el U,b-AR 
oinmunoprecipita con varias isoformas de esta cinasa, además de JAK2 y STAT1 
jemostrado por otro grupo). La regulación de proteínas por fosforilación es compleja 
a que igualmente cinasas y fosfatasas son blanco de fosforilación. En el recuadro 
odemas observar a manera de resumen y con base en otros estudios que al menos la 
KC a. es regulada por PP1, PP2A Y PP28. A su vez, estas fosfatasas son reguladas por 
KC a o por segundos mensajeros que se producen, ya sea como respuesta a la 
ctivación del propio sistema del U'b-AR tales como el calcio que activa a la PP28 o por 
quellos que se generan por la activación de receptores distintos como el AMPc que 
ctiva a la PKA que fosforila a DARPP32 que inhibe a la PP28. La acción de PP1 y PP2A 
ene un efecto positivo sobre la actividad de PKC a, mientras que la PP28 tiene efecto 
egativo, PKC (¡ además se autofosforila y PP2A se autodesfosforila. + (activación) 

-f (mhibición) ... ~ (translocación) 



función. Aún no conocemos el significado biológico de esta fosforilación del 
receptor. 

XIII. PERSPECTIVAS 

Las preguntas a resolver referentes al papel que tiene el cambio en el 
estado de fosforilación del u,,-AR en respuesta a determinados inductores de la 
PKC o de otras cinasas, la caracterización precisa del tipo de fosfatasa que 
participa, la determinación de los sitios blanco especificas de la PKC, PKA, GRKs 
o de otras cinasas sobre el <X1b,AR son clave para entender la regulación de este 
sistema transduccional. 

Por otro lado, los conocimientos de ciencia básica que implican la 
regulación por fosforilación del <x,,-AR y de los otros receptores adrenérgicos 
pueden ayudar a estudios con fines prácticos dentro de la clínica que permitan 
detectar blancos protéicos y proponer terapias para padecimientos que dependen 
de alteraciones relacionadas con estos receptores. 

Por último quiero comentar que existen otras herramientas que serian de 
gran ayuda para contestar al menos en parte, algunas de las preguntas que 
quedan por contestar después de este estudio, como son la caracterización de 
cada proteína participante y la determinación del papel que juegan en el sistema 
del <X1b,AR. Una de ellas es la transfección de células con oligonucleótidos 
antisentido dirigidos contra el RNAm de cada isoforma, tanto de la PKC como de 
los diferentes tipos de fosfatasas para eliminar especifica mente la actividad de 
cada proteina (29). Otra herramienta es la detección espectrofluorométrica por 
BRET (del inglés: !2ioluminiscence Eesonance .Energy Iransfer) que se basa en 
la detección de la transferencia de energía de una proteína a otra cuando ambas 
se encuentran lo suficientemente cerca una de otra. Prevíamente una de las 
proteínas se fusiona genéticamente al donador de energía, la proteina luciferasa 
de Renilla liciferasa y la otra proteína se fusiona con el aceptar de la energía, la 
proteina verde fluorescente de Auquorea Victoria (95). 

Además, el empleo de anticuerpos monoclonales dirigidos contra sitios 
fosforilados especificos del receptor seria de gran utilidad para clonar e identificar 
las cinasas y las fosfatasas que participan en su regulación o para definir cuál es 
el residuo fosforilado y si este residuo se relaciona a un estímulo determinado o a 
una función especifica del receptor, etcétera (96 y 97). 
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phosphalase 2A (Hohnes & Soland. 10/.13) whereas cyperme­
thnn IS speclfit, in \'llrO, for protem phosph;11Jse 2B lW,mg & 
Stelzer. [m}. In Ihe presenl work We til.p[ore the ro¡e(~\ of 
protem phospbJl.lses on receplor pnosphorylauon dnd 
function by ¡he U5C: <>f rnhlbltors. 

Methods 

e ell !ine and culture 
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¡Colecchla ¿f al, 19¡¡8), gen~rously provlded 10 U5 by Ors 
R J. lefkowltz, M G Caron and L Alten (Ouke Umversay). 
were cultured dS descrtbcd prevlOusly (Vazquez-Prado & 
GJ.rcla-S.l.\nt. ('l%: V.i.zquez-Pra'l!o el r.I{ • !1}()1\. !¡1 the present 
expenm~nts. cdls dI ¡;on!l¡;ence ",,-ere serum-depnved 111 

urlsupplernented Dulbec¡;o's modlfkd Eagle's medium 
IDMEM) for Ig-::!4 h 

E~peflmenls werc performeJ JS d~..crtbed In del:nl (Vazquez· 
Prado el al.. 1997) In nneL <.:ells were maml:lIned 111 
pho<.phat~.free. DM CM dunng \ h .111<.1 then lli<.:ubate<.l m 3 mI 
ofthe 'Jme medlUm <,:ontJ.mln~ [':PjPI (50 !IÜ mI - '¡ tor 3 h JI 
17 C LlbelJed ..:ells were ~(lmtll,HCd .1" mdicated. ¡h~n ¡hey 
"'efe \~J~h..:d .:nd 'olubillzed w¡¡h I m[ 01' Ice-cold ~o[ub¡jiza­
Iml\ n\\!fu >.:\}nt,ll\\lng \°'0 Tntnn X·IO\) Jnu nfl5"'o $Olhum 
Jo<.k-evl ,ulphd!C (Vúquez.Prado el al. 1\197\. Th~ extr;).ct$. 
".:re ..:t:ntnluged .lnd the ~tlperndtan¡s lransrerred lO ¡ubes 
,onIJ.mmg.¡ fdbbl( .¡ntlo;.erum generJ.[ed J.gJ.mst the ..:arboxyl 
l..:rmmU\ JL't;;lpCr\ldc (jI' lhe '1J.m~(er l,"·-\R J.nd ~c[lMar<.l~e· 

,,"upkd \,,,\(c,n \ ,mJ Hwm.\ll.<\pre<..\¡'l\c.l\<':<.I {V ~1'\"<.:I·Pf.,J~, <,1 

,¡{ 19<171 Th..: ImlllUnOpr~lpnJ.les were ,tlbJ~c¡etl to de..:tro­
rh,1fC'I\ .lntl phmphoryl:l1cJ receptor wa~ lk¡crmmed b .. 
P'I'''rh<\rlm,lg..:r ,ln,JI:,¡, 

¡¡¡¡'<lr('llu/ilf' «(l/rI1l1l1 (mlel/Ir,l/u!/! '(Crr'- /,1 

Dc"~rIllIIlJ [Hln~ w~,~ .1' rcp\lr!~d r' ~~I\l\l~[y IV Jzquez·Pr.ld" ,'1 

,11 1'\'li\ f}ndly, .db w~rc ,n'lIn.I!c'J ",..:rnlgh¡ ,n G41:l·lr~~ 
[)\1l \( ,,,(tl.l>ut ~~rum lo,vJd "',111 -: ,~\ h\,,1 ~ ,\M ,\\ J-: ( 
1'" 1 il dcl,l~hed ."al w.l~lic"¡ eLI!- ,,~r~ 'e'tl'¡1<:nd~<J ,11 " 
~O¡K~II[r..lll<!f1 01 ,lrpW\¡m,lldv IIJ" .dl, mi 'In Kr<!b,·RJng· 
ef·¡.¡LPl ') pI-! 7.¡ ..:"nl,UlHI1'! 1) (l~"., h"~U1~ '~rum Jlh""llll 
Wl\~" "\.,,d,\\~ ,\ ... ,,\ "" flh"r¡"',\ t ~ m\(I'\.'\": \.,·"\,~\,,t<.: \1':<'\ .\\ 
w~r~ l"cd Ihe: ,eI!- '\cr~ lB ~<lI)I,I<':1 \\lIh Ihe',,,; ,I~~'nl' lelr 
[5 mtn lile! ,":I1l,¡,n~d rr~''';!\l durlflg ¡he' ."',IV r-Itl{)<..:,<.:ene~ 

<1I~,hUr~rl1c'nh wcr~ p":ll<lrrl'<.:d on In ·\\ll:"<CO·30"111,'" 
~!'<.:Ufl\I\\\""\IIlc\~{ "\111 >!~~,\"\,,m n""\\h.hh'm~\"f~ ~~I ,11 

, .. O ,ind ;~I) nnl. \\Jlh ,1 clwrr<.:r Ifllc'r,,¡) 01 () i ' .. ¡nd Ij¡~ 

~¡lll"l\ln <n"I1'l~'!1rnln,l!Or ,,:: ,11 510 nm Th~ 1(',1" 1, \\," 

~.)kul,ll..:d de~ordul~ 1\) G(\I'~lc'''IC! <,1 ,¡{ II')~'I \l"n~ llw 
,,,lIw,¡rc !)rO\ltl~d tn !\M\f"(O'~l,,,,m,iIl Ir,l.e~ \h'r~ úlrc'clh 
<:\í"l<l<:U lo 111": !,r,\plh 

\)~,~: ,11>11.\' \<\1\' "~I ~ ,h rro.:\ 1\'\1'\\ ¡~;"" ~Cl~ 1\ 11'1\10·1'1 Id,' ,~ 

C;,II~i"'''111l1 ['l'lhl \\,[11 m,rnr '11",' 1:"11"",, 11\ hlJcI ,~II, 

"e"c ¡,h"I,'d ",111 1'111'11<,,11,,1 1(, ,,(, ,ni '1 [,Ir :~ :J 11'" 
n,,,,,,,i In_ f)'\.ll \1 ()n Ihe ,I,J\ ,,[ "l,' ~'r,'r"lknl uli, "l'l~ 

'" "he'.! ',",~ ,,¡¡1 I\rá" K,n,'C'f ji) 1'\_ .... hulr~r ,,\,'I,"'l'(]~ 

;1 ;1 

were used (hey were added during ¡hiS pl'l:lncubation and 
rema.ined pre:.ent dunng ¡he assay. lncubations continued: a 
further lS min (in tne abscn<:e Of p~ of norad~l\ne} 
and were terminatcd by the addition of lce-cold pcrchloric 
J.t:ld. Supem.lIants were neutra/izcd and [lHJinositol ttispbo­
sphate was scparated by Dowc:t AG1-XB cbromatosnphy 
{Bemd~ el Q{ , 1983). 

Membranl! preparalion and [.ffSjGTP'jS bintling ---

Conftuent cells werc mcubattd in me absence (control) or 
p[ese~ of nofad~na¡¡nc (lO ~M) fo! S t1l1n oc wlth PMA 
(! ~M). okadalc olcid (/ jlM) oc okadaic acid (1 ~M) plus PMA 
(! ¡.¡M) roc 15 mm ae 3rC Washmg Wlth ice-cold phosphate' 
buffered salme terminated !he rcaetlOO and cel!s wcre 9Cr.lped 
w\th \ mI of l~-cold buffer \SO mM Tris. ISO mM NaCI. 
pH 7,5. 5 mM EDTA, 100 ¡.1M NaIVO~. 10 mM j9-glyceropho­
spnate. 10 mM 50dium pytophosphate. plus protcase inlubi­
tors) (Váz;:¡tlez-Prado ef al .• 1997). Membrancs wcre preparcd 
J.ccording 10 the method of Mattingly et al t 19(2) ¡nS]GTP-/S 
bmdmg wa.s pcrfonned as des<:nbed by W¡eland & Iakobs 
(1994) wllh mmor modifiC3!1ons. Bnetly. membranes Were 
re~uspended 10 binding buffer (in mM). Tns 50. Mg(1: 10. 
EDTA L NaCllOO. OTT I.pH 74. ¡ ¡.¡MGOP,° l%bovine 
<,c;fum J.!bumm, Bloomg was pcrforrnccl at 15Q C fOi 30 miO in a 
volume of 150 1-11 of bmdmg buffeT Contammg 02 nM 
("SlGTp¡'S Membranes were ~(lmllla!cd wlth 10 ",M nora­
dren.lhne The reaellon W;¡S 11lI11:lled by ¡he .Iddltion of 
memnrJ.nes j;5 Ilg of protem¡tube) ,.md telTmn~led b)I !'afilO 
filtfJ.tIOn ¡hwugh Whatman GF:C tilter~ loUowed by lhree 
washe~ ol' the filie!"; w¡th ice<old buffer (50 mM Tns, 10 mM 
MgCI:. pH 7 5). The filters were d(l~d .lnd ¡he fJ.dioact.LVlly 
was quanuned by hqUld ~m!!llallon Nonspec¡tic bmdÍng was 
,.kt~m,ulcJ In ¡he prCl><.:m .. o.: ü( 1l\\l.,IY:.!kJ GTp·,S {30 ¡.¡M) .m<.l 
ro.:pre~nled 10"'0 ofwlJ.I bmdlng: 

$IJ.l1stlc..!1 JnJJy<ls b<:1"'et:n ..:omp.lrJ.b1e groups was 
pt:rtormeu tl~lng JnJJySI5 o( varlanee wah Newman-Kctlls 
¡m~1 t~'l>t 

( - )·N<Jr.ldr~n,¡\ln, ?MA, Jl·propr.lno1ol. ~tauro~ponfle 

\:l~lVm<.: v.:Nnt "lbUI111(\ ,",'<)rtm,\!1mn ,\lid pfOI<.:.\'<e m!\\bllon: 
>vere \¡nl,llIwd IrOn1 ')Il!m..l Chenlle,¡j C,) G~nl'l~m were fr(lm 
R~'<':.lTt:h !3hlch<:ml~..lh In~ DME\L I"cwl huvlIle «rtlm. 
tryr'ln ,l1ltlhh)('L~. "'Id \Hh.:( rCJ.gcn!\ u~eJ t,)r L'~ll ..:tllwte 
",o,:r..: Ir"m {',n.v" BRl O\:;~>i,\I": .\I.\Ú \"p..:rm":lhnn,I:11.\IOm,,­
~'n c.,):~u¡'n·\ ,ln<J Ro ;1·X~~O ,"er<: twm C..Ilo!<>ch..:m 
¡~.1. 'H11l1\(l'IIl<"Il,,1 I~~'" el mm,,1 'l. ¡"S1GTP;'S 
(115(l Cllll11l\l1 '1 .tnJ [':PIP' (,~5(~)e<,lI:OCI mm,)1 ') w<:re 
:n'l1) N~w [11~\,\I1Ú :-'\'\.k.lf ",c¡)h,\¡\--":·~,\\lr\~ú rn)\~m A W.l!> 

IWnl l,p~t,ll<': BI\lI..:~hn,II(1l:': ¡'ur,I'~ .3,\1 WJ~ (fI>m Molecu[ar 
Prohc, 

RcsulN 

Th..: ~ilcc'( <)1 ,)~,I<J.I<c' ,lc,J <'11 x,,,' \R plhl'rh,)ryl.JlIon WJ' 
,[udl(d ,\, ,h"" 11 10 f-ll!urc lile!! [llndl, ,¡k,¡d.lI<': ..Icld (1 JI\.i1 
1m. [c,lwd \ b~ ,ll"l~p\1nf\I"\I,'n \\1 ,'"- \ R, ,\ d~,lf In(f~~"": \\,::t:, 

,'",de',a ,1' ~.ltl\ " 5 nlJn Illc'r tl1~ ,1I'<JI[¡;'n <11 (he pr<)(eln 
rl"',rh 01 ,,,' ,,,),<1"<1'" ,'le: :ne ~Ikcl n,.I..:hcJ II~ Ill.l"amum 
(~~ -; 1,,1.11 .11 ,1111\<'1, ,h" dk,'! r,'rn,unnl ~'''n'UO! up 1,1 
¡,i) Imll 1hc' clíúl nI ,,\.~,l,lI~ lud \<,L' ..:pnccmr.\\l<'n· 

~ nnl ( le" "11,1 ~rc''''c ,,(,,\l.'<I l." ;, 1 )'«\ ,~\ : ,'\! .'1 ~I',: ' "'\' Ck(1C <\,j~L\l ",\tI l(\ [( '" <'l ,11 '1 \1 d· Il'\U": L ndl1 \"lnd\ Th,' 
'.lI[l" ,n,,¡ ,',Wl' 111 J1l\j [,( I \\ 1"" ." ,,1 '" ',,<1 '" i'\1 \ dr,'cl .l[ "h ,,1 "e ,ud ,'r, ,. \R r1h"r',,'rd 11«'n I f'.;tJ ()Ol " ._-
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",n" ,h! 'VI",! ~11\" '~f"~'"'' Ih~ ,,',','" ,'n,,,-\' ,klc·rnHn.lI,,>rh "'0Il¡! ,h¡rc(cn\ ,-~It rr,'p.,r.¡¡,,'''' R'l'rc·,~Tl\"lI"· 
''''''r.',: " ... 'rl" ", ,1",,,,, '1 CI".I rl""rl1,'''1' ,,,,,,,, 

~".,'I"II \\ ""',111\tr.,bk ,,, l),';1H\\\l~~ \\' \h.\\ ,,\,l\,,~<.l~' 1 ,,\1 
t''.\ \, >.(¡ :-111" ,,\ ~.h.LI :'1 ()\h~r 1'1"\':'1\ ph"'i"'n,"d'C' 
1111""""" ",'1': Ic'led " ,\ .. ,"I"'lir,,I"\rl di I !,\I !I\d :he dkcl 

" 'I\,'''H '11 f-,\.'orc ~ j ,,,','Ill'~,r\ 1/' "111111 "c"OlIWl, 
"1>,,,1,,\ \ '1'" 11,"'1" "\1,'\) llld h\ \ k"~d ~,\~nl 

~ \ 1"- '11','\1\, 1'\ < 1', q '" "" l\er, ,11 ,,,,' ,·.I,~d , , . \ f{ ¡'1I1 "1,II<1r-

1", ,1 ti' "ldoc >1,,1 ¡h,,: "'1,,, 1""1"'1\ ,'1I\<"rh,II",,' "<:fC' 
,,,I,,~,,',,I 'il< i'II"'r"'wr,I,L\,,~ 'üCI'1o'1 ,,,-"'1\\\ 1\";'\ \tt "'ck( 
1<' ~,n\' \lh',!I\\ \\\\" ,\1~ \""~~.'1 ""\"'ct,llIl\,,I\:d ,1\ 11'" -I,\~l 

11", ,'\L" .'1 ~r"lc'lr\ "",,,~ "':1,11'1<';'"'' 1",,,1 \, ,il"'\" ,1\ 

1'~LtI,' ,1"Jr'''I'''r'''~tlll '11 lI\ III\,h,t,,, "t ;",'1"",,'1'11" 
IIH,',"I'>\, "",L'~" ,,,tll re'I"',, 'CI"lL\l\: I,'! I'\-..., ,',.,r~t,,-,l 
n"',1\ 'C\:~",,, \\~'IL\\'; \\~, 'ld ... ",.! :'w dkl:' 1 (., L,I '" ,,~!d 

,'', O,IO! 
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'¡'c ", 011 • li,,'1t11~ \<'r IIIt "',, 1 "1 ,'~ ,,' '" le"~ ,'" 11" ,t ,(...: ,\( 

i'h"'1'\-¡""11I,,,,, "1 '>\c' ,,,_'~,,,r 11\...: ,:k,' ,'1 "", 11,,,""1\ 

\ '(, ,,\11 ':1 ',11\11'1\,'1 .\1 ,~i""I,II, I',!\¡ lI),""", ~,~", "e \\ ,. 

,1", "",,¡ '1", ,n!\t~Il,'r ""'c<l ,'e',:,"e" 11.', '.",111'1""1,11<'1 
,1,11, ,,1 '1,', .. ,g :\ .. , : 'c ,:1.,:, 1 ,,~ "l.", "",\ h ,",k\ \" 

,ki, 
" 

,lI.'" ,k,nh h, ,,'1, ,', 1'''''' I\~ ~'lc," , , ,tn'(,',1"""" 
In,\ " ,1" " k~I", 1\'.,,( ,1,,1," R.,' '1 <: , ", '1\:<1".1 

" " ,:,' j:l, ,,111"" ,'" ,1", ",el ::,e e ",ti " ,,,:,II,'r 

"",I., ' "',," ,H' ,',""\,k'H ",n ,::c L'lLcl 

" ,! I ,h": \, '''\\11 , ''',', 

, , ,'1' 'h Ir '~, 
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,," ", ' 1'\1 \ ' L,!" 
,[1, 

',1\ .,' 

"h ,.1,,,, ,11,1<1 "",lcl h~ ,IJdlll'~ t" th,1l ,'1 th~ rrc\a1u~lv 

'n':I\II.1I1<:0 ,';;~l1h ",,~ ..:,.II11IIl\.'J H\"\~"~'I \h' \\~r.: Ull,\nlc- \0 

,)h'.C'nc ,111\ ~k,lr ",\,1111\11\ tJ,\\.\ r",\ ~"""'1\ 
\\, n~ .. \ ..:-;,\mm~<.lll\..: Ill\Kl1<)I1,¡I r_J~'\,U\~c ,'1 \Jl~ e'lk~1 01 

"~,,d,"e' ,~,d ,H) Ih~ ~",' \R plw'l'honl,u""1 ,t,,,o: r"" 
p"r,'1I1,I~r, ""re' ~\"tnll¡..:d [(,L 1, ,tia: 1 11¡'11,,,,¡,·1 'r"p'l('­
'ph,LI..; l'r"dl!~ll"II In Ilw'~' "'rL'r"n~t\1~ "\",hl,I\, ,\~\,I ,md or 
1'\.1 \ "~r~ Iw<:m ... \,l'>.,I\~d 'I,(tl li\<: ,di, ¡"r 1:' <11'11 <[l" 1,1 \lr 

,1111\,,, I[ Illtl1.",I<>1 1'''ph'''T,i),lto: pr"dl'~IL,''') hd"r~· n,'r,\­

d"II,dlll<: 111\ th~ I're',i\e~ ,'1 III ,1\, 1""1'1."\00\,,1 1<' "¡"c¡" ti" 
1;,.lllrcn,r~:c ,1~11,'I'1 \\," H\,k,l \\ "ln h<: ,,\'c-.,f'<:'\ m ~'~lI(~ ~ 

l\ll'l'd fr.,,\d\ ,tI,t\ '1\ludr~'>\,d"k 1'"ILt,~d , ~,II),,~ntr"I,,\n 

d~l'e'",kn' ,,,,'e,,,,,' ti, 1(' 1, ()~"d,tt", ",.1 ~, n~~11 J,,j n"t 

,dlc'l b,",,'¡ [e, 1, "'111Il ;lId 11,', '''~rtn ,11)\ ":,:n'llc Hll .... ,"' ltw 

dI" \ ,,1 d,lkrent c"n~~nlr """" ,'1 nM "I,,-lI,\IH\~ In ..;"n\r ... ,(, 
pr~ll1~"b,l\\\"l \\\1\\ t'\! \ nl,Ille'dl' dccr~",~J dw ~Iku \JI 

Iwr ,clr,'n II,n~' 1 {".II nnl ",,>nlr\lt ,!l rl\lr,ldr,'n,dtn" ':Lln,~n­

Ir,tl"'''' .'1 IIIU 111\1 "lid "h'''c'I \\ hC'TI 111,' ,,11- "ere 

1"-'''LL,h,,,,'<1 ,,,,h ,'l..L,I,,,' ,1",1 .Ll1á 1'\.\ \ \\,\ "lf~,\ ,'1 
,,.,, L,ben ,hn, ,n\ \( ,1' 1. '.',\' ,\h"-l\~cI ,H ,¡Jllhg\lr~ ~ urpcr 

\",a\¡ 11/' • (1 (1, ,~ 1'\\ \ ,LI, ,t\~ ,LI ",'(,I<lr\ II,IILne' C(ln~e nlr,II"m, 

,'1 , ,I"d 10,,\1 1" 1111111 " ,,"'\1r.,1 ,,( 1\"r,ldr~n,lln,,, 

",,,,,,11:,11',"" ,>1 11111 n\1 ,111.1 ,11'(0\,') 
""tI,l",\\ ,,,,\,\,\¡~l',,,\\\\~ \\\\ !tI~, I'r,,,'\\" ,JI JI) ,,\1 

1"",'\ ll\,>!,.11 ",,''''''¡ .L ,!lllk,,1 ",er,'.',,' '" lit,' pr,llt¡¡':I"tl ()1 

[Jl''''''''',,1 1"'I'II'''I,II",c :",,1\ [JII'lh"'I"I,I,t¡'~'¡ltl u:ll, 
ti "i,"c ' I,,,,c' 1':11,11,/' 1111111" ,"1\1f<111 ()\..,\.l.lh, 1'''' 

1I '"r, ' 1"",. l' ,,,," ,n'¡ 1',1 \ \\\"\ ,l'<"'1\1 b, IJ1I'1I"d'" 
,1,,1 ',',,\ lit" Ih :' ,," ,""",,,,,,,,\ ,\1 ¡lit, ,,-,' \\J 1l1c,,,,'''~t' 

1''-' \ 11', ,> "1 '1::,.,1, h " n,,: ,,1. Id,I', 'e'.1 ,:1 L1', ,11, 
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h¡:Url' ~ flr~cl' ,,1 rl«>I~,n ;"n,I'~ ( mll,h,lo'" nn ~.,,_OI Jnd "~~d,,,c 
<e',d "hl"c~d "o"Idr,·",,,"r:'" I I,o' \ R I rh."pllo'" I./lt,,,, (dI- "e'e 
,,,,,,h.u,'d 'n ,h~ ,11"~ncc ,.r p""'".,' ,'1 I !,\1 "',1.1.", ",d ,'11<1 
dtlkrc", ""''''''lr,'I'''I1' ,.1 "."r'''p",tn, ,,>T\l 1 '" R",\t-~~JI 
IR,', \1 1>.".01 rI1'''I'h,'r'1"",,, A,"I"J ,re ,1,~ '\le,'''' .m<l "'.,,,.,[ 
1"", "'1',,,"11 ,h,,~ II1C.'" ." \ J ,kl,·,""" ,,,.'''' "'''l~ d,ll,r,IIl ,di 
I''',l'~' ",,"" R~l'rc-...: 'lo,,,,,, 1\\\,'( "'\h'~' 'rlh "" ,h.·" n 

,,~.,d Ile ,t';,<I "111\ ,1r!!llIl, I",I¡'~, d,',r,' ",.c! Ih~,,, Idr~l1aJ:!l' 

dl,,1 h,lI d,d 'HlI hl",~ '1 lI'h IiIrrh,r d"r,'.',,' ".<' Ih', 

,UII,I" .. tlh "~Il,ll'.tllI (rl~"r~~, 1,'I\\'r r.ln..-ll 
In "rd~r (,~ "ud, l1l"r~ J,r~,lh (h~ ~Ik\l ,,[ th,' dlllá~llt 
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lí I 
Ñlttll"f 6 Etfcct <lC .:dl tre:mncnt ""lllt nOf'¡ldrel1J,lme. okad¡lLc JCld 
"nd phorool !2-mynQate IJ-dcet,ue (PMA) 011 noradrenaline­
'llmul~led ["S1GTP:'S bmd'll!.! Cell, w<:re 'Il~ublllea In th<: ab'l<:llct 
,,1' "ny J¡:<:nt ¡Control) Qf pre<:eno: or 10l'M noradrenahnc. I I'M 
?MA. \ 1' .... '<lk ... ..b.K; K;\d Ot \ Il!.\ QkJ.d:w; J.od ¡llus 1 11M PMA 
McrnhrJnC' ""en: '\lmulatea wnh \O ¡1M norJdn:nJlin<:. Ploued Jre' 
th<: m~alls .Ind ''<:rllcal Ime'< rep~1l1 the s <: m<:an cf 1&- ~S 
dClcrm,nallons u~lng ,IX dlfl'<:rent m<:mbralle prepaT'JIIClls. fcr c:ach 
~()nd'\I(ln 

ph.)~phoryl:,ll1\'n "r G prQtctn coupled rec~ptors has bec:n 
g:unO!U. but th~rO! I~ very hlllc mCormJ,!lon on th~ fotch) el 
pr(l(<:tn ph,l~phJt,¡\<:~ N~v~nhele:.s. \1 has becn ebserved Ihat 
?~ro,,)\lJ.nJd,l!~ <:nh.lnc~~ lk~nSI(lZJ1JOn ~nd pho~phor:-1~tlon 
,,( Jdlpocyle tI,-AR by InhlbltlnJ! the J.Cllvlty of ¡he ".;nn.: 
Ihr~onJne prol~1O phO~phJI.lo;e. calcJn~unn (BahoUlh <!( af. 
1'1'1(,), \ I.uen! oligom~nc lorm ofprolclO phosph-llase ~A h,IS 
h<en ,h<.lwn 10 .lCtlvdy Jepho'phorylJ.le Ihe /1:-AR In Itlrt> 

(P\tchcr <!I ,ti l'l'l51 
Cerrcnl c\ldencc ,Ug:g~'1 th..Lt "";:.llf<.Jld. Jnchonng Jnd 

,LJ.lpt.:r prolCIO' ~,llllnhutc ttJ Ihe ,pcclficlty of "goJI 
Ir.Ul,JU~II\>n h~ f(\.rmllllg: ., .. :lY~ O!nl.ymO!, tolO )lg.nJIIIOg. 
~\lmplc"c, IP,I""',,)n & s..:,lIt. 1'191) Thl~ hJ~ h<:t:n c'\tcn~lvely 
"b~~T'':U In \~r",,"le "-ln~\~ t~ept<Jr ,,~nal1U1g (PJ"'-;;'lU & 
SWt1. I'N7) .lnJ WJ' vo::r~ dq¡Jntl> ~"lenJcJ lor G pro!etn 
.. "upkJ rCCCpl\lr, h\ Sruh d 01/. (19'19) V~ry reccnlly. IhcS<! 
.llLthM~ reported In.Ll pr"lctn pho,phal,l,e 2A J,nd ~B Me 
.,,,oc,,,,tcd "'llh !I:_AR, 111 Ihe bJ5J.1 ,Iale .lnd Ihat the lalt<:r 
¡mltcln p\1l),ph,I1,I~ .md l'K.!-, ¿l'''p\J'j J tobu)( J."\>OC\~(\00 

wllh ¡he\<: rc'<..:plor, ¡'<.lll,w,¡ns chJlknge wllh Ihe Jgom~IS. Tho:: 
lnch"nng pr<lt.:m ~r J'ln p.!rl1cipJt<:~ 10 Ihc formatlon of lhe<.<! 
JHI.lJOlC' cmnpkxc, ""lh protem klO,l~e~. prot~ln ph,)'phJI.I'c' 
"nd lh.: jl._ \R ISh,h <,1 (JI \<)<N) 

\ Ulll1pk, IOI~rpl.l\ ,.:cm, 10 e\l'1 \:w:1\\~en 'i'KC ,\\,1.1 
I""l,.m ph'''l'll.ll.I'C' 1<1 m"Jul.ll..: x,,,·,\R ph<1,phor\I.1Ill,n 
,111.1 I,,",II'UI Our ,1\ldL~' '''ln ¡¡fllleln ph"'ph.!I.l"": Ll1hlh,I,\(' 
,tll, .. ~,1 IIt,Lt [lr,ll~'" I'h,,,ph.ll.l,o:-.-l. ~J\ ,lnJ ~B (<luid be 

In::,hcd ,n nlOdlll.IIU1~ r"~'I'",r rt1<hph"ryl.¡lmn Hu"c\er 
.tli!h)lJ~h Ih(,.: ,nhlhl!'lh ,lltl" -clc-":lIILlV In \uro lhel! 
"'k,'ILIIIV IIJ 11110 "4"~,I"'lllhk Thcrd"r~ W~ l.IDn,'1 Jctrnc 
:hc L\I"") ,,, )",><cl:1 r!:"'1'n~I.,,~hl 11",,[\cd 

\1" 1',",,\'>1<> ti,.,t h,~,,1 PKC I,ll<,t~ ,",," ,l1nl,,~'!I :" 



Ihat PKC inhlbitors decteased basal phosphorylation al 
e.on~ntrations .iboYe 1 flM. The marked ¡ncrease in :J:'h-AR 
phosphorylation in !he presence of okadaic a;:id suggests thal 
protein pbosphatase acuvity exert a lome aClion depho­
sphorylating ¡hese adrenoceptor.;. Ahernatlvely. il is pos.~ible 
lha! ¡nmbttlan. of protdn pltoS9ndtases may act¡vat~ PKC: in 
ract. thefe is CVldence ¡h¡¡t ptot<:1n phosphJtases reverslbly 
Inhlbít PKC activlIV In 1'Ifro (RlCClare!í & Azzt. 1998). The 
ptesent data do nol "..t!low us !O distmgwsh between ¡hese nOI 
mutuauy exclusIve poS.~lblhlle<>. 

A particuJurly mleresung finding was tha! despite the fae! 
that okadalc Jeld m.:Te'Jsoo l'b-AR phosphorylauon. neither 
the [Ca~-J. lIIerease nor the production of [lHJmoslto[ 
lrisphosphate mducaJ by noradrenaJine were s¡gruficantly 
altered Th",s 1$ Ul marked contrast wlth the results obtamed 
wah PMA. whlch greatly reduced both receptor responses. We 
have prevlou~ly obscrved lhal bradykinm indueed II:lb-AR 
pho~phorylallOn without leading to adrenoceptor descnsaiza­
[Ion (Medma el al . 1995): however. bradykinin mduced only a 
50~~ mCf<!asc in rcc:cptor phosphorylation. Okadmc aCld 
mduced an incrca.~ in xl,,-AR phosphoryJalion of similar 
ma.grmude as PMA but Ihe functlOnaJ repercuSSlons markedly 
differ. 

The results on noraarenaJine-Sllmulated f~SJGTP¡'S bind­
Jng Indicare thal Ih .. phosphorylation mduced by the treatment 
wlth okada.lc acid does indeed Impalr ¡he adrenoceptor-G 
pcolem coupling. bUl lo a much lesser e.'<lent than PMA or 
norJ.drenaJine. Such okadaic :lcld-mduced deerease of recep­
lor-O protein coupling does no! however seem to ¡¡ffeet the 
.!drenerg¡c aenons m wholc cells. I.e. Ihe lJ1tr:lcellular calclum 
.md Lnosltol lr1spho~ph¡¡!e rcsponsc\ wen: no! deereased, 

The dllferenct:s In Ihe effeel or PMA and okadJ.le aeld on 
Ihe receptor feSpoo:.e m.¡y .lIso retlectlhe fact ¡ha! In JddlllOn 
1,' receptor pho~phorylal1on olner evcnl may underllc 
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dC!ensitizatlon. Among t!tese, PKC-depertdent pbospbal'1la­
tlon of othcr molecular cntities participating in signalling. such 
.as G protcin(sl or phospholipase e might result in desensitiza~ 
1Ion, 

Thc actions of both PMA and okadaic acid OD .:r,,-AA 
pnosphorylation scem 10 involve PKC actM:ty. bat they bad 
very different functzonal repercussioas. l'ha 5UggestS tbat 
differences may C.'<ISt In tbe sitcs phosphorylatcd under !be 
aellon of PMA or okadaic acid, One possibility lbat may , 
e~9!a1n tnts puzzle is tnat PMA may activate PKC isororms 
Ihal are llot active in Ihe basal stale or in roe prescnce of 
okadaic acid. PKC IS a multigene famJly ofprotcin kinase Wlth 
dlfferent sensztivity 10 actlVators and subsuate xlcctivíty 
(Newton. 1995). There i.s no data on the iscfcrms cf PKC 
tnal participate in 'Xt~-AR phosphorylatlOn. 

As indicated. the sites involved in PKC-mediated :rl~-AR 
phosphorylation have been identlfied in !he carboxyl tenninus 
(Se~ and Sef'OO) allhough a thmi .. yet unidentified. site ~ 
10 exist (Divlani et u/.. 1997). TIle sites where basal 
phosphorylation takes place and the kinase(s) ¡nvolved have 
not )et been posltively identified. TIle functional slgnificance cr 
such basal phosphorylation is unknown. 

In summary. our data indicate that IIIhibition of proteJn 
phosphatases ¡ncrease :rlb-AR phosphorylation llus effect 
seems to mvolve PKC aetlVlly. In contrast to Ihe df~t of 
PMA. okadalc aCld does not block %Ib-adrencrgic aclJons in 
'" hole ce\!s :.\nd onl)' margmally aff'cct receptor coupling to G 
prolel'1s as eVldenced by the noradrenahne-swnula¡ed 
['~SJGT~'S bmdmg, 

ThtS re,earch W.I' p~rll.lI!y supporled by Granls fmm DGAPA ¡IN 
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· Abstract 

CJ.lb-Adrenoceptors irnmunoprecipitated with protein !tinase e n, 8, and € isoforms 

under basal conditions and such co-immunoprecipitations were increased in cells treated 

with phorbol myristate acetate. The increased co-immunoprecipitations induced by 

phorboI rnyristate acetate were concentration-dependent and reached their maxima 1 to 2 

min after the addition of the tumor promoter. No co-irnmunoprecipitation of protein 

kinase e S and ulb-adrenoceptors was detected. Norepinephrine, endothelin-l, 

lysophosphatidic acid and epidennal growth factor were also able to increase the co­

immunoprecipitation of protein kinase e isoenzymes and Cllb-adrenoceptors. These data 

support the idea that proteio kinase-receptor complexes might fonu and could be relevant 

in receptor desensitizatíon. 

Keywords: a¡-Adrenoceptors, protein kinase e, desensitization 



1.· Introduction 

Receptor phosphorylation seems to be a cardinal ¡nitial event in desensitization of 

G protein-coupled receptor signaling. Two majar types of desensítizauons eXIse 

homologous and heterologous desensitizations. Homologous desensítization. in which 

receptors occupied by agonists reduce their responsiveness, mainly involves receptor 

phosphorylatíon by G protein-coupled receptor kinases. Heterologous desensitization, in 

whích the stimulation by an agent attenuates the response to an unrelated agonist, mainly 

involves phosphorylation of receptors and other signaling entities by second messenger­

activated kinases, such as protein kinase A and proteio kinase e (García-Sáinz et al . 

2000). Current ideas índicate that protein kinases and phosphatases forrn dynamic 

complexes wnh substrates and anchoring proteins; such dynamlc complexes are 

organized and ccordmated through speciflc protejo-protejo aod proteio-phosphohpid 

mteractlQOS and it is through these signalmg networks that cellular response!'> are 

regulated (Pawson and Scott, 1997). 

(XIbAdrenoceptors are members of the superfamily of the sevcn transmcmbranc 

dornains G-protein-couplcd receptors. Agonist-induced phosphorylatioll of (llh­

adreooceptors seems to be rnedléHcd by G protC'lO-coup1cd receptor kJn~lSC :2 and .) 

isocnzymcs (Diviani et aL. 1996; lacovclh et al., J 999), wberea:- the phosphorylatlOll nI' 

¡hese adrcnoceptors by protcin kinase e mainly partlcipates ll1 hCl¡2'IOlogOll\ 

dcsensltizatioll (Dtvi;.~Ul ct al., 1997: Y.izqut:L-Pra.do ct al., 1997. Ca7'>a,,-G()n7.~íJ(:7 ct al .. 

20GO: G::trcía-Súmz ct al , 2000: Mcdina et al , 2000). 

Prolcin kiIW~C e I~ :\ Llm¡]y oC l'i1/~1lll''' lha! h~IV<...' l)Cc!l (Íl\'idcd In!n !hl<...'( 

\l¡uctll!.tlly n;I,l!cd grnup ..... C(l!1\CJ11ioll:11 «(l., j)L B!! and y), J1()W! (¡i r. 11, o :1I1l! P) dlld 



at)'pical (l; and A) isoenzymes, with different requirements for caIcium and diacyIglyceroI 

(Newton, 1995). Although great progress has been achieved, it is yet far from ele.r what 

role(s) each isoenzyme plays and to what extent their functions averIap. 

In the case of ctlb-adrenoceptors there is no information on the protem kinase e 

isoenzymes that partícipate in receptor phosphorylation and desensitization. We took 

advantage of the availability of antlbodies that effectively irnmunoprecipitate Uth­

adrenoceptors (Vázquez-Prado et al., 1997) to define what protein kinase e isoenzyrnes 

co-írnmunoprecipitate with the adrenoceptor. under basal and stimulated conditions. Our 

data indicate that in rat-l fibroblasts stably expressmg ctlb-adrenoceptors. protem kinase 

e a, ó and e isoforms co-irrununoprecipitate with these adrenoceptors under basal 

conditions and that such a co-irnmunoprecipitation is increased by agents that induce 

receptor phosphorylation. 

2.- Materials and Methods 

2.1.- Materials. Dulbecco's modlfled Eagle's medium, EGF (cpidcrm<ll g!Owth faelOr). 

fetal bovine serum, protem kmasc e isoem:yme-sclcctive antibodies and other.'. rcagcJ1t" 

uscd tor celJ culture were obtamed from Glbco BRL. (- )-Noradrenaltne. iysopho"pl1<ltldlc 

aeid, cndothclin-I, phorbol myristaIc acetare (PMA), phospho-am1l1o dClds and prorc:l.'.C" 

mlllbitor~ \.Vere (ram Slgny'I.Chcmlc-\\ eo. Sepharose-couplcd proicin A \\a .... fr01T\ UP""UIC 

BlOtcchnology. Ni[roccllu]o<.;c mcmbrancs \\'crc fr0111 Bio~Rad. Sccond.lry ,l!l(¡bodlL'~ 

wcrc fmm Santa CIUZ Biotcchnology and ¡he chcmiluI1lmcsccncL: kll\ \\'crc nb¡;llllCd 

frolll PIC¡C,,', 
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2.2.- CeU /ine and culture. Rat-l fibroblasts transfected with the hamster «Ib­

adrenoceplor, generously provided to us by Drs. R. 1. Lefkowitz, M.G. Caron and L. 

ABen (Duke University), were cultured in glutarnine-containing high-glucose Dulbecco's 

modified Eagle's medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 300 ¡tg/rnl of the 

neomycin analog, G-418 sulfate, 100 ¡tg/m! streptomycin, lOO U/m! penicillin and 0.25 

¡tglm! amphotericin B at 37 'c under a 95 % air/5 % CO2 alffiosphere as described 

previously (Vázquez-Prado el al., 1997; Vázquez-Prado el al., 2000). In all the 

experiments, confIuent celIs were serum-deprived overnight in unsupplemented 

Dulbecco's modified Eagle's medium. 

2.3,- alb-Adrenoceptor-protein kinase e co-immunoprecipitation studies. Ulb­

adrenoceptors were irnmunoprecipitated as described previou~Iy (Vázquez-Prado et al., 

1997; Vázquez-Prado et aL, 2000), with minor modlfications. In brief, foliowing 

treatment wlth inhibitors andJor agonists, cells were washed with lce-cold phosphatc­

buffered sal¡ne and lysed for I h on ice in buffer containing 10 mM Tris-Hel, pH 7.4, 50 

mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-lOO, 0.05% sodium dodecyl sulfate, 50 mM NaF. 

100 ¡tM NaJV04 , 10 mM ~-glyccrophosphate, 10 mM sodium pyrophosphate. ¡ mM 

phosphoserinc, 1 mM phosphothreonine and protease inhlbitors (20 ).tg/ml leupcptin. 20 

flg/ml aprotinin, 100 ¡..tg/rnI ph~nylmethylsulfonyl fluoride. 500 )lg/ml bacitracin. 50 

J1g/mI soybcan trypsin inhibitor). Cel! lysatcs were centrifugcd al 12.700 x gro!" 15 mm 

and the supcrnatants \Vere lIlcubatcd overnight ar 4°C with the Jn(i-(XJh-adrcnoccp¡ol 

antiscrum (Vázqucz-Prado et aL. 1997) and proteín A-Scpharosc. Afler four wa~11C .... WIlh 

50 mM BEPES, 50 mM NaH:PO~. 100 mM N<~(,l. pH 7.4, O. J(;';' N Oll1ch:-nl P40. Ih\..' 

Ill1l11Unc compkxcs \Vele dcn;l1urcd by bOlJing 111 :-.odrulll dodccyl :-.ull~I[L'-"',I!llpJc hllfkl 



containing 5% ~-mercaptoethanol, and subjected to 7.5% soruum dodecyl sulfate­

polyacrylamide gel electrophoresis. Proteins were electrotransferred to nitroceIlulose 

membranes and immunoblotting was perfonned. Incubation with the protein kinase C 

isoenzyme-selective antibody was for 12 hs at 4 oC and with the secondary antibody for 3 

hs at room temperature. Super signa! enhanced chemiluminescence kits from Pierce were 

used exposing the membranes to X-Ornat X-ray films. The leve! of receptor 

immunoprecipitated under these conditíons was consistent as evidenced by 

immunoblotting (see figures) and represented 80-85% of total <Xlb-adrenoceptors aS 

evidenced by immunoprecipitation of photoaffinity-Iabeled receptor (V ázquez-Prado et 

al., 1997; Vázquez-Prado et aL, 2000)~ protein kinase e co-irnmunoprecipitation was 

assessed by densitometric anal ysis. 

3.- Results 

As shown in Hg. 1 (upper paneIs), we were able to detect co-irnmunopreClpitatlOo 

of ulb-adrenoceptors with [he (l, 8, and E isoforms of proteio kinase e under bas,l! 

conditions and such co-irnmunoprecipitations wefe increased in ccIls tremed wüh PMA 

The increased ull,-adrenoccptor-protein kinase e co-immunoprecipitations Induccd by 

PMA reached their maxima 1 to 2 min after the additlOn of the tumor promot~r and 

remained at hIgh level for al least 5 mino Thmy mm after the sümulahon with the phOlbol 

ester thc co-prccipUation of the diffcrcnt protcin kinasc e lsofonns wJth (:(lh­

adrcnoccptors was still <lLove basa! but only ;::: 30-40 % (data not <.;l1own). Al!cmpt" 10 

dClr .. :ct co-nnmunoprCClplta\IOn 01' pro\cin klnasc eS ,md (Xlb-aórcnoccptor:- \\ eré 

tlllsucccssfuL although tlll:- lsofonn W:l.S casll)' (kt¡,;ctcd l!l cdl cxtr,lCt~ (dat~ llt1r ::-.lw\\'I1, 



see García-Sáinz and A1cántara-Hernández, 1998). These isofonns weré observed as 

discrete bands of protein kinase e ex; (=:: 80 kDa; in sorne experíments (see Figs. 2 and 3) 

as a doublet ~ 80-82 kDa aud the bands were quantitated together), protein kinase e o (~ 

78 kDa) and protein kinase e e (~95 kDa), in agreement with previous studies (García­

Sáinz aud A1cántara-Hernández, 1998). The concentration-response curves to PMA for 

!he different protein kinase e isofonns are presented a1so in Fig. 1 (lower panels). It can 

be observed that a11 the isoforms increased their a co-precipitation with <Xrb-adrenoceptors 

in concentration-dependent fashions but that the magnitude varied from almost 3-fold 

(protein kinase e ex) to less!han 2-fold (protein kinase e ¡; and e isofonns). 

We next studied if otber agents known to induce alb-adrenoceptor 

phosphorylation were able to increase co-immunoprecipitation of these receptors and 

protein kinase e isofonns. Concentrations of the agents to rnaximally stimulate 

phosphorylation and a mcubation time of 2 min were used. As shown in Fig. 2. 

norepinephrine, endothelin-l, lysophosphatidic acid and EGF were able to increase the 

co-immunoprecipitation of protein kinase e isoenzyrnes and al b-adrenoceptors, There 

was sorne variation in the ability ofthese agents to induce co-precipitation of the dJtlcrcnt 

kinase isoforms, 

4.- Discussion 

It is known that rat-l fibroblasts cxpress protein kinase e a, 0, E and S IsofOll11~ 

(Bert! ct al., 1994; García-Sáinz and Alcántara-Hernándcz. 1998), In the prcscnt work \Ve 

showcd that protelll killase e i~o1orn1$ immunoprCClpitate w\th (X,\b-adrcnoccpto\':-, in Ih...:: 

ba~a¡ st,üc and thal agents kno\vn lo !l1Crc~lSC Ulj,-adr.::noccpLor rhosphorylauon prnllll)!l'd 

7 



such co-immunoprecipitation (Diviani et al., 1997; Vázquez-Prado et al., 1997; Casas­

González et al., 2000; García-Sáinz et al., 2000; Medina et al., 2000). 

Activation of protein kinase e is well known to block alp-adrenoceptor actions 

and to induce uwadrenoceptor phosphorylation (Diviani et al., 1997; Vázquez-Prado et 

al., 1997; Casas-González et al., 2000; García-Sáinz et al., 2000; Medina et al., 2000). 

The protein kinase C-cataIyzed receptor phosphorylation sites have been located in the 

carboxyl tail (Ser394 and Ser "") (Diviani et al., 1997). The present results indicate that 

several isofonns irnmunoprecipitate witb the receptor. This suggests redundancy in their 

function OI that they may achieve d.!fferent functions. Protein kinase e a was the isoform 

that more strongly inununoprecipitate with the receptor in response to the phorbol estero 

Norepinephrine is well known to induce homologous desensitization of (XJb­

adrenoceptors and receptor phosphorylation (Diviani et al., 1997; Vázquez-Prado et al., 

1997; Casas-González et al., 2000; García-Sáinz et al., 2000; Medina et al., 2000). G 

protein-coupled receptor kinases seeID to play the majar role (Diviani et al., 1996; 

IacovelIl et al., 1999). However, our data suggest that proteio kinase e i50forms may 

participate in the desensitlzation/phospborylation processcs. It is well known that [hefe IS 

a close interplay between G protein-coupled receptor kinases and protein kina:-.e e 

(Chuang et al., 1995; Winstel et al, 1996). 

ActivatiOl1 of receptors for endothelin, IysophosphatIdic acid and EGF induce 

descnSHization of cxlb-adrenoceptors associatcd to receptor phosphoryIation (Vázqucz­

Prado et aL, 1997; Casas-González ct al., 2000: Mcdm:.J. et al., 2000) and in :-.uch 

procc:-.:-.c .... pwtCIIl kinase e pLlyS <l kcy IOk. OUl prc:-,clll dala are con:-.istcnt wllh I))O:-.C 

fIlldlllgs. Tlle chffcrellccs ob~crvcd In ¡he 1ll1munopn:cipitallOll of the piOtCIll kllla~l' e 
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isoforms with the adrenoceptors may reflect' the various processes involved in such 

aetions (García-Sáinz et al., 2000). 

Recently, it was reported that ctlb-adrenoceptor stimulation activated the Jak 

(Janus kinase)/STAT (signal transducer and activator transcription factor) pathway and 

that Jale and STAT also interaet wlth these receptors as suggested by co-

irnmunoprecipitation sludies (Sasaguri et al., 1999). Also recently, Shih el al. (1999) 

reported that protein kinase A and protein phosphatases associate with \3radrenoceptors 

forming dynamic complexes with participation of the anchoring protein gravin. Our 

current data furtber support the idea that protein kinase-receptor complexes could be 

relevant in receptor desensitization. Further experiments will be required to defme If 

other molecular entities are involved and the relevant site(s) for such interactions. 
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Fig. 1, Time-course and concentration-response curves for the effect of PMA on the co­

immunoprecipitation of ulb-adrenoceptors and protein kinase e isoforms. Upper panels: 

Cells were incubated for the times indicated in the presence of 1 ~ PMA. Lower 

panels: Cells were incubated with the indicated concentration of PMA for 2 min, Data 

were nonnalized to the co-immunoprecipitation observed in the absence of stimulus 

(100%). Plotted are the means and vertical lines represent !he S. E. M. of 4-5 

detenninations using different cell cultures. Ulb-AR, ulb-adrenoceptors. Representative 

immunoblots are presented. 
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Fig. 2. Effect of honnones on the co-immunoprecipitatíon of Cllb-adrenoceptors and 

protein kinase e isofonns. Cells were incubated for 2 min in the absence of any agent (B) 

or presence of 10 ¡1M norepinepbrine (NE), 10 nM endothelin-I (ET -1), 1 ftM 

Iysophosphatidic acid (LPA) or lOO nglrnJ EGF (EGF). Data were normalized to the co­

immunoprecipitation observed in the absence of stimulus (100%). Plotted are the means 

and vertical lines represent lhe S. E. M. of 4-5 delenninations using differenl cel! 

cultures. Ulb-AR. ulb-adrenoceptors. Representative immunoblots are presented. 
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