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ABREVIATURAS

AC; adenilato ciclasa

ADP; adenosin difosfato

AKAP; proteina adaptadora de la subunidad reguladora de la PKA
AMP; adenosin monofosfato

AMPc; adenosin monofosfato ciclico

AQ; acido okadaico

AP-2; proteina adaptadora

ATP; adenosin trifosfato

Cdc25; fosfatasa de proteinas con actividad dual, residuos de Ser/Thry Tyr
CnA; calcineurina A o subunidad catalitica de la PP2B

CnB; calcneurina B o subunidad reguladora de la PP2B

DAG; 1,2-diacilglicerot

DARPP32; fosfoproteina regulada por AMPc y dopamina de 32 kDa
EGF-R; receptor del factor de crecimiento epidermal

FI-Ca®"; sistema de recambio de fosfoinositidos-calcio

FLC; fosfolipasa C

GAP; proteina activadora de la GTPasa

GRK; cinasa especifica de receptores acoplados a proteinas G

GTP; guanosin trifosfato

[P;; fosfatidilinositol 4,5-bifosfato

IP3; inositol 1,4, 5 -trisfosfato

I-R; receptor de insulina

JAK2Z; cinasa de residuos de tirosina (Janus another kinase)

JNK; cinasa del amino terrminal de la proteina JUN

JUN; proteina oncogénica

MAPK: cinasa activada por mitdgenos

MEK; cinasa de la MAPK

NF-AT; factor nuclear de célutas T activadas

P56*; cinasa de residuos de tirosina de 56 kDa de linfocitos

P60, cinasa de residuos de tirosina descrita en el sarcoma de Rous
PDK1; cinasa de proteinas dependiente de fosfoinositidos

PH; dominic homdalogo a la plecstrina

PI-3K; cinasa de la posicidn 3 del anillo de inositol

PKC; cinasa de proteinas dependiente de calcio y de fosfolipidos
PKA; cinasa de proteinas dependiente de AMPc.

PLC; fosfolipasa C

PMA; éster de forbol (Phorbol-12-Mirystate-13-Acetate)

PP; fosfatasa de proteinas de residuos de serina y/o treonina

PP1; fesfatasa de proteinas de seriduos de serina y/o trecnina tipo 1
PP2A; fosfatasa de proteinas de seriduos de serina y/o treonina del tipo 2A
PP2B; fosfatasa de proteinas de seriduos de serina y/o treonina del tipo 2B
PP2C; fosfatasa de proteinas de seriduos de serina y/o treonina del tipo 2C
PTP; fosfatasa de proteinas de residuos de tirosina

RACK; receptor de la PKC en su forma activada

SH; dominio homélogo a la cinasa Src

SHPTP; fosfatasa de residuos de tirosina con dominios SH2 y SH3
STATT; factor estimulador de la transcripcion

aw-AR; receptor alfa 1b adrenérgico

B:-AR; receptor beta2 adrenérgico



RESUMEN

Los resultados del presente trabajo indican que ei estado de
fosforilacion del receptor oqp-adrenérgico, sobreexpresado en células Rat-1,
es regulado por la accién de cinasas y fosfatasas de protefnas.

El acido ckadaico (AQ), un inhibidor selectivo de las fosfatasas 1y 2A
(FP1 y PP2A) incrementa la fosforilacion del receptor asp-adrenérgico. La
fosforilacion méaxima del receptor, de aproximadamente fres veces con
respecto al basal, se observa a los 30 minutos vy se mantiene por 1 hota o
mas tiempo.

El incremento de la fosforitacion del receptor aqp-adrenérgico con AQO
es dependiente de la concentracion, se obiuvo una dosis efectiva 50 (ECs)
de 30 nM.

El tratamiento de las células Rat-1 con otros inhibidores selectivos de
ia PP2A, tales como la tautomicina y la caliculina A (1pM} y con un inhibidor
selectivo de la fosfatasa tipo 2B (PP2B) la cipermetrina (1pM) también
aumenta ia fosforilacién del receptor aqs-adrenérgico, la tautomicina lo hace
con una magnitud similar a la producida por el AO y la cipermetrina, que
resultd ser el inhibidor menos eficaz, twvo un efecto maximo en la
fosforilacién de 2 veces con respecto a la fosforilacion basal.

La fosforilacién del receptor «ip-adrenérgico esia mediada
principalmente por la proteina cinasa dependiente de calcio y de fosfolipidos
(PKC). Los inhibidores especificos de la PKC, tales como la estaurosporina y
el Ro 318220, a una concentracion de 10 pM, abaten ta fosforilacién det
receptor inducida por el AQ. La inhibicidén en ambos casos fue dependiente
de la concentracion del agente. lgualmente de manera dependiente de la
concentracion, los dos inhibidores disminuyeron significativamente la
fosforilacion basat del receptor.

Algunos inhibidores de ciras cinasas, como por ejemplo la genisteina,
un inhibidor de cinasas de residuos de tirosina y la wortmanina, un inhibidor
de la fosfatidil-mositol-3-cinasa (PI-3K) no tienen efecto sobre la fosforilacion
del receptor inducida por AQ, ni sobre la fosforitacion basal.

El andlisis de coinmunoprecipitacion que determina si existe
asociacion de dos © mas proteinas muestra que las isoformas o, dy & de la
PKC, expresadas en las ¢élulas Rat-1, coinmunoprecipitan con el receptor
aig-adrenérgico, La asooacion del receptor con las iscformas a, 8 y ¢ de la
PKC se incrementa rapidamente pero de forma transitoria v de manera
dependiente de la dosis del PMA (Phorbol-Mirystate-Acetate), un activador
de ia PKC permeable a la membrana plasmatica. E! incremento de la
asociacion receptor ay-adrenérgico-PKCo inducida por el PMA fue de 2.5
veces con respecto al basal, mientras que la asociacion con las 1soformas §
y & fue de 2 veces en ambos casos. No detectamos una asociacion del
receptor con fa isoforma ¢ de la PKC.

La activacion de la PKC por hormonas como 1a noradrenalina {NA), la
endotelina-1, el acido lisofosfatidico © por el factor de crecimiento epidérmico




incrementan la asociacién recepior-PKC. La magnitud de la asociacion es
distinta dependiendo del estimulo y de la isoforma de PKC.

La determinacion de la liberacion de calcio intracelular y de la
produccién de IP; en céluias Rat-1 como parametros elegidos para definir el
significado funcional de la fosforifacion del receptor agy-adrenérgico nos
indica que el pretratamiento de las célutas con AO (inhibicion de fosfatasas)
no abate la respuesta del receptor a la NA, mientras que el PMA (activacion
de PKC) si bloguea la respuesta. Por otre lado, cuando las células se
exponen al PMA v AQ al mismo tiempo, el receptor pierde su capacidad de
respuesta.

Finalmente, los resultados de la determinacidn de unién de
[**S]GTPYS a membranas plasméticas sugieren que la fosforilacién del
receptor inducida por el PMA se relaciona con su desacoplamiento de la
proteina G y por tanto, con la pérdida de la respuesta al agonista. Mientras
que la fosforilaciébn como respuesta al tratamiento con AO, aun cuando
disminuye parcialmente la unién total de [**S]GTPyS, no se relaciona con la
pérdida de la respuesta. Es decir, el significado funcional de la fosforilacién
del receptor ass-adrenérgico por activacién de fa PKC es la desensibilizacidn
del receptor, mientras que el significado funcional de la fosforilacion del
receptor por {a inhibicion de las fosfatasas no es la desensibilizacion. Estos
resultados sugieren que las fosforilaciones deil receptor ocurren en sitios
diferenies o que participan ofros elementos moleculares en el proceso de
desensibilizacion.

[$%



ABSTRACT

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

Our data indicate that asp-adrenergic receptor phosphorylation induced
by okadaic acid (OA), an inhibitor of PP1 and PP2A. The effect of QA was
concentration-dependent with an ECs 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 uM, both inhibitors of PP2A, and cypermethrin, an
inhibitor of PP2B, increased as,-adrenergic receptor phosphorylation of
similar magnitude to that produced by OA, but cypermethrin turned out be
less effective.

We observed that patticipates calcium-dependent protein (PKC) in aqp-
adrenergic receptor phosphorylation. Specific inhibitors of PKC, such as
staurosporine and Ro 318220, blocked the effect of CA on receptor
phosphorylation in a concentration-dependent. Staurosporine and Ro 318220
decreased basal aqy-adrenergic 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 of the receptor, and wortmannin, an inhibitor of
phosphatidylinositol-3-kinase  (PI-3K)  altered  nejither the  basal
phosphorylation of the aiy-adrenergic receptor nor the effect of OA.

Analysis of co-immunoprecipitation, to determine association between
two or more proteins indicated that «, 8, and € PKC isoforms interacted with
ap-adrenergic receptors under basal coditions and such associations were
increased in cells freated with PMA (Phorbol Myristate Acetate). The
increased associations induced by PMA were concentration-dependet an
reached their maxima 1 to 2 min after the addition of PMA. No co-
immuneprecipitation of PKC £ and aup-adrenergic receptor was detected.

Other stimulus of PKC such as noradrenaline, endothelin-1,
tysophosphatidic acid and epidermal growth factor were alsc able tc increase
to association of PKC isoforms and ay,-adrenergic receptor, but the
magnitude of the increased association varied between 2-3-fold, depending
of PKC isoforms.

Intracellular calcium increase and 1Pa: production in Rat-1 cells, both
parameters measured to define the functional significance of the
phosphoryiation of this receptor, indicated that PMA blocks the response of
the auu-adrenergic receptor to noradrenaline, whereas the OA did not alter



response. When the cells were preincubated with OA and PMA no effect of
noradrenaline on intracellular calcium concentration and IP; production was -
ohserved.

Finally, with the results of [°S]GTPyS binding to plasma membranes,
we observed that the increase generated by noradrenaline was of smaller
magnitude in membranes obtained from cells incubated with noradrenaline,
or PMA. The QA did not alter the response of aqp-adrenergic receptor.

That is to say, the functional meaning of the asp-adrenergic recepior
phosphorylation by PKC activation was receptor desensitization, whereas the
functional meaning of the receptor phosphorylation by the inhibition of protein
phosphatases was not receptor desensitization.

These results suggest that the phosphorylations on the receptor occur
in different sites or that other molecular elements participate in
desensitization process.



INTRODUCCION

La coordinacion precisa de los distintos niveles de organizacion en el
individuo, es decir, de células, organcs y sistemas, permite llevar a cabo un
sinnimero de funciones que confribuyen, en conjunto, a su adaptacion.

Un organismo unicelular responde a cambios en su microambiente, ya sea
a sustancias repelentes 0 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 arganismo pluricelular tiene la capacidad de
responder, a la vez, a multiples sefiales del ambiente que culminan en respuesias
metabolicas, en divisién celular o en una respuesia inmune, por mencionar
algunas. Asi, tanto en organismos unicetulares como pluricelulares, la transmision
del primer rmensajero y su amphficacion intracelular determina finaimente una
respuesta celular especifica.

En organismos procariontes, la transduccion de 'a sefial exiracelular
consiste en sistemas integrados basicamente, por dos componentes, una proteina
con un dominio fransmisor que funciona como sensor de la sefial, ta cual tiene
actividad de cinasa y se autcfosforila en un residuo de histidina; y una proteina
con un dominio receptor que tiene un residuo de aspartato que adquiere el grupo
fosfato transferido, desde el residuo de histidina de su compartero transrrisor {1).
Estos sistemas de dos componentes regufan la expresion de genes que codifican
proteinas que funcionan como reguladores de la osmolaridad y la morfogénesis en
las amibas, del metabolismo del nitrdgeno y la quimiotaxis en las bacterias, o del
crecimiento y la esporulacion en hongos (2). Se ha abservado que los sistemas de
dos componentes, tambien {forman parte de 1a transducciéon de sefiales de varios
organismos eucariontes, como algunos hongos, entre ellos las levaduras, y [as
plantas superiores. Ademas, en algunos casos como en la esporulacion, por
ejemplo, participan otras proteinas (1).

En un organismo multicelular, la transmision de la sefal extracelular hacia
el interior de las células, asi como la comunicacion entre éllas, requiere de una
maquinaria proteica fundamental y numerosa que trabaja coordinadamente con el
fin de regular respuestas tales como la sintesis de proteinas, lipidos o
carbohidratos, la proliferacion, la diferenciacion 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 gue una célula expresa, capaces de
reconocer con alta selectividad a los ligandos (mensajeros primarios); y el
segundo, son los compenentes que participan rio abajo en el interior de la célula
durante la transduccion de la sefal extracelular {3).

Dada la complejidad de la comunicacion intracelular se han definido por
separado, para simplificarla, distintos sistemas de transduccidn, los cuales de
manera general, comprenden un receptor, una proteina acopladora, una proteina
efectora y la produccién de moléculas conocidas como segundos mensajeres (3).

Algunos sistemas de transduccidn son: el de la adenilato ciclasa, el de
recambio de fosfonositidos-calcio, el de los receptores para factores de
crecimiento, et de reconocimientio al antigeno de células T v B, el de transduccion

de receplores tipo canal, el de receptores antiproliferativas, el de muerte celular,
etcétera.
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Estas vias de transduccidn de sefiales son moduladas por mecanismos
postraduccionales tales como la fosforilacién, {a metilacidn, la oxidacion y la
protedlisis (4). El mejor estudiado es 1a fosforilacion, dado que una gran cantidad
de proteinas que forman parte de los sistemas son fosforiladas.

EL estado de fosforilacion de las proteinas se mantiene en un equilibrio
dinamico por 8 accion de dos clases de enzimas: las cinasas, aquellas gue
transfieren grupos fosfato a las proteinas a pariir de moléculas energéticas como
el ATP v, las fosfatasas aquellas que hidrolizan los enlaces monoéster liberando
el fosfato unido de [as proteinas (5).

Comparativamente con las fosfatasas, las caracteristicas estructurales vy
funcionales de las cinasas se conocen con mas detalle. En eucariontes se han
identificado at menos 1000 genes que cadifican para cinasas y Gnicamente 5 0
genes que codifican para fosfatasas (6), ndmero que quizds sea mayor ya que el
estudio de estas Ultimas enzimas todavia se enfrenta al problema de no contar con
inhibidores especificos. No obstanie, se ha logrado: 1) la clonacidn e
identificacion de genes nuevos que codifican fosfatasas y 2) la deduccion precisa
de su estructura por el analisis de difraccion de rayos X, en particular de las
enzimas que desfosforilan resiguos de tirosina (PTPs) como la PTP de Yersinia,
las PTPs de ratdn con el dominio-2 homdlogo a Src como SHP-1 y SHP-2 v las
PTPs humanas como FTPu, PTP1B, HCPTPA y HCPTPB estas dos Ultimas de
bajo peso molecular, y mas recientemente de la Cdc25A, una fosfatasa con
actividad dual (desfosforila residuos de serina/ trecnina y tirosina) (6 a 9).

En sistemas celulares de organismos superiores se sugiere que ias
fosfatasas fienen un papel muy importanie en diversos fendmenos, por ejemplo,
en la degeneracion de la retina {10), en el desarrollo del cerebro (10), en el
metabolismo del glucégeno, en la gluconeogénesis (11} v en la progresion del
ciclo celular (12), por mencionar algunos (Tabla 1). Sin embargo, la participacion
de las fosfatasas todavia no es completamente clara en otros fenémenos
celulares, tales como la insensibilidad de los receptores a responder al estimulo
{desensibilizacion), la activacion o inhibicidon de cinasas y de las propias
fosfatasas, la memoria, el aprendizaje o la muerte celular, pero en los cuales se
ha demostrado que la fosforilacidn de proteinas es un mecanismo clave de
regulacion, Lo mismo sucede en fendmenos que son resultado de cambios en g
osmolandad, en la esporulacion, en la asimitacion de nitrogeno y carbono y en la
gquimiotaxis, observados en bacterias, l[evaduras y plantas (2).

Los sitios blanco de accién, tanto de cinasas ¢omo de fosfatasas de
proteinas en células de mamiferc se restringe principaimente a fres residuos: la
senna, |z reonina y la tirosing; mientras que en bactenas se restringe a la histidina
y al aspartato. En diversas especles de eucariontes, entre las que se inciuye a las
levaduras, amibas y plantas superiores, ademas de la fosforilacion en residuos de
serina, treonina y tirosina, también hay fosfonlaciéon sobre residuos de histidina y
aspartato, Se ha demostrado que en estos organismos existe una relgcién directa
entre la cascada de cinasas de serina/treonina y el sistema de dos componentes
(4, 5y8).

En los siguientes apartados mencionare las caracteristicas estructurales y
funcionales de las fosfatasas (PPs) y de las cinasas de proteina dependientes de
calcio v de fosfolipidos que actian sobre residuos de senna y/o treonina (PKCs).




Tabla I.

Caracteristicas de la estructura, requerimiontos iénicos, inhibidores,
localizacion y funcion celular de fas algunas fosfatasas de residuos de
serina y/o treonina de la familia PPP de células de mamifero (2, 5 y 6}.

TiPO Sustrato Inhibidores | lones Subunidad | Localizacién | Funeidén
catalitica
PP1 Subunidad § de la Inhibidor-1 Mn;: 37 kDa Nucleo y Contraccion
tinasa fosfonlasa, inhibidor-2 Zn [soformas: Citosol muscular,
glucdgeno sintetasa, | Tavtomicing o Byyd sintesis de
cadena ligera de la Hepatina proteinas,
miosina, Receptor Giutation oxida- control del
de NMDA, cinasa sa cicle celular,
36, acetil-coenzima metabolismo
A carboxi-lasa, del glucégeno,
histonas, etc. trar sformacion
ate.
PP2A Subunidad o de la Acido ckadaico Ninguno | 37 kDa Nucleo Contraccién
cnasa fosfonlasa, Apemorfina isoformas. Cioscl y muscular,
PP2A, proteina Tautomicina 0,1,2yPCS Mitocondna control del
basica de mielina, cicle celular,
histona H1, Recep- sintesis de
tor de NMPA, B-ca- acidos
seina, P-AR, grasos, irans-
CREB, efc formacién, etc
PP2B Subumidad o de la Ciclesporina Cai: 60 kDa Citosct Activacidn de
cinasa fosfonlasa, Cipermetnina Mg isofcrmas. AB1, | Ndcleo las células 7,
subunidad regulado- | Cicloffina Mr;i2 ARy AD3 de Membrana Plas- | control de la
ra de la PKA I, Antagonistas de | Ni teratocarcinoma | Méticay ATPasa de
PP2B, DARPP-32, la CaM Sinaplosomas NaK* y de
factor Tau, NF-AT, canales de X',
sinapsing |, caseina, plastcidad
histona, ete, sinaghca, ete.
pp2C Caseina, PK-CaM Il, | No hay Mg:: 45 kDa Citosol Regulacion de
cadena igera de [a inhiidores Mn Isaformas. la funcidn neu-
miosina, fosfofructo- | especificos ayp Ronal, regula-
cnasa, etc Cion de la glu-
i Coneogénesis,
i etc

CAM; proteina calcio-calmodulina, S6; subunidad 6 ribosomal, NMDA; N-
metil-D-Aspartato, $:-AR; receptor Bz-adrenérgico, DARPP-32; fosfoproteina
regulada por dopamina y AMPc de 32 kDa, NF-AT; factor nuclear de células T
activadas, CREB; proteina de unidn al elemento regulador de AMPc.




i.FOSFATASAS

la. C[.ASIFICACI()N DE LAS FOSFATASAS DE SERINA Y/O TREONINA DE
MAMIFERO.

A la fecha, se conocen aproximadamente 100 fosfatasas que actdan sobre
residuos de serina y/o trecnina. Estas fosfatasas se clasifican por criterios
bioguimicos en ios 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, PPS y PP6
pertenecen a la familia PPP vy ia fosfatasa 2C, entre ofras, a la familia PPM
llamada asi porque sus miembros dependen de magnesio (€, 10y 11).

Ib.ESTRUCTURA.

Las PPs se caracterizan porque estan conformadas por varias
subunidades, siempre hay una subunidad catalitica y una ¢ dos subunidades
reguladoras {Fig.1). PP1, PP2A y PP2B tienen un motivo catalitico comin con dos
dominios que constan de una hoja P flangueaua por a-hélices y un dominio
predominantemente de forma helicoidal.

Por ejemplo, la PP1 esta formada por una subunidad catalitica C de 37 kDa
gue tiene varias isoformas (Tabla 1) y una subunidad reguladora G que le confiere
a la proteina la capacidad de relocalizacion en fa célula, ya que ésta posee una
region hidrofobica en su extremo amino que le permite unirse directamente al
glucogenoc (2 v 8).

l.a PP2A es méas compleja, ya que puede formar el heterotrimero
conformado por las subunidades A, B y C de 80, 55 y 36 kDa respectivamente, y
alternativamente puede asociarse a otras subunidades de 35 y 70 kDa. En celulas
transformadas, la PP2A puede formar el heterodimero AC y otros complejos con
ia proteina viral T intermedia (6).

Por ofro lado, la PP2B también llamada calcineurina, forma heterodimeros
gue constan de la subunidad catalitica A o calcineurina A de 80 kDa que une
calmodulina {CnA} y de |a subunidad reguladora de 19 kDa que une calcio {CnB).

La combinacion de aproximadamente veinte subunidades reguladoras de
las PP2A y PP2B da lugar a distintas fosfatasas, con mayor o menor especificidad
por sus sustratos, ademas de conferirles una localizacion subcelular especifica. Se
ha observado que la actividad y alta especificidad que tiene la PP2A por sus
sustratos depende en gran medida de {a concentracion de dichas subunidades en
la céiula, y es particularmente |a tercera subunidad, la B, 1a responsabie de la
unién a la membrana plasmatica, y por {anto, de su localizacidn subcelular (6 y
11).

La PP2C, a diferencia de las anteriores es la mas simple, se trata de un
monomero de aproximadamente 45 kDa que no tiene homologia con otras PPs,
pero de la cual se han identificado en céluias de mamifero las 1scformas a y [} (B y
7)(Tabla ).

o



A. Subunidad catalitica (C) Subunidades reguladoras (R)

Inhibidor-2 (23 kDa), subunidad de
union al reticulo sarcoplasmico y
glucégeno (subunidad G),
subunidad miofibrilar (subunidad
49% M1), ete.

PP2A X X Subunjdad A_isoforma a (PR65),
subunidad B isoformas o, 8 y v,

(PR52), subunidad C isoforma o
(PR72), subunidad C isoformas 8 yB
(PR130 y PR53), etc.

S |

39%

Subunidad B isoformas a y j3, ete.

Fosfatasas Tipo | (PP1) INHIBIDORES
like-PP1 Las tres fosfatasas de este grupo son
like-PP2 inhibidas por proteinas resistentes al calor:
Inhibidor-1 (}-1) e inhibidor-2 (I-2).
like-PP2B
Fosfatasas Tipo Il (PP2) INHIBIDORES
PP2A; espontaneamete activa, Ki,,= 0.2 nM Acido okadaico, Tautomicina y
Caliculina A.
PP28; dependiente de Ca ?*, Ki,, = 20 nM Cipermetrina
PP2C; dependiente de Mg 2, Ki,y = 10 uM Sin inhibidores especificos

ig.1A. La subunidad C de PP2A y PP2B de mamifero tienen 39% y 49% de similitud
on respecto a la de PP1, cada subunidad C puede asociarse in vivo a dos o0 mas
dbunidades R por lo que existe un nimerc grande de fosfatasas, dependiendo de
J composicién. Fig.1B. Se indican Unicamente los inhibidores de fosfatasas de
isiduos de serina y/o treonina empleados en este trabajo, otros inhibidores se
iencionan en el texto y en la tabla lll. Ki (constonfe de oginided del inhibidor y la
1zima) de las fosfatasas 2A. 2B y 2C por el acido okadaico (AQ)




lc. MECANISMO DE REACCION DE LAS FOSFATASAS

La principal reaccion quimica que llevan a cabo las fosfatasas consiste en
la hidrolisis de monoésteres de fosfato sobre aminoacidos especificos: tirosina,
serina y/o trecnina y la disociacion del fasforo inorganico de la fosfatasa completa
¢l ciclo catalitico {resccion ).

La hidrolisis del monoéster de fosfato da como resultado la transferencia
del grupo fosforilo (POs.) por un mecanisme limitante disociativo (reaccion lla) o
asociativo (reaccién |ib). En fosfatasas de residuos de tirosina el POs. del sustrato
es transferido al residuo de cisteina 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 fermodinamicamente favorabie con un
AG <-9 kd mol”, determinado a pH 7y 25°C (8).

ROPO; 23 H,0 — ROH + HOPOs {reaccion I
O H,O Q

ROP-O" — ROH +B-0" - HOB-O" (reaccién ila)
OH o OH
O wo  OH 0

ROB-0- » RO-P-OH - ROH+ HOB-O  (reaccién lib)
OH HO” O AH

Donde: ROPO,? sustrato fosforilado, ROH es el sustrato desfosforilado.

Id, FUNCION DE LAS FOSFATASAS DE SERINA Y/O TREONINA EN
CELULAS DE MAMIFERO

Las fosfatasas participan en el control de miltiples funciones celidares 2z
formar parte de diversas vias de transduccion de sefales. En general, las PPs
median un espectro muy amplio de procesos celulares (Tabla ), mientras que las
PTPs pariicipan esencialmente en proceses de proliferacion v de transformacion
celular (6).

lL.a PP1 participa en fa regulacién del metabolismo de! glucdgeno al asociarse
directamente a este poliglucodsido por medio de la subunidad reguladora. Esta
enzima modula la fosforilacion de la glucdgeno fosforilasa, de la cinasa de la
fosforilasa vy de ia glucdgeno sintetasa, ademas esta implicada en el control del
ciclo celular, en la sintesis de proteinas , etcétera (1, 6y 13}

Por su parte, la PPR2A al desfosforilar a la L-glutamina:fructuosa-6-P-
amidotransferasa regula la biosintesis de hexosaminas, ademas es un reguiador
de la mitosis al desfosforilar 2 la cinasa cdc25 que actia sobre el factor promotor
de la maduracion (MPF), iguai que PP1 participa en la transformacion celular




inducida por virus. En ofros casos la PP2A  participa como inhibidor de la
proliferacion (6).

Por otro lado, la PP2B que se expresa abundantemente en el sistema
nervioso, en particutar en los ganglios basales y en el hipocampo, reguia la
actividad de la PP1 al desfosforilar e inactivar a su inhibider endégeno DARPP-32
6 -1, por lo que se ha propuesto gue es indispensable en este tejido, aunque se
trata de una enzima ubicua en los mamiferos (6). A la PP2B se le ha asociado con
procesos neurodegenerativos ya que su expresion es muy baja en las neuronas
de animales que presentan los sinfomas 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 calcic dependientes de voltaje y
receptores de la acetilcolina. En ofro sistema celular, la PP2B participa en la via de
activacion de linfocitos T, uno de sus blancos es el factor nuclear de células T
activadas (NF-AT), el cual se transloca al nicleo en forma desfosforilada v junto
con el NF-AT nuclear activan a la ARN polimerasa e inducen la expresion de los
genes de la interleucina-2 y de otras linfocinas y citocinas. Por tanio, la PP2B
juega un papel central en la activacion de linfocitos T (8).

£l papel fisicldgico de ia PP2C se conoce poco, tal vez porque no existen
inhibidores especificos para esta enzima. Por estudios realizados in vitro se sabe
que la PP2C es indispensable para el control del metabolismo del colesterol ya
gue regula la actividad de la hidroximetil-glutarii CoA reductasa, enzima limitante
de la velocidad de sintesis del estercide (10). La PP2C también participa en la
giuconeogeénesis v en la contraccion muscular; asi como en la degeneracion de la
retina de los vertebrados (5, 6, 10y 11).

1e. MECANISMOS MOLECULARES DE REGULACION DE FOSFATASAS DE
RESIDUOS DE SERINA Y TREONINA

Las enzimas que desfosforilan proteinas en residuos de serina yfo treonina
son reguladas por diversos mecanismos. La mayoria de las PPs son moduladas
por suU asociacion con diversas subunidades reguladoras; otras son blanco de
modificaciones postraduccionales y la gran mayaria de PPs de las clases 1y 2,
requieren de policationes como la protamina, las histonas, la polilisina y ias
poliaminas para activarse; mientras gue otras moléculas como el AMP, el ADP,
glucosa 1-P y fructuosa 1-P pueden inhibir su actividad. Algunos péptidos
pequefos de 8 kDa derivados de la subunidad reguladora de la PP1 actian como
biogueadores de la inhibicion (6). En particular, ta forma trimérica de la PP2A es
modulada in vitro por la ceramida, el producto de la esfingomielinasa (5 y 6).

La inhibicion in vivo de la PP2B por unidn de complejos formados entre las
inmunofiinas endégenas y drogas como la ciclosporina y la rapamicina, es un
caso especial de reguiacion, que ademas resulta en la proteccidn 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 calcineurina A, previniendo la
consecuente activacion def factor transcripcional NFAT, y por tanto, previniendc la




“transcripcion de genes de citocinas inmunomodutadoras-dependientes de NFAT,
que se produce cuando existe una infeccidn y que dafan 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 localizacion en la célula, es decir, por la
proximidad a su sustrato. Un estudio realizado en el sistema nervioso muestra
que fa PP1 y la PP2A citosdlicas son mas activas que aquellas que se ehcuentran
asociadas & la membrana plasmatica. La baja actividad enzimética de estas
fosfatasas en la membrana se atribuye a la cercania de ofras proteinas que las
regulan negativamente ya gue acfilan como inhibidores endégenos. Por ejlo en
algunos casos, un sitio celular especifico es sindénimo de una forma activa de la
fosfatasa, vy en otros de una forma inactiva (8 y 7). Ofros mecanismos
postraduccionales son también relevantes como moduladores de la actividad de
las PPs: Iz metilacion y la fosforilacion.

i) METILACION

Esta forma de modificacion postraduccional, que se lleva a cabo por una
carboximetiltransferasa, tiene un papel relevante en la regulacién de la actividad
de algunas PPs (6). La PP2A es activada por metilacién del carbone o« del residuo
de leucina 309 en la regidn carboxilo terminal de la subunidad catalitica.
Curiosamente, la secuencia Thr-Pro-Asp-Tyr-Phe-Leu, sitio donde ocurre la
metilacion de la PP2A se conserva desde las levaduras hasta el hombre vy
ademas, se ha observado que la metilacion depende de sefiales exfracelulares,
por lo que se ha sugerido que tiene una funcion reguladora. Tambien la PP2B es
metilada in vitro, pero tiene como consecuerncia la inhibicidn de la enzima (6).

ii) FOSFORILACION

A la fecha, existe un gran nimero de estudios que evidencian que la
fosforitacion es el principal mecanismo de regulacion de las PPs (Tabla I1).

Dependiendo de la clase de fosfatasa, la fosforilacion tiene un efecto
regulador negativo o positivo sobre su actividad. Por ejemplo, la PP1 es fosforilada
y activada por fres cinasas de residuos de serina y/o treonina: la PKA, la cinasa il
de ia caseina y la cdc2 que participa en la progresion del ciclo celular, y ademas,
en residuos de tirosina por la cinasa v-abl. Por su parte, la PP2A es fosforilada,
exclusivamente en la tirosina 307 de la subunidad catalitica por cuatro cinasas Ia
p60"'sr°, pSES"':k y por dos receptores que tienen actividad intrinseca de cinasa de
residuos de tirosina, el receptor para el factor de crecimiento epidermal y el
receptor de insulina. La consecuencia de la fosforilacion sobre la PP2A es su
desactivacion de forma transitoria; mientras que su desfosforifacion la reactiva.
Ademas, la PP2A es fosforilada en residuos de trecnina por la PKCa, hecho que
se relaciona con su reactivacion (5, 6 y 186).

En cuanto a las PTPs, éstas son reguladas principaimente por oxidacion de
un residuo de cisteina del dominio catalitico, dicha madificacitn se asocia con su




Tabla Il.

Resumen de algunas fosfatasas de serina y/o freonina de la familia PPP de
células de mamifero reguladas por fosforilacion, efecto de la fosforilacién
sobre su actividad y cinasas que participan (2, 5y 6).

TIPQ DE RESIDUO EFECTO SOBRE CINASAS QUE
FOSFATASA FOSFORILADO | LA FOSFATASA PARTICIPAN
PP1 tirosina inhibicion p60=S"*
PKA yCinasall
serinaftreonina activacién de la caseina
PP2A tirosina inhibicion p60°S™,  p54-k,
R-EGF y R4
freonina, in vitro inhibicion PKCu
Cinasa ll depen-
PP2B serina activacion diente de Ca**/
calmodulina y
PKC
PP2C No determinado

R-EGF; receptor del factor de crecimiento epidérmico, R-l; receptor de
insulina, PKA; proteina cinasa dependiente de AMP ciclico, PKC; proteina
cinasa dependiente de calcio y de fosfolipidos, p60<>°; proteina celular con
actividad de cinasa de tirosinas identificada en el sarcoma de Rous de 60
kDa, p54"“*; cinasa especifica de linfocitos de 54 kDa. La linea punteada (----)
significa sin informacién.




inhibicion, de tal forma que se ha sugerido que el estado rédox de la célula es
critico en la regulacion de esta clase de fosfatasas (17).

iii} INHIBIDORES DE FOSFATASAS DE SERINA Y/O TREONINA

Otro mecanismo de regulacion de tas fosfatasas es su inhibicion, 1a PP2B, por
ejemplo, se inhibe por fosfato, fluoruro vy pirofosfato a concentraciones en el rango
milimolar. La PP2B es inhibida por drogas inmunosupresoras cuando éstas se
unen a sus receptores o inmunofilinas, ademas, la PP2B tiene en su estructura un
dominio autoinhibitorio en el extremo carboxilo de la sunbunidad A que depende
de iones como el calcio, e} manganeso o el nigque! (6).

Dado que este mecanismo de regulacion es muy importante en la fisiologia de
estas enzimas, el empleo de inhibidores, ya sea de origen natural o sintéticos
representa una herramienta farmacologica indispensable para su estudio. Muchos
inhibidores de fosfatasas son permeables a la membrana plasmética v pueden
bloguear su actividad en la célula intacta. Los inhibidores de origen natural son
metabolitos secundarios producidos como parte de un mecanismo de defensa en
contra de competidores y depredadores por diversos microorganismos tales como
los dinoflagelados, bacterias, hongos, insecios y plantas. Los inhibidores sintéticos
son motéculas disefiadas con base a la estructura de la proteina vy a la naturaleza
de las interacciones que éstas pueden formar con la enzima. Generalmente en
estudios fisiolégicos se emplean inhibidares reversibles, por o que el inhibidor se
asocia y disocia de la enzima dependiendo de su concentracion intracelular. A
una concentracion alta del inhibidor la enzima se inhibe, pero ésta puede
reactivarse si &l inhibidor se difunde.

Sdlo muy pocos inhibidores de fosfatasas endogenos se han identificado en
células de mamifero, el inhibidores 1, el inhibidor 2 y DARFP-32 (Tabla ) que
tienen caracteristicas tanto de un inhibidor competitivo 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
defosforilacién de los inhibidores permite su liberacion de la PP1 y posteriormente
la reactivacion de la fosfatasa. Asi, el control de PP1 por hormonas que
promueven un incremento en la produccion de AMPcC en la célula es muy
importante (6 v 13).

INHIBIDORES DE ORIGEN NATURAL

Entre os compuestos de origen natural con una alia potencia inhibidora para
PP1, PP2A, PP2B y PP2C estan el acido okadaico que se trata de un acido
graso poliéter de 20 carbonos producide por dinoflagelados que se concentran en
{a esponja marnna Hafichondra okadai, su ingestidbn causa envensnamento e
inciuso la muerte; la calcuiina A que se extrae de esponjas mannas; la
microcisiina {heptapéphido ciclico) y la nodularina (pentapéptido cichce) que son
toxinas producidas por cianchacterias del género Microcyshs v Nedulana y ia
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Tabla lll.

Inhibidores de fosfatasas de residuos de serina/ treonina de mamifero (6).

fenoxibencii (1R}
~cis-3+(2,2-dibro-
movinil}-2,dime-
til-ciclopropano
carboxilato §

NOMBRE NOMBRE ICs BLANCO ORDEN DE
COMUN QUIMICO in vitro POTENCIA
Acido okadaico |9,10-Dipitio-9,10- [10-15nM | PP1 PP2A > PP1 >>> PP2B

didehidroacanti- [0.1 nM PP2A
folicina
Tautomicina Policétido 1.0 nM PP1 PPt > PP2A >>> PP2B
10 nM PP2A
Cipermetrina [(R,S)-a-Ciano-3- ;40 pM PP2B PP2B
fenoxibencil-3-
(2,2-diclorovinil)-
2,2-dimetilciclo-
propano carbo-
xilato]
Caliculina A Acido 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 o-Ciano-3- 2-4nM PP2B PP2B
fenoxibencil-o(4-
clorofenil) isova-
lonato
Deltametrina [(S)-u-Ciano-3- |100 pM PP2B PP2B




tautomicina que proviene de fa bacteria Streptomyces spp (8) (Fig.1B y Tabla ).
Todos los compuestos anteriores, ademas de ser inhibidores reversibles son
inhibidores competitivos, inhiben a las enzimas de la familia PPP por su unién a un
grupo de amincacidos localizados fuera del sitio catalitico en la subunidad
catalitca de las fofatasas, estos inhibidores se unen al mismo sitio sobre las
enzimas, pero con diferentes potencias.

La dosis efectiva 50 (ICsp) del inhibidor estad determinada en ensayos in vitro
con la enzima purificada. Es muy comdn que a concentraciones relativamente
altas de un inhibidor selectivo para una fosfatasa se abata la actividad de ofras
fosfatasas, incluso de distintas clases. Por ejemplo, 0.1 nM de acido okadaico
inhibe a fa PP2A, pero 10-15 nM inhibe también a ia PP1 aungue no a la PP2B,
compuestos refacionados con la apomarfing inhiben principalmente a las PTPs,
pero también a la PP2A (Tabla 1} {B).

INHIBIDORES SINTETICOS

La sintesis de inhibidores peptidicos y no-peptidicos 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 reaccidon def ciclo catalitico. Existe un mayor nimero de
inhibidores sintéticos para las PTPs con respecto a las PPs. Asi por ejemplo, un
buen inhibidor peptidico de las PTPs contiene fosfotirosina porgue corresponde al
sitio natural de fosforilacion, en alguros casos la fosfotirosina es sustituida par
tiofosfato, un grupo no hidrolizable. Igualmente para este caso, ha sido importante
considerar en el disefo de estas moléculas a los aminoacidos quée rodean a la
fosfotirosina ya que son importantes para la catalalisis. Se demostrd que se
requiere un minimo de seis aminoacidos para ésta sea eficiente, y que uno solo
puede ser critico para la actividad, como sucede para la PTP de Yersinia, ya que
la sustitucion secuencial de cada aminedcido de un péptido especifico permitié
detectar que al reemplazar el acido glutdmico localizado hacia el extremo amino
de la fosfotirosina por |z alanina reduce hasta 130 veces |a afinidad de la enzima
por su sustrafo.

Por otra parte, dada la susceptibilidad de los inhibidores peptidicos a la
protedlisis, se han desarrollado recientemente inhibidores no-peptidicos,
especialmente para ufilizarse como drogas en la practica médica. El grupo
guimico mas empleado en el disefio de estos Inhibidores es el difluorofosfonato
porgue mimetiza que la fosfotirosina se une con alta afinidad a la PTP.

Il. PROTEINA CINASA C (PKC)

La contraparte de la actividad de las fosfatasas en fa fosforilacion de
proteinas es la actividad de las cinasas. A continuacidn describire las
caracteristicas generales de la  estructura y la funcidn de estas proteinas,
especificarmente de iz proteina cinasa C (PKC).



tautornicina que proviene de la bacteria Strepfomyces spp (6) (Fig. 1By Tabla ill).”
Todos los compuestos antericres, ademas de ser inhibidores reversibles son
inhibidores competitivos, inhiben & las enzimas de la familia PPP por su unién a un
grupo de aminoacidos localizados fuera del sitio catalitico en la subunidad
catalitca de las fofatasas, estos inhibidores se unen at mismo sifio sobre las
enzimas, perc con diferentes potencias.

La dosis efectiva 50 {ICsq) del inhibidor estd determinada en ensayos in vifro
con la enzima purificada. Es muy comun que a concentraciones relativamente
altas de un inhibidor selectivo para una fosfatasa se abata la actividad de otras
fosfatasas, incluso de distintas clases. Por gjemplo, 0.1 nM de acido okadaico
inhibe & 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 SINTETICOS

La sintesis de inhibidores peptidicos y no-peptidicos 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 €l mecanismo de reaccion del ciclo catalitico. Existe un mayor nimero de
inhibidores sintéticos para las PTPs con respecto a las PPs. Asi por ejemplo, un
buen inhibidor peptidico de las PTPs contiene fosfotirosina porque corresponde al
sitio natural de fosforilacidn, en algunos cagos la fosfolirosina es sustituida por
tiofosfato, un grupo no hidrolizable. |gualmente para este caso, ha sido importante
considerar en el disefio de estas moléculas a los aminoacidos que rodean a la
fosfatirosina ya que son imporfantes para la catalalisis. Se demostré que se
requiere un minimo de seis aminoacidos para ésta sea eficiente, y que uno solo
puede ser critico para la actividad, como sucede para lz PTP de Yersinia, yva que
la sustitucian secuencial de cada amincdcido de un péptido especifico permitio
detectar que al reemplazar el acido glutamice 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 peptidicos a la
protedlisis, se han desarrollado recientemente inhibidores no-peptidicos,
especialmente para utilizarse como drogas en la practica médica. El grupo
quimico mas empleado en el disefio de estos inhibidores es el difluorofosfonato
porque mimetiza que la fosfotirosina se une con alta afimdad a la PTP.

IIl. PROTEINA CINASA C (PKC)

La contraparte de ia actividad de las fosfatasas en la fosforilacion de
proteinas es la actividad de las cihasas. A continuacion describiré las
caracterislicas generales de la estructura vy la funcicn de estas proteinas,
especificamente de la proteina cinasa C (PKC).




lla. CLASIFICACION DE LA PKC

La familia de la PKC consta de varias isoformas; al menos 11 son
producios de genes distintos, y una es resuitade de Ia edicidon alternativa de uno
de los genes, por lo que la regulacion 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 convencionaies (a, B, pi, v 1) que requieren
de fosfatidilserina, calcio y 1,2-diacilglicerol (DAG) por lo que ademas son
activadas farmacologicamente por ésteres de forbol como el PMA (del inglés:
Phorbol-13-Mirystate-12-Acetate), las formas no convencionales (g, n, 8,1 vy 8)
con requerimientos similares a fas anteriores, pero independientes de calcio, y las
formas atipicas (£, Ty A) que no requieren ninguno de los cofactores mencionados
{18 y 19}

lb. ESTRUCTURA DE LA PKC

Las distintas Isoformas de la PKC estan 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 hompologia, los dominios C1 a C4 y cinco regiones variables, de V1 a V5,
intercaladas entre las regiones C o constantes (Fig.2) (18 y 19).

El dominio C1 es una region rica en residuos de cisteina; las isoformas gue
responden a PMA tienen dos, y otras como la PKC £ sélo tiene uno per o que no
es activada por estos agentes (19). C1 constituye el sitio de union del DAG vy de
los ésteres de forbol, compuestos que se emplean como activadores
farmacoldgicos de la PKC ya que mimetizan la accidn del DAG sobre la proteina.
Ademas, el dominio C1 se considera el sitio de unién de la cinasa a la membrana
ptasmatica {19).

El dominio C2 contiene el sitio de reconocimiento para fosfolipidos acidos y
el sitio de unién al ion calcio. Se considera que C2 es Ia regién que permite &
interaccion fisica de PKC con ofras proleinas, ya que se trata del sitio de
interaccién con los RACKSs (del ingles: Receptors for Activated PKCs).

Los dominios C3 y C4 se conservan en todas las PKCs de todas las
especles (18 y 19}, C3 tiene la secuencia de cinasa o sitio catalitico de unidn ai
ATP y C4 es |a regidn de reconocimiento del sustrato (19)

La PKC tienen dominios PH (del inglés: Pleckstrin Homology domain) que
determinan su localizacion supceluiar v ef anciaje a la membrana plasmatica. Se
ha encontrado que algunos sustraios de la cinasa y ios RACKSs tienen el dominio
PH, considerado entre ofros como un dominic de interaccion proteina-proteina
(19).
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Fig.2. Estructura de las isoformas convencionales, no-convencionales y
atipicas de la proteina cinasa C (PKC). Dominios conservudos: C1 de unién al
1.2-diacilglicerol (DAG) y ésteres de forbol; C2 de union del calcio y de la
osfatidilserina; C3 de unién del ATP y C4 de unién al sustrato. C2-like; region
similar al dominio €2 de las formas de PKC convencionales, N; extremo amino
ie la proteina, C; extremo carboxilo de la proteina.




lic. MECANISMOS MOLECULARES DE REGULACION DE LA PKC

La funcion de la PKC estd bajo el control de tres mecanismos, la
fosfarilacion, la autoinhibicién reversible por el pseudosustrato y la inhibicion (20).

i} REGULACION DE LA PKC POR EL PSEUDOSUSTRATO

La secuencia autoinhibidora de las PKCs convencionates conocida como
pseudosustrato precede inmediatamente al dominio C1 en el extremo amino de [a
proteina (Fig.2). Por estudios bioquimicos se ha sugerido que el pseudosustrato
es una region protegida de ia protedlisis cuando fa enzima esta inactiva, pero
cuando se activa por fosfatidilserina, caicio, DAG y/o ésteres de forbol, ésta es
facilmente degradada por la tripsina y por la endoproteinasa Arg-C.

Cuando la enzima madura {fosforilada) se encuentra en el citosol tiene una
conformacion inactiva proporcionada por la secuencia autoinhibidora del
pseudosustrato que ocupa el sitio activo. En presencia del ligando (DAG,
fosfolipidos, calcic y/o ésteres de forbol) la enzima madura se transloca a la
membrana plasmatica donde cambia de conformacién lo que permite que el
pseudosustrato sea removido del sitio activo, asf la PKC libre de un impedimento
estérico es capaz de fosforilar al sustrato. Si la enzima tiene la conformacion
desfosforilada el pseudosustrato neo ocupa el sitio activo, sin embargo esta
conformacién es muy importante para que la PDK1 tenga acceso al sitio de
fosforilacion sobre la PKGC e inicie su maduracion.

Se concluye que el pseudosustrato juega dos papeles en la regulacion de la
PKC, modula la fosforilacion de la enzima precursora y regula la actividad de ia
enzima madura {20).

if) FOSFORILACION

En general, las PKCs tiene varios sitios probables de fosforitacion, residuos
de sefina, freonina vy firosina, uno muy importante porque modula posttivamente su
actividad es el sitio fosforilado por la cinasa dependiente de fosfeinositidos
(PKD1), la treonina 500 que se localiza en el dominio de cinasa o dominio de
activacién. Algunos estudics indican que fas isoformas q, Bl y BIl de PKC son
sintetizadas como precursores inactivos v que se requiere de [a fosforilacién para
que se activen, al parecer cada fosfarilacion tiene un significade funcional.

La PKC Bl se fosforila in vivo en tres sitios, las trecninas 500 y 641 y la
serina 600. El analisis bioguimico y estructural de la PKC Bll indica que la
fosforilacion de Ja treonina 500 permite que los residuos de amincacidos que
participan en la catélisis se encuenfren en la posicidn correcta y “dispara” ia
autofosforilacion de la treonina 641 y la serina 680 en el extremo carboxilo. La
autofosforilacién de la serina 6680 se asociz con {a liberacidén de la PKC en el
citosol.




Por otra parte, la desfosforitacion diferencial de 1a treonina 500 y ia serina
660 por fa PP2A vy de los tres sitios por la PP1, sugiere que todos los sitios de
fosforilacion de la PKC son importantes para su funcién y para su localizacién
subcelutar {21).

iii) 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 aclividad. No obstante, son muy
pocos los agentes farmacologicos que muestran una selectividad buena, o que
pueden ser ulitizados in vivo ya que la mayoria de los compuestos disefiados
actlan sobre otras cinasas o sobre varias isoformas de la misma familia, y otros
soh impermeables a la ¢célula intacta (6 y 28).

INHIBIDORES NATURALES Y SINTETICOS

Los inhibidores de PKC se clasifican, de acuerdo al sitio de interaccién dentro
de la estructura de la proteina, en reversibles y no-competitivos ¢ en reversibies y
competitivos. Los primeros son moléculas que se unen al dominio regulador ya
sea en el sitio blanco de unidn de fosfolipidos 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 union del ATP.

Estos inhibidores tienen selectividad por PKC o por isoformas individuales,
pero también por ofras cinasas. La estaurosporina, un alcaloide microbiano
identificado hace 20 afios como un potente inhibidor de la PKC, compite por el sitio
de union del ATP y puede inhibir potencialmente tanto, cinasas de residuos de
serina y/o treonina como cinasas de tirosina y no presenta especificidad por
isoformas de la PKC {Tabla V). Sin embargo, la estaurosporina se trata de un
compuesto basico cuya formula quimica se ha utlizado para el disefio de muchos
nuevos inhibidores sintélicos, tales como el indolocarbaxo! v ta bisindolilmaleimida
(Tabla V). Inhibidores de este Gltimo grupe como el Ro 318220, el cual tiene un
grupo alquilo con un sustituyente catidnico, produce una inhibicién simifar de las
isoformas f3, y v € de la PKC (Tabla V) (28).

igual que en el caso de las cinasas de residuos de serina/trecnina, los
productos naturales son fuente de inhibidores de cinasas de residuos de tirosina,
un gjemplo es la genisteina, un inihibidor competitivo producido por cepas de
Pseudomonas {Tabla |V).

INHIBICION DE PKC POR SECUENCIAS ANTISENTIDO DEL RNA mensajero
{(RNAM)

La especificidad de los oligonucledtidos {secuencias antisentido de un gene
que  bloguean la expresion del RNAm blanco) ha permitido que sean
considerados inhibidores especificos de las 1soformas de PKC, ademés de que se




Inhibidores especificos de cinasas de

Tabla IV.

residuos de serinaftreonina, de

cinasas de residuos de tirosina y de la cinasa de [a posicion 3 del anillo de

inositol (PI-3K).

NOMB,RE NOMBRE ICs0 0 Ki BLANCO ORDEN DE
COMUN QUIMICO POTENCIA
. {3-[1-[3-(Amidinotio) | 10 nM PKC . -
Ro-318220 propil-1H-indol-3il)- |47 uM CaMK PKC > PKA > CaMK
3-{1-metil-1H-indol- | 900 nM PKA
3-il)-maleimida me-
tano sulfonato}
i 1H-indol[2,3-a]pirrol | 0.7 nM PKC - G ~ >
Estaurosporina [3.4.0] Carbarol 7.0 it PKA (P:KI\CIIK PK PKA
20 nM CaMK a
8.5 nM PKG
Genisteina 4,5,7-Trihidroxiiso- 2.6 uM R-EGF y R-EGFE - otras
flavona otras cina- inasas
sas de cin
tirosina
Bisindolilmalei- 2-[1,(3-dimetilamino-| 100 n™M PKC PKC
mida propil)-1H-indol-3il}-
3(1H-indol-3-11) ma-
leimida
Wortmanina {15-(1e,6ba,9ap, 11, | 3.0 nM PL3K PI-3K >> MAPK~ MLK
11b8)]-11({Acetoxi)- {200-300nM | MAPK y
1,6b7,8,9a,10,11,11b MLK

-octahidro-1-{meto-
ximetil}9a,1th-dime-
til-3H-furo-[4,3,de]
indeno-4,5-h]-2 ben-
zopirano-3,6,a-trio-

na
i)

PKA; proteina cinasa dependiente de AMPc, CaMK; ¢inasa |l de la proteina dependiente de
calcio-calmodulina, R-EGF; receptor del factor de crecimiento epidérmico, MLK; cinasa de la
cadena ligera de la miosina, MAPK; proteina cinasa activada por mitdgenos.




reconozcan como compuestos ferapéuticos ufiizados en padecimientos que
- dependen de la actividad de estas enzimas ya que presentan poco o ningan efecto
inespecifico (29).

Algunos estudios realizados en carcinomas de pulmén y de vejiga revelan que
el oligonucledtido antisentido fosforotioato lamado 1813521 o CGPG4128A que
hibrida con la secuencia 3’ no traducida del RNAmM de la PKCa de humano,
reduce la expresion de PKCa con ICsp de 100 nM. El mismo oligonucledtido,
solo o en combinacion con agentes quimioterapéuticos estandar, es capaz de
inhibir el crecimiento de una gran variedad de lineas celulares tumorales, lo que
indica su alto potencial terapéutico (29).

ACTIVADORES NATURALES DE LA PKC

A diferencia de lo gue sucede con las fosfatasas, para el estudio de la
funcién de las cinasas si existen compuestos que se comportan como activadores.
La clase pringipal de activadores de la PKC consta de moléculas conocidas como
ésteres de forbol (20). El PMA, un diterpeno que se extrae de las semiillas del arbol
Croton tiglium tiene una region en su estructura similar at DAG, ambos aumentan
ia 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 Thymelea hirsuta que activa in vivoa PKC «, Bl y
v a una concentracidn de 1000 ng/ml. La sapintoxina A derivada de Sapium
indicum activa a todas las isoformas, excepto a la PKC &. Sapintoxina D,
mezereina, indolactam V v resiniferatoxina activan preferenciaimente a ia PKC a.
De estos compuestos todavia no se conoce el mecanismo de accion, pero al
parecer no compiten por el sitio de unidn 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 actian
come reguladores positivos de la PKC al tratarse de proteinas ricas en residuos de
arginina, propiedad que las hace capaces de desplazar al pseudosustrato del sifio
activo de la enzima (20).

Los estudios de especificidad de los activadores de PKC han demostrado
que la proteina es muy afin por el esqueleto de glicerol vy por las mitades
hidrofiticas de los diglicéricos (30).

lid. FUNCION DE LA PKC EN LA CEL.ULA

La PKC es una enzima citoplasmica que fosforila residucs de serina y
treonina de sustratos gue participan en un gran nimero de fenémenos celulares;
contraccion, proliferacion, diferenciacion, respuestas del sistema inmune, proceso
mflamatorip, activacion de plaguetas, neutrdfiles, macrdfagos, hnfocitos vy
fibroblastos (21). También participa en fendmenos como la desensibilizacidon o
pérdida de la respuesta de receptores, modulacion de la estructura de la




membrana, reguiacidn de la transcripcidbn o en procesos que terminan en e
aprendizaje y la memoria (22).

Mas recientemente se ha definide [a participacion de las distintas isoformas
de PKC en procesos celulares especificos, por ejemplo, en neutréfilos la PKC 8
fosforila al receptor p60 del factor de necrosis tumaoral en respuesta al ligando del
receptor (TNFca), fosforilacion especificamente en residuos de serina que se
asocia con su desensibilizacion {23). PKC & participa en la activacidn de linfocitos
T (24). PKC ¢, 8 y 0 se requieren para inhibir la activacion de la cinasa de tirosina
del receptor de insulina (25). PKC ¢ se requiere para activar la via de la MAPK
(ERK1/2) (28). La fosforilacion por PKC « estimula la actividad de la cinasa AKT y
evita la apoptosis (27), etcetera.

lll. DESENSIBILIZACION DE RECEPTORES

tJno de los fenémenos celulares que regulan ia fransduccion de sefiales,
en especial la de los receptores acopladaos a proteinas G, es la desensibilizacidn,
término que se aplica a la disminucion o pérdida total de la respuesta como efecto
de la exposicion prolongada de la célula a un estimulo.

Desde et punio de vista operativo se denomina desensibilizacion
homéloga a la que inducen agonistas sobre su propio receptor. Se denomina
desensibilizacion heterdloga a aquella inducida por otro tipo de agente.

Desde el punto de vista molecular sabemos, en general, que en el primer
tipo de desensibilizacion, el receptor en respuesta a la union dei ligando activa a
la proteina G heterolrimérica que libera a las subunidades Py, 1as cuales asociadas
a la membrana plasmatica junto con fosfatidilinosito! funcionan come acarreadores
de las cinasas especificas de receptores acoplados a proteinas G (GRKs) al
unirse a su extremo carboxilo. La cercania de la GRK con el receptor permite su
fosforilacion, modificacién que lo hace mas afin por la proteina llamada arrestina.
La nueva localizacidon de la arrestina interfiere con la interaccién gue existe
normalmente, entre el receptor v la proteina G, y ademas, estabiliza e! estado
desacoplado del receptor, por lo que no hay transmisidn de la sefial. La arrestina,
junto con ofras proteinas, tales como la clatrina y fa dinamina {enzima que
hidroliza GTP) inician la internalizacién de los receptores fosforilados en vesiculas
(31) (Fig. 3).

En el segundo tipo de desensibilizacion, el recepter activado por su igando
estimula a la proteina G, y esta a su vez, a la proteina efectora ya sea la
fosfolipasa C (PLC) o la adenilato ciclasa (AC) por ejemplo. Estos efectores a
través de DAG y AMP ciclico aclivan cinasas moduladas por segundos
mensajeros, la PKC v la PKA que al fosforilar distintas clases de receptores
provocan ia perdida de respuesta a un estimulo susecuente (Fig.3). Algunas
evidencias sugieren que en este tipo de desensibilizacién también participan
cinasas de residuos de tirosina {(31).




membrana, regulacién de la transcripcion o en procesos que terminan en el
aprendizaje y la memoria (22).

Mas recientemente se ha definido la participacion de las distintas isoformas
de PKC en procesos cefulares especificos, por ejemplo, en neutrdfilos ta PKC 8
fosforila al receptor p60 del factor de necrosis tumoral en respuesta al ligando del
receptor (TNFa), fosforilacion especificamente en residuos de serina que se
asocia con su desensibilizacion (23). PKC = pariicipa en la activacion de [infocitos
T (24). PKC «, & vy @ se requieren para inhibir la activacion de la cinasa de firosina
del receptor de insulina (25). PKC ¢ se requiere para activar ia via de la MAPK
{ERK1/2) (26). La fosforilacion por PKC « estimula la actividad de la cinasa AKT y
evita [a apoptosis (27}, efcétera.

{Il. DESENSIBILIZACION DE RECEPTORES

Uno de los fendmenos celulares que regulan la transduccion de sefiales,
en especial la de los receptores acoplados a proteinas G, es la desensibilizacion,
término gue se aplica a la disminucion o perdida total de la respuesta como efecto
de la exposicion prolongada de la célula a un estimulo.

Desde el puntc de vista operativo se denomina desensibilizacion
homéloga a la que inducen agonistas sobre su propio receptor. Se denomina
desensibilizacion heterdloga a aguella inducida por otro tipo de agente.

Desde el punto de vista molecular sabemos, en general, que en el primer
tipo de desensibilizacion, el receptor en respuesta a la unién del ligando activa a
la proteina G heterotrimérica que libera a las subunidades By, las cuales asociadas
a la membrana plasmatica junto con fosfatidilinositol funcionan como acarreadores
de las cinasas especificas de receptores acoplados a proteinas G (GRKs) al
unirse a su extremo carboxilo. La cercania de 1a GRK con el receptor permite su
fosforilacion, maodificacion que lo hace mas zfin por la proteina llamada arrestina.
La nueva localizacion de la arrestina interfiere con la interaccion que existe
normalmente, entre el receptor vy la proteina G, y ademas, estabiliza el estado
desacoplado del receptor, por 1o que no hay transmision de la sefial. La arrestina,
junto con otras proteinas, tales como la clatrina y la dinamina (enzima que
hidroliza GTP) inician ia internalizacion de los receptores fosforitados en vesicuias
(31} (Fig 3).

En et segundo tipo de desensibilizacion, el receptor activado por su ligando
estimula a la proteina G, y esta a su vez, a la profeina efectora va sea ia
fosfolipasa € (PLC) o la adenilate ciclasa {AC) par ejemplo. Estos efectores a
través de DAG y AMP ciclico 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 desensibilizacidon también participan
cinasas de residucs de tirosina (31).
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Fig.3. Mecanismo de desensibilizacion y resensibilizacién del receptor f,-
adrenérgico (,-AR). El B,-AR al ser activado por su agonista {A) adquiere un estado
de alta afinidad, se acopla a ta proteina Gs y a la adenilato ciclasa (AC) para generar
AMP ciclico {AMPc) que activa a la PKA, cinasa que fosforila al (,~A y baja su
afinidad. Por otra parte, el 3,-AR en respuesta al agonista es fosforilado por una
cinasa especifica (GRK} y se internaliza en vesiculas de clatrina que se desprenden
de la membrana plasmatica por efecto de la dinamina. Una disminucion en el pH
interno de las vesiculas ocasiona un cambio conformacional del [3,-AR que permite la
interaccion de una fosfatasa (PP) que lo desfosforila para que regrese nuevamente a
ta superficie de la célula.




Si bien, la desensibilizacion se asocia principalmente con la fosforilacion del
receptor, igualmente se ha observado que la disminucién en la respuesta es
consecuencia de la internalizacion y/o de fa degradacion © inhibicidn de la
expresion del receptor. Aveces, la desensibilizacidn es consecuencia de dos o
mas eventos {31, 32 y 33).

Un estudio realizado también con €l B>-AR muestra que la recuperacion de
{a respuesta o resensibilizacion, se relaciona con la desfosforilacion del receptor.
En ella participan fosfatasas clase 1, 2A y 2B. Una disminucion del pH interno de
las vesiculas, induce un cambio conformacional de los receptores fosforilados, que
permite la asociacidon de fosfatasas vesiculares, y posteriormente el reciclaje de
los receptores, nuevamente a la membrana plasmatica {34).

i) FOSFORILACION DEL RECEPTOR

Algunos receptores acoplados a proteinas G se desensibilizan por
fosforilacién. Los recepiores Be-adrenérgicos, receptores de lutropina, receptores
aq-adrenergicos y receptores muscarinicos (35, 36, 37 y 38) son fosforilados por
cinasas de tres tipos: PKC y PKA, reguladas por segundos mensajeros; por GRKs,
especificas de receptores de siete dominios transmembranales y por receptores
con actividad infrinseca de cinasa de tirosina (39). El equilibrio del estado de
fosforilacion de los receptores membranzles es muy importante, ya que como
mencione anteriormente, su resensibilizacion requiere de la desfosforilacion (40).

ii) DESACOPLAMIENTO ENTRE EL RECEPTOR Y LA PROTEINA G

Las proteinas G, llamadas asi porque unen nucleodtidos de guanina, estan
conformadas por tres subunidades conocidas como o, By v, de las cuales se
conocen 20, 5 y 12 entidades molecutares, respectivamente. Estas proteinas con
actividad de GTPasa son elementos indispensables en la transduccion de
sefiales, va que tanto la subunidad o como el dimero By tienen numerosos
efectores intracelulares {41).

En algunos casos, la desensibilizacion es independiente de lz fosforilacion del
receptor, como sucede en el sistemna del receptor para la hormona paratiroidea.
No obstante que el receptor es fosforilade por la GRK2 después de la union del
ligando, dicha modificacidn no da lugar a la pérdida de la respuesta. En este
sistema transduccional, la desensibilizacion es consecuencia de la interaccion
directa del receptor y ta GRK2, interaccion que bloquea la transmision de fa sefal,
como resultade de una disminucidn de la actividad de GTPasa de la proteina G
{42y,

En ofros sistemas algunas proteinas como la fosducina o la calmodulina,
funcicnan como trampas de los dimeros fy, regulando indirectamente la
interaccion entre la proteina G v el receptor y por tanto la desensibilizacién. Lo que
sucede es que al no enconirarse dimeros Bv disponibles para asociarse con las
subunidades ¢ no se forman proteinas G heterctriméricas susceptibles de la
activacion por receptores (43)



Otros moduladores de la transduccion de sefiales son las proteinas llamadas
RGS {Regulators of G-protein Signalling} 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 rapido de la sefial mediada
por las proteinas Gi/o y transducina. En la adaptacién de las células como
mecanismo de desensibilizacion/resensibilizacién, la sobreexpresion de estas
proteinas especificas, la cual es modufada en ocasiones por segundos
mensajeros como el calcio y el AMP ciclico, funciona como un mecanismeo de
retroalimentacion negativa de la transduccion, pero que reguiere de mas tiempo
porque implica la transcripcion y la traduccion de |a proteina (44).

IV. COMPLEJOS MULTIPROTEICOS

La formacién de médutos integrados por la proteina sustrato, cinasas y
fosfatasas, ademéas de otros reguladores de la funcion del sistema transduccional
puede explicar, en parte, la fina y rapida regulacion de la transmisién de la sefal
mediada por la fosforilacién de proteinas.

El descubrimientc de numerosas protelnas andamio, de anclaje o
adaptadoras para otras proteinas, ha revolucionado la idea dé que una via de
transduccion consta de proteinas aisladas, localizadas en el citosol de la célula v
que participan sélamente cuando son activadas por un segundo mensajero que
ha logrado difundir hasta donde ésta se encuentra.

Las proteinas adaptadoras permiten, por una parte, la localizacion
especifica en la célula de las proteinas que participan en la via de fransduccion
pero ademas, permiten la asociacion directa de ofros elementos reguladores.
Estas proteinas funcionan como multicontactos ya gque cuentan con varios
dominios en sus secuencias primarias, considerados como sitios de interaccion
proteina-proteina. Es el caso de los dominios: FDZ (Post-synaptic density protein-
95, Dig, ZO-1), SHZ, SH3 (Src Homology 2 and 3}, DD (Death Domain), ITAM
{Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) o el dominio SAM (Sterile
Alpha Motif) de proteinas involucradas en el desrrollo de Drosophila v en la
diferenciacion sexual de algunas levaduras, entre otros (45).

El receptor para el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-R)
tiene una regidon intracelular con varios dominios de unidn para proteinas
citoplasmicas, una regidon transmembranal y un dominio catalitico intracelular.
Estos receptores son el prototipo de los sistemas transduccionales que amplifican
la sefial a través de la interaccion fisica del receptor con numerosas proteinas
(46). La transduccion de {a sefal consiste en la autofosforilacion del PDGF-R en
residucs de tirosina y su dimerizacdn cuande éste ha side aclivade por el
mensajero primario  Las fosforilaciones en residucs de tirosina permiten la
interaccian del receptor con  un numero grande de enzimas tales como la
fosfolipasa Cy, ia subunidad de 85 kDa de la PI-3K, la proteina activadora de
GTPasa (GAP), la proteina 2 de union al receptor {(Grb2), ta fosfatasa de residuos
de tirosina (SHPTP-2) y vanos miembros de la famiia de cinasas de trosina (Src}
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Las proteinas adaptadoras permiten, por una parte, la localizacion
especifica en la célula de las proteinas que participan en la via de transduccién
pero ademas, permiten la asociacion directa de otros elementos reguladores.
Estas proteinas funcionan como multicontactos ya que cuentan con varios
dominios en sus secuencias primarias, considerados como sitios de interaccion
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95, Dlg, Z0-1), 8H2, SH3 (Src Homology 2 and 3), DD (Death Domain), ITAM
{Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) o el dominio SAM (Sterile
Alpha Motif) de proteinas involucradas en el desrrollo de Droscphila v en la
diferenciacion sexual de algunas levaduras, entre otros (45).

El receptor para el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-R)
tiene una regidn intracelular con varios dominios de unidn para proteings
citoplasmicas, una region transmembranal y un dominio catalitico intracelular.
Estos receptores son el prototipo de los sistemas transduccionales que amplifican
l2 sefial a través de la interaccion fisica del receptor con numerosas proteinas
(48). L.a transduccion de la sefal consiste en la autofosforilacion del PDGF-R en
residuos de tirosina y su dimerizacion cuandc éste ha sido activado por el
mensajero primario. Las fosforilaciones en residucs de tirosina permiten Ia
interaccion del receptor con  un numero grande de enzimas tales comc [a
fosfolipasa Cy, la subunidad de 8% kDa de la PI-3K, la proteina activadora de
GTPasa (GAP), ia proteina 2 de union al receptor (Grb2), la fosfatasa de residuos
de twosina (SHPTP-2) y varios miembros de ia familia de cinasas de tirosina (Src)
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{45). L& alta afinidad de interaccion receptor/proteina es el resultado de la union
de dominios de aproximadamente 100 aminoacidos conccidos como SH2 que
reconocen, precisamente, a las tirosinas fosforiladas del receptor (45). Algunas
interacciones entre las proteinas que conforman la via del PDGF-R se forman
entre dominios SH2 y dominios SH3, estos Ultimos reconocen regiones ricas en
prolina {(46).

Otro ejemplo claro de la modulacion por medio de complejos multiprotéicos
es la transmisién sindptica, mediada por los receptores canal de N-metjl-D-
aspartato (NMDA). La fosforilacion del canal idnico por PKA amplifica [as
corrientes eléctricas, mientras que la desfosforilacion por la PP1 las inhibe (47).
Recientemente se demostré que la eficacia de la transmision sinaptica se debe al
moduto formado por el receptor, la fosfatasa y la cinasa, todos unidos por “yotiao”,
proteina que interactia con la region carboxilo terminal del canal ya que esta
cuenta con sitios de interaccion proteina-proteina (48).

La fofotransduccion en insectos es otro fendmeno celular en donde los
modulos fransduccionales son relevantes. Este proceso gue comienza con la
activacion del receptor de siete dominios fransmembranales, seguido por el
acoplamiento a la proteina G, activacidon de la fosfolipasa C, generacion de 1Py y
DAG, apertura y modulacion de dos canales idnicos activados por la luz de
potencial transitorio (TRP y TRP-like) y la subsecuente activacién de PKC, con el
proposito de desactivar la respuesta a 1a luz y adaptarse, ocurre en milisegundos.
& Como es esto posible? INAD (Inactivation-No-Afterpotential-D), una proteina con
multiples dominios PDZ forma un transducisoma con la PKC, TRP, la calmodulina
y la fosfolipasa C, manteniéndalos en gran proximidad, aislados de otras vias y
promoviendo una rapida interaccidn entre los distintos participantes, regulando en
muy poco tiempo la sensibilidad a la luz (48).

Los modulos protéicos también son importantes en la comunicacion
cruzada. El receptor de insulina (I-R} puede interactuar directamente con algunas
isoformas de la PKC. La fosforilacion del [-R en residuos de serina y treonina, al
parecer, es un evento crucial para una adecuada seleccion intracelular del [-R
hacia la via de degradacién en lisozomas (50). De la misma forma el receptor del
factor de necrosis tumorat alfa (TNFo-R) puede asociarse a distintas isoformas de
la PKC, la fosofrilacion en residuos de serina se asocia con la insensibilidad del
receptor (23).

Entre las proteinas de anclaje descubiertas, sobresale Ja familia de las
AKAPs {A-Kinase-Anchoring-Protein). A la fecha se han identificado 36 AKAPs,
cada una contiene una hélice anfipatica conservada responsable de su asociacion
a la subunidad reguladora 1l de la PKA v a ofras proteinas (51).

Por otra parte, algunas proteinas implicadas en diversas funciones
calulares como la PP2A, una enzima altamente regulada por metilacion vy
fosforilacion, es capaz de formar complejos estables con una gran cantidad de
proteinas. Por ejemplo con cinasas (cinasa de la subunidad ribosomel SB, cinasa
de la caseina I}, Raf-1, JAKZ2), con proteinas virales (proteina pequefia 8v40,
proteina pequefia t del poliomavirus, adenovirus E4) y otras (TAU, ciclina Gf,
caspasa-3} (52).
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V. RECEPTORES ADRENERGICOS

En este apartado describiré las caracteristicas, vias de fransduccion,
regulacién y efectos celulares de los receptores adrenérgicos, en particular de los
receptores as-adrenérgicos (u1-AR) por fratarse del modelo de estudio del
presente trabajo.

Los ligandos naturales de los receptores adrenérgicos son la adrenalina y ia
noradrenalina, hormona y neurortransmisor respectivamente (53). Ambos son
catecolaminas, es decir aminas fendlicas dihidroxiladas, secretadas en la porcién
interna de la médula de la glandula adrenal en respuesta a sefiales del sistema
nervioso central {53).

La adrenalina normalmente circula en [a sangre con una concentracion de
107" M, la cual en un estimulo de alarma se eleva hasta 1000 veces en segundos
0 minutos. Esta hormona incrementa la velocidad del latido del corazdn; la presidn
sanguinea y causa dilatacion de las vias respiratorias, que en conjunto,
incrementan el O; liberado a los tefidos, especialmente al midsculo. Tiene efectos
metabolicos como el incremento en la degradacion de glucdgeno vy la disminucién
de la sintesis de glucogeno, incrementa la produccion de glucosa por ia
gluconeogénesis en el higado, incrementa la glucdlisis y la movilizacion de los
acidos grasos en el musculo; ademas, aumenta la secrecién de glucagon y
disminuye la secrecion de insulina en el tejido adiposo. También es mediadora de
la contraccion, relajacion, proliferacién celular, por mencionar algunos (53}).

A la fecha se sabe de la existencia de tres tipos de receptores
adrenérgicos: P-, as- ¥ op-adrenérgicos, clasificacion que ha crecido gracias a los
numerosos estudios farmacologicos, bioguimicos y moleculares de estos
receptores. Para la [V International Union Pharmacology Nomenclature of
Adrenocepfors estos receptores se dividen cada uno en tres subtipos, por lo que
se conoce un total de nueve receplores adrenergicos diferentes (54).

Va. CLASIFICACION DE LOS RECEPTORES ADRENERGICOS

ta primera clasificacion de los receptores adrenérgicos fue realizada por el
grupo de Ahlquist en 1248 con base a las diferencias observadas en los efectos
que generarcn seis aminas simpatomiméticas en distintas preparaciones de
musculo, en donde algunas de las sustancias relejaban y ofras contraian el tejido,
dependiendo de la concentracion empleada. Se identificaron inicizimente dos tipos
de receptores, los - y los a-adrenérgicos (55).

Posteriormente, en 1967 Lands y colaboradores descubrieton que existen
dos clases de recepiores p-adrenérgicos, el By y el Pz (568) y muchos arios
después se identificd un nuevo subtipo, el Ba-adrenergico (57).

Langer en 1977, identifico a los receptores a-adrenérgicos y los  dividid en
receptores presinapticos y receptores postsinapticos por su  localizacidn
anatomica (58). En el mismo afio, los doctores Berthelsen y Pettinger los
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dividieron con base en su farmacologia en los subtipos a4- v a-adrenérgicos (59),
mientras que los doctores Fain y Garcia-Sainz los dividieron en los mismos dos
tipos de receptores, pero de acuerdo a su sistema de transduccion (60).
Actualmente, tres subtipos de receplores aq-adrenérgicos (a1-AR) han sido
clonados: el 01a-AR, el a1,-AR vy el a-AR (61, 62 y 63).
E! siguiente diagrama muestra la superfamilia de receptores adrenérgicos

que estd conformada por ires fipos de receptores, cada uno dividido en tres
subtipos.
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la expresidn de estos receptores es tejido-especifico, el awAR por
elemplo se expresa en higado, cerebro, corazén, rifdn y pulméon de rata (64); v
aunque todos se acoplan al sistema de fosfoinositidos-calcio (FI-Ca®*'} por medio
de proteinas G de la famitia Gq (65 y 66), se les relaciona a cada uno con
funciones gue dependen del sistema celular. En particular, la activacién del ai,-AR
se relaciona con la liberacién de acido araquiddnico, con la transformacion
neoplasica y con la produccidn de AMPc (84). Los genes de los receptores
adrenérgicos se localizan en cromoscmas diferentes. La localizacion del aq, AR
esta en & 8, el wp-AR en el 5032-q34 y el 04-AR en el cromosoma 20p13. El
RNAm de cada recepior se expresa en forma paralela en los diferentes tejidos
(B67).

Los tres subtipos de o-AR  tienen un nimero similar de aminoacidos con
pequefias diferencias en su estructura general, el o),-AR tiene 466 aminoacidos,
el up-AR tiene 515 aminoacidos y el o,-AR tigne 560 aminoacidos.




Vc. ESTRUCTURA DE LOS a4-AR

E! modelo de hidrofobicidad de ios recepliores adrenérgicos predice gue son
proteinas de siete dominios transmembranales i, I, I, IV, V, VI y VII formados por
aminoécidos hidrofobicos acomodados en a-hélices, unidos entre si por tres asas
extracelulares vy tres asas intracelulares (Fig.4).

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

Los receptores adrenérgicos tienen modificaciones postraduccionales. En
el extremo amino tienen enlaces N-glicosidicos con carbohidratos en residuos de
arginina. El extremo carboxilo puede ser palmitoilado, lo gue regula el
acoplamiento del receptor con la proteina G y su unién a fa membrana plasmatica
(67). Este extremo al igual la tercera asa pueden ser fosforilados. En particular, el
aw-AR se fosforila en las serinas 404, 408 v 410 por GRK2 v GRK3 en respuesta
al agonista y en las serinas 394 y 400 por [aPKC (70) (Fig.4).

Vd. SISTEMAS DE TRANSDUCCION DE LOS a1-AR
i} SISTEMA DE RECAMBIO DE FOSFOINOSITIDOS-CALC!O (Fl-calcio)

Los fres subtipos de o+-ARs se acaplan al sistema Fl-calcio, en el cual
participan las siguientes proteinas membranales: receptores, proteinas G
heterotriméricas de la familia Gg y la fosfolipasa Cp (FLCP) {Fig.5).

Les o4-ARs al ser activados por su ligando se acoplan a la proteina Ggq,
generando por medio de la FLCB dos segundos mensajeros: el DAG y el IPs a
partir del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfata (IP2) membranzl. El DAG activa a la PKC y
el 1P, al difundir y unirse a su receptor tipo canal en el reticulo endoplasmico
permite fa liberacion de calcio al citonlasma, de tal manera que se eleva su
concentracion en el interior de la celuta (71) (Fig.5). La concentracién de calcio en
condiciones normales se mantiene en el orden de 107M por 2 accidn del reticulo
endoplasmico, mitocondrias y membrana plasmatica (72}.

ii) SISTEMA DE LA PROTEINA CINASA ACTIVADA POR MITOGENOS (MAPK)

Aun cuando se ha sugerido recientemente que los tres subtipos de w1-ARS
pueden mediar funciones distintas debido a un acoplamiento a varias vias de
transduccian, como 1os a1a-ARS que se sabe estimulan canales de calcio tipo-L en
venas deferentes de rata y los a4-ARS que estimulan a la fosfolipasa C en bazo
de rata, su papel especifico todavia no es claro, por lo que probablemente a la
clonacién del DNA complementario (cONA) de los tres subtipos le sigue un
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ig.4. Estructura del receptor o,,-adrenérgico (a,-AR) de hamster. El o4,-AR esta
ormado por siete regiones transmembranales (I a Vil) conservadas en un 80% entre
s tres subtipos de receptores, el dominio amino terminal es extracelular {N-
erminal) y tiene cuatro sitios consenso de glicosilacion (argininas 10, 24, 29 y3i4) y
n dominio carboxilo terminal que es intracelular (C-terminal) con sitios consenso
e fosforilacién por la PKC (serinas 394 y 400) y por la GRK {serinas 404, 408 y 410).
itros sitios probables de fosforilacién se encuentran en la segunda y tercera asas
racelulares y también en el dominio C-terminal, cuyo papel no se ha determinado,
si como tres residuos de tirosina en estas mismas regiones del receptor.




1.5. Sistema de transduccidn del receptor ¢, -adrenérgico {¢,,-AR). La activacion del
eptor por su agaonista {A) induce su acoplamiento con la proteina heterotrimérica Gq

S

activa a Ia fosfolipasa Cp (PLCR), enzima que hidrofiza al fosfatidilinositol4,5-
fosfato (Pl-4,5-biP) de a membrana plasimatica y genera dos segundos mensajeros:
|,2-diaciiglicerol {DAG) cuyo blanco es 1a PKC y el fosfatidilinosito) 1,4,5-trisfosfato
J, ef cual promueve la liberacion de calcio {Ca?) del reticulo endopiasmico {(RE). La
C participa en miulitiples respuestas ceiulares, por ejemplo, estimula la expresion de

proto-ancogenes ¢-fos y c-jun. El PMA ({Phorbol-Mirystate-Acetate} activa
retamente a la PKC




ntmero grande de estudios comparativos de la funcion y expresién de cada uno
con el fin de contestar esta pregunta.

Algunos estudios han demostrado que cualitativamente el a2-AR, €l oqy-
AR vy el aig-AR activan las mismas vias de transduccion, ademas de la via de FI-
calcio, como la via de la fosfolipasa D y la via de tfa MAPK o de cinasas
relacionadas con ésta como p38 y JNK (¢inasa del extremo amino de Jun) (Fig.6).
Nosotros demostramos en fibroblastos de ia linea celular Rat-1 que el orden de
potencia de liberacion de calcio intracelular es distinto: otz > cip > a4q, Orden gue
corresponde a la activacion de [a expresion de los proto-oncogenes ¢-fos y c-jun
(73). Sin embargo, también se ha observado que los subtipos o4-AR pueden
mediar efectos opuestos. En las células COS7, mientras que el a1.-AR induce una
mayor liberacion de calcio, en comparacién con el oy~ v el c1e-AR, es el subtipo
aic-AR el que promueve la proliferacion celular y el aq,-AR la inhibe (74). Es claro
que ias respuestas generadas por cada receptor pueden variar segun el tejido o
tipo celutar (74).

iii) COMUNICACION CRUZADA (Cross-talk).

lgualmente, se ha demostrado que los a4,-AR son capaces de modular la
respuesta a la interleucina 6 (IL-6), una citocina implicada en funciones como la
hematopoiésis, respusstas inmune, humoral y neuronat o en la regulacion del
sistema hepatico al producir una gran cantidad de proteinas de fase aguda. La
activacion de los aw-AR  disminuye notablemente la accion del factor de
transcripcion STAT3 activado por IL-6 (75). El mecanismo molecular no se conoce
todavia.

La transmodulacion del asp-AR por olros receptores se ha demostrado con
claridad. Receptores de siete dominios transmembranales, por ejemplo, los
receptores de endotelina-1 o receptores del acido lisofosfatidico, son capaces al
ser activados por su ligando de inducir 1a fosforilacion y desensibilizacion de este
receptor adrenérgico (76 y 77). Ademas, la fosiorilacion del a.1p-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,
fosforitacion asociada con la desensibilizacion det receptor (78).

25




oot s Yoo Wl we W vt

v

Expresion de genes

5. Comunicacion cruzada (Cross-talk) entre el sistema de transduccion del «,,-AR, el
xma de transduccion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (R-EGF) y el
ma del receptor del acido lisofosfatidico (R-LPA). Los tres subtipos de receptores
nergicos inducen la activacion de la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK),
t cinasa del extremo amino terminal de la proteina JUN (JNK) y de p38. Los factores de
scripcién fosforilados por estas cinasas, incluyendo a la PKC, regulan la expresion de
gran cantidad de genes. La activacion tanto del R-EGF como del R-LPA induce ia
orilacion y desensibilizacién del o,,-AR a través de un mecanismo en el que participa
I-3K. Al parecer, el dimero [y de las proteinas Gq y Gi tiene un papel clave en la
comunicacion de estos sistemas. El simbolo (?) significa que |a interaccién entre las
einas todavia no se ha probado experimentalmente, algunos resultados obtenidos en
stro grupo y on otros sugieren esta secuencia en la amplificacion de 1a senal.




VI. ANTECEDENTES DEL TRABAJO DE TESIS

En general, la fosforilacion de los receptores de siete dominios
transmembranales acoplados a proteinas G esta asociada a la desensibilizacién
del receptor, mientras que su desfosforilacion estd asoctada a la resensibilizacion
(39 y 40).

La noradrenalina incrementa la fosforitacion del ay-AR (78) v los sitios
potenciales de fosforitacion que se han definido como importantes en la
desensibilizacion homologa del ¢.,-AR son las serinas 404, 408 y 410, sustratos
de las cinasas especificas del receptor (GRKs) (70).

La respuesta asp-adrenérgica tambien es modulada negativamente por
activadores de la PKC como el forbol-miristato-acetato (PMA), un éster de forbol
gue se conoce como promoter de tumores (79). El mecanismo molecular que
causa la pérdida de respuesta del receptor, al parecer, se asocia a la fosforilacion
del extremo carboxiio porque promueve un cambio conformacional que o
desacopla de la proteina G (80) y permitiendo su internalizacién en vesiculas de
clatrina (81). Un estudio muestra claramente, utilizando anticuerpos marcados con
fluoresceina dirigidos contra los  aw,-AR, que 1a distribucion de los recepiores
cambia de la membrana plasmatica al interior de la célula cuando se activan por el
agonista (82).

Los sitios fosforilados ai,-AR por la PKC son las serinas 394 y 400 que
forman parte del extremo carboxilo de fa profeina, la fosforitacidon de estos
residuos inducen la desensibilizacion heterdloga del receptor al participar una
cinasa que depende de segundos mensajeros (70).

Oftros recepiores de siete dominios transmembranales al ser activados por
su ligando especifico, sea endotelina-1 o el acido lisofosfatidico promueven la
fnsforilacion del receptor w4,-AR, acompafiada de la pérdida de la respuesta al
agonista. Igualmente recptores de factores de crecimiento con actividad inirinseca
de cinasa de tirosina, tales como el EGF y el PDGF promueven la fosforilacion de
este receptor, algunos irabajos sugieren que la sefializacion de todos los
receptores mencionados convergen en la activacion de la PKC (76, 77 y 78).

Un nimero importante de estudios realizados con el as-AR indican que la
fosforilacion del receptor es un evento clave en la regulacion de su funcion. En
todos ellos ha tenido mayor énfasis el estudio de |a participacitn de las cinasas
de proteinas lo que da como resultade un avance significativo en esta drea, sin
embargo, solo se tiene conocimiento del papel general que juega la PKC en la
regulacion del receptor, sin dilucidar a la fecha el papel especifico de cada una de
las isoformas, y por otro lado, no se ha realizado ningln estudio de la participacion
de las fosfatasas de proteinas en este fendmenoc de desensibilizacion vy
resensibilizacion del «ip-AR. Recientemente, se demostrd que el receptor §2-AR
forma parte de un complejo mediadc por la proteina de anclaje lamada gravina
{AKAP 250) la cual asocia a elementos que participan en la fesforilacion v
regulacion del receptor como cinasas, fosfatasas y proteinas gue se requieren en
la internalizacian (83).



Vii. HIPOTESIS DE TRABAJO

El cup-AR se fosforila en respuesta a su agonista, a agentes que activan a
la PKC y a otras hormonas con receptores especificos, en ella participan
basicamente tres clases de cinasas, las dependientes de segundos mensajeros,
fas especificas de los receptores de siete dominios transmembranales vy
recepiores con aclividad intrinseca de cinasa de tirosina. Probablemente el
estado de fosforilacién del o45-AR se mantiene por la accion de fosfatasas de
proteinas de los tipos 1, 2A yio 2B.

El nivel de fosforilacion basal del w,-AR se incrementa cuando hay
inhibicién de las fosfatasas, probablemente una cinasa se encuentra localizada

proxima al receptor, en particular pensamos en la PKC ya forma parie del sistema
transduccional de este receptor.

La fosforilacidn del a4p-AR por fa PKC o por GRKs se asocia con la pérdida
de capacidad del receptor para responder al estimulo, probablemente ia
fosforitacion del a-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 transduccion de sefiales mediada por mddulos protéicos en donde
participan elemenios que reguian al receptor se ha aobservado en varios sistemas,
probablemente el a1,-AR se asocie a cinasas y a fosfatasas que participan en la
moedulacion de su estado de fosforilacion.

[



VIil. OBJETIVOS

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

OBJETIVO GENERAL

Definir la participacidon de las proteinas fosfatasas en el estado de
fosforilacién y en ta funcién del receptor ayp-adrenégico (o4x-AR) sobreexpresado
de manera permanente en fibroblastos de la finea celular Rat-1, e identificar la
clase de fosfatasas y la(s) isoforma(s} de PKC gue mantienen el estado de
fosforilacion del receptor.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si el estado de fosforilacion del a-AR es regulado por ia accion de
proteinas fosfatasas (PPs).

A) Efecto de inhibidores especificos de PPs sobre el estado de fosforilacion del
receptor.

B} Curso temporal de fosforilacion del a.,-AR en respuesta al acido okadaico.

C) Dosis-respuesta del acido okadaico sobre la fosforilacion del o4.-AR.

2. Definir cual(es) son la{s) proteina(s) cinasa(s) que participan en la via que lleva
a fa fosforilacion del a.5-AR y cuya accion es la contraparte de fas PPs.

A) Efecto de inhibidores especiiicos de la PKC sobre el estado de fosforilacion
del «w-AR inducida por la inhibicion de PPs.

B) Efecto de inhibidores de cinasas de residuos de tirosina y de la PI-3K.

C) Determinar si existe asociacién de isoformas de la PKC con el aqp-AR.

3. Determinar si el estado de fosforilacion del w,-AR, consecuencia de la
inhibicion de las PPs influye en la funcion del receptor.

A) Medir la liberacién de calcio intracelular en respuesta a la activacion del oy-
AR fosforilado por adrenzlina en células previamente tratadas con un
inhibider de fosfatasas.

B) Medr la produccién de IP; en respuesta a la activacion del «y-AR
fosforilado por adrenalina en células previamente tratadas con un inhibidor
de fosfatasas.

C) Medir la interaccion del AR fosforitade con la proteina G luego de que
se extraigan membranas de células previamente tratadas con un inhibidor
de fosfatasas,

1
o




IX. METODOS

1.Cultivo de células Rat-1. Los fibroblastos de pulmén embrionario de rata de la
linea celular Rat-1 fueron transfectados de manera estable con el receptor a,-AR.
La linea celular fue donada por los Dres. R. J. Lefkowitz, M.G. Caron y L. Allen de
la Universidad de Duke, USA. Las células Rat-1 se mantienen en medio DMEM
{Dulbecco’s Madified Eagle Medium de GIBCC BRL} en un aimoésfera de 5% de
CO, a 37%C.

2.Inmunoprecipitacion del receptor c,-AR. Se empled un anticuerpo policlonat
de conejo generado confra los Ultimos diez aminoacidos del extremo carboxilo del
recepior. La inmunoprecipitacion se estandarizé en un trabajo anterior por
fotomarcaje del receptor en membranas plasmaticas utilizando [%°l]-
azidoprazosina (76).

3.Fosforilacidon del receptor a4,-AR. Antes del experimento, los cultivos
confiuentes de células Rat-1 se ponen en ayuno en medio DMEM sin suerc por 12
horas. El dia del experimento las células se mantienen 1 hora en DMEM sin
fosfatos y posteriormente se marcan metabolicamente con [*?P]-Ortofosfato. Al
término def 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 solucion de lisis fria que contiene inhibidores de proteasas. Las
cajas se colocan en un bafio de higlo por 1 hora. Finaimente el lisado se pasa a
tubos eppendorf que contienen el anticuerpo vy la proteina A-Sefarosa. El receptor
se inmunoprecipita durante toda la noche a 4°C con agitacion constante.

4.Medicion de calcio intracelular, Los cultivos confluentes de células Rat-1 se
cargan con 5 uM de FURA-2 por 1 hora y se lavan varas veces con una solucién
Krebs-Ringer-Hepes pH 7.4 y albimina de suerc de bovino af 0.05%.
Posteriormente las celulas se incuban con acide okadaico (AQ) 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 solucién. En estas condiciones las
mediciones de liberacion de calcio intracelutar en respuesta a ia noradrenalina se
realizaron en un espectrofluorometro AMINCO-Bowman.

S5.Medicion de [P;. Las células de cultivos confluentes se marcan
metabolicamente con 6 uCiiml de [PHimio-inosito! por 18 noras en DMEM libre de
inositol. Las células se lavan en una solucion que contiene CaCl, 13 mM vy se
preincuban con LiCI 10 mM durante 15 minutos. Posteriormente las células se
incuban con hormonas o agentes durante 15 minutos y al término de la incubacion
la preduccion de fosfatos de inositol se detiene con 200 ul de acido perclorico al
30%. Los sobrenadantes se neutralizan y los fosfatos de inositol marcados con
|°H] se separan por cromatografia de intercambio 16nico en columnas de Dowex
AGT-X8




6.Determinacion de la unién de [**SIGTPyS a membranas plasmaticas. Los
gultivos confluentes en ayuno toda la noche, se tratan con AO, PMA o con ambos
ageries durante 5 o 15 minutos, se lavan con PBS y se resuspenden en 1ml de
la solucitn fria de HEPES 20 mM pH 7.5, EDTA 5 mM, NA;VO; 100 uM, B-
glicerofosfato 10 mM, pirofosfate de sodio 10 mM, MgCl; 2 mM e inhibidores de
proteasas. Las membranas se preparan de acuerdo al método de Mattingly
(sefialado en la referencia 78) que consiste en romper las células con un
homogenizador Dounce y centrifugar a 3500 rpm por 20 minutos para quitar los
restos celulares. Finalmente las preparaciones se centrifugan a 13000 rpm por 20
minutos. Las membranas se resuspenden en una solucidn de Tris 50 mM pH 7.5,
EDTA 1 mM y MgCl, 10 mM. La unién de [S]GTPyS se determina en un
volumen final de 250 pl durante 30 min a 30 °C con las membranas y la hormona.
La reaccién se termina con una solucion fria del mismo medio vy las muestras se
fittran en el Brandel sobre filtros Whatman GF/C, se lavan y se cuentan con liquido
de cenfelleo.

7. Coinmunoprecipitacién. El receptor se inmunoprecipita como en el punto 2.
Posteriormente, las perlitas de proteina A-Sefarosa se centrifugan a 3000 rpm
durante 1 min, se tira el sobrenadante y se lava 4 veces con una solucién fria de
HEPES 50 mM, NaH,PO, 50 mM, NaCl 100 mM pH 7.2, Nonidet-P40 al 0.1% v
NaF 100 mM. Les complejos inmunes se resuspenden en solucion 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
nitrocefulosa y en el inmunoandlisis se emplean anticuerpos policlonales
especificos que reconocen a las isoformas o, §, ey £ de la PKC.




X. RESULTADOS

Los resultados del presente trabajo se presentan en dos articulos, 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 fosforilacion del aq,-AR. Los resultados muestran que el AG incrementa
la fosforilacion del receptor de manera dependiente del tiempo y de la
concentracion,

Para identificar el tipo de fosfatasa gque participa en el estado de
fosforilacion del ¢.1p-AR utilizamos inhibidores selectivos para la PP1, la PP2A vy la
PP2B. Los resultados indican que se incrementa la fosforflacion basal del aq,-AR
con inhibidores para los tres tipos de fosfatasas.

Para identificar el tipo de cinasa de proteina que participa en el estado de
fosforilacion del cup-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 fosforilacion basal del receptor y el gue se origina
por el AO son modulados principalmente por la PKC, ya que tfanto la
estaurosporina como el Ro 318220 disminuyeron la fosforilacion en ambos casos.

Para determinar el efecto funcional del cambio en el estado de fosforilacion
del o,-AR por AD determinamos dos parametros en la celulas in vivo, la
concentracion intracelular de calcio y la produccién de [P;. Los resultados nos
sugieren claramente que el estado de fosforilacion del receptor en uno u ofro caso,
&3 decir, por activacion de la PKC o por la inhibicdn de las fosfatasas, es distinto;
mientras que en el primero el receptor pierde la capacidad de responder a un
estimule por tiempo prolongado, en el segundo casc no afecta la funcién del
receptor. No conocemos el significado de este cambio en el estado de fosforilacion
del G.w-AR.

Con el fin de conccer si la fosforilacidn del receptor en presencia de AO
afecta 12 interaccion del receptor con su proteina G medimos la unidon de
**S]GTPyS en membranas de células previamente tratadas con noradrenalina,
AO y PMA. Observamos una disminucién del 10% de la unidn de GTPYyS a las
membranas cuando fueron tratadas previamente con AO, disminucion insuficiente
para que el as,-AR no pierda la capacidad de respuesta ante el estimulo. Sin
embargo el tratamiento con la hormona o con PMA si disminuyen notablemente [a
interaccion receptor-proteina G.

El segundo manuscrito fue enviado a consideracién para su pubticacion a la
revista European Journal of Pharmacology. En este trabajo nosotros estudiamos
por coinmunoprecipitacion la asociacion del asx-AR con varias isoformas de la
PKC en respuesta ai PMA vy a hormonas que inducen un increfnento en el estado
de fosforilacion del receptor, con el fin de demostrar que esta cinasa se encuentra
localizada muy cercana al oyp-AR, ya que observamos iniciaimente que la
fosforilacion del aq-AR se incrementa simplemente par ta ausencia de fosfatasas
Los resultados indican gue el receptor puede asociarse con las isoformas a, § v ¢
de forma dependiente dei activador de PKC y del tempo. Ademas, la magnitud de
la asociacion es distinta para cada isoforma dependiendo del estimulo.




XI. DISCUSION

Muchos procesos ceiulares son regulados por cambics conformacionales
de la proteinas debidos a la fosforilacion, modificacidon que se mantiene en
equilibrio por las acciones antagénicas 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 especificos,
mientras que las fosfatasas tienen menor especificidad por et sustrato, por lo que
la localizacién de estas enzimas in vivo s muy importante para su funcion (8).

La investigacién dirigida al estudio de la regulacién 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), aunadc al hecho de
que la combinacidon de un gran nimero de subunidades da lugar a isoformas
distintas como ocurre con la PP2A por ejemplo, de la cual se forman al menos
nueve proteinas diferentes a partir de las subunidades A, B y C (6). Lo mismo
ocurre con ias cinasas, en particular con la PKC de la cual se han identificado 12
isoformas, cada una con requerimientos especificos (18 y 19). Sin olvidar que
también existen ofras cinasas, como aquellas que fosforilan residuos de tirosina,
de histidina y de aspartato (1) y otras fosfatasas conocidas como acidas o basicas
en bacterias o fosfatasas de residuos de tirosina en células de mamifero (6) y de
las cuales no he hecho mencién. Probablemente la existencia de esta diversidad
de enzimas pueda explicar parte del porqué de la enorme dificultad para
determinar con precision su papel en los distintos fenomenos celulares en los que
participan.

FOSFORILACION DE RECEPTORES. En el sisterna fransduccional de los
receptores acoplados a proteinas G, la fosforilacion de los receptores por cinasas
activadas por segundos mensajeros tales comeo la PKC y Ia PKA, por cinasas
especificas de estos receplores llamadas GRKs o por receptores con actividad
intrinseca de cinasa de tirosina, ocupa un lugar muy importante. Generalmente la
fosforilacion se asocia con la pérdida parcial o total de la respuesta a un estimulo
por tiempo prolongado, mientras que a la resenstbilizacion, es decir a la
recuperacion de la capacidad de responder al esiimulo, se le relaciona con la
desfosforilacién de los receptores (31).

A la fecha, se sabe gue los tres sublipos de ws-ARs son fosforlados en
respuesta a la activacion de la PKC y como respuesta al agonista en donde
participan las GRKZ y GRKZ (76, 84 vy 85). Por mutagénesis duwigida, se
identificaron ¢inco sitios blanco de fosforilacién en el exiremo carboxilo del oug-
AR, las serinas 394, 400, 404, 408 y 410, la consecuencia de la fosforilacion de
estos residucs es ta desensibilizacién del receptor (70 v 71) que se asocia tanto,
con el desacoplamiento entre el receptor y la proteina G (76 y 86) como con la
internalizacion del receptor en vesiculas o endosomas (85 y 87). Por ofro lado, la
participacion de las fosfatasas en el mantenimiento del estado de fosforilacion del
a+-AR aln no se habia descrito, ni tampoco se tenia conocimiento acerca de las
isoformas de ia PKC que fosforfan a este tipo de receptor adrenergico. Nosotros



somos los primeros en demostrar, por una parte que la inhibicion de fosfatasas de
los tipos 1, 2A y 2B empleando inhibidores selectives y permeables a la membrana
celular, cambia el estado de fosforilacion basal del a.-AR de forma dependiente
de la concentracion y del tiempo. En este evento participa principalmente la PKC,
mientras que ofras cinasas como son la PI-3K o cinasas de residuos de tirosina,
que no cbstante forman parte de la sefalizacion de los receplores para
bradicinina, endotelina-1, acido lisofosfatidico o para factores de crecimiento que
son capaces de incrementar ia fosforilacion del aqe-AR no participan, ni en la
fosforilacidn basal ni en la gue se observa por inhibicidn de las fosfatasas, lo que
sugiere que estos recepiores activan vias en las que participan proteinas
especificas que inducen un incremento en la fosforilacion de este receptor
adrenérgico, pero que convergen sélo en la activacién de la PKC. Sin embargo, el
mecanisme melecular de estos receplores todavia falta por precisarse ya que en
algunos casos la fosforilacion del as,-AR es fransitoria y en ofros casos es
sostenida como sucede por accion del acido lisofosfatidico gue induce una
fosforilacion del receptor que se mantiene elevada por 1 hora. El mecanismo de
regulacion del a1p,-AR por esta hormona tal vez involucre ademas de la activacion
de la PI-3K y de la PKC, la inhibicién de fosfatasas o la activacion de alguna
isoforma especifica de la PKC o incluso la activacion de ofras cinasas ain no
caracterizadas en la via que lieva a la fosforilacion del receptor,

La fosforilacion del awAR en residuos de firosina no se ha demostrado si
bien, la secuencia primaria del a1,-AR indica que tiene residuos de tirosina tanto,
en la tercera asa citoplasmica como en el extremeo carboxilo (76, 77 y 78).

MECANISMO DE DESENSIBILIZACION. E! mecanismo molecular de este
fendmeno celular se ha esclarecido, en gran parte, utilizando como meodelo al §2-
AR. Se ha descubierto que muchos otros receptores gue pertenecen a la familia
de receplores de siete dominios transmembranales siguen el rmismo
comporizamiento, sin embargo, iodavia existe controversia en algunos punios
acerca del mecanismo, aun en el caso del B-AR. La prueba estd en que un
estudio realizado recientemente con el extremo carboxilo del B2-AR recombinante
en bacterias sefiala que para que se lleve a cabo [a fosforitacidn 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 conformacion espegcifica de ta
regidon blanco de las cinasas, ya que si las cisteinas 341 y 378 del receptor se
cambian por otrc aminoacido ahora no se forma un enlace disuilfuro que se
requiere para su fosforiiacion. Es decir, no obstante que esta modificacion
postraduccional es crucial en el mecanismo de desensibilizacion del  pz-AR
tamhién se requiere de otras eventos importantes, pera independientes de la
fosforifacion (88).

Se ha observado que el mecarismo molecular de desensibilizacidon para
varios receptores de siete dominios transmembranales es similar al mecanismo
descrito para el B>-AR. El receptor del pépudo intestinal vasoactivo por gjemplo, es
fosforitado en respuesta al agonista, tanto por la PKA como por la GRK vy la
modificacion del receptor se relaciona directamente con su internalizaciéon ya que
se observa que este se acumula en el interior de la célula de forma muy localizada



y dependiente de la temperatura,” de la concentracion del agonista y del tiempo, y
por lo tanto, con la pérdida de respuesta a un estimulo posterior (89). Sin
embargo, también es claro que el mecanismo molecular de desensibilizacion del
B2-AR no es posible de extrapolarlo a todos los receptores. Algunas evidencias
sugieren que una disminucién de la respuesta de un recepior no siempre esta
determinada por su estado de fosforilacion, asi por ejemplo, en el sistema de
transduccidn del receptor de trombaoxano el cual se desensibiliza por fosforilacion
se observd que cuando esta mutado en el extremo carboxilo especificamente en
las serinas 321, 322 y 328, residuos blanco de fosforilacion de la PKC, éste
continGa susceptible a perder su capacidad de respuesta al agonista. Es decir, en
este receptor la fosforilacion del carboxile terminal contribuye a la
desensibilizacion, pero posiblemente también pariicipan otros eventos en su
reguiacién (90). Otro ejemplo que muestra la complejidad de este fendmeno
biologico es el receptor de lutropina. Anteriormente, se habia determinado que el
receptor es fosforilado y desensibilizado, sin embargo, un estudio mas reciente
demuestra que independientemente de que se encuentre fosforilado el extremo
carboxilo del receptor éste puede internalizarse, (tnicamente por el hecho de ser
activado por su agonista (91). igualmente, nuestros resultados sugieren que la
fosforilacion de receptores acoplados a proteinas G, en este caso del aqw,-AR, no
siempre es sinonimo de desensibilizacion. Observamos que el o-AR no se
insensibiliza al ligando cuando se inhibe a las fosfatasas de los tipos 1, 2A vy 2B,
no obstante que su fosforilacion basat se ingrementa con una magnitud similar a la
que se observa por la activacion de la PKC. Dado que en ambos casos participa la
PKC, creemos que la diferencia funcional de las fosforilaciones sobre el ¢;,-AR se
debe probablemente a que ocurre sobre sitios distintos, unos son fosforiiados en
respuesta al PMA y otros en respuesta al AD, los primeros permiten la asociacion
de {a arrestina con el receptor para bloguear su acoplamiento can la proteina G,
los segundos no. Otra posible explicacidn de las diferencias funcionales de la
fosforilacion del a1p-AR es que proteinas especificas estén involucradas en e
mecanismo de desensibilizacion 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 [a vasopresina (V2-R) no participan las
arrestinas en &l mecanismo de desensibilizacion, come ocurre en el sistema del
Bz-AR. Para el V2-R se ha demostrado que su desensibilizacion se relaciona con
fa fosforilacidn de multiples sitios del carboxilo terminal y que algunos son
importantes para prevenir su regreso a la superficie, pero aqui no se requiere de la
interaccion fisica entre la arrestina y el receptor {85).

Un heche gue respalda que son distintos los sitos que se fosforilan por
efecto de! PMA o por efecto del AD 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 aditividad
de los dos agentes en los ensayos de fosforlacion in vive El analisis de
fosfopéptidos del receptor hidrolizado después del tratamiento con PMA y/o AO,
asi como realizar ensayos de fosforlacion en los que se desfase el tiempo de
exposicion entre ellos empleando concentraciones subéptimas para evitar que se
obtenga la maxima fesforilacién del receptor con uno solo de los agentes, tal vez




nos permita en un futuro resolver la hipotesis anterior. Indirectamente definir  por
andlisis -de coinmunoprecipitacion de proteinas si el o4-AR se asocia con las
mismas isoformas de la PKC en respuesta al AQ que en respuesta al PMA, podria
permitirnos proponer si son o no, distintas las fosforilaciones sobre el receptor.

Lo que si sabemos es que la fosforilacién del a-AR por AQ no altera su
acoplamiento con la proteina G, a diferencia de lo que se ha cobservado en
trabajos previos con el PMA en donde la disminucion de la funcién del ¢t15-AR se
relaciona directamente con su desacoplamiento de la proteina G (76 y 77).

AGR no conocemos el significado fisiologico del cambio en el estado de
fosforilacién del receptor cuando no hay actividad de fosfatasas tipo 1, 2A y/o 2B,
pero consideramos que la fosforilacion puede ser importante para que el receptor
dispare la sefializacion hacia otra respuesta especifica que no tenga que ver con
su desacoplamiente de la proteina G o con su internalizacion, si la fosforilacion
permite ahora su asociacion con ofras proteinas, por ejemplo,

Por ofra parte, es claro que el mecanismo la resensibilizacion de
receptores acoplados a proteinas G ha sido poco estudiado con respecto a la
desensibilizacion, pero se piensa que el estado de fosforilacién de los receptores
juega un papel clave. Al menos se ha observado en los sistemas del B.-AR y del
V2-R que es indispensable su desfosforilacion cuando se encuentran en las
vesiculas para que puedan regresar a la superficie de la membrana plasmatica (40
y 85).

MODULOS TRANSDUCCIONALES EN EL  MECANISMO DE
DESENSIBILIZACION. Recientemente se observd que el fz-AR forma madulos
con profeinas que participan en su regulacién por fosforilacion y con proteinas
que forman parte de la maquinaria endocitica tales como la PKA, PKC, GRK2,
PP2A, PP2B, [a clatrina, la arrestina v el adaptador AP-2 (del inglés: Adaptor
Protein-2) (92). Todas ellas se anclan al receptor a través de la proteina AKAP de
250 kDa llamada gravina (83). Ademas, el P-AR activado por su agonista también
puede formar heterodimeros con el receptor det factor de crecimiento epidérmico
(EGF-R) al que transactiva, de tal forma que éste enciende la cascada de cinasas
que da lugar a la estimulacion de la MAPK. Asi, el B>-AR por medio de la
formacion de complejos multiprotéicos con ofras proteinas ajenas a su sistema de
transduccién regula respuestas celulares proliferativas {93).

Por analisis de coinmunoprecipitacién de proteinas nosotros demostramos
que el ai-AR se asocia con las isoformas o, § y ¢ de fa PKC (Fig.7) lo que
sugiere que este receptor también forma modulos protéicos con elementos que
participan en su regulacién por fosforilacidén. La asociacion ayw-AR/PKC es un
evento dinamico en el que posiblemente la PKC se disocia para que en su lugar la
fosfatasa lo desfosforile. Falta demostrar la posible asociacion del oqp-AR y las
fosfatasas, asi como la interaccién del receptor con otros elementos que participan
en la desensibilizacidon como las arrestinas o la clatring, e identificar la proteina
adaptadora que mantiene en cercania a todos estos elementos con e receptor.
Hace poceo tiempo se demostrd que el awp-AR activade por la fenilefrina, un
agonista, coinmunaoprecipita con la cinasa JAK2 y con el factor de transcripoion
STAT1 (94) (Fig.7), por io que es muy probable que también la intercomunicacion




de este receptor adrenérgico con ofras vias de sefializacién esté mediado por
méduios transduccionales.

Muchos estudios en diversos sistemas transduccionales indican que la
formacion de diferentes madulos gue involucran a un mismo receptor, depende del
tipo celular y de las proteinas que este expresa. Asi, toda proteina con alguno de
los dominios de interaccian proteina-proteina puede unirse a oira a fravés del
dominio correspondiente y modular su funcion, ya sea porgue la fosforile, la
desfosforile, o0 porque se une a un sitioc que impide un cambio conformacional,
etcétera.

REGULAGION DE CINASAS Y DE FOSFATASAS. El hecho de que
cinasas, fosfatasas y ofros elementos se encuentren asociados intimamente a un
receptor ha evolucionado 1a idea de gue el receptor es modulado en respuesta a la
activacién de vias de transduccion que se conforman por proteinas aisladas
inmersas en el citoplasma, y ha permitido en parte, explicar {a especificidad v
rapidez con ia que se observa una respuesta. Sin embargo, la comprension total
de la regulacién de los receptores por fosforilacion aln se percibe con enorme
compiejidad porgue falta por entender la regulacion de las enzimas que participan
y el papel que tiene cada una en la fransmision de ia sefal en respuesta al
estimulo. El hecho de que, tanto cinasas como fosfatasas sean blanco de
fosforitacion o incluso de autofosforilacion y autodesfosforilacion, sugiere por
demas, que se requiere de una modulacion precisa de los componentes
transduccionales, Solo por mencionar un ejemplo se puede resumir con base a
otros estudios que la PP1 y la PP2A regulan negativamente a ta PKCa, y la
PKCuo a su vez, puede fosforilar e inactivar transitoriamente a la PP2A. Por su
parte, la PP1 es inhibida por DARPP32, cuyoe estado de fosforilacion es controtado
por la PKA y la PP2A. Ademas, [a PP2A se autodesfosforila v ia PKCo se
autofosforila (Fig.7}). Sin embargo, aln cuando estas enzimas formaran parte del
camplejo multiprotéice del sistema del a4,-AR no podemos asegurar que su
regulacion opera de la misma forma a la que se ha descrito previamente, ni
tampoco podemos definir cual es la secuencia de eventos que llevan a la
fosforilacion y regulacion del aus-AR.

Xil. CONCLUSION

Podemos concluir que el estado de fosforilacion del aq,-AR sobreexpresado
en fibrobiasios Rat-1 es regulado dinadmicamente por fa accidon de proteinas
fosfatasas de los tipos 1, 2A y 2B, y por las isoformas de la PKC @, § v ¢ que
coimunoprecipitan con ¢l de forma diferencial dependiende de la isoforma y de la
via transduccional que lleva a la activacion de ia cinasa (Fig. 7).

Un cambio en el estade de fosfarilacidn del gus-AR no siempre es sindnimo
de desensibilizacion, la inhibicién de las fosfalasas permite observar un
incremento del estado basal de fosforilacion del receptor, pero sin que se altere su
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lg.7. El receptor o,,-adrenérgico (o, -AR) probablemente forma un complejo dinamico
on cinasas y fosfatasas que modulan su estado de fosforilacion, independientemente
e su acoplamiento con la proteina G heterotrimérica. Por un lado, la inhibicion de las
>sfatasas tipo 1, 2A y 2B permite observar un incremento de la fosforilacion del
>ceptor mediada por la PKGC, y por otro lado demostramos que el «,,-AR
oinmunoprecipita con varias isoformas de esta cinasa, ademas de JAK2 y STAT1
lemostrado por otro grupo). La regulacion de proteinas por fosforilacion es compteja
a que igualmente cinasas y fosfatasas son blanco de fosforilacion. En el recuadro
odemos observar a manera de resumen y con base en otros estudios que al menos la
KC o es reguiada por PP1, PP2A y PP2B. A su vez, estas fosfatasas son reguladas por
KC o o por segundos mensajeros que se producen, ya sea como respuesta a la
ctivacion del propio sistema del o,,-AR tales como el calcio que activa ala PP2B o por
quellos que se generan por la activacion de receptores distintos como el AMPc que
ctiva a la PKA que fosforila a DARPP32 que inhibe a la PP2B. La accién de PP1y PP2A
ene un efecto positivo sobre la actividad de PKC ¢, mientras que la PP2B tiene efecto
egativo, PKC o ademas se autofosforila y PP2A se autodesfosforila. =g {activacion)

=~ (inhibicion) «««P (translocacion)



funcién. A0n no conocemos el significado bioldgico de esta fosforilacion del
receptor.

Xlll. PERSPECTIVAS

Las preguntas a resolver referemtes al papel que tiene el cambio en el
estado de fosforilacion del oq-AR en respuesta a determinados inductores de la
PKC o de ofras cinasas, la caracterizacion precisa de! fipo de fosfatasa que
participa, la determinacién de los sitios blanco especificos de la PKC, PKA, GRKs
o de ofras cinasas scbre el @-AR son clave para entender la regulacion de este
sistema transduccional.

Por ofro lado, los conocimientos de ciencia basica que implican la
regulacion por fosforilacion del a4-AR y de los ofros receptores adrenérgicos
pueden ayudar a estudios con fines practicos dentro de Ja clinica que permitan
detectar blancos protéicos v proponer terapias para padecimientos que dependen
de alteraciones relacionadas con estos receptores.

Por dltimo quiero comentar que existen otras herramientas que serian de
gran ayuda para contestar al menos en parte, algunas de ias preguntas que
guedan por contestar después de este estudio, como son la caracterizacion de
cada proteina participante y 1a determinacién del papel que juegan en el sistema
del an-AR. Una de ellas es la transfeccion de céiulas con oligonuciedtides
antisentido dirigides contra el RNAm de cada iscforma, tanio de la PKC como de
los diferentes fipos de fosfatasas para eliminar especificamente la actividad de
cada proteina (29). Otra herramienta es la deteccion especiroflucrométrica por
BRET (del inglés: Bioluminiscence Resonance Energy Transfer) que se basa en
la deteccidn de la transferencia de energia de una proteina a otra cuando ambas
se encuentran lo suficientemente cerca una de otra. Previamente una de las
proteinas se fusiona genéticamente al donador de energia, la proteina luciferasa
de Renilla liciferasa y 1a otra preteina se fusiona con el aceptor de la energia, la
proteina verde fluorescente de Auguorea victoria (85).

Ademas, 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 regulacion ¢ para definir cuat es
el residuo fosforilado y si este residuo se relaciona a un estimulo determinado o a
una funcion especifica del receptor, etcétera (96 y 97).
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Protein phosphatase-protein kinase interplay modulates
ayp-adrenoceptor phosphorylation: effects of okadaic acid '
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I In the present work we studied the effect of proten phosphatase inhibitors on the
phosphorylatien stute and functron of #;s-adrenoceptors.

T Okuadaie deid wncreased receptor phosphorylalion in a ume- and concentration-dependent fashion
{fmaumum at 30 min, ECyq of 30 nMm). Other inkibitors of protein phosphatases {calyculin A,
tautomyen dnd cypermethom) mirmcked (s effect.

3 Staurosparine and Ro 31-8220. ininbitors of protein kinase C, blocked the effect of okadaie acd
ot receplor phosphotylabion. Meither genistein nor worzmansun altered the effect of okadaic acid.
4 The ntense adrenoceptor phosphacylation induced by okadaw acid altered the adrencceptor-G
protein coupling, as evidenced by a small decreased noradrenaline-stmuiated [“*SIGTPyS binding.
Okadaie acid did not alter the roradrenaline-stimulated incredses i ntraceltuiar caloum or the

productton of moesttof irsphosphate.

5 Our dara indicate that inhibition of protein phosphatases increusss the phosphorylation stare of i

2n-adrenoceptors, this =fect seems to tnvolve protein kimase C. In spute of nducing 2n intense -
redeptor phosphorylation. okadaic aeid ailers xy-adrenerpc actuons 10 4 much lesser extent thao the

direct activation of proten kinase C by phorbol myristate acetate.
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Keywords: ,-Adrenoceplors, x,-adrenergic receptors. phosphorylation. desensitization

Abbreviztions: z-AR. x-adrenoceptor. [Ca®’ [ mtrucellular calcium: DMEM. Dulbecca’s modified Bugle's medium, GRK.
Geprotemn mceptor hmnase PKC, protein kKinase € PMA, photbol |2-mynstate 13-acetute

Introduction

The z,-adreneeepton {3,-ARs) are o helerogencous subgroup
ot receptars, members of the seven transmembrane domaims, G
proeim-caupkd tamily of receptors that medwate mperiant
physwiogeal actions of wdrenabine and neradrenahine Three
- SRy have Teen domed and sxpressed Le the 1, 1, 40d
t - ARS (Hiehle ¢rd 1993) The hannter 1, suhivpe was the
ftrsl o be doned (Coteeu g e of o 1988), 11 s the best
Jaracterved and, theretarg consdered pratotupe of the
suberoup  Thew receptors are manly  coupled 1w the
phosphomostide wolcium mebilizttion uignal  transduchion
pathvas atthough they win abae aciate other signalhing
provesses (Graham er of | [99)

Modulinon of & protan coupled  reveptor Tunchion
tesenstAnIon resenvittzatseont v 4 key ¢rent n the gdaptas
ten of il 1o the changes o the mternal milicu of an
arguiism amd o the overall Bumeostasis Differenc cellular
processes afe invehed tregeptor ancouphng trom G protemns
nternabis et deeradaivien reelanen of  feepier wene
erorosion whoo walt different ame tramies (LetKawaty 1895
An il evant seems to be reeptor phosplloryhiion Thees
groups of protem hiaases ae the maor modulatas of G
presdm-conplod ty seeomd messeaver-aetiviiad
hanuses such woprotan kease ©oand protem kinase CoPRQ)
(Crark cr af o 19%% Houslay 14991 (B members of the G-
profem receptor hinase (GR A by 1Benovie of of | 1Y
1 0Y A0mE FeLepIars wilh (trosine hamase v R deok
PRI L A

Revarding 2

FrLePiar

LSRR e hmea B stnatien o PROC

Reeonsy e aelions of these recomrors end that sudly diteet s

A0 e st

assotiited o receplor phosphorylation 1Corvert & Gurcla-
Sking, 1983, Corverd er of . 1986: Diviany er wf. 1996, 1997
Latison er of o 1994, Leeh-Lundbery er ol 1985, Vazquez-
Prado & Garua-Sunz. 1996, Vazquez-Prado er af . 1997
Sumidarly. there v ahe evidence wmdicaung that GRKa
phasphorvlite  these  receptors and  participate i therr
hemolopous desensitizgtzon (Evvam ef af | 1996) The PKC-
and GREK-phanphoryianion sies were recently idenufied at the
s VR warbo b rermanas (Divinn o7 of L 1996, 1997

The phosphorylation state of g recepror restits from the
halance of actnities ol proten Kinases and proten phospha-
tasey In contrast to what s known about the roles of prowm
kittases on G oproin eoupled receptor phosphontation, hittle
~n hnuwn ahout the role of proter phosphatases {n the
regurd. Picher of wf (1993) have shown that a jatent
vlgomene form ol prolein phosphabise 2A actely depho-
sphorlige the AR w vetro and Shib e of (19949) reported
that protemt phosph wase 2% and 28 are awogtated wath B
ARy It has alse been observed that okadaw aed an inhibilor
of pratein phosphabses, induces both augmeniaton and
mhibiton of feARamedited stumolzloa of ovelie AMP
accumulabion tClark e af, 1993 Inhihiiton oF the wenne
threomine protem phosphatase, calemeurtn enbanees desens-
tzaton and phosphorslstion of adipecyte §,-AR (Babouth er
af 1)

I the vane of the 1 - AR« there o ne rtormation avahihle
Repulaion oF profein phosphituse ety s 4 potentaliy
Wporanl point o regulation of receptor funuoen Low
mulecul o werght protem phasphatase mhibitors that are able
1o penereete iane wells are importaot ioeh e the stuhe ol
coweplar funclon (Hobmes & Boland PR3 Oladaw el
fatioms o G vl tlin e selecting tnfubiters g lar
e wanddstie subanrts ot groterm phospfatege T omd protan
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phosphatase 2A {Holmes & Boland, 1993) whefeas cyperme-
thrin s speific, in vara, for proten phosphatase 2B {Wang &
Steizer. 19944 In the present work we gxploce the role(s) of
protein  phosphatases on  receptor phosphorylation  and
function by the use of mhibitors.

Methods
Cell line and culture

Rat-1 tibreblasts transfected with the hamster x,,-AR
tCotecchia or al, 1988), generously provided to us by Drs
RJ. Lefkowttz, M G Caren and L Allen (Duke University),
were cuitured as described previously (Vizquez-Prado &
Garca-Sanz, (996 Vigquez-Prado et af . 1997). In the present
experiments. ceils af confluence were serum-deprived m
unsupplemented Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) for 18-24 h

Recepror phosphorviation

Expenments were performed as described 1n detaf (Vazquez.
Prado er al. 197 In brel. cells were mamtaimed m
phosphute-free DMEM dunng 1 b and then ncubated w3 mi
ot the same medium contaning [“PP1 (50 &C)m! 'Y or 3 At
37 C Labelled cells were sumulated as indicated. then they
were washed und solubilized with | ml of ice<cold solubiliza-
non butfer vontainmg 1% Tnton X-100 and 005%% sodium
dodecyl sulphate (Vitquez-Prade o af . 1997) The exteoets
were centriduged and the supernatants transferred to wubes
contuning 4 rabbit antiserum generated 2gainst the carboxyl
1ermmas Jecapepiide of the Samster x,-AR and sepharose-
coupled protem \and tnmuaoepeecpiated {Vasaguer-Prade e
af  [997) The immunoprecipiiates were subjected to electro-
phorews and  plisphorylated receptor was determmed by
Phosphorlmager analyss

fnracellulir calont concentraiion ’[C"(."" 0

Pecaminanons were s reporied previowly (Yazquez-Proido e
al 1Ty By, wells were meubaied overnghe in Gd)3-dree
MU wehour serum loaded with 3 s Fora 2 AM ay 37
Ton | adtached and washed Cofls were resusprended ag o
coneentratien ol approxmately 10% weils mi Y KrebsRipe-
er-HLFPES pHE 74 contummy 005, hovine serum albammn
Whets odadae dewd or pharhal 12 mnoisiate Visacetate (PM A
were used  the cells were v contaer with these agents Tor
13 men md remained present dugtng the assgtv Fluorescence
mehurements were pettormed nom AMINCO-Bowmun
spetiretlooisneiet with esotation o hiomabars el ot
W and b am, with o chepper mrersal of 0% 5 and the
crmsvan monochromator s at S am The [Cam ) was
cheuhater] aucording o Grvnbigwies ef of (198°] gang the
software brovided v AMINCO-Bowmaen traves were directis
exparted to the graphs

[ pmasitad trisphiosphare prodie en

PR s mim s aoms e e A s iy epeitad 1y gues-Pronde &
Garen-Sang [9961 wrth aneer aus’ Boibons Ino bt wells
were Dihwled swoth [Hgmostel (6 0o mi "y rar 18 20 e
Nessited Prec DSMEEND On the bas of e enperiment welis were
wopshed e st Korebs Ripser B PRS hutfer comenine
L3 mstd bt prom ubated tae $1F v 2 ot e s o
Sufler cantemim s [ my [0 Whon on b g d e PRY

were used they were added during this praincubation and
remdined present during the assay. Incubations continued a
further (5 min (in the absence ot presence of noradrenaline)
and were terminated by the addition of we-cold perchlioric
auid. Supernatants were neutralized and [*Hfinositol trispho-
sphate was separated by Dowex AGI-XE chromatography
1Bermdge er af . 1983).

Membrane preparation and [YSJGTSS binding =~ =

Confluent cells were incubated in the absence {controly or
presence of noradrenaline (10 um) for § min or with PMA

(t pv), okadasc acid (1 pM) or okadaic acid (1 um) plus PMA

(1 pM) for 15 mm at 37°C. Washing wuth ice-cold phosphate
buffered saiine terminated the reaction and cells were seraped
with | ml of we-cold buffer {50 mm Tris, 150 mM Nall,
pH 7.5, 5 mM EDTA, 100 um Na,¥Q,, 10 mM f-glyceropho-
sphate, 10 mM sodium pyrophosphate, plus protease inbubi-
tors) (Vazquez-Prado ef wl., 1997). Membranes were prepared
according 1o the method of Martingly er af (1992) (MSWGTRS
binding was performed as desenbed by Wicland & lakabs
(1994) with minor modificzuons. Brietly, membranes wers
resuspended 1n binding buffer (in ms). Tns 50 MgCla 10,
EDTA 1, NaCl 100, DTT 1, pH 74, | pm GDP. ) 1% bovine
serum dlbumin. Binding was pecformed a1 25°C fer W manin g
volome of 250 pl of binding buffer conganing 02 nM
["SIGTP;S Membranes were stimuluted wath 10 uM nora-
drenafine  The resction was wnuited by the addition of
membranes (25 pg of protom,ube) and temmated by amd
Gltrauon through Whatman GE:C dlwers followed by three
washes of the fiters with icecold buffer (50 mM Tns. 10 mM
MyCl., pH 7 5, The fiters were dned 2nd the radicactvity
was quantified by hquid sanuilation Nonspecitic binding was
deternuned i the presence of wilabelled GTP:S (30 pm) and
represented 10% ol tota] dinding

Statistical  anubysis  between  compdrable  groups  was
pertormed using analysis of vanance with Newman-Keuls
pont Lewt

Muterls

{ —1Ngradrenaling . PMA,  dl-propranoicl.  staurosponne
havine ~ergm dlbunua wontmanmn and protesss inhibitors
were oblined from Sirma Chemieal Co- Gennremn were from
Rescareh Brochemicals Ine DMEM. 1oetal hovine serum,
trypsta anithioinn, aed gther reagents used tor eell cultyre
were fram Gibeo BRL Okadaw aand wvpesmaihom, tautoms
@i walyeabn A ognd Ro M-8220 were from Calbwohem
[2 3 "Himsomitositol 209 Cimmel '), ["SIGTPS
(1250 Crmmal "y and [FPIPy (8500-91 20 Cmmol ') were
trom Mew Dagland Nedear Sephaivse-coupicd protem A was
trom Lpstate Biotechnology Fuea-2 AM was (tom Molecular
Probes

Results

The etiect of vhddie woad on xe- AR pRrosphacytation was
sudied s show o Freure |flett pnel), okadae aerd (1 g
incredased the phosphordanoen of voe VR Aclear increase was
evident av warle v 3 nnen wter the addinen oi the protem
rhosphat e imhibaor g the etledd reached v maamum
O~ 2% told ar 30 men, 1ty etfeer remaned constagl up W
sy o The et ob okaddic wad was concemrabion-
depeadent st w O we 0 nst ghowie 1, acht paneld The
crlect b shad e wnd o 70 AR phesphorslinen 1 #2053 6501 v

Betan Jaurnal of Phaemacelogy, wol 123 (41
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phosphorylaton of G protein coupled receptors has been
gined. but there 13 very Iutle information on the rolets} of
proten phosphatases Nevertheless. it has been observed thut
perorovindite enhanees desensinzanion and phosphonylation
of adipocvts ffi-AR by intubiing the activity of the senine
threemne protein phosphatase. calcineurin (Bahouth ¢ of .
1996), & latent ohigomenc torm of protein phosphatase 24 has
heen shown to actively dephosphervlate the Br-AR m airro
1Pucher or af 1995

Cerrent evidence sugpest that scatfold. anchonng and
adapter protons seainhute o the speafiety af wgnal
transduclion By ceTBItING alve enzymes (el signalling
compiexes (Pawson & Scort. [997) This has heen extensively
obrenad 10 turowne Kiooee teceptor wgnallog (Pawson &
Seott, 19977 amd was very elegantly extended tor G proten
coupled feeeptors by Shah et al {1999} Very recently. these
authors reported that prowan phosphitase 2A and 2B are
awoenrted with feARs 16 the basal state and that the latter
protan phosphatase and PRA display 4 robust awocuitian
with these receptors following challenge with the agonists. The
inchoring protein yravin paricipates i the formation of these
dyvnamic complexes with protan kinases. proten phosphatases
and the fi -AR (Shah et of 1999y

4 compley mterpliy seems 10 eunt betneen PRC and
proten phosphatises W modulate 1,-AR  phesphorslation
Jned Taieton Our studies witn proten phosphatese nhibitors
wiprest that protem phosphutase-1. 2A and 2B could be
rolved i muduliting recuptor phosphorvlation However
aiitaueh these mirors show seleshiaty 1 wine 1heit
wleetn iy 1 ania 1s queston thie Therelure we canaot detine
e pepesd of prote plio phatastst muolved

v pasable it Bemal PRO wrmaty wen stiihaent
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that PKC inhitors decreased basal phosphorylation at
cONCENtrations dbove § pM. The marked increase in x,-AR
phosphorylation in the prasence of okadaic asid suggests that
protein phosphatase actvily exert a tomic action depho-
sphorylating these adrenoceptors. Alternatively. it is possible
that inhibition of protein phosphdtuses may activate PRC: in
fact, there is ewidence that protewnn phosphatases reversibly
mhibit PKC activity me viero (Ricciareli & Azzt, 1998} The
present data do not ailow us to dist:nguish between these not
mutuaily exclisive possibalites.

A particularly wnteresung finding was that despite the fact
that ckadarc serd wereased xn-AR phosphorylation. neither
the [Ca®"], ncrease nor the production of ['Hpmnositol
trisphosphate mduced by noradrenaline were significantly
aftered This 15 1in marked contrast with the resuits obtaned
with PMA, which greatly reduced both receptor responses. We
have previoudy observed that bradykinm induced %-AR
phosphorylation without leading to adrenoceptor desensitiza-
tion (Medina e af | 1998): however, bradykinin induced only a
5% merease in teceptor phosphorylation. Okadmic acd
induced an increase in x,-AR phosphorylation of simiar
magnitude as PMA but the functional repercusstons markedly
differ.

The results on noragrenaline-stimulated P*$]JGTPyS bind-
1ng indicate that the phosphorylation induced by the treatment
with okadaic acid does indeed unpair the adrencceptor-G
protein coupiing, but to 3 much lesser extent than PMA or
nofddrenaline. Such okadaic acrd-induced decrease of recep-
tor-G protein coupling does not however seem to affect the
adrenet@ic actzons i whaole cells. ie, the ntracelluiar calcum
4nd inositol tnsphosphate responses were not decreased,

The difierences 1 the effect of PMA and okadaic acid on
the receptor response muy also reflect the facr that in addimon
W receptor  phospherylanon  other event may  underbe
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"Abstract

ayp-Adrenoceptors immunoprecipitated with protein kinase C @, 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
phorbol myristate acetate were concentration-dependent angd reached their maxima 1 to 2
min after the addition of the tumor promoter. No co-immunoprecipitation of protein
kinase C ¢ and oup-adrenocepiors was detected. Norepinephrine, endothelin-1,
lysophosphatidic acid and epidermal growth factor were also able to increase the co-
immunoprecipitation of protein kinase C isoenzymes and oup-adrenoceptors, These data

support the idea that protein kinase-receptor complexes might form and could be relevant

in receptor desensitization.

Keywords:  (-Adrenoceptors, protein kinase C, desensitization



1.- Introduction

Receptor phosphorylation seems to be a cardinal initial event in desensitiza—tion of
G protein-coupled receptor signaling. Two major types of desensitizatons exist:
homologous and heterologous desensitizations. Homologous desensitization. in which
receptors occupied by agonists reduce their responsiveness, mainly involves receptor
phosphorylation by G protein-coupled receptor kinagses. Heterologous desensitization, in
which the stimulation by an agent attennates 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 protein kinase C (Garcia-Sdinz et al .
2000}. Current ideas indicate that protein kinases and phosphatases form dynamic
complexes with substraies and anchoring proteins; such dynamuc complexes are
organized and ccordinated through specific protein-protein and protein-phospholipid
interactions and it is through these signaling networks that cellular responses are
regulated (Pawson and Scoty, 1997),

ctip-Adrenoceptors arc members of the superfamily of the seven trunsmembrane
domains G-protein-coupled receplors. Agonist-induced phosphorylation  of (-
adrenoceptors seems to be mediated by G protem-coupled receptor Kimase 2 and 3
isoenzymes (Diviani ¢t al,. 1996; lacovelh et al., 1999), whercas the phosphorylation of
these adrenoceptors by protein kinase € mainly participates  In heterelogous
desensitization (Divizni et al., 1997, Vizques-Prado et al, 1997, Casas-Gonzdler et al.,
2000 Garcfa-Samz et al , 2000: Medina ot al , 2000).

Protein kinase € 15 a famdy of cozvmes that have been divided mto thiee

sttuetally reloted groups, comventiona) (e 3L BIL and ), novel (8, e, 0 and ) and




atypical ({ and ) isoenzymes, with different requirements for calcium and diacylglycerol
(Newton, [995). Although great progress has been achieved, it is yet far from clear what
role(s) each iscenzyme plays and to what extent their functions overlap.

In the case of Qp-adrenoceptors there is no information on the protein kinase C
isvenzymes that participate in receptor phosphorylation and desensitization. We took
advantage of the availability of anubodies that effectively immunoprecipitate 0Ofn-
adrenoceptors (Vézquez-Prado et al., 1997) to define what protein kinase C isoenzymes
co-immuncprecipitate with the adrenoceptor. under basal and stimulated conditions. Our
data indicate that in rat-1 fibroblasts stably expressing cup-adrenoceptors, protein kinase
C o, 8 and £ isoforms co-immunoprecipitate with these adrenoceptors under basal
conditions and that such a co-immunoprecipitation is increased by agents that induce

receptor phosphorylation.

2.- Materials and Methods

2.1.- Materials. Dulbecco's motified Bagle's medium, EGF (epidermal growth facior).
fetal bovine serum, protein kinasc C isocnzyme-selective antibodies and others reagents
uscd for cell culture were ebtained from Gibco BRL. {-)-Noradrenaline. lysophosphatidic
acid, endothelin-1, phorbol myristate acctate (PMA), phosphe-amino acids and protease
wmhibitors were {rom Sigma Chemical Co. Sepharose-coupled protein A was from Upsiae
Biotechnology. Nitrocellulose membranes were from Bio-Rad. Secondary antibedies
were from Samta Cruz Biotechnology and the chemilumunescence kits were obtamed

from Picice,

1.




2.2.- Cell line and culture. Rat-1 fibroblasts transfected with the hamster oyp-
adrenoceptor, generously provided to us by Drs. R. J Lefkowitz, M.G. Caron and L.
Allen (Duke University), were cultured in glutamine-containing high-glucose Dulbecco's
modified Bagle's mediam supplemented with 10% fetal bovine serum, 300 pg/ml of the
neomycin analog, G-418 sulfate, 100 pg/m! streptomycin, 100 U/m! penicillin and 0.25
ug/ml amphotericin B at 37 °C under a2 95 % air/S % CO, atmosphere as described
previously (Vdzquez-Prado et al, 1997, Vizquez-Prado et al., 2000). In all the
experiments, confluent cells were sqrum—deprived overnight in unsupplemented
Dulbecco’s modified Eagle's medium.

2.3~ oyp-Adrenoceptor-protein  kinase C  co-immunoprecipitation  studies. (-
adrenoceptors were immunoprecipitated as described previously (Vazquez-Prado et al.,
1997, Véazquez-Prado et al, 2000), with minor modifications. In brief, foliowing
treatment with inhibitors and/or agonists, cells were washed with 1ce-cold phosphate-
buffered saline and lysed for 1 h on ice in buffer containing 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 50
mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.05% sodium dodecyl sulfate, 50 mM NaF,
100 UM NasVO,, 10 mM B-glycerophosphate, 10 mM sodium pyrophosphate. i mM
phosphoserine, 1 mM phosphothreonine and protease inlubiters {20 ug/ml leupeptin, 20
tg/ml aprotinin, 100 pg/ml phenylmethylsulfonyl fluoride. 500 pe/ml bacitracin, 50
ug/ml soybean trypsin inhibitor), Cel] lysates were centrifuged at 12.700 x ¢ for 15 mm
and the supernatants were mcubated overnight ar 4°C with the anli-@up-adrenoceptor
antiserum { Viizquez-Prado et al., 1997) and protein A-Sepharose. Afler four washes with
50 M HEPES, 50 mM Nall:PQa, 100 mM NaCl pH 7.4, 0. 197 Nonident P40, the

mmune complexes wete denatured by borling in sodium dodecyl sulfate-sample huifer
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containing 5% [-mercaptoethanol, and subjected to 7.5% sodium do&ecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis. Proteins were electrotransferred to nitrocellulose
membranes and immunoblotting was performed. Incubation with the protein kinase C
isoenzyme-selective antibody was for 12 hs at 4 °C and with the secondary antibody for 3
bs at room temperature. Super signal enhanced chemiluminescence kits from Pierce were
used exposing the membranes to X-Omat X-ray films. The level of receptor
immunoprecipitated under these conditions was consistent as evidenced by
iminuneoblotting (see figures) and represenied 80-85% of total oy-adrenoceptors as
evidenced by Immunoprecipitation of photoaffinity-labeled receptor (Vdzguez-Prado et
al., 1997; Vizquez-Prado et al., 2000); protein kinase C co-immunoprecipitation was

assessed by densitometric analysis.

3.- Results

As shown in Fig. 1 (upper panels), we were able to detect co-immunoprecipitation
of Ojp-adrenoceptors with the o, 8, and € isoforms of protein kinase C under basal
conditions and such co-immunoprecipitations were increased in cells treated with PMA
The increased ouyy-zdrenoceptor-protein kinase € co-immunoprecipitations induced by
PMA reached their maxima 1 to 2 min after the addiuon of the tumor promoter and
remained at high level for at feast 5 min. Thirty min afler the sumulation with the photbol
esier the co-precipiation of the different protein kinase C isoforms with  Ca
adrenoceplors was stifl alove basal but only = 30-400 % (data not shown). Allempts to
detect co-ummunoprecipiiation of protein kmase CC and  oy-advenceeptors were

unsuceessful, afthough this 1soform was castly detected 10 cell extracts (data nor shown,

O
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see Garcia-Sdinz apd Alcantara-Herndndez, 1998). These isoforms were observed as
discrete bands of protein kin-ase C o (= 80 kDa; in some experiments (see Figs. 2 and 3)
as a doublet =~ 80-82 kDa and the bands were quantitated together), protein kinase C § (=
78 kD3a) and protein kinase C & (= 95 kDa), in agreement with previous studies (Garcia-
Sdinz and Alcdntara-Herndndez, 1998). The concentration-response curves to PMA for
the different protein kinase C isoforms are presented aiso in Fig. I (lower panels). It can
be observed that all the isoforms increased their & co-precipitation with ¢;y-adrenoceptors
in concentration-dependent fashions but that the magnitude varied from almost 3-fold
{protein kinase C of) 1o less than 2-fold (protein kinase C & and ¢ isoforms).

We next studied if other agents known to induce oup-adrenoceptor
phosphorylation were able to increase co-immunoprecipitation of these receptors and
protein kinase C isoforms. Concentrations of the agents to maximelly stimulate
phosphorylation and a incubation time of 2 min were used. As shown in Fig. 2.
norepinephrine, endothelin-1, lysophosphatidic acid and EGF were able to increase the
co-immunoprecipitation of protein kinase C isoenzymes and cys-adrenoceptors. There

was some variation in the ability of these agents to induce co-precipitation of the different

kinase isoforms.

4.- Discussion

It is known that rat-1 fibroblasts express prolein kinase C o, 8, £ and { 1s0forms
(Berti et al., 1994; Garcfa-Sdinz and Alcdntara-Hemndndez, 1998). In the present work we
showed that protemn kinase C isoforms immunoprecipitate with gay-adrenocepiors in the

basal staie and thut agents known o increase qp-adrenoceplor phosphoryiauon promoted




such co-imrnunoprecipitation (Diviani et al., 1997; Vizquez-Prado et al., 1997, Casas-
Gonzdlez et al., 2000, Garcfa-S4inz et al., 2000; Medina et al., 2000).

Activation of protein kinase C is well known to block elip-adrenoceptor actions
and 1o indnee ogp-adrenoceptor phosphorylation (Diviani et al., 1997; Vazquez-Prado et
al., 1997; Casas-Gonzdlez et al., 2000; Garcia-Sdinz et al., 2000; Medina et al., 2000).
The protein kinase C-catalyzed receptor phosphorylation sites have been located in the
carboxyl tail (Ser’>* and Ser **®) (Diviani et al., 1997). The present results indicate that
several isoforms immunoprecipitate with the receptor. This suggests redundancy in their
function or that they may achieve different functions. Protein kinase C ¢ was the isoform
that more strongly immunoprecipitate with the receptor in response to the phorbol ester.

Norepinephrine is well known to induce homologous desensitization of  of,-
adrenoceptors and receptor phosphorylation (Diviani et al., 1997: Vézquez-Prado et al.,
1997; Casas-Gonzdlez et al., 2000; Garcia-Sdinz et al., 2000; Medina et al., 2000). G
protein-coupled receptor kinases seem to play the major role (Diviani et al., 1996;
lacovells et al., 1999). However, our datz suggest that protein kinase C isoforms may
participate in the desensitization/phosphorylation processes. It is well known that there 15
a close interplay between G protein-coupled receptor kinases and protein kinase C
(Chuang et 2l., 1995; Winstel et al, 1996).

Activation of receptors for endothelin, lysophosphandic acid and EGF induce
desensitization of oyp-adrenoceptors associated to reccptor phosphorylation (Vizquez-
Prado et al., 1997; Casas-Gonzdlez et al,, 2000: Medinz et al, 2000) and in such
processes proten Kinase C plays a key 1ole. Ow present data are consistent with those

findings. The differences observed 1 the immunoprecipitatton of the protein kmase ¢

k3




isoforms with the adrenoceptors may reflect the various processes involved in such
éctions (Garcfa-Sdinz et al., 2000).

Recently, it was reported thai op-adrenoceptor stimulation activated the Jak
(Janus kinase)/STAT (signal transducer and activator transcription factor) pathway and
that Jak and STAT aiso interact with these receptors as suggested by co-
immunoprecipitation studies (Sasaguri et al., 1999). Also recently, Shih et al. (1999)
reported that protein kinase A and protein phosphatases associate with fa-adrenoceptors
forming dynamic complexes with participation of the anchoring protein gravin. Our
curent data fusther support the idea that protein kinase-receptor complexes could be
relevant in receptor desensitization. Further experiments will be required to define 1if

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 ojp-adrenoceptors and protein kinase C isoforms. Upper panels:
Cells were incubated for the times indicated in the presence of 1 UM PMA. Lower
panels: Cells were incubated with the indicated concentration of PMA for 2 min. Data
were normalized to the co-immunoprecipitation observed in the absence of stimulus
{100%). Plotted are the means and vertical lines represent the S. E. M. of 4-5
determinations using different cell cultures. ay-AR, duy-adrenoceptors. Representative

immunoblots are presented.
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Fig. 2. Effect of hormones on the co-immunoprecipitation of ciy-adrencceptors and
protein kinase C isoforms, Cells were incubated for 2 min in the absence of any agent (B)
or presence of 10 MM norepinephrine (NE), 10 nM endothelin-1 (ET-1), 1 puM
lysophosphatidic acid (LPA) or 100 ng/mi EGF (EGF). Data were normalized to the co-
immunoprecipitation observed in the absence of stimulus (100%). Plotted are the means
and vertical lines represent the S. E. M. of 4-5 determinations using different cell

cultures. ony-AR, oyy-adrenoceptors. Representative imrmunoblots are presented,
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