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Abreviaciones utilizadas en este trabajo:

aq-AR: receptor alfa-1b adrenérgico

AC: adenilato ciclasa o adenilil ciclasa

ADP: adenosin difosfato
. AMPc: adenosin monofosfato cliclico

ATP:; adenosin trifosfato

BARK: cinasa del receptor beta-adrenérgico

DAG: diaciliglicerol

EGF: factor de crecimiento epidérmico

EGFR: receptor para el factor de crecimiento epidérmico
ET: endotelina

GABA: Acidp gamma-amino butlrico

GC: guanilato ciclasa

GDP: guanosin bifosfato

GMPc: guanosin monofosfato clclico

GPCR: receptor acoplado a protelnas G

GRK: cinasa de receptores acoptados a protelnas G
GTP: guanosin trifostato

HB-EGF: “Heparin Binding-Epidermal Growth Factor”
LPA: &cido lisofosfatldico

LPAR: receptor para el acido lisofosfatidico

MAPK: protelna cinasa activada por mitégenos
MMP: metaloproteasas de membrana

PDGF: factor de crecimiento derivado de plagquetas
PDK: protelna cinasa dependiente de fosfoinoislitidos
PI3K; fosfatidil-inositol-3-cinasa

PKA, PKB: proteinas cinasas A, B

PKC: proteinas cinasa C

PKG: protelna cinasa dependiente de GMP ciclico)
PLC, PLD: fosfolipasa C, D

PTX: toxina pertussis

RTK: receptor con actividad de cinasa de residuos de tirosina
ST: estaurosporina

WT: wortmanina



PARTE 1.
INTRODUCCION.

Con el objetivo de ubicar a este trabajo con claridad dentro del campo especifico de la
Transduccion de Sefales, se ha escrito en tres partes principales, una introduccion
general sobre la comunicacion celular, una introduccidn especifica sobre la transduccion
de sefales y por ultimo el desarrollo del trabajo de tesis.

I. Comunicacién celutar.

Esta bien establecido que la célula es la unidad anatémica y funcional de todo ser vivo.
Los seres vivos mas sencillos, los unicelulares, constituyen ya una intrincada maquina
bioquimica capaz ajustarse a cambios importantes en su ambiente. Hace 3,500 millones
de afios existian organismos de una complejidad equiparable a la de las bacterias y
debleron tener alguna forma esencial de comunicacién. Puede asumirse que desde
entonces existen formas basicas de comunicacidén celular, presentes incluso en los
organismos mas sencillos y con implicaciones relevantes para su sobrevivencia,
determinada a su vez por la capacidad de responder favorablemente a los estimulos
amblentales. Esa capacidad se llama “plasticidad” y es la que a largo plazo determina el
** éxito evolutivo de las especies.

Cabe mencionar que los primeros estudios sobre la comunicacién celular fueron sobre
fenémenos relacionados con la comunicacién entre los érganos internos de los animales,
realizados por Aristoteles (400 a. C.) y Galeno (400 d. C.). Posteriormente los estudios de
Claude Bernard en el siglo XIX sobre la “secrecion interna” de esos érganos y los de
Bayliss y Starling sobre la estimulacién a distancia del pancreas, fueron dando base a una
nueva area del conocimiento bioldgico llamada Endocrinologia (de! griego “endos” =
interno y “krinos” = secrecion) (Loriaux, 1995).

Una célula puede “reconocer” los mensajes que envia otra célula gracias a un elemento
en su superficie. Este elemento lo constituye una entidad fisica denominada “receptor”. A
la sustancia que sirve como “mensajero” entre las células se le denomina “hormona” y fue
de hecho el Prof. Starling quien en 1905 acufi¢ el témino segun su etimologia griega
“Hormaein™ (“estimular”) y desde entonces se maneja este concepto para hablar en forma
general de mensajeros quimicos (Loriaux, 1995).




. Tipos de comunicacion celular.

Uno de los sistemas de comunicaciéon celular mas sofisticados es aquel que involucra a
las hormonas. La complejidad de este sistema radica en que participan un gran numero
de mensajeros bloquimicos especificos para una célula o tejido determinados, que son
factores que elevan el numero y complejidad de las respuestas fisiolégicas celulares.

Los tipos de comunicacion se basan principalmente en consideraciones histologicas,
citoldgicas y fisioldgicas; de esta forma se clasifican de la siguiente manera:

A

o

Comunicacién endocrina: en este tipo de comunicacidn una célula o glandula
endocrina como el hipotdlamo, tiroides, hipofisis, etc., secreta al torrente
sanguineo un mensajero especifico u hormona la cual, gracias a la circulacién
sanguinea, puede llegar practicamente a cada rincén de un organismo y es
reconocido por células a las que se les llama “célula blanco” cuya capacidad de
reconocer al mensajero les esta dada por poseer los receptores especificos. Aqui
se Incluye a la “comunicacién neuroendocrina” o “neurosecrecion”, donde
participan células del sistema nervioso con capacidad endocrina (por ejemplo el
sistema hipotélamo-hipodfisis) (Alberts, et al. 1994, Garcia Sainz, 2002).
Comunicacion paracrina: aqui las células secretan hormonas o mediadores
locales también llamados autacoides (del griego “Auto™propia y “akos"=remedio).
Estos actuan solamente en las células vecinas a la que liberd la hormona, ya que
pueden difundir en el espacio extracelular solo por un corto tiempo (por ejemplo
las prostaglandinas). Aqui se incluye a la “neurotransmisién” 0 comunicacion
sinaptica, en la que una célula nerviosa (presinaptica) libera a un mensajero
{neurotransmisor) hacia el espacio sinaptico muy cerca de otra célula nerviosa
(postsinaptica) o muscular (Alberts, et al. 1994, Garcia Sainz, 2002).
Comunicacién autocrina: aqui las células reconocen y responden a hormonas
que ellas mismas tiberaron a su espacio extracelular gracias a receptores
especificos en su propia membrana, por ejemplo el sistema de receptores para los
factores de crecimiento (Voet and Voet, 1992).

Comunicacién yuxtacrina: aqui células adyacentes se comunican con un
mensajero anclado exteriormente en su membrana y se une a su receptor en la
membrana de la otra célula. El Dr. Massagué acuind este concepto al encontrar
que esta es la forma en la que se reconoce al Factor de Crecimiento
Transformante tipo alfa (TGF-a) (Garcia Sainz, 2002) (ver Wrana et al., 1994).
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Fig. 1. Tipos de i ion celular por jeros quimi: a) comunicacién endocrina, b)

neurotransmision, ¢} comunicacién neuroendocrina, d) comunicacion paracrina, e) comunicacion
yuxtacrina y f) comunicacién autocrina. Tomado de Garcla-Salnz, 2002.

‘Una célula puede llevar a cabo estos tipos de comunicacién simultdneamente. Tiene
receptores de distintos tipos y da respuesta especifica a cada uno de esos estimulos. Se
trata entonces, de un gran conmutador fisiolégico en miniatura.

1il. Hormonas.

Como ya se menciond, esencialmente las hormonas son sustancias que actlan como
mensajeros quimicos y las podemos encontrar en toda la escala animal, (también
existen moléculas con funciones analogas en las plantas y se les llaman “hormonas
vegetales™). Hay autores que consideran como hormonas solamente a las secretadas al
torrente sanguineo (a las que generalmente se les da el nombre de primeros
mensajeros) por glandulas endocrinas especializadas (Hardie, 1991). Sin embargo, si
apelamos al concepto original de hormonas como sustancias que “estimulen” y se
comporten como “mensajeros quimicos”, nos daremos cuenta de que su naturaleza puede
variar, ya que puede ser un aminoacido (como la glicina) o derivados de él, una proteina o
péptido, un esteroide e incluso un gas, (como por ejemplo el dxido nitrico y el mondxido




de carbono)' (Coober, 2000). En la tabla 1 se ejemplifican algunas hormonas bien
conocidas, ésl como su naturaleza quimica y el sistema hormonal en el que participan.

Existen horrﬁbrias hidrofébicas e hidrofilicas. Las primeras, como los esteroides, la
tiroxina y el ééido retinoico (un regulador importante durante el desarrollo embrionario de
los vertebrados), pueden atravesar la membrana celular y activar a sus receptores
localizados en el citoplasma o el nucleo. Las hormonas hidrofilicas como los aminoacidos
y péptidos, activan a sus receptores que estan embebidos en la membrana plasmatica y
la respuesta celular a estos estimulos dependeran de una via de transduccién, la cual

inicia con la unién del mensajero con el receptor.

Tabla 1. Ejemplos de hormonas.

SISTEMA PEPTIDO O ESTEROIDE AMINOACIDO O
HORMONAL PROTEINA DERIVADO

Hormona liberadora

Hipotalamo de Gonadotropinas

Tiroxina (T3)
Tiroides Trilodotironina (Ts)

tnsulina, glucagon,

Pancreas somatostatina
Sexual (masc. y | H. luteinizante, Ersc:rexetil::el;ona
femenino) prolactina, oxitocina ﬁast%sterona !
Médula Adrenal ﬁglr?::,:lzg?ﬁna
" Melatonina y
serotonina
Eje hipotdlamo-
Cortisol y
hipofisis- Angiotensina, ACTH aldosterona

supramrenales
ACTH, hormona adrenocorticotrépica; H., hormena; masc., masculino.
Fuente: Norman, 1997.

A la hormona que se une a un receptor también se le llama “ligando” y puede ser un
mensajero natural o sintético. Al ligando que se une a un receptor y lo activa se le llama
agonista. Como ejemplos estan la insulina, la adrenalina, la histamina, serotonina, etc.
Aquel agente que ocupa a un receptor y no lo activa pero ademas evita que los agonistas
lo hagan se le llama antagonista. La importancia de estos agentes radica en que sirven
como reguladores negativos de la funcion de los receptores activados. Un ejemplo de esta
regulaciéon por agonistas y antagonistas ocurre con los receptores para histamina, la cual
participa en reacciones de hipersensibilidad y alérgicas. Ante estimulos traumaticos (como
un golpe) o alérgicos, la histamina activa a sus receptores en la membrana celular y
desencadena las respuestas caracteristicas de la reaccion (salpullido, inflamacion, ete.).

TESS €7 4
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Estas son controladas con agentes que bloquean la accién del agonista histamina, es
decir antagonistas de esta hormona, como la ranitidina y clorfenamina, cuyos efectos
bloquean los de la reaccion alérgica, por lo que son llamados anti-histaminicos.

Existen también otros agentes que actian de manera contraria a como lo hace un
agonista, es decir que no lo activa e inhiben su funcién y ademds se unen con mayor
afinidad al receptor inactivo; se llaman agonistas inversos. Estos agentes son usados
ampliamente en el estudio farmacoldgico y funcional de un gran numero de receptores y

son importantes por su potencial uso clinico.




PARTE 2.
RESPUESTAS CELULARES: TRANSDUCCION DE LA SENAL.

Para que una sedial extracelular pueda ser traducida a una respuesta fisiolégica, la célula
necesita un sistema de transduccién de la sefial, es decir requiere de elementos que le
permitan convertir la seial o estimulo en una respuesta. Estos elementos los constituyen
proteinas de la célula con funciones especializadas en cada etapa de la reaccién ante el
estimulo. En general, un sistema clasico de transduccién requiere de tres partes: el
mensajero u hormona, el receptor, que se encargara de reconocer al estimulo, el cual al
activarse pasa la sefal al elemento transductor, llamado asi porque convierte la sefial
del receptor activado en otra sefial que se dirige hacia un efector bioquimico el cual
genera otras moléculas que actian como segundos mensajeros los cuales, a su vez,

activan a otras proteinas que regulen una funcién celular especifica.

mensajero receplor transductor efector segundo
By mensajero
B bz B>
adrenalina \,
NH = Ch, )
Voo ﬁ

cH, Oy ———p

ou-on | (0tga, tizg, aize)

oy —o ON «:ﬂ’g
Ctyae g,
{etya, g, Cyp) PIP,

Fig. 2. Elementos de la transducciéon de una sefal, en este caso de la adrenalina y sus
diferentes receptores (Tomado de Garcia-Sainz, 2002).

AMP ciclico

ATP

OH

V. Receptores celulares.

El concepto de receptor celular tiene una historia de casi 100 afios atrds. Fue propuesto
en 1906 por J. N. Langley con sus estudios sobre la nicotina y el curare, compuestos que
ejercen su accién en los tejidos gracias a lo que él llamé la "sustancia receptiva”
(Gammeltoft and Kahn, 1995). Asi mismo en 1908 Paul Ehrlich, quien estaba interesado
desde 1878 en la utilidad de ciertos colorantes vitales, al observar la especificidad con la
que interactuaban con fos tejidos, postuld que un farmaco podia tener efecto terapéutico
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sblo si tenia "el tipo justo de afinidad”. Asi, Ehrlich planteé la existencia en los tejidos de
"quimiorreceptores” en 1913 y asi describe este fendmeno: Corpora non agunt nisi
fixata, es decir *los agentes no actian si no se fijan" (Garcia Sainz, 2002).

Estudios funcionales, farmacoldgicos y de biologia molecular han revelado que los
receplores poseen diferente afinidad para varios mensajeros, es decir diferente
capacidad de asociarse con su ligando (Sitaramayya and Bunnett, 1999).

Los receptores celulares tienen dos caracteristicas esenciales: 1) especificidad para
reconocer al mensajero e interactuar con él y 2) activar la secuencia de eventos que
Hevan a la respuesta celular ante ese estimulo. Cuando el ligando (sea un agonista, un
antagonista o un agonista inverso) es reconocido por el receptor, se acoplan y este Ultimo
cambia de conformacién y permanece asi hasta que se separa del ligando. Este
fendmeno es importante en la trasmisién de la sefial hormonal (Garcia Sainz, 2002).

Los receptores son proteinas generalmente de alto peso molecular y estructura variable.
Para poder entender mejor su funcionamiento pueden dividirse segun su localizacién en la
célula en dos grandes grupos: los intracelulares y los que estan en la membrana celular

o bien transmembranales.

Los intracelulares son receptores en el citoplasma o en el nicleo celular. Sus agonistas
.son moléculas pequenas que atraviesan la membrana plasmatica (hidrofébicas). Algunos
ejemplos de ligandos que activan a estos receptores estan los glucocorticoides (cortisol y
cortisona), hormonas sexuales (masculinas y femeninas, andrégenos y estrogenos
respectivamente), hormonas tiroideas, etc. (Garcia Sainz, 2002; Voet and Voet, 1996).
Recientemente a algunos miembros de este grupo se les ha considerado como “Factores
Accesorios de la Transcripcién”, como por ejemplo el receptor para estrégenos, que son
capaces de modular la transcripcion de genes (Simoncini et al., 2000).

Los receptores transmembranales son proteinas embebidas en la membrana de la
célula. Inciuyen un gran nimero de receptores, pero para su mejor comprension se han
clasificado por su estructura y funcién en 3 familias:

1. Receptores-canal
2. Receptores con actividad enzimatica o asociada a enzimas
3. Receptores acoplados a proteinas G




1.

Receptores-canal, activados por ligando o ionotrépicos: llamados asi porque
forman canales en la membrana celutar que permiten el paso de iones al interior y
son activados por una hormona o neurotransmisor. Entre ellos se encuentran los
colinérgicos y nicotinicos (activados por acetilcolina), el de! Acido Gamma Amino
Butirico tipo A (GABA,), los de glicina y glutamato. Estructuralmente poseen 5
subunidades que atraviesan la membrana formando una roseta con una depresiéon
central que constituye el canal. Cada subunidad esta formada de un extremo
amino en el exterior de la célula. Tiene 4 dominios transmembranales (es decir
estad embebida en la membrana de forma tal que la atraviesa 4 veces) unidos por 2
asas intracelulares y una extracelular. Su extremo carboxilo también es
extracelular. Esta estructura es la que define a esta familia. El ligando opera la
apertura o clerre del canal acoplandose entre dos de las 5 subunidades. Estos
canales se encargan de controlar el balance electroquimico a ambos lados de la
membrana al regular el paso de iones como cloro o sodio con gran selectividad.
Permiten asi la comunicacidn eléctrica entre neuronas y con células musculares
(Gammeltoft and Kahn, 1995; Garcla Sainz, 2002).

Receptores con actividad enzimatica o asociados a enzimas: estos receptores
pueden interactuar quimicamente con otras proteinas y a su vez subdividirse en
otras subfamilias:

A. Receptores con actividad de cinasa

B. Receptores con actividad de fosfatasa

C. Receptores con actividad de guanilato ciclasa

D. Receptores sin actividad catalitica asociados a enzimas

2A. Receptores con aclividad de cinasa:
Estos receptores tienen la capacidad de auto-fosforilarse cuando son activados, es

decir inducen la fosforilacion de receptores de ese mismo tipo. Este proceso de
fosforilacion (incorporacion de moléculas de fosfato) juega un papel muy importante en
los procesos de senalizacion (Doronin et al., 2002). Dentro de los subtipos de

receptores en este grupo se encuentran los receptores con actividad de cinasa de

tirosina y de cinasa de serinal/treonina. Como ejemplos de los primeros podria

mencionarse a los receptores para insulina, para el Factor de Crecimiento Epidérmico
(Epidermal Growth Factor 0 EGF) y para el Factor de Crecimiento Derivado de
Plaquetas (Platelet Derived Growth Factor o PDGF). Estos receptores se encuentran




en {a membrana, aunque en el caso de los receptores para el EGF también se sabe
que se encuentran en el nacleo celular y estan fuertemente relacionados con las
actividades proliferativas de la célula (Lin ef a/., 2001).

2B. Receptores con actividad de fosfatasa: estos receptores hidrolizan el fosfato unido
a los residuos de serina/treonina y tirosina de proteinas previamente fosforiladas. Hay
receptores con actividad de fosfatasa en residuos fosforilados de tirosina asi como de
serina/treonina.

2C. Receptores con actividad de guanilato ciclasa: estos receptores tienen actividad
enzimatica de guanilato ciclasa (GC), la cual forma GMPc (Guanosin Mono-fosfato
Ciclico) a partir de la hidrélisis de GTP (Guanosin Tri-fosfato). Existen varias formas
de esta enzima, unas GC solubles que se hallan en el citoplasma y otras GC

fard

ala brana. La GC mejor estudiada es la que sirve como receptor

para los factores natriuréticos que secreta el corazén (péptidos que favorecen ia
eliminacién del sodio via urinaria, regulando el volumen de la orina y la presion
sanguinea). Las GC solubles se encuentran en el citoplasma y son activadas por el
oxido nitico (NO) que se sintetiza en el endotelio arterial (Garcia Sainz, 2002;
Sitaramayya and Bunnett, 1999).

2D. Receptores sin_actividad catalitica asociados a enzimas: no poseen actividad
enzimdtica intrinseca sino que se asocian a otras enzimas en el citoplasma

(generalmente cinasas) para transmitir su sefal, por ejemplo los receptores para
citocinas como las interleucinas, las cuales activan células del sistema inmune como
los monocitos y los receptores para interferébn gamma (IFy) (producido por linfocitos
ante estimulos inmunoldgicos). Estos receptores estan formados al menos por dos
subunidades y al ser activados por su agonista se dimerizan, activando posteriormente
a las cinasas intracelulares que transmiten el estimulo a otras partes de la célula.

3. Receptores acoplados a proteinas G: este nombre lo reciben debido a que
interactuan con componentes intermediarias lamadas “proteinas G”. Esta familia incluye a
la rodopsina (receptor de la luz en el ¢jo de los vertebrados), al receptor de la adrenalina
(epinefrina), del acido lisofosfatidico (LPA), de la histamina, serotonina, dopamina,



vasopresina, opioides, prostanoides, entre muchos otros. Enseguida se detalla sobre
estos receptores por ser los que se estudiaron en este trabajo.

V. Receptores acoplados a proteinas G.

Esta es la familia mas grande, ubicua y versatil de receptores de membrana. Cuenta
actualmente con mas de 1000 miembros (Oakley et al., 2000} y recientemente han sido
estudiados como blanco de medicamentos terapéuticos debido a que participan en un
gran ntmero de funciones fisioldgicas y en el desarrollo de multiples patologias. Las
estimaciones indican que al menos el 40% de los medicamentos en humanos estan
dirigidos contra este tipo de receptores (Lu et al., 2002; Chalmers and Behan, 2002) (ver
tabla 2).

Tabla 2. Medicamentos dirigidos contra GPCR's.

Receptor blanco Medi ito Enfermedad
. Pepcid Ulceras
Histamina Claritin Alergias
Risperdal Psicosis
Imitrex Migrana
Serotonina (5-HT) BuSpar Ansiedad
Zyprexa Esquizofrenia
Angiotensina Cozar Hipertensién
Toprol-XL Hipertensién
Adrenérgicos Coreg Congestién cardiaca
Serevent Asma
Prostaglandinas Cytotec Ulceras
Leucotrienos Singulair Asma
Fuente: Chalmers and Behan, 2002.

Los receptores acoplados a proteinas G (abreviados GPCRs por su nombre en inglés: G
Protein Coupled Receptors) son activades por una gran variedad de estimulos como
hormonas, neurotransmisores, factores de crecimiento, fosfolipidos, fotones, olores,
sabores dulces y amargos, etc. Todos ellos, ademas de unirse a proteinas G, estan
embebidos en la membrana plasmatica de tal forma que la atraviesan 7 veces, es decir
poseen 7 dominios transmembranales, de unos 20 a 25 aminoacidos cada uno (Dohiman
et al., 1987). Estos dominios, unidos por 3 asas intracelulares y 3 extracelulares, son los
sitios de mayor similitud entre los diferentes tipos de GPCRs. Comprenden una familia de
mas de 800 (Pierce et al., 2002) y otras estimaciones calculan que el 1% del genoma de
mamiferos codifica para este tipo de proteinas (Hur and Kim, 2002).
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exteriar celular

interior
celular

Fig. 3. Modelo de la estructura de receptores acoplados a proteinas G o de siete dominios
transmembranales: a) vista transmembranal y b) vista tridimensional desde el exterior celular
sefialando la zona de interaccién de la hormona (Tomado de Gracia-Séainz, 2002).

Su modelo estructural propone una estructura alfa-helicoidal con su extremo amino
extracelular y el extremo carboxilo Intracelular. Se tienen dos teorlas sobre el sitio de
** acoplamiento para el ligando: una propone que el ligando se acopla al receptor en una
“bolsa de unién para el ligando” formada entre los dominios transmembranales 3, 4 y 6
(TM-ill, TM-IV y TM-VI); la otra propone a los TM-ll, TM-tll y TM-VIil. Al dominio TM-Iil se
le ubica en el centro de la estructura del receptor. Los estudios han revelado que tanto la
longitud de las asas extracelulares como los aminoacidos que la conforman determinan la
especificidad de la unién de los ligandos (Schwartz, 1994).

La clasificacién mas utilizada para estos receptores los divide én tres familias, A, By C
basandose en la similitud de sus secuencias. Entre los diferentes miembros de las tres
familias de GPCRs comparten hasta el 95% de homologia entre sus secuencias de
aminoacidos (Strader et al., 1994).

La Familia A es la mas grande, incluye a la subfamilia de receptores para la adrenalina,
acetilcolina, dopamina, histamina, serotonina, receptores para olores, angiotensina,
bradicinina, endotelina, gonadotropina, canabinoides y para la luz (la rodopsina, el cual es
el Unico GPCR cuya estructura tridimensional por difraccion de rayos X es conocida hasta
Ia fecha (ver Palczewski, et al., 2000)).
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La Familia B contiene aproximadamente unos 25 miembros, incluyendo a la familia de
hormonas gastrointestinales (secretina, glucagon, péptido intestinal vasoactivo y la
hormona liberadora de la hormona de crecimiento), la hormona liberadora de
corticotropinas, calcitonina y la hormona paratiroidea.

La Familia C también es relativamente pequena y contiene a la familia de receptores
metabotropicos de glutamato, al receptor para GABAg, los receptores sensores de calcio,
asi como a los receptores para sabores. Toda esta familia posee un extremo amino
extracelular muy grande que parece ser crucial para la unién del ligando y, por lo tanto,

para la activacion del receptor.

Los GPCRs transmiten el estimulo ambiental mediante las proteinas G, por o que estas
constituyen el elemento transductor en este sistema de comunicacion. Estas proteinas
fueron estudiadas inicialmente por el Dr. Martin Rodbell (ver Rodbell et al., 1971), en el
proceso activacion de la adenilato ciclasa (AC) (la produce un segundo mensajero
intracelular: el AMPc o Adenosin Mono-Phosphate Ciclic), mediante GTP. Una proteina
era la encargada de activar a la AC uniendo nucledtidos de guanina, a la cual dieron
inicialmente el nombre de “proteina N" (por ser una proteina reguladora de Nucleétidos)
para después denominaria “protelna G” (por ser nucledtidos de Guanina). El Dr. Rodbell
obtuvo el Premio Nébel de Medicina en 1994, junto con el Dr. Alfred Gilman, por “el
descubrimiento de las proteinas G y su participacion en la transduccion de sefiales en las
células” (Garcla-Sainz, 2002).

Los GPCRs pueden acoplarse a mas de un tipo de proteina G, dependiendo del tipo de
estimulo que reciba la célula. Muchos de estos receptores comparten vias de
sefnalizacidn que son activadas con diferentes grados de eficiencia por una hormona en
particular. La sefial intracelular iniciada por un agonista y la fuerza de propagacion de
esta sefial dependera del nimero y tipo de receptores, de transductores (proteinas G) y
de efectores (Bimbaumer, 1992; Hepler and Gilman, 1991; Lomasney et al., 1991).

VI. PROTEINAS G.

Como ya se ha visto, son esenciales en la transmision de la sefal y en particular en la
especificidad de ésta. Mediante su purificacion se sabe que estan conformadas por un
heterotrimero, es decir por tres subunidades distintas, la subunidad alfa (a) que pesa
entre 40 y 43 kDa, la subunidad beta (B) de 35 kDa y la gamma (y) de 14 kDa.
Actualmente, con el proyecto de secuenciacién del genoma humano casi completo, se



han identificado 27 subunidades G, 5 subunidades Gp y 14 subunidades Gy (Albert and
Robillard, 2002). Se conocen 4 familias de proteinas G, clasificadas con base en la
secuencia de residuos de aminoacidos de la subunidad alfa: Gs, Guo, Gant Y Gizia
(Gilman, 1987; Hur and Kim, 2002).

Las proteinas G regulan a ofras proteinas efectoras o amplificadoras. Las proteinas G,
(s="stimulation™) activan a la adenilato ciclasa, mientras que las G, (i="inhibition™) ia
inhiben. La estimulacién de G, activa a la fosfolipasa C (PLC) y canales de calcio. Las Gz
estan implicadas en la regulacion de otro grupo de proteinas G denominadas “proteinas
G pequefias” o “de bajo peso molecular” (20-30 kDa) donde estan incluidas las famikias
Ras, Rho, Rab y Ran que regulan procesos como la expresién génica, organizacién del
citoesqueleto, trafico de vesiculas y otros procesos en diferentes fases dei ciclo celular
(Matozaki et al., 2000). Varios estudios han mostrado que hay mayor preferencia
especlfica de GPCR's por las Gs, Gip ¥ Gy11. Gue por Gyana, (Hur and Kim, 2002).

Hay que sefalar el hecho de que los GPCR's pueden acoplarse a varios tipos de
proteinas G, a unas con mayor afinidad que a otras segun el estimulo, pero imponiendo
mayor especificidad en la respuesta, y en la seleccion de la proteina G, los dominios
intracelulares del receptor juegan un papel muy importante, asi como la subunidad o de
la proteina G (Bourne, 1997).

 En su estado basal o inactivo una proteina G esta constituida de su subunidad « unida a
las otras dos subunidades que forman un dimero fuertemente unido denominado beta-
gamma (Py), el cual solo se ha podido separar en condiciones desnaturalizantes. Lo que
promueve su activacion es la interaccion de la proteina G con un receptor activo, aunque
se sabe que un receptor en ausencia de su agonista también puede activar a una
proteina G aunque en otras condiciones (Gether and Kobilka, 1998).

Estudios sobre la accion de la toxina de la bacteria del célera (Vibrio cholerae)
mostraron que su efecto sobre las células lo ejerce uniéndose a proteinas tipo G,,
modificdndolas covalentemente mediante una reaccién de ADP-ribosilacién en residuos
de arginina. La toxina rompe la molécula del NAD (dinucledtido de nicotinamida y
adenina) de la célula y une su fraccion ADP-ribosa a las proteinas G, (Murayama et al.,
1983), manteniéndolas permanentemente activas. En las células de la mucosa intestinal
(lugar a donde llega la toxina de la bacteria) las proteinas G, ADP-ribosiladas activan a la
AC y se produce AMPc de forma no regulada, lo que impide a las células absorber
liquidos del espacio intestinal produciendo asi sintomas como la diarrea y la
deshidratacion. De manera similar la toxina pertussis (de la bacteria Bordetella



perussis, causante de !a tos ferina) ADP-ribosila a proteinas del tipo G; pero en residuos
de cisteina (Sekhra of al., 1983;Ui, et al,, 1985) y en este caso bloquea su accidn
inhibitoria sobre la AC. Estas toxinas han sido aprovechados desde hace varios afios
para estudiar y caracterizar la participacién de proteinas G (Neer, 1995).

Ciclo de activacién de las proteinas G.
En su estado basal o inaclivo las proteinas G tienen unida una molécula de GOP
(Guanosin Di-fosfato) en su subunidad a. El cambio conformacional que sufre el receptor
activado por su agonista promueve en la protelna G el intercambio de GDP por GTP, lo
cual lleva a su activacién. Las subunidades de la proteina G se disocian en dos partes, la
subunidad o y el dimero fly. Aqui las proteinas G, en su papel de transductoras, llevan la
sefal a las proteinas efectoras (como la AC o la fosfolipasa C), las cuales generan
segundos mensajeros que se encargaran de llevar la sefal a otras partes de la célula.
Esto se ve favorecido mientras la subunidad « esta activada con GTP. La subunidad a
posee actividad catalitica de GTPasa, es decir tiene la capacidad de hidrolizar el GTP a
GDP. Esta reaccion lleva a la inactivacién de la subunidad a, reestableciendo su unién
con el dimero By y queda lista para un subsecuente ciclo de activacion. De esta manera,
la hidrdlisis del GTP es un mecanismo de control de la duracién del estado activo de la
“proteina convirtiéndose un punto importante de regulacién de la respuesta al estimulo ya
que la velocidad de hidrélisis del GTP varia de un tipo de subunidad o a otro (Carty et al.,
1990; Linder et al., 1990).

La subunidad a tiene varios dominios, uno en donde radica la actividad de GTPasa, en
el cual esta tanto el dominio de unién a los nucleétidos de guanina (GDP y GTP) como el
de unidn al receptor y el de unién para el dimero Py. Otro dominio es una regién en forma
de a-hélice que, junto con el dominio de GTPasa, contribuye a la unién de la subunidad a
con las proteinas efectoras (Gilman, 1987).

El dimero By es un complejo proteico sin actividad enzimatica intrinseca, sin embargo se
le considera una unidad funcional ya que se {e han atribuido acciones importantes en el
proceso de la transduccién de la sefial y también se les ha considerado como elemento
crucial para la especificidad entre los receptores y los efectores (Vanderbeld, 2000). Se le
ha asociado con la activacion (Chen et al. 1995) e inhibicién (Tang and Gilman, 1991) de
algunos tipos de AC, con la activacién de la fosfolipasa C-f3 (Carozzi et al., 1993), con la
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activacién de algunos canales de calcio (Kim et al., 1989; Yamada et al., 1993), con la
activacién de proteinas cinasas como la fosfatidilinositol-3 cinasa (Morris et al., 1995), las
cinasas especificas para los GPCRs (GRKs) y las cinasas activadas por mitdgenos
(MAPK) (Luttrell et al., 1996). Incluso el dimero Py participa en la regulacion cruzada entre
receptores acoplados a proteinas G de diferente tipo (Quitterer and Lohse, 1999).

VII. Vias de transduccién de los GPCRs.

Una de las principales funciones de las proteinas G es servir como enlace funcional entre
los receptores y los efectores. Dentro de estos Gltimos, los mas importantes descritos
hasta la fecha son los sistemas de la Adenilato Ciclasa (AC) y de la Fosfolipasa C (PLC),
aunque existen otros también activados por proteinas G y pueden verse resumidos en la
Tabla 3.

Tabla 3. Efectores de proteinas G heterotriméricas.
Subunidades de proteinas G__| Efectores

Ga T Adenilato Ciclasa (AC)
Guaer (sistema olfatorio) Canales de calcio
Cinasas de la familia C-Src
Gay (Transducina) T Fosfodiesterasa de GMPc
Gagyst (Gustducina) Fosfodiesterasa (deteccién de
los sabores dulce y amargo}
Gay1,2,3 1 AC, T cinasas de Ia familia c-
Ga, Src
Rap1, Gap1
Gag, Gay, Goyg, 15, 16 T Fosfolipasa C (PLC),
L RhoGEF

Proteina cinasa C (PKC)
P115RhoGEF, formaciéon de
fibras de stress, E-cadherina
Canales de potasio (GIRK)
GRKs

TACIlyACIV

T PLC-B1, B2y B3

PI3Ky

Gaz, Gayy’

oy

=activacién; {=inhibicién.

. Tomado de Pierce et al., 2002.
Las' diferentes subunidades de las proteinas G, al compartir algunos efectores, pueden
_afadir vespeciﬁcidad en la respuesta por parte de los receptores segin el estimulo
,r'e‘cibldo‘,'(la Transducina es la proteina G especifica del sistema visual y la Gustducina es
su ahéloga en la percepcidon de sabores).
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Sistema de la Adenilato Ciclasa (AC).

Esta proteina efectora es la encargada de sintetizar AMPc o Adenosin Mono-fosfato
ciclico (un segundo mensajero muy importante) a partir de la hidrélisis de ATP. £l Dr, Earl
Sutherland fue el pionero en los estudios de esta enzima, la cual aislé y caracterizé junto
con la fosfodiesterasa (enzima que degrada al AMPc). Al identificar al AMPc se pudo
considerar su participaciéon en el efecto hormonal sobre las células. Por estos trabajos le
otorgaron el Premio Nobel de Medicina en 1971,

Las AC son una familia de enzimas asociadas a la membrana plasmatica de la cual se
han identificado al menos 9 isoformas cuyos pesos moleculares van entre 200 y 250 kDa.
Pueden dividirse en 4 familias con distintos patrones de regulacién, ya sea por Ga o por
el dimero Gy, por la proteina cinasa C (PKC) o calcio (Mons et al., 1998). Su distribucion
en tejidos es muy variada y su estructura comprende dos dominios hidrofilicos
extracelulares y dos hidrofébicos intracelulares alternados en la membrana plasmatica
(Krupinsky et al., 1892).

Cuando una proteina G se activa, su subunidad Ga con GTP puede unirse a la AC.
Segln el tipo de subunidad a, si es Gay, 0 Gaw la AC se activara o se inhibira
respectivamente. Cuando la AC se activa, su subunidad catalitica convierte al ATP en 3'
5' AMP ciclico (AMPc). Esta molécula puede activar mediante un cambio conformacional
a una proteina cinasa dependiente de AMPc, denominada PKA (por Protein Kinase
cAMP-dependent). Esta enzima posee dos subunidades cataliticas y dos reguladoras que
se separan al activarse las primeras, las cuales pueden fosforilar a otras proteinas en
sitios especificos de serina y treonina, resultando en la regulacién de la transduccién de
la seiial (Habener, 1995).Si es la subunidad Ga, la que se une a la AC, la hidrdlisis de
ATP no ocurre y por lo tanto tampoco la sintesis de AMPc.

Otra forma de regular las acciones del AMPc es mediante su degradacion a través de la
fosfodiesterasa, la cual convierte al 3' 5' AMP (AMPc) en 5’ AMP, haciéndolo lineal (no
ciclico) inhibiendo su accién sobre la PKA (Tang and Gilman, 1992).

Entre los receptores que se acoplan a la via activadora de la AC (Ga,) estan aquellos
para vasopresina, giucagon y la hormona luteinizante, mientras que en la via inhibidora
(Gwy) se acoplan algunos receptores para la acetilcolina. Sin embrago puede ocurrir que
haya receptores de la misma subfamilia que se acoplen a una y otra via, tal es el caso de
los receptores adrenérgicos g1, p2 y g3 a Ga, y de los a2 a Ga; (Lefkowitz and Caron,
1988). Evidencia experimental reciente en el receptor 2-adrenérgico apoya la idea de

que existe un intercambio de afinidades o “swilching” hacia Ga, y Ga; mediada por PKA
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que regula la actividad de la AC (Daaka et al., 1997; Liggett et al., 1991; Zamah et al.,
2002).

exiracelular
adenilil ciclasa

H-a)

intracelular

Fig. 4. Sistema de la Adenilato Ciclasa, regulada por proteinas Gi y Gs mostrando su
actividad activadora (+) o inhibidora (-) (Tomado de Garcia-Sainz, 2002).

Sistema de Fosfoinositidos-Calcio.
Los fosfoinositidos (PPI) son fosfolipidos que contienen en su estructura un
* carbohidratom (el myo-inositol) como cabeza polar. Estos fosfolipidos fueron estudiados
inicialmente por los Dras. Hokin y Hokin en 1953 y descubrieron que participaban en la
respuesta del pancreas ante la estimulacién hormonal (Hokin and Hokin, 1953). Las
moléculas producto de la hidrolisis de los PPl son segundos mensajeros de amplia
distribucion celular. El fosfoinositido hidrolizado en primer lugar por la Fosfolipasa C
(PLC) es el 4,5-bifosfato (Ptdins(4,5)P; 6 PIP;), el cual se encuentra asociado a la
membrana, cuya hidrélisis produce dos moléculas que sirven como los segundos
mensajeros principales, el inositol-1,4,5-trisfosfato (1-1,4,5-P3 6 PIP;) y el 1, 2-diacilglicerol
(1.2-DAG 6 DAG).
Las PLC especlficas para fosfoinositidos (PPI-PLC) son una subfamilia que actua
especificamente sobre los lipidos que contienen inositol, como la fosfatidil-colina. Se
dividen en tres tipos, PLC-B, PLC-y (~ 150 kDa) y PLC-5 (~85 kDa) y son proteinas con
poca identidad en sus secuencias. El grado de identidad es mucho mayor dentro de los
subtipos, por ejemplo los 1, 82 y 83 de la PLC-B. Asi mismo para las PLC-y existen las
¥1 y y2, mientras que para la PLC-8 estan incluidas las 81, 82 y 83. Todas hidrolizan
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especlficamente al PIP,. Solamente la PLC-f y la PLC-5 son activadas por GPCRs, ya
que la PLC-y se acopla directamente a receptores con actividad de cinasa de tirosina.

El ciclo de los fosfatos de inositol comienza cuando un receptor activa a una proteina Gg,
la cual es capaz de activar a la PLC (aunque también puede ser activada por proteinas G
sensibles a toxina perfussis). Esta enzima es parte de una familia de fosfolipasas que
hidrolizan fosfolipidos en la posicidon 3 del enlace fosfodiester de su armazoén de glicerol.
Cuando el PIP; es el sustrato de la enzima, la PLC lo convierte en IP; y en DAG. El IP,
puede difundir facimente en el citoplasma y activa receptores tipo canal que se
encuentran en la membrana del reticulo endoplasmico (proteinas homotetraméricas de
gran tamafio, ~250,000 kDa), lo que genera la salida de iones de calcio (Ca®*) de este
depésito. Una vez en el citosol, el calcio puede actuar también como segundo mensajero

y activar a un gran numero de enzimas.

extraceiutar

smracotular

Fig. 5. Sistema de Fosfoinositidos-Calcio, mediante la PLC activada por protelnas Gaq. Se
muestra la produccién de DAG e IP;, y la liberacion inducida de Ca®* del reticulo endoplasmico
(Temado de Garcia-Sainz, 2002).

La concentracién de calcio intracelular es regulada por ATPasas de calcio en la
membrana que lo llevan hacia el exterior de la célula, asi como por su secuestro por parte
del reticulo endoplasmico y otros organelos como las mitocondrias. La concentracién de
1P, también es regulada por su degradacion por parte de fosfatasas hacia mioinositol-1,4-
bifosfato (IP;z), mioinositol-1-fosfato (IP) y mioinositol (Berridge et al., 2000).
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Una de las proteinas mas importantes activada en esta via es la Proteina Cinasa C (o
PKC por Protein Kinase Calcium-dependent), activada por calcio, DAG o fosfatidil-serina,
y regula a otras proteinas mediante fosforilacién.

La familia de enzimas PKC (~67 a 83 kDa) son codificadas al menos por 10 genes cuyos
procesos de transcripcién alternativos (“splicing™) puede originar formas mas complejas
de esta proteina (Asaoka et al., 1994). Sus 11 isoformas conocidas se han dividido en 3
familias segtn su estructura y su cofactor de regulacién, las Clasicas o Convencionales
(PKC-a, 1, B2y y ), las Nuevas (PKC-3 , &, 1, 8 y n) y las Atipicas (PKC-E y 1) (Newton,
1995). Todos los subtipos requieren para activarse de fosfatidilserina, pero muestran
diferentes requerimientos de calcio. Las PKC clasicas son activadas por caicio y DAG,
reforzando su activacién con acidos grasos cis-insaturados como el oleico, linoleico y
araquidonico. Las isoformas Nuevas son insensibles a calcio pero responden a ésteres
de forbol y las Atlpicas tampoco responden ante calcio, DAG o ésteres de forbol pero si
ante fosfatidilserina {(Newton, 1995).

La PKC fosforila a proteinas en sitios de serina y treonina, participando asi en la
mediacién de las respuestas a neurotransmisores u hormonas que activen la via de
fosfoinositidos, y puede participar en actividades de ATPasa y fosfatasa (Newton, 1995).
Dentro de las funciones en que se le involucra la PKC estan la desensibilizacién de
+ receptores, la modulacién de cambios estructurales de la membrana, la regulacién de la
transcripciéon, mediacién de respuestas inmunes, crecimiento celular, en procesos de
aprendizaje y memoria entre ofros. Los ésteres de forbol, como el 12-O-tetra-
decanoilforbol-13-acetato (TPA por 12-O-tetradecanoylphorboi-13-acetate), que son
potentes promotores de tumores, pueden simular la actividad de! DAG y activar a la PKC
de manera prolongada ya que no son facilmente metabolizados, por lo que se utilizan
ampliamente en el estudio de las vias de recambio de PPI y de la participacién de la PKC
en diferentes vias de transduccién, ya que la activan directamente atravesando la
membrana plasmatica sin la participacién de receptores (Newton, 1995),

VIil. Mecanismos de regulacién de los GPCRs.

Cuando un receptor es activado, su regulacién es importante para que la célula pueda
dar una respuesta global adecuada ante los estimulos que recibe. Si un receptor
permaneciera constantemente activo respondiendo sin control ante el estimulo, seria un
problema mas para la célula y el organismo entero. Por ejemplo la rodopsina, el receptor
para la luz en nuestro sistema visual, sufre de un proceso de regulacién llamado




desensibilizacion que ocurre a menos de 1 segundo de haber sido estimulada, de otro
modo la estimulacion visual seria percibida como destellos constantes de luz, sin poder
distinguir una imagen de otra.

La desensibilizacion puede clasificarse segun varios criterios: si es causada
especificamente por el agonista (llamada “desensibilizacién homdéloga™) o por otro
ligando (“heteréloga”) segun la naturaleza del estimulo; si es rapido (ocurre en minutos o
segundos) o lento (horas a dias) y si es por la pérdida de la funcionalidad del receptor
(desacoplamiento) o bien por la disminucién en el nimero de receptores en la membrana
(“down-regulation”).

En general para que los receptores puedan responder ante cambios rapidos en la
concentracién de su agonista, deben sufrir de un ciclo de inactivacién y restauracién. Mas
adelante se detallaran estos UGitimos mecanismos ya que son importantes para la
comprension del funcionamiento de los GPCRs. En el caso de los GPCRs se involucran
diversos procesos celulares como la internalizacion, la modulacién de su acoplamiento a
proteinas G, reciclamiento hacia la membrana plasmatica, degradacion y la regulacién de
su expresion (Lefkowitz ef al., 1998). Evidencia reciente también sefiala que los GPCRs
pueden formar heterodimeros, ya sea entre receptores de la misma familia o bien de una
distinta. Se cree que esto permite que la activacién del receptor por su ligando afecte la
afinidad de otros receptores por sus ligandos. Otra teoria es que esto provoca una
redistribucién de las proteinas G, lo que las hace interactuar con otros receptores
(Cordeaux and Hill, 2002).

A) Desensibilizacién.

Sa ha definido como la regulacion aguda de los receptores, en especial para los GPCRs,
caracterizada por el debilitamiento de su respuesta a su estimulacion en presencia
continua del agonista. También se le ha llamado desactivacién, adaptacion, tolerancia,
apagado o taquifilaxis (Krupnick and Benovic, 1998). Los mejores modelos de estudio de
este proceso han sido la desensibilizaciéon de la rodopsina a la tuz (Hargrave and
McDowell, 1992) y del receptor B-adrenérgico a su agonista (Hausdorff et al., 1990),
aunque también se ha estudiado extensamente en el efecto de otras hormonas.

El proceso general de desensibilizacidon involucra varios mecanismos, principalmente el
desacoplamiento de! receptor con la proteina G en respuesta a su fosforilacion del
receptor (Bouvier et al., 1988), la internalizacion de los receptores de la membrana hacia
compartimentos intracelulares (Anborgh et al., 2000) y el proceso de “down-regulation”
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(disminucién del nimero total de receptores a partir de su baja sintesis), asi como por la
degradacién de receptores por parte del aparato lisosomal de la célula (Jockers et al.,
1999) y los lapsos de tiempo en los cuales ocurre este proceso varian desde segundos
(en el caso de la fosforilacion) hasta horas (en el caso de la “down-regulation”) (Ferguson,
2001). Mas adelante se detalla el proceso de fosforilacién ya que se ha establecido como
el evento inicial para que ocurra la desensibilizacién de un GPCR (Chen et al, 1995;
Lohse et al., 1992; Vazquez-Prado et al., 2000).

Desensibilizacion homéloga.

El fendmeno es detectado como una disminucion de la respuesta ante el estimulo
constante y puede medirse mediante la fosforilacién propia del receptor o bien por la
actividad de proteinas efectoras. Esta regulacién negativa de la respuesta es especifica
para la hormona con la que se ha estimulado de forma cronica. Cuando un agonista activa
a su receptor, le provoca un cambio conformacional que lo lleva a su acoplamiento con la
proteina G correspondiente y deja expuestos los sitios especificos para fosforilacion por
las GRKSs (cinasas de GPCRs). Sin embargo, esta fosforilacién no es el tnico fenémeno
necesario para inactivar totalmente al receptor. Esto requiere de un componente adicional,
proteinas denominadas “arrestinas”, hacia las cuales el receptor muestra una alta afinidad
mientras permanece en el estado fosforilado y cuya accién mecanica es desacoplar al

_GPCR de la proteina G (Ferguson, 2001).

Arrestinas y la desensibilizacién homéloga.

Se identificaron mediante estudios sobre los bastones en la retina donde se descubrié una
proteina de 48 kDa que se acoplaba a ia rodopsina activada por la luz (Pfister, 1985) a la
cual actualmente se le llama “arrestina visual”. Se conocen 4 tipos de arrestinas cuyas
propiedades se resumen en la tabla 4. Pueden subdividirse en dos grupos basados en la
homologia de sus secuencias, funcion y distribucion en los tejidos. El primer grupo
comprende a las armrestinas visuales (también llamadas antigenos S), que son proteinas
en los bastones restringidas a la fototransduccion, localizadas principalmente en la retina
y glandula pineal. También se ubican a las arrestinas de los conos (arrestina C) que se
encuentran distribuidas ampliamente tanto en {a glandula pineal como en los conos de ta
retina. El segundo grupo lo conforman las p-arrestinas (B-arrestinat y B-arrestina2),
expresadas de forma ubicua en la retina pero localizadas predominantemente en tejido

21



neuronal y en el bazo (Attramadal et al., 1992) y se plantea, aunque aun sin mucha
evidencia, la existencia de una tercera familia (Craft et al., 1994).

Ademas de que las arrestinas contribuyen a la desensibilizacion de los GPCRs por el
desacoplamiento fisico entre el receptor y la proteina G (arrestinas visuales), también
participan en la internalizacién de los GPCRs o endocitosis (B-arrestinas).

Considerando el numero limitado de arrestinas y la gran variabilidad de GPCRs, es
probable que la especificidad para cada receptor sea dictada por diferencias discretas en
su estructura y por la especificidad del tejido (Ferguson, 2001).

Las arrestinas se unen a GPCRs que han sido fosforilados por GRKs y no por los que han
sido fosforilados por cinasas dependientes de segundos mensajeros. Se sabe por ejemplo
que el receptor P,-adrenérgico aumenta su afinidad de 10 a 30 veces hacia las arrestinas
cuando es fosforilado por GRKs (Lohse, 1992).

Tabla 4. Propiedades de las Arrestinas.

Tamano Distribucion
Familia (a.a) en los tejldos Sustratos | Fosforilacion | Funcién
Arrestina Retina, pineal, Rho, BAR, | PKC, Ca™",
visual 404 Cerebelo. m2 mAChR_| calmodulina Desensib.
Arrestina de
los Conos 388 g:?u?ghgulmén gl No determ. | No determ. Desensib.
(C-arrestina) )
Elere‘g:" Zazo B2AR, m2, Desensib.
p-arrestinat 418 pocampo, mAChHR MAPK Endocitosis
ovarios, corazén, Rho Sefalizar
pulmén, mtisculo .
Bazo, ovario B2AR, m2, N Desens.
f/'\fr';‘:;‘r"’;ag) 410 | hipocampo, mAChR, | Gaseina Endocitosis
cerebro,corazén Rho Sefializar.

AR, receptor adrenérgico; m2, receptor muscarinico; mAChR, receptor Colinérgico; Desensib.;
desensibilizacion
Tomado de Ferguson, 2001.

La capacidad de las arrestinas para diferenciar entre un receptor activado por su propio
agonista y uno que es activado por otro ligando distinto indica que poseen un dominio que
se une especificamente con las regiones del GPCR que lo sefalan como activo. Los
primeros estudios sobre esta “regién de reconocimiento de activacion” (como fue flamada
inicialmente) en la rodopsina mostraron que estaban involucradas al menos tres regiones
del extremo amino-terminal de [a arrestina visual y posteriormente se demostraron otras
regiones para las B-arrestinas 1 y 2 (Krupnick and Benovic, 1998). De igual forma, su

capaclidad para discriminar entre un receptor fosforilado y otro que no lo esta recae en un
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pequefio .dominio que se encuentra también en su extremo amino-terminal, entre los
residuos 158 y 185 donde se han identificado varios residuos de aminoacidos basicos
‘esenciales para la interaccién con los fosfatos del receptor (Gurevich and Benovic, 1993).
Al parecer el extremo carboxilo de las arrestinas participa en la regulacién de sus cambios
conformacionales, y para las B-arrestinas se conoce un dominio de unién para otra
protefna llamada clatrina, la cual también participa en la internalizacion de GPCRs.

El papel de las arrestinas en la desensibilizacion homologa ha sido estudiado in vivo en
los receptores By~ (Freedman et al, 1995), Bo- (Pippig et al., 1993) y ass-adrenérgicos
(Diviani et al., 1996), demostrando que la participacion de las GRKs es esencial en la
accién de las arrestinas. Estudios mas recientes en donde se emplean técnicas como el
doble-hibrido y la transfeccién de células con la proteina verde fluorescente (GFP-Green
Fluorescent Protein), han establecido las relaciones de las B-arrestinas con protelnas
accesorias como las AP-2 (Adaptor Protein 2 , complejos de 4 subunidades: 2 grandes de
100 kDa (a-adaptina y p2-adaptina), una mediana de 50 kDa (12) y una pequena de 17
kDa (02) {Kirchhausen, 1999)), que regulan con precisién el proceso de internalizacion.
También se ha estudiado la fosforilacién de la p-arrestina2 como modulador de la funcién
de AP-2 en la internalizacién del receptor B,-adrenérgico (Lin ef al., 2002).

“Internalizacién de GPCRs.

La internalizacién o secuestro por endocitosis constituye uno de los procesos mas
importantes en la regulacién de la actividad de los GPCRs activados por su agonista
(Koenig and Edwardson, 1997), en donde el nimero de receptores en la membrana
disminuye debido a que son llevados al interior de la célula, dejandolos fuera del alcance
de los agonistas. Esta idea se origind con estudios sobre el receptor B-adrenérgico al
observarse que se perdian los sitios de union al agonista en eritrocitos de sapo (ver
Chuang and Costa, 1979). Otro estudio mostré que los restos celulares separados en un
gradiente de sacarosa y los receptores intemalizados se localizaron en fracciones
“vesiculares ligeras”™ mientras que los receptores de superficie estaban en “vesiculas
pesadas”. Al estudiar las proteinas G, presentes en las vesiculas ligeras se encontré que
el nimero era muy reducido o simplemente no existian (Waldo et al, 1983).

Estudios recientes con la GFP han demostrado que la tasa de internalizacién para cada
GPCR es especifica para cada receptor. Estas diferencias en la cinética de
internalizacion sugieren que hay multiples mecanismos de endocitosis o bien que hay
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heterogeneidades estructurales entre los receptores que modulan su afinidad relativa por
las diferentes proteinas adaptadoras (Ferguson, 2001).

Se ha propuesto que la fosforilacién por las GRKs es lo que desencadena los procesos de
internalizacién, sobre todo el papel de la GRK2 en receptores como el de angiotensina
(AT1), el de endotelina (ET,), el de dopamina (D2) y el Bz-adrenérgico. La teoria actual es
que la fosforilaciéon estabiliza al receptor en una conformacién tal que promueve su
interaccién con otros elementos celulares que llevan a la internalizacion, por lo tanto, el
proceso dependera del nivel de expresién de las B-arrestinas, del tipo de GPCR y su
expresion, de la fosforilacion por GRKs, del sistema hormonal y el contexto celular
(Ferguson, 2001).

Cuando un GPCR es activado, las B-arrestinas, que normalmente se encuentran en el
citosol, se translocan hacia la membrana para unirse al receptor y promueven la
asociacién de moléculas de clatrina para formar una vesicula cublerta de clatrina en la
membrana gque poco a poco se va invaginando hasta que se separa de la membrana y se
convierte en una vesicula intracelular (von Zastrow and Kobilka, 1994).

Por accién de otra protelna, la dinamina, que es una GTPasa co-localizada con {a clatrina
capaz de unirse a fosfoinositidos por su dominio PH (Pleckstrin-Homology) en su amino-
terminal, esenclal para la formacion de las vesiculas cubiertas de clatrina y cataliza la
fusién de la vesiculas en formacion en la membrana (Claing et al., 2002). La inhibicion de
esta proteina bloquea la internalizacion del receptor -adrenérgico (Zhang et al., 1996).
Actualmente se conocen otros procesos de internalizacion alternativos, particularmente
en el receptor de angiotensina AT, y el muscarinico m2, en donde el bloqueo o la baja
expresion de GRKs y B-arrestinas (en el caso del AT,a) o B-arrestinas y dinamina (en el
caso del m2), no bloguean su internalizacién inducida por su agonista (Ferguson, 2001).
Estos procesos no se conocen del todo, aunque se sabe que participan invaginaciones
endégenas preformadas en la membrana llamadas caveolas (formadas de la proteina
caveolina) que secuestran a los receptores activados, asi como la participacion de otras
vesiculas sin clatrina y dinamina (Buneman et al., 1999). También se sabe que la
internalizacion de los GPCRs activa vias de sedalizacion independientes de proteinas G.
En la desensibilizacién por internalizacién puede ocurrir que los GPCRs, una vez
internalizados, no sean devueltos o reciclados a la membrana, evitando que sean
estimulados otra vez o debilitando la sefial que transmitieron inicialmente (Oakley et a/,.
1999). En algunos casos son llevados hacia el aparato lisosomal de la célula para ser
degradados (Trejo and Coughlin, 1999) y en otros casos mas bien permanecen
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secuestrados en endosomas (Anborng, 2000). La importancia fisiolégica de este proceso
es mantener la homeostasis normal de la célula o tejido ante una estimulacién cronica.
Sin embargo, asi como este mecanismo protege a la célula de la constante estimulacion,
el permanecer mucho tiempo en estas condiciones puede ser dafiino, por lo tanto debe
haber un mecanismo de resensibilizacién.

Este mecanismo se sabe que es logrado por la actividad de proteinas fosfatasas que
desfosforilan a los receptores que ya han sido fosforilados e internalizados y son
reciclados a la membrana para estar expuestos a otro estimulo. Al parecer la
resensibilizacién en general tarda mas que la desensibilizacién (segundos o pocos
minutos), por lo que es menos eficiente (Gros et al., 1997). Estudios con el receptor as-
adrenérgico muestran como después de haber sido activado y desensibilizado, es
reactivados y reciclado continuamente a la membrana atn durante fa exposicién a su
agonista (Fonseca et al., 1995).

Para que un GPCR sea resensibilizado requiere que las p-arrestinas sigan unidas a él
dentro del endosoma cubierto de clatrina en el cual fue internalizado (Ferguson et al.,
1998), pero principaimente que sea desfosforilado por las fosfatasas especificas para
GPCRs y seilalado por esta condicién es reciclado hacia la membrana. Si los receptores
han sido degradados, la resensibilizacion depende de la sintesis de novo del receptor o
" blen de una reserva intracelular de receptores “virgenes” que puedan reemplazar a los
receptores degradados (Shapiro and Coughlin 1998).

Desensibilizacién heterdloga.

Este proceso ocurre cuando un receptor es desensibilizado en respuesta a un agonista
distinto pero que igualmente lleva a su fosforilacion, lo cual puede ocurrir entre receptores
de la misma familia de GPCRs o bien de familias diferentes (Cordeaux and Hill, 2002).
Este tipo de desensibilizacién estd mediado por cinasas dependientes de segundos
mensajeros como la proteina cinasa A (PKA), activada por receptores acoplados a
proteinas G, y la proteina cinasa C (PKC), activada por receptores acoplados a proteinas
Gq. Estudios con el Bs-adrenérgico muestran como su fosforilacion mediada por estas
cinasas disminuyen su capacidad para activar proteinas G (Pitcher et al., 1992).
Actualmente se sabe que tanto la PKA como la PKC provocan una desensibilizacion en
los GPCRs mediante su fosforilacion en sitios diferentes a los que fosforilan las GRKs
(Lefkowitz et al., 1990). En particular, la PKC desensibiliza de forma heteréloga a varios



GPCRs como el de angiotensina AT1 {(Daaka et al., 1998) y el a,-adrenérgico (Vazquez-
Prado et al., 1997; Casas-Gonzalez et al., 2000).

B) Fosforilacién; cinasas que participan en la fosforilacion de GPCRs.

La fosforilacién (unidn covalente de grupos fosfato, PQ4?) puede producir cambios en la
actividad de una molécula. Es uno de los mecanismos de regulacién mas importantes
que existen a escala molecular y participa practicamente en todas las funciones de la
célula: la regulacion del metabolismo, la contracciéon muscular, secrecion, proliferacion
celular, diferenciacién, motilidad celular, transcripcion de genes, sintesis de proteinas,
liberacion de hormonas y sefiales nerviosas entre otras de igual importancia. Los estudios
y el planteamiento de la fosforilacion reversible en las proteinas como mecanismo de
regulacién bioldgica llevados a cabo por los doctores E. H. Fisher y E. G. Krebs les valié
el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1992.

Se sabe que la fosforilacion por cinasas intracelulares es la forma mas rapida de
desensibilizacion de los GPCRs (Ferguson, 2001), lo que lleva al desacoplamiento del
receptor con la proteina G (Jewell-Motz et al., 2000). Dentro de las proteinas cinasas que

regulan a los GPCRs hay 3 grupos principales:

1) Cinasas activadas por segundos mensajeros, como la Proteina Cinasa A
(PKA) y la Protelna Cinasa C (PKC) (Clark ot al., 1988; Houslay, 1991).

2) Algunos miembros de las cinasas de receptores acoplados a proteinas G o
GRKs (por su nombre en inglés G protein-coupled Receptors Kinases)
(Ferguson et al., 1998; Krupnick and Benovic, 1998) y

3) Algunos receptores con actividad de cinasa de residuos de tirosina
(Hadcock et al., 1992)

1) Cinasas activadas por segundos mensajeros.

Cinasas como la PKA y la PKC fosforilan a otras proteinas transfiriéndoles el grupo y-
fosfato del ATP a sus residuos de serina y treonina (generalmente sitios consenso).
Como su nombre lo indica, son activadas por segundos mensajeros como al AMPc, calcio
y DAG. La activacion de la PKC produce la fosforilacion y desensibilizacién de receptores
acoplados a protelnas G, y G, (Diviani ef al., 1997). Esas cinasas fosforilan
indistintamente tanto a receptores activados por su agonista como a los que no lo son
(Lohse, 1990b). También se sabe que algunos subtipos de estas cinasas, en especial las
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PKCa, ¢ y 8, son activadas al ser fosforiladas por la cinasa dependientes de
fosfoinositidos 1 o PDK1 {por Phosphainositide Dependent Kinase) (Sonnenburg et al.,
2001) asi como por PiP;, ambos procesos dependientes de PI3K (Le Good et al., 1998).

2) GRKs, cinasas de los receptores acoplados a proteinas G.

Se identificaron gracias a estudios sobre desensibilizacién de la rodopsina y del receptor
Bz-adrenérgico. Comprenden una familia de siete miembros (GRK1-GRK7) de cinasas de
residuos de serina y treonina que con un grado significativo de homologia en sus
secuencias. Se han identificado siete genes para estas proteinas en mamiferos y algunos
sufren de “splicing” alternativo para dar lugar a otras isoformas (Premont et al., 1995). La
organizacién de cada GRK consta de un dominio central catalitico, un dominio amino-
terminal que tal vez participa en el reconocimiento del sustrato y que contiene un dominio
tipo RGS (por su nombre en inglés “Regulator of G protein Signaling” o Regulador de la
Sefializacion de Proteinas G), lo cual sugiere que ademas de regular la respuesta de los
GPCRs también regulan protelnas G (Carman et al., 1999). Su dominio carboxilo-terminal
ayuda a la GRK a unirse a la membrana. Su especificidad in vitro no es del todo
conocida, pero se sabe que su distribucion en diferentes tejidos y su nivel de expresion
contribuyen en su regulacion in vivo (Claing et al., 2002).

- Segun el grado de homologia en sus secuencias de aminoacidos y su similitud funcional

las GRKs se han agrupado en: 1) GRK1 (cinasa de la rodopsina) (Lorenz et alL, 1991) y
GRK?7 (probable cinasa de la opsina en los conos) (Weiss, et al., 1998), 2) GRK2
(también conocida como BARK1 por B-Adrenergic Receptor Kinase 1 ¢ bien cinasa 1 del
receptor B-adrenérgico) (Benovic et al., 1989) y GRK3 (BARK2) (Benovic et al., 1991) y 3)
las GRK4, una subfamilia de 3 miembros: GRK4-IT11 (Ambrose et al, 1992), GRKS
(Kunapuli and Benovic, 1993) y la GRK6 (Benovic and Gomez, 1993). En la Tabla 5 se
muestran las caracteristicas de la familia de las GRKs.

Modificaciones covalentes post-traduccionales reversibles en las GRKs como la
farnesilacién (en GRK1) y la palmitoilacion (GRK4 y GRK6) son importantes en su
regulacién, asi como la union con el dimero Gy con GRK2 y GRK3. Al parecer las

funciones de GRKS son reguladas por procesos de autofosforilacién y su unién con
fosfolipidos de membrana (Ferguson, 2001).
Las GRKs fosforilan en residuos de serina y treonina, ya sea en el extremo carboxilo de

los GPCRs como el 3;-adrenérgico y la rodopsina o bien en la tercera asa intracelular en

el caso del receptor muscarinico m2 y del az-adrenérgico (Krupnick and Benovic, 1998).
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A diferencia de las cinasas activadas por segundos mensajeros, las GRKs fosforilan
selectivamente a receptores activados por su propio agonista y esto promueve su unién
con las arrestinas, las cuales desacoplan por impedimento estérico a los receptores de
las proteinas G (Pippig et al.. 1993). En la tabla 5 se resumen algunas de sus

propiedades.

Tabla 5. Caracteristicas de las GRKs.
Familia Tamaio | Localizaciéon Modif. covalente | Activadores
GRK1 63 kDa Retina, G. pineal Famesilacidn Recoverina

Leu, cerebro, pulm. Gy, PIP,,
GRK2 (BARK1) | 79 kDa higado, Rifén No determinado PKC. c-Src.

Tub.Olf., cerebro,
bazo, corazén,

GRKS3 (BARK2) | 80 kDa No determinado Gpy, PIP;

GRK4 66 kDa Testiculos, cerebro Palmitoilacién No determ.
Corazon, pulmén, . Policationes,

GRKS 68 kDa Musc., higado, rifién No determinado PIP,.

GRK6 66 kDa | CBrebro.corazén, | ol igiacion | No determ.
Musculo, pulmén

GRK7 62 kDa Retina (conos) Farnesilacion (?) | No determ.

G, glandula; Leu, leucocitos; puim, pulmén; Tub. OIf., Tubérculo olfatorio; Mdsc. Musculo
Tomado de Ferguson, 2001,

3) Receptores con actividad de cinasa de residuos de tirosina.

‘Estos receptores (abreviados RTKs, por “Receptor Tyrosine Kinases") participan en
fenomenos como el ciclo celular, proliferacion, diferenciacion, migracién y metabolismo
(Schlessinger, 2000). A pesar de no estar acoplados a proteinas G, sino que activan otras
vias de transduccion como la via de la MAPK (en el caso del Receptor para el Factor de
Crecimiento Epidérmico o EGFR), recientemente se ha obtenido evidencia de que
algunos miembros de los RTKs, entre ellos el EGFR, tienen la capacidad de comunicarse
con algunos GPCRs en un proceso denominado “comunicacién cruzada” o cross-talk,
compartiendo mecanismos de regulacion y desensibilizacién heterdloga (por tratarse de
receptores de diferentes familias).

Se sabe que los RTKs desensibilizan a los GPCRs induciendo su fosforilacion,
fosforilando también a las proteinas G y también es posible que los GPCRs desensibilicen
a los RTKs, aunque se sabe poco al respecto (Grewal et al., 2001). Se ha comprobado la
participacion de una ruta de los RTKs, la cascada de ERK-MAPK, en un cross-talk con
GPCRs acoplados a proteinas G, y Gq, e involucra la transactivacion del EGFR (Pierce et
al.. 2001). Aunque hay muchos estudios sobre el cross-talk entre GPCRs y RTKs, este
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trabajo se enfocara en el cross-talk entre los receptores aj,-adrenérgico y el receptor para
EGF, por lo que se menciona posteriormente con mas detalle.

Con respecto al receptor a,-adrenérgico, que es el estudiado en este trabajo, se ha
investigado su fosforilacion y desensibilizacion inducida por otros GPCRs no adrenérgicos
tales como el de endotelina (ETa) (Vazquez-Prado et al., 1997), el de bradicinina (B2)
(Medina et al., 1998) y el del acido lisofosfatidico (LPA) (Casas-Gonzalez et al., 2000) asi
como otros receptores distintos a GPCRs, en especial de la familia de los RTKs como el
receplor para PDGF y el receptor para EGF (Medina et al., 2000).

XiX. Receptores adrenérgicos.

Estos pertenecen a la familia de los GPCRs. En 1948 el Dr. Ahlquist los dividio
farmacolégicamente en dos subtipos principales, los alfa (a) y los beta (B) (Garcia Sainz,
2002). Hasta 1974 se pensaba que los a eran una familia homogénea de receptores, pero
posteriormente fueron clasificados en receptores a4 (A, B y D) y ar-adrenérgicos (A, B y
C) (Graham et al., 1996; Langer, 1999). De forma similar los receptores B se han
clasificado a en B4, P2 y Ba-adrenérgicos (Hieble and Bond, 1994). Tienen una estructura
general parecida pero se diferencian por sus efectos fisiolégicos y variantes en su
‘secuencia de aminoacidos. Cada uno constituye una proteina de estructura aifa-helicoidal
cuyo peso molecular varia entre 64 y 80 kDa (Gammeltoft and Kahn, 1995). Sus dominios
transmembranales poseen de 20 a 28 aminoacidos hidrofdbicos (Graham et al., 1996) y el
B2- ha sido el mas extensamente estudiado de los adrenérgicos.

Los agonistas naturales de estos receptores son las catecolaminas adrenalina (epinefrina)
y noradrenalina (norepinefrina), ambas derivadas del aminodcido tirosina y sintetizadas en
la médula de las glandulas suprarrenales. Estas hormonas provocan tienen distintas
respuestas fisiolégicas dependiendo del érgano y tejido donde actien, controlando ia
contraccién y relajacion muscular, la proliferacion celular, frecuencia y ritmo cardiaco,
regulacién de actividad de glandulas endocrinas y exocrinas, la sintesis y degradacién de
glucégeno entre otras (Norman and Litwack, 1997).

La epinefrina o adrenalina fue descubierta en 1895 por Oliver y Schaffer en extractos de
glandulas suprarrenales, los cuales aumentaban la frecuencia cardiaca y la tensién
arterial (Garcia-Sainz, 1999). Tales hormonas participan en un sinnimero de procesos
neurofisioldgicos de gran importancia, por lo que una gran proporcién de las células en un
organismo animal poseen receptores adrenérgicos. De igual forma, se sabe que son
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responsables de patologias como los estados maniaco-depresivos y padecimientos como
el asma o la hipertensién arterial. Actualmente se estudian sus funciones in vivo en
animales transgénicos con la sobre-expresion o anulacién (*knock-outs”) de los genes
para estos receptores (Tanoue et al., 2002).

Se han determinado claramente los sistemas especificos de transduccién a los estan
acoplados los receptores adrenérgicos. Los o, estan acoplados al sistema de
fosfoinositidos-calcio (a proteinas G,), los a2 estan al sistema de la adenilato ciclasa de
forma inhibitoria (a proteinas G) y los receptores f§ trabajan también mediante el sistema
de ia adenilato ciclasa pero de forma activadora (mediante proteinas G,). En la tabla 6 se

resumen algunas caracteristicas de los receptores adrenérgicos.

Tabla 6. Caracteristicas de los receptores adrenérgicos (clonados).

Subtipo | Longitud | Agonistas | Antagonistas | Distribucién | Principal Sistema
de (a.a) por por en tejidos | proteina efector
receptor c potencias potencias G
a 466 OXY >> E | PRAZ =WB- | Cerebro, V. T PLC
1a >NE 4101 deferentes, tca”
« 514 OXY > E = | PRAZ =WB- | Higado, G T PLC
b NE 4101 cerebro a T ca*
« 561 NE 2 E > | PRAZ =WB- | Cerebro, V. TPLCyD
1d oxy 4101 deferentes, 1+ Ca®
a 449 OXY >> E | YOH >>> Aorta, 1 AC
- 2 NE PRAZ cerebro 1l ca?
OXY=E = | YOH >> Higado, 1 ca?
9z 42 I NE PRAZ rifidn G |1k
a 457 OXY = E = | YOH >PRAZ | Cerebro T Na*/K*
< NE intercambio
B 465 ISO > NE | BETAX >> Corazon, gl. T AC
! >NE ICI-118551 pineal + Ca?
B 417 1SO > E > | ICI-118551 > | Pulmén, G, TAC
NE BETAX prostata 41 ca?*
By 399 NE > ISO | ICI-118551 >> | Tejido TAC
>E ALP adiposo T Ca?*

Abreviaciones: BETAX: betaxolol; NE: norepinefrina; PRAZ: prazozina; E: epinefrina; OXY.
oximetazolina; YOH: yohimbina; g/.: glandula; V: vasos; PLC, D: fosfolipasa C, D; AC: adenilato
ciclasa. Modificado de Norman and Litwack, 1997.

Receptor a-adrenérgico (sistema de estudio).

El receptor ap,-adrenérgico de hamster fue el primero de los 3 subtipos a¢ en ser clonado
y es considerado como el receptor prototipo de su grupo (Cotecchia et al., 1988). A partir
de su clonacién, ia Unién Internacional de Farmacologia (IUPHAR) sugirid cambiar la

nomenclatura dejando con mayulscula (a.g) a los receptores caracterizados en células o
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tejidos que los expresan de forma natural o endégena y con minlscula (aw) a los
receptores clonados (ver Vazquez-Prado et al., 1997).
El receptor aj,-adrenérgico (que en adelante se abreviard como a-AR) tiene una
longitud de 515 residuos de aminoacidos (a1,-AR clonado de hamster por Cotecchia et al.,
1988), de los cuales 46 pertenecen a su extremo amino-terminal donde posee 4 sitios de
N-glicosilacion. Sus primeras dos asas intracelulares poseen residuos de cisteina
importantes ya que forman enlaces disulfuro que ayudan al correcto plegamiento de la
proteina y su tercera asa intracelular tiene sitios importantes para la interaccidn con
protelnas G. Se cree que la Ser” en su TM-V es importante para la interaccién y
especificidad con su ligando. Al final del tercer dominio transmembranal presenta el
dominio DRY (por los residuos de aminoacidos Gly-Thr-Tyr) que presentan todos los
demas receptores adrenérgicos asi como muchos otros GPCRs. El ap-AR se acopla a la
via de la PLC mediante proteinas Ggn1, G y Gie activando la movilizacion de ca®
intracelular y la produccion de Inositol 1, 4, S-trifosfato (IP;) (Graham et al, 1996).
Ensayos con mutaciones puntuales han determinado a los residuos Arg™, Lys®*®y Leu''
como los sitios directos de interaccion del a4-AR con la proteina Gaq (Greasley et al,
2001). Dentro de las respuestas fisioldgicas que se le han atribuido especificamente a
este receptor se han descrito, en ratones knock-out del a1,-AR, la regulacién de la presién
“sanguinea y la regulacién homeostatica de la glucosa (Cotecchia et al., 2002).
Su desensibilizacién homdloga ha sido estudiada tanto en sistemas nativos (Leeb-
Lundberg et al., 1987) como en sistemas transfectados (Lattion et al., 1994; Diviani et al.,
1996, 1997; Vazquez-Prado ef al., 1997). Se ha demostrado que su extremo carboxilo
juega un papel importante en la fosforilacién y desensibilizacion (Lattion et al., 1994), asi
como la participacion de las GRKs 2 y 3 y se ha descartado a la PKC en este proceso
(Diviani et al., 1996). Se han caracterizado los sitios de fosfrilacion del as,-AR por GRKs,
siendo las serinas Ser*™, Ser*® y Ser*!° en su extremo carboxilo (Diviani et al., 1997).
Se han observado diferencias en su internalizacién con los distintos tipos celulares
transfectados con este receptor. En fibroblastos Rat-1 (que es la linea celular empleada
en este trabajo) se ha observado que su intemalizacién era lenta en comparacién con la
ocurrida en células HEK-293 (Human Embryonic Kidney) (Lattion et al., 1994; Vazquez-
Prado et al., 1997).
En sistemas transfectados la PKC desensibiliza al a,,-AR fosforitandolo en su extremo
carboxilo (Lattion et al., 1994) en los sitios Ser’™ y Ser*® (Diaviani e! al., 1997). Se ha
demostrado que el TPA bloquea la accion del a.-AR mediante su fosforilacién y su
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desacoplamiento de las protelnés G, Este proceso se ha estudiado utilizando moléculas
analogas no hidrolizables del GTP como el [S¥]GTPyS, deteniendo el ciclo de hidrélisis
de GTP de la subunidad G, (Garcia-Sainz ef al., 1999b).

El estudio del cross-talk entre el a+AR y receptores acoplados a proteinas G, y a G, o
RTKs, ha identificado varias proteinas participantes. £l receptor para endotelina ET,
(acoplado a Gq ) induce la fosforilacion y desensibilizacion del a,,-AR a través de la PKC
y de una protelna cinasa de residuos de tirosina aun no identificada que acttia en una
cascada de fosforilaciones independiente de PKC (Vazquez-Prado et al., 1997). También
se ha visto como el receptor ET, puede inducir la transactivacion del receptor para EGF
(Daub et al., 1996) y otros mediante Ca®* (Zwick et al., 1997).

El acido lisofosfatidico (LPA) produce una fosforilacion al a,-AR mediante proteinas G
sensibles a toxina pertussis (G)), PKC y la fosfatidil-inositol-3cinasa o PI3K (Casas-
Gonzélez et al., 2000). El modelo propuesto para la fosforilacion del a.x-AR inducida por
LPA incluye: 1) activacidén de proteinas G sensibles toxina pertussis (G;)} por parte del
receptor para LPA, 2) activaciéon de la PI3K mediante el dimero Gpy, 3) fosforilacién y
activacién de la PKC inducida por la PI3K y 4) fosforilacion y desensibilizacion del ay,-AR
inducida por la PKC (Casas-Gonzalez ef al., 2000; Garcia-Sainz ef al., 2000).

El LPA induce un cambio conformacional sobre sus receptores al acoplar su cadena acil
en la cavidad hidrofébica del receptor de tal forma que el grupo fosfato del LPA queda
orientado para interactuar con los residuos cargados positivamente en la porcién
extracelular del receptor y esto lo lleva al cambio conformacional que produce su
activacién y acoplamiento con proteinas G (Moolenaar, 1995). Enseguida se detalla el
funcionamiento del LPA y sus receptores.

32

frwmenn S p . L.



10 20 3o 40 50 60 70
| | | | | | |
KIPDLD'I‘GIII TEAPAHWGEL KDANFTGPNG TBSHB"'LPQL DVTRAISVOL VLGAFILYAI VGNILVILSV
. - TH-I
!0 90 100 110 120 130 140
| | | | | | |
ACNRHLRTPT NYPIVNLAIA DLLLSFPTDLP FEATLEVLGY WVLGRIPCDI WAAVDVLCCT ASILSLCAIS
THM-IX TH-III
150 160 170 180 1s0 200 210
| | | | | | |
IDRYIGVRYS LQYPTLVTRR KAILALLSVW VLSTVISIGP LLGWKEPAPN DDKECGVTEX PFYALPSSLG
— TH-IV
220 230 240 250 260 270 280
| | | | | l |
SFYIPLAVIL VKYCRVYIVA KRTT! a XE LTLRIHEXMF HEDTLSSTKA KGHNPRESIA
™-V Regibn-Gay
290 300 310 20 330 340 3s0
| | | | } | |
VKLFKFSREK KAAKTLOIVV GMPILCWLPY FIALPLGSLY STLKPPDAVE KVVFWLGYPN SCLMNPIIYPC
TH-VI TH-VII
360 a7e 3e0 %0 400 410 420
| | | | | | |
1 RIL ACAYTYRPNT RGISLERSQS RKDSLDDSGS CMSGSQRTLP
A ?
430 440 450 460 470 480 490

| | | | | |
SASPSPGYLG RGTQPPVELC APPEWKPGAL LSLPEPPGRR GRLDSGPLFT FKLLOXFRSP GTEGDASNGG
500 510

| |
CDTTTDLANG QPGFKSMMPL APGHY

I Ext I
QJGSOBI( mc-wmww)&wmo«o racelhlar
Amino-terminus

3 [varTTRNTD

D“’-‘AGT
WWOM

Phosphorylation skex. g IQ
PKC—§
GRK -+ S b o »9
G rccon -
Intracellutar Carboxyh-terminus dx
Fig. 6. S ia de inoicidos y delo estructural del receptor a,,-adrenérgico,

maostrando los sitios de N-glicosilacion (*), dominios transmembranales (TM-), el dominio DRY («),
region de reconocimiento por Gag y 10s sitios de fosforilacion por PKC (A) y por GRK (). Tomado
de Garcla Sainz et al., 1999.
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X. El Acido Lisofosfatidico (LPA).

El 1-acil-glicerol-3-fosfato o acido lisofosfatidico (LPA) es un fosfolipido polar derivado de
los fosfolipidos de la membrana plasmatica que media multiples procesos celulares (Ham
et al., 2002; Hia ot al., 2001). Dentro de sus muchas respuestas bioldgicas se encuentran
la agregacion plaquetaria, la contraccién del musculo liso en pulmdn (Towes et al., 2002),
la proliferacion celular (en fibroblastos, células endoteliales, musculo liso y queratinocitos),
proliferacién epidérmica in vivo (en piel de ratén), media respuestas inmunes (atrayendo
células T y B) y procesos inflamatorios (Graler and Goetzl, 2002), la adhesion focal y
formacién de fibras de stress en fibroblastos, retraccion de células neuronales, ayuda a la
unién de fibronectina con la superficie celular (en células adherentes), al rearreglo del
citoesqueleto, inhibe la comunicacién por gap-junction y participa en la liberacion de
neurotransmisores (en células PC12) (Moolenaar, 1995b). Dado que estructuralmente es
el mas senclllo de los glicerofosfolipidos, sorprende que participe en un gran nimero de
funciones fisiolégicas. Historicamente se la habia considerado como un segundo
mensajero que regulaba algunas funciones fisioldégicas, sin embargo con el
descubrimiento de los receptores para LPA su conocimiento se ha ido ampliando. Se cree
que estos receptores evolucionaron junto con el desarrollo de los sistemas inmune,
cardiovascular y nervioso, ya que se han detectado en peces y anfibios pero no en
organismos filogenéticamente Inferiores (Hla et al., 2001).

El LPA es un constituyente naturat del plasma sanguineo, en donde normalmente se le
encuentra asociado a albumina en concentraciones de 2 a 20 uM (en mamiferos), siendo
las especles de LPA oleoil- y palmitoiladas las dominantes (Moolenaar, 1995b). E| mayor
conocimiento sobre su sintesis se ha obtenido de células plaquetarias con la hidrolisis de
fosfollpidos y diacil-glicerol (DAG) (dependiente de Ca®') para formar acido fosfatidico
(PA) y posteriormente, en la mayoria de los casos, la fosfolipasa A2 (PLA;z) media la
deacilacién del PA para formar LPA. Se sabe que también otros tipos celulares sintetizan
LPA, entre elios los fibroblastos.

Cuando se libera LPA de la hidrolisis de los fosfolipidos, por su naturaleza hidrofilica (al
poseer un grupo OH- libre y un grupo fosfato de importante participacién) puede escapar
rapidamente de la membrana. Cuando es liberado hacia el espacio extracelular, el LPA es
hidrolizado rapidamente y se forma monoacil-glicerol. Esta hidrélisis enzimatica sirve
como reguladora de la duracién y magnitud de los efectos del LPA (Moolenaar, 1995b).
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Receptores para LPA.

Los efectos del LPA son desencadenados por su unidn a sus receptores, los cuales
pertenecen a la familia de los GPCRs (Contos et al., 2000; Fukushima and Chun, 2001;
Hama et al., 2002; Hordik et al., 1994; Moolenaar, 19952 and 1995b). Los primeros
estudios mostraron, mediante experimentos de fotoafinidad, a una proteina de membrana
de 30 a 40 kDa en varios tipos celulares (neuronas, cancerosas Y fibroblastos) que podia
detectarse por LPA marcado radiactivamente, sugiriendo su papel como receptor para
LPA (van der Bend et al., 1992). El primer receptor para LPA fue descubierto en 1996
estudiando el desarmolio del cértex cerebral. Se encontré un gen llamado “gen de la zona
ventricular® o vzg-1 (por ventricular zone gen-1) (Hecht, 1996), al que después se le
encontrdé gran similitud en su secuencia de aminoacidos con un GPCR para
lisofosfollpidos (Chun et al,, 1999). La nomenclatura mas reciente avalada por la IUPHAR
coloca a los receptores para lisofosfolipidos (LPLs) en dos familias segun su agonista
natural. La primera familia es la de los receptores para LPA y la otra es para la
esfingosina-1 fosfato (81P). Actualmente se conocen 3 receptores para LPA: LPA,, LPA;
y LPA,, los cuales corresponden a los receptores llamados inicialmente edg-2, edg<4 y
edg-7, respectivamente (edg por “endothelial differentiation gen”, por ser como se habian
reportado al principio). En el otro grupo se ubican los 5 receptores conocidos para S1P:
S1Py, S1P,, S1P;3, S1P, y S1Ps (que corresponden a edg-1, egd-5, edg-3, egd-6 y edg-8,
respectivamente) (Lynch, 2002). En la tabla 7 se resumen las propiedades de los
receptores para LPA.

Tabla 7. Propiedades de los receptores para LPA.

Longitud | Peso Proteina G
Receptor (a.a) (kDa) Efectora Efectos fisiolégicos

{AC, TPLC, TMAPK

LPA, 364 41.2 | Gy, Gizns Y Gq | T Fibras de estrés, inhibe
apoptosis y T ac. araquidénico
JAC, TPLC, TMAPK

1 acido araquidénico

TAC, TPLC, TMAPK
LPA; 354 | 40.3 | Gwo ¥ Gy 1 acido araquidénico

Longitud y peso tomados de receptores de ratén (Contos et al., 2000).

LPA; 348 38.9 | Guo, Gizna y Gq

Vias de sefializacion para LPA.

Los receptores para LPA se acoplan a todos los tipos de proteinas G, excepto a G, (en
condiciones fisioldgicas). Se ha identificado al menos cuatro vias de sefalizacion (rev. en
Contos et al., 2000}). :
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Estimulacién de PLC y PLD por |la subunidad G, de proteinas de la familia G,
(que incluye a Gq, Gy1, G4 Y Gisine), asi como por el dimero fly de proteinas G,. En
fibroblastos también se induce la liberacién de acido araquidénico por la PLA,. La
PLD es activada independientemente de PKC para formar acido fosfatidico.
Inhibicién de la AC, por la participacion de proteinas G sensibles a toxina
pertussis (PTX por "Pertussis Toxin"), es decir protelnas G, activadas por LPA,
que disminuyen rapidamente los niveles de AMPc, asi el LPA puede contrarrestar
el efecto de los agonistas que activan a la AC.

Activaciéon de Rho mediante la activacion de PLC. Rho media los procesos de
reorganizaciéon del citoesqueleto e induce la fosforilacién en tirosina de proteinas
de adhesion focal y otras asociadas al citoesqueleto. La inactivacién por ADP-
ribosilacion de Rho por la toxina C3 de Clostridium botulinium inhibe estos efectos
en el citoesqueleto y la fosforilacion en tirosina de otras proteinas.

Activacién de Ras/MAPK y PI3K. El LPA, mediante la via de la MAPK (Proteina
Cinasa Activada por Mitdégenos o Mitogen Activated Protein Kinase), induce la
proliferacion celular a través de proteinas G sensibles a toxina pertussis (PTX), es
decir Gy, Cuando se activa la MAPK, esta se transloca al nicleo celular donde
fosforila a factores de transcripcién relacionados con la sintesis de DNA y la
division celular. Algunos estudios han puesto como punto clave la activacion por
LPA de Ras (miembro de las proteinas G de bajo peso molecular) (Moolenaar,
1995a), la cual tiene como efector a la via de la MAPK. Aunque el proceso exacto
se desconoce, se sabe que su dimero Py es responsable de la activacion de la
MAPK dependiente de Ras (Crespo et al., 1994). Sin embargo, recientemente se
ha descubierto que la activacién de la MAPK por LPA involucra la transactivacion
dependiente de protelnas G de RTKs mediante metaloproteasas de membrana
(Daaka, 2002). La fosfatidilinositol 3-cinasa o PI3K también es activada por LPA
y se ha propuesto que esta cinasa es una de las primeras participantes en la
cascada de activacién de la MAPK en respuesta a LPA (Yart et al., 2002a).

La fosfatidilinosito! 3-cinasa o PI3K.

Las PI3Ks constituyen una familia conservada de cinasas lipidicas que catalizan la
fosforilacién del anillo de inositol en la posicién 3' de los fosfoinositidos. Esto produce
lipidos que ahora se consideran como organizadores espacio-temporales de vias de
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sefalizacidon involucradas en la proliferacion celular, diferenciacién, apoptosis,
organizacién del citoesqueleto y trafico en la membrana (Yart ef al., 2002). A la PI3K se le
considera un punto medular en la activacién de numerosas vias de sefalizaciéon ya que
sus productos, en especial el PIP;, es capaz de activar proteinas tales como la PKB
(Proteina Cinasa B), la PDK (Phosphoinositide-Dependent Kinase), PKC (atipicas) y a la
PLC-y entre otras. La Pi3Ks se han ordenado en tres clases (I, Il y ili) segun su estructura
molecular y su especificidad por sustrato (Wymann and Pirola, 1998; Yart et al., 2002a).
Las PI3Ks de la clase | son las mejor caracterizadas. Usan como sustrato al
- fosfatidilinositol (Pl), fosfatidilinositol 4-fosfato (PIP,) y fosfatidilinositol 4, 5 —bisfosfato
'(PIP;) para producir respectivamente PI3P, PIP; y fosfatidilinositol 3, 4, 5 —trisfosfato
(PIP3). Estas PI3Ks clase | son heterodimeros constituidos por una subunidad catalitica de
110 kDa (p110) y una unidad reguladora (ya sea una p85 o bien p101). La p110 tiene
cuatro isoformas todas caracterizadas (p110«, 3, y ¥y 8) y esta dividida a su vez en dos
subclases (A y B) dependiendo del tipo de subunidad reguladora a la que se acople. La
clase |, incluye a las p110q, B y 5 las cuales se asocian a una p85 que posee dominios
de homologla 2 a Src (SH2) cuya cualidad es unirse a residuos de tirosina fosforilados
como los de las RTKs (Wymann and Pirola, 1998). Los heterodimeros p110/p85 son
activados por cinasas de tirosina una vez que los dominios SH2 de la p85 se unen al
fragmento Tyr-X-X-Met fosforilado del receptor o bien de una proteina adaptadora.

La clase 15 esta representada por la subunidad catalitica p110y asociada a una subunidad
reguladora p101 que no tiene homologia con ninguna otra proteina pero le da a la p110y
la capacidad de ser activada directamente por subunidades Gfy (Murga et al., 2000;
(Wymann and Pirola, 1998) .

Las enzimas de la clase Il pueden fosforilar Pl y PI4P y tienen un dominio C2 de unién a
calcio. La funcién y regulacion de estas PI13Ks es poco conocida hasta ahora.

Las PI3K del tipo lil solo pueden fosforilar P} y contribuyen al trafico en la membrana a
través de su interaccion con PI3P y el dominio FYVE de interacciéon proteina-proteina.

Activacion de la PI3K por LPA: participacién de p110B.

En muchos estudios estd demostrado que la PI3K es muy importante en la sefalizacién
del LPA (rev. en Yart et al., 2002a; Yart et al.,, 2002b). Originalmente se pensaba que
p110y mediaba los efectos del LPA debido a que puede ser activada por el dimero Gpy.
Los estudios que apoyan esta idea demuestran la participacion de la PI3Ky en el efecto
de GPCRs (el muscarinico M2) sobre la activacion de la via de la MAPK (Lopez-llasaca

37



et al., 1997). Sin embargo se ha visto que en células COS transfectadas con una mutante
domlnaﬁté negativa‘de la p110y la produccién de PIP, y PIP; (productos de la actividad
“de la PISK) no se ve afectada, mientras que con la sobre expresion de una p110a 6 8
este proceso se potenciaba (Laffargue et al., 1999). Se encontrd también que una
proteina adaptadora llamada Gab1, que contiene sitios de unién a la p85 de la PI3K I, y
que una vez fosforilada activa a la p110f3, era fosforilada a su vez por el receptor para
EGF bajo la estimulacién del receptor para LPA. Lo anterior mostraba dos cosas: que la
PI3K que estaba mediando los efectos del LPA no era p110y sino p110p, y que el
receptor para EGF estaba participando mediante su transactivacion inducida por LPA,
tos estudios han mostrado que una activacién eficiente de PI3K inducida por LPA
depende de la capacidad de p110B de integrar dos diferentes sefales generadas por
GPCRs: la liberacién de GPy y la activacién de la via EGFR/Gab1. Otros estudios
confirman la importancia de la p110p en la accién de los GPCRs al activar a la AkVPKB
(Protein Kinase B) mediante esta PI3K (Murga et al., 2000). Recientemente se esta
considerando a la p110p como un importante efector en la sefializacion del LPA (Yart et
al., 2002).

XI. El receptor para EGF.

'EI Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) fue llamado asi en la década de los 60's por
el Dr. Staniey Cohen al descubrido como promotor de la proliferacién en cultivos de
células epidérmicas embrionarias. Su trabajo a lo largo de 30 afios sobre el estudio de
esta proteina le acreditd el Premio Ndébel de Fisiologia y Medicina en 1986.
Posteriormente se determiné la presencia del EGF en tejidos humanos y actualmente es
considerado uno de los agonistas mas importantes en la inducciéon de la proliferacion
celular. El receptor para EGF (en adelante abreviado EGFRY) es una glicoproteina de 170
kDa con 1186 residuos de aminodcidos (Carpenter and Cohen, 1990) y fue el primer
receptor de su familia en ser clonado (ver Ulirich et al., 1984). Pertenece a la familia de
los receptores con actividad de cinasa de tirosina o RTKs. Dentro de esta misma
subfamilia se encuentran los receptores HER2/ErbB2, HER3/ErbB3 y HER4/ErbB4. Su
estructura consta de un dominio extracelular para la unién de ligandos, entre los cuales
se han descrito hasta ahora seis miembros: el EGF, el factor de crecimiento
transformante-alfa (TGF-a), el heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF), a la
anfirregulina, betacelulina y epirregulina (Leserer et al., 2000; Riese and Stern, 1998). Los
seis ligandos presentan el dominio EGF que consta de seis residuos de cisteina

38



separados que forman tres enlaces disulfuro que estabilizan la conformacién de la
proteina. En general estos ligandos son sintetizados como precursores glicosilados
transmembranales que son liberados proteoliticamente para producir los ligandos
maduros (rev. en Massagué and Pandiella, 1993).

EL EGFR posee un dominio transmembranal hidrofébico y un dominio intracelular con
sitios conservados de tirosina en donde es fosforilado. Su activacion es promovida por la
unién con su ligando, lo que promueve la formacion de homo- o heterodimeros (con otros
miembros de su familia) y su fosforilacion en su dominio citoplasmico. Esto expone sitios
de unién con dominios SH2 especificos para proteinas adaptadoras como Shc y Grb2. La
formacion de estos complejos Shc-GRb2 activa 1a protelna Sos (un factor de intercambio
de nucledtidos) la cual activa la cascada de la MAPK via Ras/Raf. También se sabe que
el EGFR activa a otras enzimas, entre ellas a las de la familia Src (cinasa citoplasmica
involucrada en la organizacién del citoesqueleto y respuestas proliferativas) y a la PI3K
(Ullrich and Schlessinger, 1990), aunque esta activacion de PI3K inducida por EGFR es
relativamente débil si se compara con la inducida por otros RTKs (Prenzel et al., 2001).
La internalizacién es una de las formas de regulacidon de estos receptores (Lutrell et al.,
1999), que una vez fosforilados son invaginados dentro de vesiculas cubiertas de clatrina
y los receptores que no se disocian del EGF después de haber sido sometidos al pH

- acido del interior de la vesicula son degradados por lisosomas (Prenzel et al., 2001).

Transactivacién del receptor para EGF.

El proceso de transactivacion, en el caso del EGFR, ha sido definido como aquel estimulo
que provoque la liberacidn de ligandos que activen al EGFR independientemente de su
actividad previa (Carpenter, 1999). Debido a que el EGFR se convirtié en un punto critico
para la accion de los GPCRs sobre importantes funciones ya mencionadas, el estudio de
su transactivacién ha sido primordial. Por la cinética de la transactivacion del EGFR y la
dificultad inicial de medir la concentracién de ligandos para EGF se pensd que el
mecanismo debia involucrar exclusivamente entidades intracelulares (Zwick et al,, 1999).
Ahora se sabe que este proceso involucra a Ca®’, PKC (segun el tipo celular) y las
cinasas Pyk2 y Src (rev. en Leserer et al.,2000). Algunos proponen ademas que las
cinasas de Src participan en la induccién de la MAPK en respuesta a la activacion de
proteinas G; (Luttrell et al., 1997). Actualmente las evidencias apoyan la participacién de
ligandos maduros del EGFR. Se ha demostrado que estimulos con TPA y ionéforos de
Ca?" (activadores de la fosforilacion del EGFR) asi como activadores de proteinas G
inducen la hidrdlisis de los precursores de los ligandos para EGFR (rev. en Prenzel et al.,
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2001). Asi mismo una construccidn quimérica entre el dominio extracelular del EGFR y el
transmembranal e intracelular del receptor para PDGF (Platelet Derived Growth Factor,
otro RTK), muestra la transactivacion de este receptor-quimera, por lo que evidencia al
dominio extracelular del EGFR como esencial en la transactivacion (Prenzel et al., 1999).
El sistema de transactivacion exclusiva por ligando del EGFR inducido por GPCRs mas
actualizado ha sido propuesto por el grupo del Dr. Axel Ulirich (Prenzel et al., 1999). En
su estudio inicial, diferentes ligandos de GPCRs como LPA, carbacol, trombina y
bombesina inducen el procesamiento proteolitico del precursor membranal proHB-EGF
para liberar al medio extracelular los ligandos maduros. El tratamiento de las células con
un inhibidor de metaloproteasas (Batimastat o BB-94) bloquea este proceso, asi como
con el empleo de una mutante no téxica de la toxina diftérica (CRM197) que actua como
antagonista de alta afinidad del precursor de membrana proHB-EGF lo cual abroga
completamente la transactivaciéon del EGFR y la fosforilacion de SHC (proteina homéloga
de Src). Asl las metaloproteasas que median la liberacidén de ligandos maduros se
presentan como un elemento relevante en la transactivacion del EGFR. Cuando este
proceso es inducido por GPCRs no solo se relaciona con la via de la MAPK, sino también
con la transcripcidon de genes, regulacion de canales de Ca®, activacién de la PI3K y
rearreglos en el citoesqueleto (rev. en Prenzel et al., 2001).

El HB-EGF, que se cree es el que participa mayoritariamente en el proceso de
transactivacion, es sintetizado a partir de la hidrdlisis del dominio extracelular de su
precursor de membrana, el proHB-EGF, como un péptido sotuble de 75-86 residuos de
aminodcidos. El proHB-EGF es una proteina de membrana de 208 residuos de
aminodcido con cinco dominios, el del péptido seiial, el de unién a heparina (de ahi el
nombre de *“Heparin Binding" o HB), el dominio de union al EGF, el dominio
transmembranal y el intracelular (Higashiyama et al., 1991).

ta intercomunicacién que existe entre este tipo de receptores y GPCRs ha sido bien
estudiada. Se sabe que ademas del LPA, la endotelina y la trombina activan al EGFR en
células Rat-1 (lo que lleva a la activacion de la MAPK). En el caso de LPA, la
transactivacién del EGFR puede ocumir mediante vias sensibles e insensibles a toxina
pertussis (Daub et al., 1997). Este proceso de transactivacion es bloqueado con
Tyrphostin (AG1478), inhibidor selectivo del EGFR, asi como con mutantes negativas del
EGFR que bloquean la induccién de respuestas mitogénicas inducidas por GPCRs. De
igual forma se ha determinado que la transactivacion del EGFR inducida por LPA y
Angiotensina Il inducen la sintesis de proteinas (Voisin et al., 2002). También la
bombesina (en células COS-7), bradicinina (en células PC12), carbacol (en COS-7,
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HEK293 y T84) y angiotensina 1l (en células de musculo liso) inducen la transactivacion
del EGFR (rev, en Wu and Cunnick, 2002).

Metaloproteasas.
Las metaloprot (Matrix MetalloProteinases o MMPs) son una familia de enzimas

denominadas “endopeptidasas de Zinc" debido a que unen un atomo de zinc en su sitio
activo. Estan involucradas con la degradacion de la matriz extracelular; colectivamente
pueden degradar proteinas como el colageno, proteoglicanos, fibronectina y laminina,
todas ellas componentes de la matriz extracelular, por lo que estan implicadas en la
remodelacién del tejido conectivo asociado con el desarrolio embrionario. Estas proteinas
tienen inhibidores naturales llamados Inhibidores Tisulares de Metaloproteasas (Tissue
Inhibitors of MMPs o TIMPs). Cuando el balance entre las MMPs y los TIMPs se rompe,
surgen patologias como la artritis reumatoide o la osteoartritis, arteriosclerosis, tumores,
metdstasis y fibrosis, todas ellas relacionadas con la acumulacién excesiva de matriz
extracelular, por lo que en los Uitimos afios las MMPs se han convertido en blancos
terapéuticos para corregir estos padecimientos. Asi mismo se ha estudiado el efecto de
inhibidores sintéticos de bajo peso molecular de estas proteinas, como el batimastat o BB-
94, el cual pose una estructura de tipo hidroxamato que mimetiza a la del colageno y eso
~facilita su reconocimiento con la MMP, donde se une al sitio activo y atrapa al atomo de
zinc, blogqueando asi su actividad proteolitica (Wojtowics-Praga et al., 1997).
Se sabe de su existencia en vertebrados, invertebrados y plantas. Actualmente se han
descrito 25 metaloproteasas en vertebrados (Woessner, 2002), 17 de ellas en humanos y
todas comparten un grado significativo de homologia en su secuencia de aminoacidos y
una organizacién comun de sus multi-dominios (Bode et al., 1999), constituidos por un
dominio del péptido sefal, un dominio pre-péptido, el dominio catalitico con el sitio de
unién a zinc altamente conservado, un dominio de tipo haemopexina unido al sitio activo
por una regién de bisagra, y el dominio transmembranal (Hidalgo and Eckhardt, 2001).
Estas MMPs estan muy relacionadas con otra familia de enzimas llamadas ADAM (por a
disintegrin and metalloproteinase, es decir poseen un dominio de metaloproteasa y otro
de desintegrina, ambos dominios proteoliticos) y, al igual que las MMPs, participan en la
protedlisis y remodelacion de la matriz extracelular y otros elementos. De esta familia
solamente a ADAM10, ADAM17 y ADAM9 se le ha detectado actividad proteolitica en
dominios extracelulares de precursores membranales de ligandos (Chang and Werb,
2001) y de estos solo ADAMS tiene reportada su participacién en la liberacion de HB-EGF
inducida por TPA (lzumi ef al., 1998).
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PARTE 3.
TRABAJO DE TESIS.

ANTECEDENTES.

Como ya se ha mencionado, la comunicacion cruzada o “cross talk” entre los distintos
tipos de receptores es importante para la activacién de mecanismos de respuesta de la
célula a su entorno. Se ha estudiado ampliamente este fendmeno entre diferentes
GPCRs (rev. en Cordeaux and Hill, 2002) asi como entre GPCRs y RTKs (rev. en
Belcheva and Coscla, 2002; Luttrell et al,, 1999; Medina et al., 1997), en especial el de
los GPCRs con el EGFR (Daub et al., 1997; Leserer et al., 2000; Prenze! et al., 2001; Wu
and Cunnick, 2002) y en menor grado !a relacién del EGFR y los receptores adrenérgicos

(Cﬁéséc et al., 2002; Medina et al., 2000; Pierce et al., 1997). Sin embargo, los reportes
sobre el cross talk entre otros receptores y el a,-AR son aun mas escasos. Actualmente
se conoce de la participacion del receptor para endotelina ETa en la fosforilacion y
desensibilizacidn del a.,-AR en células Rat-1 (Vazquez-Prado et al., 1997) en donde se
determina la participacién de la PKC al ser bloqueada parcialmente la fosforilacién del
ay-AR inducida por endotelina en presencia de estaurosporina (un inhibidor especifico de
la PKC) y al incrementarse la fosforilacion al activar directamente a la PKC con TPA.
También se encontré el papel de proteinas cinasas de residuos tirosina ya que la
genisteina (inhibidor de amplio espectro de proteinas cinasas de tirosina) bloquea
parcialmente la fosforilacién del a1,-AR. El estudio excluye a proteinas G, y determina una
via de activacién alterna del receptor para EGF (ver Daub et al.,, 1996) y finalmente se
demuestra que el a,-AR se desensibiliza por acciéon del receptor ETa.

En otro trabajo se estudié la fosforilacidon y desensibilizacion del a4,-AR inducidas por
acido lisofosfatidico (LPA). En este trabajo se demuestra que la fosforilacidon del a,-AR
es dependiente de la dosis (ECso ~50 nM), relativamente rapida (ti2= 1 min) y aumentada
2.5 veces por el LPA. Se determina que esto ocurre por una via sensible a PTX (por
proteinas G} y que participan la PKC y la PI3K, ya que al estimular al receptor para LPA
en presencia de estaurosporina o bisindoliimaleimida (inhibidores de la PKC) y de
wortmanina o LY294002 (inhibidores de la PI3K) la fosforilacion del a,-AR se bloquea
totalmente. La desensibilizacién fue demostrada con ensayos de movilizacién de Ca®
intracelular en donde e! efecto del agonista NE se ve bloqueado al estimular previamente
a las células con LPA 1uM. En ensayos de unién con GTPyS[S*] in vitro que miden la
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actividad de proteinas G, demostraron que el LPA desensibilizaba al ay-AR
disminuyendo su capacidad de acoplamiento con su proteina G. Ademas con el mismo
tipo de ensayo se confirmd la participacion de la PKC y de la PI3K en este proceso.
Conjuntamente se demostrd que el efecto del LPA estaba mediado especificamente por
protelnas G, (estimulando a las células con NE tras una preincubacion con PTX (Casas-
Gonzélez, 2000)).

Se han estudiado el cross-talk entre los receptores para LPA (un GPCR) y EGF (un RTK),
involucrando respuestas fisiolégicas esenciales como la proliferacion celular y la sintesis
de proteinas. La evidencia que ya se ha presentado sobre el proceso de activacién del
receptor para EGF mediante el receptor para LPA y otros GPCRs ha mostrado la
participacién de al menos una metaloproteasa como mediadora de este fenémeno. Por lo
tanto para seguir contribuyendo a la comprension de la comunicacidon cruzada entre
distintos tipos de receptores, en especial el sistema que involucra al receptor de LPA, al
as-AR y, con base en los antecedentes ya mencionados, también al receptor para EGF,
este estudio se realizé con los objetivos que se mencionan a continuacion.
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OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL:
Estudiar las entidades moleculares que participan en el proceso de fosforilacidon del
receptor aqp-adrenérgico (a,,-AR) inducido por acido lisofosfatidico (LPA).

Objetivos Especificos.

1. Estudiar el efecto de la activacién de los receptores para LPA endégenos de
fibroblastos Rat-1 sobre la fosforilacion del receptor a,-adrenérgico sobre-
expresado en esta linea celular.

2. Identificar las proteinas cinasas que participan en la fosforilacion del receptor auyp-
adrenérgico inducida por LPA en células Rat-1.

3. Determinar el papel de la transactivacion del receptor para EGF en la fosforilacion
del receptor a,p-adrenérgico inducida por LPA.

4. Investigar la participacion de metaloproteasas en la fosforilacion del receptor oy~
adrenérgico inducida por LPA en el mismo tipo celular.

Para alcanzar estos objetivos se emplearon técnicas como el cultivo celular, marcaje

metabdlico celular con isétopo radiactivo de fésforo (*2P), fosforitacién de proteinas,
inmunoprecipitacion, resolucién de proteinas por SDS-PAGE y autorradiografia.
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MATERIALES Y METODOS.

Para esta investigacién se utilizaron células Rat-1/cy, las cuales son fibroblastos de tejido
conectivo de rata (Rattus sp.), transfectados de manera estable con el receptor ayy~
adrenérgico clonado de hamster por Cotecchia et al. (1988), es decir que el gen con la
informacién del ay,-AR esta incluida en su genoma de forma artificial y permanente. Estas
células fueron donadas por los Drs. R. J. Lefkowitz, M. G. Caron y L. Allen de la
Universidad de Duke, en Durham, North Carolina. El medio DMEM (Dulbecco's modified
Eagle's Medium), el suero fetal de bovino (SFB), la tripsina, los antibidticos y otros
reactivos utilizados para el cultivo celular, asi como el factor de crecimiento epidérmico
(EGF) se obtuvieron de Gibco BRL. E| fésforo radioactivo [**P]Pi (8500-9120 Ci/mmol) se
obtuvo de New England Nuclear (Boston, MA). La (-)-Norepinefrina (NE), &cido
lisofosfatidico (1-oleoyl) (LPA), tetradecanoil acetato de forbol (TPA), estaurosporina (ST),
wortmanina (WT), AG1478 (tyrphostin) y los inhibidores de proteasas utilizados
(leupeptina, bacitracina e inhibidor de tripsina de soya) fueron de Sigma Chemicals Co.
(St. Louis, MO). EI BB-94 (Batimastat) se obtuvo de British Biotech. La proteina-A-
sepharosa fue de Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY).

" Cultivo Celular.

Las células Rat-1 fueron cultivadas en cajas de Petri de 10 cm de diametro conteniendo
10 ml de medio DMEM con glucosa y glutamina, complementado con suero fetal de
bovino al 10%, 300ug/mi de sulfato G-418 (analogo de neomicina), 100ug/mi de
estreptomicina, 100 U/ml de penicilina y 0.25ug/ml de anfotericina-B. Se mantuvieron en
crecimiento a 37°C bajo una atmodsfera de 95% aire y 5% CO, como ya se ha descrito
previamente (Vazquez-Prado et. al., 1997). Todos los experimentos se realizaron con
cultivos confluentes (células que cubren totalmente la superficie de la caja de cultivo en
una monocapa) en placas de 6 pozos de 35 mm (capacidad aproximada de 1.2x10°
células/pozo) y con privacion de suero desde una noche anterior al experimento para
eliminar sustancias en el suero o producidas por las células que puedan intervenir con la
sensibilidad de las células a los estimulos experimentales.
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Fosforilacion del receptor ajp-adrenérgico.

Podemos dividir el trabajo experimental en tres etapas principales:

1. Con el objeto de estudiar el efecto del LPA sobre la fosforilacién del a-AR, el
primer paso experimental consisti® en una realizar una curva dosis-respuesta
estimulando a las células Rat-1/a4p, con LPA a varias concentraciones de magnitud
micro-molar [uM] durante 5§ minutos (Casas-Gonzélez et al., 2000). Se utilizaron
las técnicas de marcaje metabdlico e inmunoprecipitacién segin el protocolo
(Vazquez-Prado et al., 1997).

Para los ensayos de fosforilacion, las células en privacidon de suero durante la noche
anterior al experimento fueron sometidas a un ayuno de fosfatos durante 1 hora
incubandolas con medio DMEM carente de fosfatos, con el objetivo de disminuir las
reservas de fosfato (PO,%) de las células. Posteriormente se les incubé en el mismo tipo
de medio, conteniendo [*?P]Pi (75 uCi/ml), durante 3-4 horas a 37°C bajo las condiciones
ya mencionadas para permitir que las células incorporen este isdtopo radioactivo en su
metabolismo y posteriormente poder localizar las proteinas fosforiladas por
autorradiografia. Segun lo requiriera cada experimento, las células fueron preincubadas
con los inhibidores wortmanina, estaurosporina, AG1478 (tyrphostin) y BB-94 (Batimastat)
durante 30 minutos y posteriormente se les estimulé con los agonistas correspondientes
durante 5§ minutos. Al finalizar el tiempo de estimulacién, las células fueron colocadas
sobre hielo con la intencidén de detener ia cinética de las reacciones quimicas mediante la
baja temperatura y de remover el agonista mecanicamente al ser lavadas con PBS frio
(“ice-cold PBS"). Enseguida se sometieron a lisis durante 1.5 horas sobre hielo en
presencia de buffer conteniendo Tris-HCI 10 mM pH 7.4, NaCl 50 mM, EDTA 5 mM, Triton
X-100 1%, SDS 0.05%, NaF 50 mM, Na;vVO, 100 uM, B-glicerofosfato 10 mM, pirofosfato
de sodio 10 mM, fosfo-serina 1mM, fosfo-treonina 1 mM, fosfo-tirosina 1mM e inhibidores
de proteasas: leupeptina 20ug/ml, bacitracina 500 pg/ml, inhibidor de tripsina de soya 50
ug/ml y PMSF (phenyimethyisulfony! fluoride) 100 ug/ml. Los lisados fueron centrifugados
a 4°C a 12,700 g. Se recuperaron los sobrenadantes y se incubaron toda la noche (al
menos 12 horas) a 4°C en presencia del suero del anticuerpo anti-a..y-AR (Vazquez-Prado
et al,, 1997) a una dilucién 1:100 y de la proteina-A-sepharosa (1:25), esto para formar un
complejo inmune-proteico que facilite la separacion del receptor asp-adrenérgico de los
restos celulares mediante su precipitacion por centrifugacién. Posteriormente estos
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complejos se lavaron 4 veces con buffer frio conteniendo HEPES 50 mM, NaH PO, 50
mM, NaCl 100 mM, pH 7.4, Tritén X-100 1%, SDS 0.05% y NafF 100mM. Después fueron
desnaturalizados con buffer de muestra (Laemmli)-SDS conteniendo 5% de B-mecapto-
etanol y en ebullicidn durante 10 minutos. Los complejos proteicos se separaron mediante
la técnica de SDS-PAGE (PolyAcritamide Gel Electrophoresis) con geles al 10%. Los
geles se secaron y fueron expuestos durante 24 horas bajo una pantalla Phosphor-Screen
de Molecular Dynamics. Los niveles de fosforilacidn del receptor fueron cuantificados con
ayuda del hardware Molecular Dynamics Phosphor-imager (STORM) y de un software
Imagequant (Sunnyvale, CA) y graficados con el programa Prism 3.0 de GraphPad
Software (San Diego, Ca.). El andlisis estadistico realizado entre grupos comparables fue
mediante un ANOVA con un analisis Newman-Keuls de comparacién multiple con el
software incluido en el Prism 3.0 (diferencias significativas a partir de P<0.05).

2. El segundo grupo de experimentos tuvo como objetivo el encontrar Ia participacion
de diferentes proteinas cinasas en el efecto del LPA sobre la fosforilacion del
receptor asp-adrenérgico, incluyendo la participacion de proteinas cinasas de
residuos de serina/treonina (como la PKC), cinasas lipidicas (como la PI3K) asi
como la actividad intrinseca de cinasa de residuos de tirosina que posee el
receptor para el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR). Para esto se
emplearon tres inhibidores distintos: estaurosporina [300 nM] (inhibidor de la
proteina cinasa C, PKC), wortmanina [100 nm] (inhibidor de la fosfatidilinositot-3-
cinasa, PI3K) y AG1478 (Tyrphostin) {5 uM] (el cual tiene la capacidad de unirse
con alta afinidad a los sitios de unién a ATP del receptor EGFR y HER2,
bloqueando asi su actividad intrinseca de cinasa). Las células fueron preincubadas
con estos inhibidores durante 30 minutos y se estimularon durante 5§ minutos con
LPA [1 uM] o con EGF [100 ng/ml] segun el inhibidor utilizado.

3. Un tercer grupo de experimentos se realizd para determinar la participacion de
metaloproteasas asociadas con la via de transactivacion del receptor para EGF en
el efecto del LPA sobre la fosforilacion del receptor ai.-adrenérgico. Se utilizé el
inhibidor selectivo para metaloproteasas Batimastat (BB-94) [10 uM]. Las células
fueron preincubadas en presencia de este inhibidor durante 30 minutos,
estimulandolas posteriormente con LPA {1 pM), con EGF [100 ng/ml] o con TPA [1
1M] durante 5 minutos.
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RESULTADOS.

A. Efecto del LPA sobre el receptor a,-adrenérgico.

La presencia del receptor a,-adrenérgico (a-AR) en las células Rat-fue determinada
mediante la técnica de inmunoprecipitacién. Esta técnica fue lograda mediante un
anticuerpo policlonal que reconoce especificamente los 10 ultimos residuos de
aminoacidos del extremo carboxilo-terminal del a»-AR. El anticuerpo fue sintetizado en un
sistema mamifero (conejo) inmunizado con el decapéptido mencionado (Vazquez-Prado
et al., 1997). La proteina correspondiente al receptor a,,-AR fue localizada en los geles de
poliacrilamida como una proteina cuyo peso molecular corresponde aproximadamente a
los 85 kDa, lo cual coincide con los datos reportados (80-85 kDa). En ensayos de foto-
afinidad han validado el funcionamiento de este anticuerpo utilizando fentolamina o
prazosina (antagonistas a,-adrenérgicos), bloqueando y marcando radiactivamente al
receptor, confirmando que al menos el 80% de los receptores aj,-adrenérgicos son

inmunoprecipitados por este anticuerpo (Medina et al., 1997).

Al estudiar el efecto del LPA sobre el a,,-AR se encontrd que su fosforilacién en
respuesta a la activacion de los receptores para LPA con este fosfolipido obedece a un
comportamiento dosis-dependiente (figura 1). Aunque a partir de la concentracion de 0.1
nM la fosforilacién sobrepaséd el doble de la del estado basal, el efecto maximo se
encontré en {a concentracién de 1 uM llegando casi a las 2.5 veces sobre el basal
coincidiendo con datos ya reportados y la ECs fue similar (ECso= 24.6 nM) a la
determinada originalmente de 50 nM (Casas-Gonzalez et al. 2000). El tiempo de
estimulaciéon fue tomado de ese mismo estudio en donde una curva curso-temporal
determiné una fosforilacidon cercana al punto maximo alcanzado a ese tiempo.

B. Participacion de las proteinas cinasas PKC y PI3K en la fosforilacién del
a1,-AR inducida por LPA.

Con base en los reportes que sefialan la accion directa de la proteina cinasa C (PKC) en
la regulacién del an-AR asi como la de la fosfatidilinositol 3-cinasa (Pi3K) sobre la PKC,
se determinéd la participacién de estas proteinas cinasas con el empleo de inhibidores a
concentraciones reportadas dentro del rango de inhibicién especifica para estas cinasas.
En la figura 2 se puede observar el efecto sobre la fosforilacidon del a.,-AR de los
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inhibidores de fa PKC y de la PI3K, estaurosporina 300 nM (+ST) y wortmanina 100 nM
(+WT), respectivamente. Las concentraciones estan dentro del rango requerido para la
inhibicién especifica de estas cinasas (Medina et al., 2000). La incubacion de las células
Rat-1 durante 30 minutos con estos farmacos provocd que la fosforilacion del ayw-AR en
respuesta al estimulo de 5 minutos con LPA cayera practicamente a niveles basales
(P<0.001 vs. LPA control).

C. Papel de la actividad de cinasa de tirosina del receptor para EGF en la
fosforilacion del a.,-AR inducida por LPA.

Asl mismo, se estudid el papel que tiene el receptor para el Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGFR) como cinasa de residuos de tirosina, con base en los reportes de la
participacién del EGFR en respuesta a la activacion de los receptores para LPA asi como
la participacion de una cinasa de residuos de tirosina en la regulacion del a1,-AR. Como
puede observarse en la figura 3, la estimulacién durante 5 minutos de las células con el
EGF provocé un aumento importante en la fosforilacién del a.,-AR de aproximadamente
1.8 veces. El efecto del LPA nuevamente superé dos veces los niveles basales de
fosforilaciéon. Al incubar durante 30 minutos a las células en presencia del inhibidor del
EGFR, el AG1478 (5uM) y estimularlas posteriormente 5 minutos con LPA 1 uM y EGF
100 ng/m, los niveles de fosforilacion del a4,-AR cayeron un 75 % para el efecto de LPA y
practicamente en su totalidad para el efecto del EGF, como puede verse en la grifica y en
la autorradiografia representativa (figura 3) (P<0.01 vs. LPA y EGF controles).

D. Participacién de metaloproteasas en el efecto del LPA sobre la
fosforilacion del ap-AR.

Por los antecedentes ya mencionados sobre la participacién de metaloproteasas en el
proceso de transactivacion del receptor para EGF (EGFR) en respuesta otros GPCRs, se
empled un potente inhibidor de amplio espectro para metaloproteasas, el Batimastat (BB-
94), a una concentracién de 10 uM. Como puede verse en |a figura 4, la incubacién por 30
minutos de las células Rat-1 con el BB-94 no afectd los niveles basales de fosforilacion
del ap-AR (P>0.05 vs. Basal). Sin embargo la fosforilacién inducida por LPA tras la
incubacién con BB-94 si disminuyd de manera significativa (P<0.05 vs. LPA control)
aunque no de forma total. La activacion de los receptores para EGF con su agonista (100
ng/mt) en presencia del BB-94, a diferencia del AG1478, no afecté los niveles de
fosforilacién del a,-AR, quedando practicamente de la misma magnitud que los niveles
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: dkelki:'ontroi édri' EGF (P>0.05 vs. EGF control). También se evalud la participacion de la
PKC al ser actlvada dlrectamente con TPA 1 uM durante 5 minutos. Como se observa en
Ala f gura 4 Ios nlveles de fosforilacién del a4,-AR provocada por la PKC se elevaron 2.25

veces al Incubar a las células con TPA. La preincubacion con BB-94 provocd una ligera
dlsmlnuclén en el nivel de fosforilacion del as,-AR inducido por la activacién directa de
PKC aunque no significativa seguin el analisis estadistico (P>0.05 vs. TPA control).
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Efecto del LPA sobre la fosforilacion
del receptor o 4,-adrenérgico.
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Fig. 1. Curva dosis-respuesta de la fosforilacién del a,-AR por LPA.
Células Rat-1 fueron estimuladas durante 5 min. con LPA a varias
concentraciones, desde 0.1 nM (10 M) hasta 10 pM (10° M). Se
graficaron los datos promediados + E.S. de 5 determinaciones con
cultivos diferentes. Se muestra |la autorradiografia representativa.




Participacion de la PKC y de la PI3K en
la fosforilacion del a 4,-AR.
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Fig. 2. Participacion de la PKC y la PI3K en la fosforilacion del a4-AR inducida
por LPA. Células Rat-1 fueron incubadas durante 30 min. en presencia de
estaurosporina (+ST) 300 nM y wortmanina (+WT) 100 nM previamente a la
estimulaciéon con LPA (1.0 uM). Se presentan los promedios + E.S. de 3
determinaciones con cultivos distintos. «P<0.001 vs. LPA control.
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Participacion del EGF-R sobre la
fosforilacion del o 4,-AR.
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Fig. 3. Panricipacion de EGFR sobre la fosforilacion del a,-AR. Células Rat-1
fueron incubadas durante 30 min. en presencia (+) de AG1478 (5§ uM) previamente
a la estimulacion con LPA (1 pyM) y de EGF (100ng/ml). Se graficaron promedios
+ E. S. de § determinaciones usando cultivos diferentes. «P<0.01 vs. LPA y EGF

controles segun el agonista utilizado en cada caso.
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Participacion de metaloproteasas en la
fosforilacion del receptor o ,-adrenérgico.
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Fig. 4. Fosforilacion del ay,-AR en ausencia (bamras blancas) y presencia (baras
negras) de BB-94. Células Rat-1 fueron incubadas en presencia de BB-94 (10 uM)
durante 30 min. y luego estimuladas con LPA (1 uM), EGF (100ng/ml) o TPA (1
uM). Se graficaron los promedios + E.S. de 5 deteminaciones usando cultivos
diferentes. «P<0.05 vs. LPA control. Se muestra la autorradiografia representativa.



DISCUSION.

Los fibroblastos Rat-1 expresan de forma natural receptores para el EGF (Daub et al.,
1996; Herrlich ef al., 1998) y para el LPA (Casas-Gonzalez, 2000) y estan transfectados
de manera estable con el a.-AR (Cotecchia et al., 1988). El nivel de expresion de este
ultimo receptor se ha cuantificado en membrana con una concentraciéon de 2 a 2.5
pmol/mg de membrana (Vazquez-Prado et al., 1997).
En la figura 1 podemos observar que el LPA fue capaz de promover la fosforilacion del
ap-AR de una forma dosis-dependiente. Casas-Gonzalez et al. (2000) demostraron la
participacion de proteinas G sensibles a Toxina Pertussis (PTX), es decir proteinas G,, las
cuales estan reportadas como unas de las proteinas transductoras de los receptores para
LPA (Contos et al., 2000). Tanto en la grafica como en la autorradiografia representativa
se observa que a una concentraciéon de LPA 1 uM (log 10 M) la fosforilacién del o4,-AR
alcanza su valor maximo sobre la fosforilacion basal que presenta el a,,-AR. Dado que los
receptores para LPA activados indujeron la fosforilacién del a.,-AR mediante protelnas Gi
(sensibles a PTX), es decir mediante la via de la inhibicion de la AC, es probable que el
dimero Gy de la proteina G, pudiera estar participando en algun proceso que llevara a la
fosforilacion del a,,-AR. Esta hipétesis ha sido demostrada con el empleo de un plasmido
" codificante para el extremo carboxilo (residuos Gly*%*-Leu%®%) de la cinasa del receptor f3-
adrenérgico o PARK, la cual tiene en la region GIn**®-Ser®”® un dominio de unién a Gpy
(Koch et al., 1994) con alta afinidad por estas subunidades. El secuestro y la inactivaciéon
resultante del dimero GPBy por el extremo carboxilo de la BARK provoca un efecto
inhibitorio sobre 1a fosforilacién del a,-AR inducido por LPA (Casas-Gonzales et al.,
2003).
Originalmente se pensaba que los efectos del LPA eran mediados por las PI3K de la ciase
ls activadas por el dimero Gpy. Algunos reportes apoyan este modelo de activacion, en
especial la de la PI3Ky mediante su subunidad catalitica p110y (de la clase PI3K-lg)
(Lopez-llasaca et al., 1997). Sin embargo pronto se encontrd que las PI3K de la clase |,
participaban en la mediacion de los efectos del LPA mediante su subunidad adaptadora
p85 con afinidad por residuos fosforilados de tirosina (Laffargue et al., 1999). Esto sugeria
la participacion de receptores con actividad de cinasa de tirosina en la regulacion de los
efectos del receptor para LPA. Posteriormente Medina et al. (2000) demostraron que la
activacion del receptor para EGF (que posee actividad de cinasa de residuos de tirosina)
provocaba la fosforilaciéon del a,-AR. Asi mismo, recientemente Casas-Gonzales et al.
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'(2003) demostraron en ensayos de fosforilacién con el empleo de una mutante negativa
.- de la subunidad p85 (adaptadora de la Pi3K [a) en fibroblastos Cos-1 que eran estas las
que participan en el proceso de fosforilacién del a.-AR inducido por LPA y no la PI3K-lg
(PI3Ky). Estudios recientes han determinado cada vez con mas evidencias la paricipacion
de p110a 6 B (PI3K clase 1,) en la transduccién de otros GPCRs, en especial del receptor
para LPA y su cross talk con el receptor para EGF (Laffargue et al., 1999; Murga et al.,
2000; Yart et al., 2002a; Casas-Gonzales et al., 2003). En el presente trabajo, la inhibicion
practicamente total de la fosforilacidén del ay,-AR inducida por LPA en presencia de
wortmanina, confirna la participacién de la PI3K, probablemente de la clase f, (a 6 B),
actlvada por el dimero G}y en respuesta a la activacion de los receptores para LPA (figura
2).

Se sabe que la PKC participa en la fosforilacién y desensibilizacién heteréloga del ap,-AR
(Diviani et al., 1997; Alcantara-Hernandez et al., 2001) inducida por endotelina (Vadzquez-
Prado et al., 1997), por LPA (Casas-Gonzalez et al.,, 2000) y por EGF (Medina et al.,
2000). Se sabe también que para la activacion de la PKC se requiere de DAG o Ca®*
(activacién de la via de la PLC-p por receptores acoplados a proteinas G,) o bien de su
activacion por PI3K (via PDK-1). Como los receptores para LPA actdan en la fosforilacion
del a1,-AR mediante proteinas G; y no por G, se estudié ia participacién de la PKC y la
PI3K en el proceso. La activacion directa de la PKC por ésteres de forbol como el TPA
inducen una alta respuesta en la fosforilacion del a.-AR de alrededor de 2.5 veces sobre
los niveles basales (ver figura 4). El abatimiento practicamente total de este efecto al
incubar las células con estaurosporina (inhibidor especifico de la PKC), alin con la
activacion de los receptores para LPA (figura 2), sefala la participacion esencial de la
PKC en la fosforilacién del a-AR inducida por LPA. Los estudios sobre la determinacién
de cual isoforma de PKC es la que participa en la fosforilacion y desensibilizacién del a,-
AR son escasos. Algunas evidencias por ensayos de co-inmunoprecipitacién indican que
las PKCa, & y € estan asociadas al a.-AR en condiciones basales y que la estimulacion
con TPA o con el agonista norepinefrina refuerzan esta asociacion (Alcantara-Hernandez
et al., 2001). Cabe la posibilidad de que en este proceso estén participando varias
isoformas de la PKC que actien en diferentes vias o bien que pueda existir redundancia
‘funcional.

Por otra parte, la desensibilizacién del a.,-AR inducida por LPA ya ha sido demostrada
con ensayos de movilizacién de Ca?* intracelular y de unién de GTPy[S*] a proteinas G
(Casas-Gonzalez et al., 2000). Este estudio confirma que el bloqueo especifico de PKC y
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PI3K bloquea, a su vez, la fosforilacion del as-AR inducida por LPA, lo que indica que las
cinasas actlian en secuencia y no por vias independientes. Este proceso secuencial
involucra probablemente la participacién de la PDK-1 activada por la PI3K, ya que es
capaz de fosforilar todas las isoformas de la PKC en sitios conservados (Thr*®) asi como
su activacién por fosfoinositidos como el PIP; (rev. en Sonnenburg et al., 2001).

En muchos estudios se ha demostrado una intercomunicacién entre GPCRs y RTKs, por
ejemplo la de receptores para LPA con receptores para EGF (Daub ef al., 1997; Voisin et
al., 2002; Wu and Cunnick, 2002) y la de receptores para EGF con el a,-AR. Entre otros
de los pocos estudios que abordan la transactivacion del EGFR mediante receptores
adrenérglcos se encuentra el del receptor axp-adrenérgico, el cual es capaz de activar la
vla de MAPK mediante una metaloproteasa (Cussac et al., 2002) mediante la fosfolipasa
A, acido araquidénico y sus derivados (Chen et al., 2001).

Medina et al, (2000) demostraron que el EGF puede inducir la fosforilacién del a,,-AR de
una forma dosis-dependiente alcanzando el efecto maximo a una concentracién de 100
ng/ml. En este estudio, el EGF indujo la fosforilacién del a-AR de mas de 1.5 veces
sobre su fosforilacién basal (figura 3). La incubacién de las células con el inhibidor
especifico para la actividad de cinasa de tirosina del EGFR, tyrphostin (AG1478), provoco
la inhibicién completa del o4,-AR inducida por la activacion de los receptores para EGF
{figura 3). El mismo efecto inhibitorio, aunque de menor magnitud, se observd en la
respuesta a la activacion de los receptores para LPA en presencia de AG1478, por lo que
este resultado sugiere la participacion del EGFR como un punto importante en la via de
sefalizacién que tiene el LPA para inducir la fosforilacién del a,-AR. Sin embargo al no
ocurrir una inhibicion total de la fosforilacion en presencia de AG1478, el resultado
sugiere la existencia de una via alterna del efecto de la activacion de los receptores para
LPA sobre la fosforilacion del a1,-AR independiente del EGFR.

En el caso del proceso mediado por proteinas G;, se ha sugerido que el dimero Gpy esta
involucrado en la activacion de cinasas de tirosina de la familia Src, seguida por la
fosforilacion en tirosina de proteinas adaptadoras que participan en las vias de otros
receptores con actividad de cinasa de tirosina (RTKs) (van Biesen et al., 1995), de tal
manera que se ha propuesto la induccién del proceso de transactivacion del EGFR
(Prenzel et al., 1999; Pierce et al., 2000) inducida por GPCRs.

Se sabe que el LPA puede activar la via de la MAPK por la transactivacion de RTKs
dependiente de proteinas G mediante metaloproteasas asociadas a la membrana
plasmatica (en adelante MMPs) (rev. en Daaka, 2002). Una hipétesis de este mecanismo
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es la que involucra la liberacién de ligandos solubles del EGFR, en especial el HB-EGF, a
partir de la hidrélisis por metaloproteasas de los dominios extracelulares de precursores
anclados a la membrana plasmatica (Daub et al., 1996; Daub et al., 1997; Laffargue et al.,
1999; Pierce et al., 2001; Prenzel et al., 1999; Zwick et al., 1999). Estos ligandos al ser
hidrosolubles son capaces de difundir por el espacio extracelular hasta activar de forma
autocrina y paracrina a los receptores para EGF. El potente inhibidor de metaloproteasas
Batimastat (BB-94) ha sido usado ampliamente para investigar este procesc (Dong and
Wiley, 2000). El empleo de inhibidores especificos a concentraciones precisas ha sido
una herramienta muy utilizada en el campo de la transduccién de sefales para determinar
la participacion de diferentes proteinas en un fenémeno dado. Al parecer la forma en la
que actia el BB-94 es acoplandose a la metaloproteasa en su sitio activo (donde contiene
al zinc), lo que es suficiente para bloquear su actividad (Botos et al., 1996; Wojtowics-
Praga et al., 1997).

Para estudiar la participacion de metaloproteasas en la fosforilacion del a.-AR se
incubaron a las células Rat-1 con el BB-94 [10 uM] estimulando con su agonista
respectivo a fos receptores para LPA, EGF y directamente a la PKC con TPA (figura 4).
Los resultados mostraron una inhibicién importante, aunque no total, del efecto del LPA
sobre la fosforilacién del a4,-AR, lo que indica que las metaloproteasas participan como
mediadoras del efecto de LPA sobre el EGFR y a ultima instancia, como se ha
demostrado en el experimento anterior, del EGFR sobre el a,-AR.

La participacion de metaloproteasas en la fosforilacién del a,-AR inducida por LPA
mediada por EGF fue estudiada al estimular directamente a los receptores para EGF en
presencia del BB-94. Los resultados no muestran diferencia significativa alguna con
respecto a la fosforilacion del a,,-AR inducida por la activacion del EGFR en ausencia de
BB-94 (figura 4). A pesar de bloquear la liberacién de ligandos para el EGFR con el 88-
94, este receptor estaba siendo estimulado por su agonista de forma exdgena a una
concentracién de 100 ng/ml. Este resultado prueba que el BB-94 no afecta el papel del
EGFR activado directamente por su agonista sobre la fosforilacién del a.,-AR sino que el
EGFR es un intermediario en este efecto inducido por LPA y ademas confirma la
participacion de metaloproteasas en este proceso.

La participacion de la PKC fue probada de igual forma activandola con TPA en presencia
y ausencia del inhibidor de metaloproteasas. Como se muestra en la figura 4, la
activacion de PKC lleva a la fosforilacion del a,-AR por PKC de aproximadamente 2.5
veces con respeclo al basal. Este estimulo en presencia de BB-94 no tuvo diferencias
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significativas en el grado de fosforilacion del a,-AR. Actualmente se desconoce la
relacion precisa de la PKC con la metaloproteasa en esta via, aunque evidentemente son
elementos importantes en el proceso de fosforilaciéon del a.-AR. Hay evidencias que
indican que el TPA a través de la PKCS puede activar mediante un mecanismo
intracelular a la metaloproteasa ADAMS para liberar HB-EGF (Izumi et al., 1998). Sin
embargo, como se ha mencionado, es la PKCa la que suele encontrarse co-localizada en
mayor proporcién con el ay,-AR. Los reportes sobre este fenémeno relacionado con
receptores adrenérgicos son escasos. El mas cercano sobre el receptor azs-AR involucra
la activacién de la MMP mediante la fosfolipasa A, acido araquidénico y sus derivados
{Chen et al., 2001), to cual induce la activacién de la MAPK mediante este proceso
(Cussac et al., 2002). Un estudio paralelo a este en células Cos-1 indican un
comportamiento similar bajo las mismas condiciones (Casas-Gonzales et al., 2003).

En el caso de la transactivacién del EGFR, hay un mayor nimero de evidencias de que ia
metaloproteasa-3 (MMP-3) es la encargada del proceso de liberacién proteolitica de
proHB-EGF (Susuki et al., 1997; Wu and Cunnick, 2002). Un modelo sugiere que la MMP-
3 corta al precursor proHB-EGF, el cual se encuentra incrustado en la membrana, en la

151 152

regién comprendida entre Glu'®'-Asp*“, Otro estudio realizado en células Vero-H sugiere

que la hidrdlisis de proHB-EGF inducida por LPA ocurre en los sitios Leu'®-Pro'® o

“Pro'-val'® (Hirata et al., 2001). Asi, estos datos junto con los que muestran la
participacién de la MCD9 (ADAMS) en la liberacién de HB-EGF, sugieren la posibilidad de
que puede tratarse de diferentes metaloproteasas participando en el proceso de
transactivacion del EGFR.
Por otro lado, debido a que el efecto inhibitorio de las metaloproteasas no es total sobre el
efecto del LPA en la fosforilacion del a,-AR, es posible que exista una via alterna en
donde el dimero GPy sea el responsable de activar directamente a las PI3K clase s
{probablemente p110-p) y estas a la PKC con la subsecuente fosforilacién del a,,-AR, de
tal forma que el LPA induzca la fosforilacion del a4.-AR por dos vias, una que involucra a
metaloproteasas y la transactivacion del EGFR y otra independiente de estos eventos,
pero ambas mediante la activacion de la Pi3K clase Ia activada por el dimero Gpy,
(proceso que es bloqueado por una mutante dominante negativa de la subunidad p8S,
ApBS (Casas-Gonzales e! al., 2003)) que lleva a la activacién de la PKC la cual fosforila al

ap-AR,
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CONCLUSIONES.

Este estudio ha demostrado que el LPA regula la fosforilacion del receptor ajy-adrenérgico
de manera dosis-dependiente y que participan las proteinas cinasas de residuos de
serina/treonina PKC y la cinasa de fosfoinositidos PI3K cuyo bloqueo individual es capaz
de abatir totalmente el efecto del LPA sobre la fosfarilacion del o,-AR, lo que indica una
participacion secuencial de estas cinasas. Se determind también que el receptor para
EGF es un mediador parcial de la accién del LPA sobre el a,,-AR y finalmente se
demostré la participacién de metaloproteasas de membrana en el proceso de
transactivacion del receptor para EGF inducido por LPA, todo en fibroblastos Rat-1/a4p.
Este trabajo contribuye al modelo que se ha propuesto recientemente para la accion de
estas entidades moleculares sobre la regulacién del |a respuesta a,,-adrenérgica (Casas-
Gonzalez et al.,, 2000; Garcla-Sainz et al, 2000; Casas-Gonzalez et al., 2003). En el
modelo propuesto los receptores para LPA transducen su sefal a través de proteinas G;
cuya subunidad GPy es capaz de activar dos vias, una que involucra la activacién de la
PI3K y de la PKC (ya sea mediante la produccidn de fosfoinositidos o via PDK-1 o ambas)
y otra via que involucra la transactivacién del EGFR por la accién de metaloproteasas de
membrana que liberan moléculas de HB-EGF quien actua como agonista del EGFR.
Ambos procesos convergen en la activacién de la PI3K la cual activa a la PKC y esta a su
vez fosforila y desensibiliza al aq,-AR.

Los resuitados presentados en esta tesis contribuyen al primer trabajo que demuestra que
la transactivacion del EGFR participa en la fosforilacién de un GPCR, en este caso del
receptor a-adrenérgico inducida por LPA. Este estudio apoya al nuevo concepto
mecanistico de la transactivacién del EGFR y contribuye de forma importante al
conocimiento del cross-talk entre RTKs y GPCRs. Estos resultados proponen una nueva

via de transactivacion en la regulacion del receptor ay,-adrenérgico.
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