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Abreviaciones utilizadas en este trabajo: 

a,.-AR: receptor alfa-1 b adrenérglco 

AC: adenllato clclasa o adenilil clclasa 

ADP: adenosin difosfato 

AMPc: adenosln monofosfato clclico 

ATP: adenosln trifosfato 

PARK: clnasa del receptor beta-adrenérgico 

OAG: dlaclliglicerol 

EGF: factor de crecimiento epidérmico 

EGFR: receptor para el factor de crecimiento epidérmico 

ET: endotelina 

GABA: ácldp gamma-amino butlrico 

GC: guanllato ciclasa 

GDP: guanosln bifosfato 

GMPc: guanosln monofosfato clclico 

GPCR: receptor acoplado a protelnas G 

GRK: cinasa de receptores acoplados a protelnas G 

GTP: guanosln trifosfato 

HB-EGF: "Heparin Binding-Epidermal Growth Factor" 

LPA: ácido lisofosfatldico 

LPAR: receptor para el ácido lisofosfatldico 

MAPK: protelna cinasa activada por mit6genos 

MMP: metaloproteasas de membrana 

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas 

PDK: protelna clnasa dependiente de fosfoinoisllidos 

Pl3K; fosfatldil-Jnositol-3-cinasa 

PKA, PKB: protelnas cinasas A, B 

PKC: protelnas cinasa C 

PKG: protelna cinasa dependiente de GMP clclico) 

PLC, PLD: fosfolipasa C, D 

PTX: toxina pertussis 

RTK: receptor con actividad de clnasa de residuos de tiroslna 

ST: estaurosporina 

WT: wortmanina 



PARTE 1. 

INTRODUCCIÓN. 

Con el objetivo de ubicar a este trabajo con claridad dentro del campo especifico de la 

Transducción de Señales, se ha escrito en tres partes principales, una introducción 

general sobre la comunicación celular, una introducción especifica sobre la transducción 

de señales y por último el desarrollo del trabajo de tesis. 

l. Comunicación celular. 

Esta bien establecido que la célula es la unidad anatómica y funcional de todo ser vivo. 

Los seres vivos más sencillos, los unicelulares, constituyen ya una intrincada máquina 

bloqulmica capaz ajustarse a cambios importantes en su ambiente. Hace 3,500 millones 

de años existlan organismos de una complejidad equiparable a la de las bacterias y 

debieron tener alguna forma esencial de comunicación. Puede asumirse que desde 

entonces existen formas básicas de comunicación celular, presentes incluso en los 

organismos más sencillos y con Implicaciones relevantes para su sobrevlvencla, 

determinada a su vez por la capacidad de responder favorablemente a los estimulas 

ambientales. 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 comunicación celular fueron sobre 

fenómenos relacionados con la comunicación entre los órganos internos de los animales, 

realizados por Aristóteles (400 a. C.) y Galeno (400 d. C.). Posteriormente los estudios de 

Claude Bernard en el siglo XIX sobre la "secreción interna" de esos órganos y los de 

Bayliss y Starling sobre la estimulación a distancia del páncreas, fueron dando base a una 

nueva área del conocimiento biológico llamada Endocrinologla (del griego "endos" = 

Interno y "krinos" =secreción) (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 acuñó el término según su etimologia griega 

"Hormaein" ("estimular") y desde entonces se maneja este concepto para hablar en forma 

general de mensajeros quimicos (Lorlaux, 1995). 



11. Tipos de comunicación celular. 

Uno de los sistemas de comunicación celular mas sofisticados es aquel que Involucra a 

las hormonas. La complejidad de este sistema radica en que participan un gran número 

de mensajeros bloqulmicos especlficos para una célula o tejido determinados, que son 

factores que elevan el número y complejidad de las respuestas fisiológicas celulares. 

Los tipos de comunicación se basan principalmente en consideraciones histológicas, 

cltológlcas y fisiológicas; de esta forma se clasifican de la siguiente manera: 

A. Comunicación endocrina: en este tipo de comunicación una célula o glándula 

endocrina como el hipotálamo, tiroides, hipófisis, etc.. secreta al torrente 

sangulneo un mensajero especifico u hormona la cual, gracias a la circulación 

sangulnea, puede llegar prácticamente a cada rincón de un organismo y es 

reconocido por células a las que se les llama "célula blanco" cuya capacidad de 

reconocer al mensajero les está dada por poseer los receptores especificas. Aqul 

se Incluye a la "comunicación neuroendocrina" o "neurosecreción", donde 

participan células del sistema nervioso con capacidad endocrina (por ejemplo el 

sistema hipotálamo-hipófisis) (Alberts, el al. 1994, Garcla Sáinz, 2002). 

B. Comunicación paracrlna: aqul las células secretan horrnonas o mediadores 

locales también llamados autacoides (del griego ':Aulo"=propia y "akos"=remedlo). 

Estos actúan solamente en las células vecinas a la que liberó la hormona, ya que 

pueden difundir en el espacio extracelular solo por un corto tiempo (por ejemplo 

las prostaglandinas). Aqul se incluye a la "neurotransmisión" o comunicación 

sináptica, en la que una célula nerviosa (presináptica) libera a un mensajero 

(neurotransmisor) hacia el espacio sináptico muy cerca de otra célula nerviosa 

(postsináptica) o muscular (Alberts, el al. 1994, Garcla Sáinz, 2002). 

C. Comunicación autocrlna: aqul las células reconocen y responden a hormonas 

que ellas mismas liberaron a su espacio extracelular gracias a receptores 

especificas en su propia membrana, por ejemplo el sistema de receptores para los 

factores de crecimiento (Voet and Voet, 1992). 

D. Comunicación yuxtacrlna: aqul 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 acuñó este concepto al encontrar 

que esta es la forma en la que se reconoce al Factor de Crecimiento 

Transformante tipo alfa (TGF-a) (Garcla Sáinz, 2002) (ver Wrana et al .• 1994). 
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neurona 

(f) 

Flg. 1. Tipos de comunicación celular por mensajeros qulmlcos: a) comunicación endocrina, b) 

neurotransmisión, c) comunicación neuroendocrina, d) comunicación paracrina, e) comunicación 

yuxtacrlna y f) comunicación autocrina. Tomado de Garcla-Sainz, 2002. 

"Una célula puede llevar a cabo estos tipos de comunicación simultáneamente. Tiene 

receptores de distintos tipos y da respuesta especifica a cada uno de esos estlmulos. Se 

trata entonces, de un gran conmutador fisiológico en miniatura. 

111. Hormonas. 

Como ya se mencionó, esencialmente las homnonas son sustancias que actúan como 

mensajeros quimlcos y las podemos encontrar en toda la escala animal, (también 

existen moléculas con funciones análogas en las plantas y se les llaman "homnonas 

vegetales"). Hay autores que consideran corno honmonas solamente a las secretadas al 

torrente sanguineo (a las que generalmente se les da el nombre de primeros 

mensajeros) por glándulas endocrinas especializadas (Hardle, 1991). Sin embargo, si 

apelamos al concepto original de honmonas como sustancias que "estimulen" y se 

comporten como "mensajeros quimicos", nos daremos cuenta de que su naturaleza puede 

variar, ya que puede ser un aminoácido (como la glicina) o derivados de él, una proteina o 

péptido, un asteroide e incluso un gas, (como por ejemplo el óxido nitrico y el monóxido 
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de carbono) (Cooper, 2000). En la tabla 1 se ejemplifican algunas hormonas bien 

conocidas, asl como su naturaleza quimlca y el sistema hormonal en el que participan. 

Existen hormonas hldrofóblcas e hidroflllcas. Las primeras, como los asteroides, la 

tlroxlna y el ácido retlnolco (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 núcleo. Las hormonas hldrofllicas como los aminoácidos 

y péptldos, activan a sus receptores que están embebidos en la membrana plasmática y 

la respuesta celular a estos estimulas dependerán de una vla de transducción, la cual 

Inicia con la unión del mensajero con el receptor. 

Tabla 1. Elemnlos de hormonas. 
SISTEMA PEPTIDO O ESTEROIDE HORMONAL PROTEINA 

Hipotálamo Hormona liberadora 
de Gonadotronlnas 

Tiroides 

Páncreas Insulina, glucagon, 
somatostallna 

Sexual (mase. y H. lutelnlzante, Estradlol, 
progesterona, femenino) prolactlna, oxitocina testosterona 

Médula Adrenal 

Plneal 

Eje hipotálamo-
Cortlsol y hipófisis- Anglotenslna, ACTH aldosterona suararrenales 

ACTH, harmana adrenacort1cotr6plca; H., hormona; mase .. masculino. 
Fuente: Norman, 1997. 

AMINOACIDO O 
DERIVADO 

Tlroxlna (Ta) 
Trilodotironlna IT • \ 

Eplnefrina 
Norealnefrina 
Melatonlna y 
serotonlna 

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 están la Insulina, la adrenalina, la histamlna, serotonlna, etc. 

Aquel agente que ocupa a un receptor y no lo activa peno además evita que los agonistas 

lo hagan se le llama antagonista. La importancia de estos agentes radica en que sirven 

como reguladores negativos de la función de los receptores activados. Un ejemplo de esta 

regulación por agonistas y antagonistas ocurre con los receptores para histamina, la cual 

participa en reacciones de hipersensibilidad y alérgicas. Ante estlmulos traumáticos (como 

un golpe) o alérgicos, la histamina activa a sus receptores en la membrana celular y 

desencadena las respuestas caracteristicas de la reacción (salpullido, inflamación, etc.). 

Tpc;:-¡0 ~,..n 
.ui.. •• I) l· .. 4 
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Estas son controladas con agentes que bloquean la acción del agonista hlstamlna, es 

decir antagonistas de esta hormona, como la ranitldlna y cloñenamlna, cuyos efectos 

bloquean los de la reacción alérgica, por lo que son llamados anti-histamlnicos. 

Existen también otros agentes que actúan de manera contraria a como lo hace un 

agonista, es decir que no lo activa e Inhiben su función y además se unen con mayor 

afinidad al receptor Inactivo; se llaman agonistas Inversos. Estos agentes son usados 

ampliamente en el estudio farmacológico y funcional de un gran número de receptores y 

son importantes por su potencial uso cllnico. 
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PARTE 2. 

RESPUESTAS CELULARES: TRANSDUCCIÓN DE LA SEÑAL. 

Para que una señal extracelular pueda ser traducida a una respuesta fisiológica, la célula 

necesita un sistema de transducción de la señal, es decir requiere de elementos que le 

pennitan convertir la señal o estimulo en una respuesta. Estos elementos los constituyen 

protelnas de la célula con funciones especializadas en cada etapa de la reacción ante el 

estimulo. En general, un sistema clásico de transducción requiere de tres partes: el 

mensajero u honnona, el receptor, que se encargará de reconocer al estimulo, el cual al 

activarse pasa la señal al elemento transductor, llamado asl porque convierte la señal 

del receptor activado en otra señal que se dirige hacia un efector bloqulmlco el cual 

genera otras moléculas que actúan como segundos mensajeros los cuales, a su vez, 

activan a otras protelnas que regulen una función celular especifica. 

mensajero 

acfren.alina 

':'t•Ch,¡ 

~H1 
CH-OH 

~OH 
"" 

receptor rransductor efector 
11,....._ 

n1 •• 1i..P.1----e 
~ .. 

~--@/(-) 
("2A• "28· ">e) 

segundo 
mensajero 

A.MPclclic:o 

ATP 

Flg. 2. Elementos de la transducción de una seilal, en este caso de la adrenalina y sus 

diferentes receptores (Tomado de Garcla-Sáinz, 2002). 

IV. Receptores celulares. 

El concepto de receptor celular tiene una historia de casi 100 años atrás. Fue propuesto 

en 1906 por J. N. Langley con sus estudios sobre la nicotina y el curare, compuestos que 

ejercen su acción en los tejidos gracias a lo que él llamó la "sustancia receptiva" 

(Gammeltoft and Kahn, 1995). Asl mismo en 1908 Paul Ehrllch, quien estaba interesado 

desde 1878 en la utilidad de ciertos colorantes vitales, al observar la especificidad con la 

que interactuaban con los tejidos, postuló que un fármaco podla tener efecto terapéutico 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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sólo si tenla "el tipo justo de afinidad". Asl, Ehrllch planteó la existencia en los tejidos de 

"qulmlorreceptores" en 1913 y asl describe este fenómeno: Corpora non agunt nlsi 

fixata, es decir "los agentes no actúan si no se fijan" (Garcla Sáinz, 2002). 

Estudios funcionales, farmacológicos y de blologla molecular han revelado que los 

receptores poseen diferente afinidad para varios mensajeros, es decir diferente 

capacidad de asociarse con su ligando (Sitaramayya and Bunnett, 1999). 

Los receptores celulares tienen dos caracterlsticas esenciales: 1) especificidad para 

reconocer al mensajero e interactuar con él y 2) activar la secuencia de eventos que 

llevan 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 último 

cambia de conformación y permanece asl hasta que se separa del ligando. Este 

fenómeno es Importante en la trasmisión de la señal hormonal (Garcla Sáinz, 2002). 

Los receptores son protelnas generalmente de alto peso molecular y estructura variable. 

Para poder entender mejor su funcionamiento pueden dividirse según su localización en la 

célula en dos grandes grupos: los Intracelulares y los que están en la membrana celular 

o bien transmembranales. 

Los Intracelulares son receptores en el citoplasma o en el núcleo celular. Sus agonistas 

.son moléculas pequeñas que atraviesan la membrana plasmática (hldrofóblcas). Algunos 

ejemplos de llgandos que activan a estos receptores están los glucocorticoldes (corllsol y 

cortisona), hormonas sexuales (masculinas y femeninas, andrógenos y estrógenos 

respectivamente), hormonas tiroideas, etc. (Garcla Sálnz, 2002; Voet and Voet, 1996). 

Recientemente a algunos miembros de este grupo se les ha considerado como "Factores 

Accesorios de la Transcripción", como por ejemplo el receptor para estrógenos, que son 

capaces de modular la transcripción de genes (Simoncinl el al., 2000). 

Los receptores transmembranales son protelnas embebidas en la membrana de la 

célula. Incluyen un gran número de receptores, pero para su mejor comprensión se han 

clasificado por su estructura y función en 3 familias: 

1. Receptores-canal 

2. Receptores con actividad enzimática o asociada a enzimas 

3. Receptores acoplados a protelnas G 
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1. Receptores-canal, activados por ligando o lonotróplcos: llamados asl porque 

forman canales en la membrana celular que permiten el paso de Iones al interior y 

son activados por una hormona o neurotransmisor. Entre ellos se encuentran los 

collnérgicos y nlcotlnicos (activados por acetilcolina), el del Acldo Gamma Amino 

Butlrico tipo A (GABAA). los de glicina y glutamato. Estructuralmente poseen 5 

subunldades que atraviesan la membrana formando una roseta con una depresión 

central que constituye el canal. Cada subunidad está formada de un extremo 

amino en el exterior de la célula. Tiene 4 dominios transmembranales (es decir 

está embebida en la membrana de fonma tal que la atraviesa 4 veces) unidos por 2 

asas intracelulares y una extracelular. Su extremo carboxilo también es 

extracelular. Esta estruclura es la que define a esta familia. El ligando opera la 

apertura o cierre del canal acoplándose entre dos de las 5 subunidades. Estos 

canales se encargan de controlar el balance electroqulmico a ambos lados de la 

membrana al regular el paso de Iones como cloro o sodio con gran selectividad. 

Permiten asl la comunicación eléctrica entre neuronas y con células musculares 

(Gammeltoft and Kahn, 1995; Garcla Sálnz, 2002). 

2. Receptores con actividad enzimática o asociados a enzimas: estos receptores 

pueden Interactuar qulmlcamente con otras protelnas y a su vez subdividirse en 

otras subfamilias: 

A. Receptores con actividad de clnasa 

B. Receptores con actividad de fosfatasa 

C. Receptores con actividad de guanilato clclasa 

D. Receptores sin actividad catalltica asociados a enzimas 

2A. Receptores con actividad de cinasa: 

Estos receptores tienen la capacidad de auto-fosforilarse cuando son activados. es 

decir inducen la fosforilaclón de receptores de ese mismo tipo. Este proceso de 

fosforilaclón (Incorporación de moléculas de fosfato) juega un papel muy importante en 

los procesos de señalización (Doronin el al.. 2002). Dentro de los subtipos de 

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

tlroslna y de clnasa de serlnaltreonlna. Como ejemplos de los primeros podrla 

mencionarse a los receptores para Insulina, para el Factor de Crecimiento Epidérmico 

(Epidermal Growth Factor o EGF) y para el Factor de Crecimiento Derivado de 

Plaquetas (Platelet Derived Growth Factor o PDGF). Estos receptores se encuentran 
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en la membrana, aunque en el caso de los receptores para el EGF también se sabe 

que se encuentran en el núcleo celular y están fuertemente relacionados con las 

actividades proliferativas de la célula (Lin et al., 2001 ). 

28. Receptores con actividad de fosfatasa: estos receptores hldrolizan el fosfato unido 

a los residuos de serina/treonina y tlroslna de protelnas previamente fosforiladas. Hay 

receptores con actividad de fosfatasa en residuos fosforilados de tirosina asl como de 

serinaltreonina. 

2C. Receptores con actividad de guanilato clclasa: estos receptores tienen actividad 

enzimática de guanllato clclasa (GC), la cual forma GMPc (Guanosln Mono-fosfato 

Clcllco) a partir de la hidrólisis de GTP (Guanosin Tri-fosfato). Existen varias formas 

de esta enzima, unas GC solubles que se hallan en el citoplasma y otras GC 

asociadas a la membrana. La GC mejor estudiada es la que sirve como receptor 

para los factores natriuréticos que secreta el corazón (péptidos que favorecen la 

eliminación del sodio vla urinaria, regulando el volumen de la orina y la presión 

sangulnea). Las GC solubles se encuentran en el citoplasma y son activadas por el 

óxido nltrico (NO) que se sintetiza en el endotelio arterial (Garcla Sálnz, 2002; 

Sltaramayya and Bunnett, 1999). 

20. Receptores sin actividad catalltica asociados a enzimas: no poseen actividad 

enzimática lntrlnseca sino que se asocian a otras enzimas en el citoplasma 

(generalmente cinasas) para transmitir su señal, por ejemplo los receptores para 

cltoclnas como las lnterleucinas, las cuales activan células del sistema inmune como 

los monocitos y los receptores para interferón gamma (IFy) (producido por linfocitos 

ante estlmulos inmunológicos). Estos receptores están formados al menos por dos 

subunldades 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 protelnas G: este nombre lo reciben debido a que 

interactúan con componentes Intermediarias llamadas "protelnas G". Esta familia incluye a 

la rodopsina (receptor de la luz en el ojo de los vertebrados), al receptor de la adrenalina 

(eplnefrina), del ácido lisofosfatldico (LPA), de la histamina, serotonina, dopamina, 
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vasopreslna, oploldes, prostanoldes, entre muchos otros. Enseguida se detalla sobre 

estos receptores por ser los que se estudiaron en este trabajo. 

V. Receptores acoplados a protelnas G. 

Esta es la familia más grande, ubicua y versátil 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 número de funciones fisiológicas y en el desarrollo de múltiples patologlas. Las 

estimaciones Indican que al menos el 40% de los medicamentos en humanos están 

dirigidos contra este tipo de receptores (Lu et al., 2002; Chalmers and Behan, 2002) (ver 

tabla 2). 

Tabla 2. Medicamentos dirigidos contra GPCR's. 
Recentar blanco Medicamento Enfermedad 

Hlstamina Pepcid Ulceras 
Claritin Aleroias 

Rlsperdal Psicosis 

Serotonlna (5-HT) lmitrex Migraña 
BuSpar Ansiedad 
Zvorexa Esquizofrenia 

Anolotenslna Cózar Hipertensión 
Toprol-XL Hipertensión 

Adrenérglcos Coreg Congestión cardiaca 
Serevent Asma 

Prostaglandlnas Cytotec Ulceras 
Leucotrienos Slnoulalr Asma 

Fuente: Chalmers and Behan, 2002. 

Los receptores acoplados a protelnas G (abreviados GPCRs por su nombre en Inglés: G 

Proteln Coupled Receptors) son activados por una gran variedad de eslfmulos como 

hormonas, neurotransmisores, factores de crecimiento, fosfollpldos, fotones, olores, 

sabores dulces y amargos, etc. Todos ellos. además de unirse a protelnas G. están 

embebidos en la membrana plasmática de tal forma que la atraviesan 7 veces, es decir 

poseen 7 dominios transmembranales, de unos 20 a 25 aminoácidos cada uno (Dohlman 

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 

más de 800 (Pierce et al., 2002) y otras estimaciones calculan que el 1% del genoma de 

mamlferos codifica para este tipo de protelnas (Hur and Kim, 2002). 

TESIS CON 
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Flg. 3. Modelo de la estructura de receptores acoplados a protelnas G o de siete dominios 

transmembranales: a) vista transmembranal y b) vista tridimensional desde el exterior celular 

señalando la zona de Interacción de la hormona (Tomado de Gracla-Sáinz. 2002). 

Su modelo estructural propone una estructura alfa-helicoidal con su extremo amino 

extracelular y el extremo carboxllo Intracelular. Se tienen dos leerlas sobre el sitio de 

·· acoplamiento para el ligando: una propone que el ligando se acopla al receptor en una 

"bolsa de unión para el ligando" formada entre los dominios transmembranales 3, 4 y 6 

(TM-111, TM-IV y TM-VI); la otra propone a los TM-11, TM-111 y TM-Vll. Al dominio TM-111 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 aminoácidos que la conforman determinan la 

especificidad de la unión de los ligandos (Schwartz, 1994). 

La clasificación más utilizada para estos receptores los divide en tres famlllas, A, B y C 

basándose en la similitud de sus secuencias. Entre los diferentes miembros de las tres 

ramillas de GPCRs comparten hasta el 95% de homologia entre sus secuencias de 

aminoácidos (Strader et al., 1994 ). 

La Familia A es la más grande, Incluye a la subfamllla de receptores para la adrenalina, 

acetllcolina, dopamlna, hlstamlna, serotonina, receptores para olores, angiotenslna, 

bradiclnina, endotellna, gonadotroplna, canabinoides y para la luz (la rodopslna, el cual es 

el único GPCR cuya estructura tridimensional por difracción de rayos X es conocida hasta 

la fecha (ver Palczewski, el al., 2000)). 

ITS1S CON 
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La Familia B contiene aproximadamente unos 25 miembros, Incluyendo a la famllla de 

hormonas gastrointestinales (secretina, glucagon, péptldo Intestinal vasoactlvo y la 

hormona liberadora de la hormona de crecimiento), la hormona liberadora de 

corticotroplnas, calcitonina y la hormona paratiroidea. 

La Familia e también es relativamente pequeña y contiene a la familia de receptores 

metabotróplcos de glutamato, al receptor para GABA6 , los receptores sensores de calcio, 

asl como a los receptores para sabores. Toda esta familia posee un extremo amino 

extracelular muy grande que parece ser crucial para la unión del ligando y, por lo tanto, 

para la activación del receptor. 

Los GPCRs transmiten el estlmulo ambiental mediante las protelnas G, por lo que estas 

constituyen el elemento transductor en este sistema de comunicación. Estas protelnas 

fueron estudiadas inicialmente por el Dr. Martin Rodbell (ver Rodbell el al., 1971), en el 

proceso activación de la adenllato clclasa (AC) (la produce un segundo mensajero 

Intracelular: el AMPc o Adenosln Mono-Phosphate Clcllc), mediante GTP. Una protelna 

era la encargada de activar a la AC uniendo nucleótldos de guanina, a la cual dieron 

Inicialmente el nombre de "protelna N" (por ser una protelna reguladora de Nucleótidos) 

para después denominarla "protelna G" (por ser nucleótidos de Guanina). El Dr. Rodbell 

obtuvo el Premio Nóbel de Medicina en 1994, junto con el Dr. Alfred Gllman, por "el 

descubrimiento de las protelnas G y su participación en la transducción de señales en las 

células" (Garcla-Sáinz, 2002). 

Los GPCRs pueden acoplarse a más de un tipo de protelna G, dependiendo del tipo de 

estlmulo que reciba la célula. Muchos de estos receptores comparten vlas de 

señalización que son activadas con diferentes grados de eficiencia por una hormona en 

particular. La señal intracelular iniciada por un agonista y la fuerza de propagación de 

esta señal dependerá del número y tipo de receptores, de transductores (protelnas G) y 

de efectores (Blmbaumer, 1992; Hepler and Gilman, 1991; Lomasney el al., 1991). 

VI. PROTEINAS G. 

Como ya se ha visto, son esenciales en la transmisión de la señal y en particular en la 

especificidad de ésta. Mediante su purificación se sabe que están conformadas por un 

heterotrlmero, es decir por tres subunldades distintas, la subunldad alfa (a) que pesa 

entre 40 y 43 kDa, la subunidad beta (J3) de 35 kDa y la gamma (y) de 14 kDa. 

Actualmente, con el proyecto de secuenciaclón del genoma humano casi completo, se 
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han Identificado 27 subunldades Ga, 5 subunldades GP y 14 subunldades Gy (Albert and 

Roblllard, 2002). Se conocen 4 familias de protelnas G, clasificadas con base en la 

secuencia de residuos de aminoácidos de la subunldad alfa: G,, G,., G.,,, y G,.,,, 

(Gllman, 1987; Hur and Klm, 2002). 

Las protelnas G regulan a otras protelnas efectoras o amplificadoras. Las protelnas G, 

(s="stlmulatlon") activan a la adenilato ciclasa, mientras que las G, (i="inhibition") la 

Inhiben. La estimulaclón de G0 activa a la fosfollpasa C (PLC) y canales de calcio. Las G,, 

están Implicadas en la regulación de otro grupo de protelnas G denominadas "protelnas 

G pequeñas" o "de bajo peso molecular" (20-30 kDa) donde están Incluidas las famiMas 

Ras, Rho, Rab y Ran que regulan procesos como la expresión génica, organización del 

citoesqueleto, tráfico de veslculas y otros procesos en diferentes fases del ciclo celular 

(Matozakl et al., 2000). Varios estudios han mostrado que hay mayor preferencia 

especifica de GPCR's por las G., Gv0 y G.,1,, que por G 1211,, (Hur and Kim, 2002). 

Hay que señalar el hecho de que los GPCR's pueden acoplarse a varios tipos de 

protelnas G, a unas con mayor afinidad que a otras según el estimulo, pero Imponiendo 

mayor especificidad en la respuesta, y en la selección de la protelna G, los dominios 

Intracelulares del receptor juegan un papel muy Importante, asl como la subunidad a de 

la protelna G (Boume, 1997). 

·· En su estado basal o Inactivo una protelna G esta constituida de su subunidad a unida a 

las otras dos subunldades que fonman un dlmero fuertemente unido denominado beta­

gamma (ltf), el cual solo se ha podido separar en condiciones desnaturalizantes. Lo que 

promueve su activación es la interacción de la protelna G con un receptor activo, aunque 

se sabe que un receptor en ausencia de su agonista también puede activar a una 

protelna G aunque en otras condiciones (Gether and Kobilka, 1998). 

Estudios sobre la acción de la toxina de la bacteria del cólera (Vibrio cholerae) 

mostraron que su efecto sobre las células lo ejerce uniéndose a protelnas tipo G,, 

modificándolas covalentemente mediante una reacción de ADP-ribosllación en residuos 

de arginlna. La toxina rompe la molécula del NAO (dinucleótido de nicotinamida y 

adenina) de la célula y une su fracción ADP-ribosa a las protelnas G, (Murayama et al., 

1993), manteniéndolas permanentemente activas. En las células de la mucosa intestinal 

(lugar a donde llega la toxina de la bacteria) las protelnas G, ADP-ribosiladas activan a la 

AC y se produce AMPc de fonma no regulada, lo que impide a las células absorber 

llquldos del espacio Intestinal produciendo asl slntomas como la diarrea y la 

deshidratación. De manera similar la toxina perlussls (de la bacteria Bordetella 
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perlussls, causante de la los ferina) ADP-ribosila a proteínas del tipo G, pero en residuos 

de cistelna (Sekura et al., 1983;UI, el al., 1985) y en este caso bloquea su acción 

Inhibitoria sobre la AC. Estas toxinas han sido aprovechados desde hace varios años 

para estudiar y caracterizar la participación de protelnas G (Neer, 1995). 

Ciclo de activación de las proteinas G. 

En su estado basal o Inactivo las protelnas G tienen unida una molécula de GDP 

(Guanosln Di-fosfato) en su subunidad a. El cambio conformaclonal que sufre el receptor 

activado por su agonista promueve en la protelna G el Intercambio de GDP por GTP, lo 

cual lleva a su activación. Las subunidades de la protelna G se disocian en dos partes, la 

subunldad a y el dlmero [ly. Aqul las protelnas G, en su papel de transductoras, llevan la 

señal a las protelnas efectoras (como la AC o la fosfollpasa C), las cuales generan 

segundos mensajeros que se encargarán de llevar la señal a otras partes de la célula. 

Esto se ve favorecido mientras la subunldad a está activada con GTP. La subunldad a 

posee actividad catalltlca de GTPasa, es decir tiene la capacidad de hidrolizar el GTP a 

GDP. Esta reacción lleva a la inactivaclón de la subunldad a, reestableclendo su unión 

con el dlmero [ly y queda lista para un subsecuente ciclo de activación. De esta manera, 

la hidrólisis del GTP es un mecanismo de control de la duración del estado activo de la 

•· protelna convirtiéndose un punto Importante de regulación de la respuesta al estimulo ya 

que la velocidad de hidrólisis del GTP varia de un tipo de subunidad a a otro (Carty et al., 

1990; Lindar et al., 1990). 

La subunldad a tiene varios dominios, uno en donde radica la actividad de GTPasa, en 

el cual está tanto el dominio de unión a los nucleótldos de guanina (GDP y GTP) como el 

de unión al receptor y el de unión para el dlmero [ly. Otro dominio es una región en forma 

de a-hélice que, junto con el dominio de GTPasa, contribuye a la unión de la subunldad a 

con las protelnas efectoras (Gilman, 1987). 

El dlmero ll'Y es un complejo proteico sin actividad enzimática intrlnseca, sin embargo se 

le considera una unidad funcional ya que se le han atribuido acciones importantes en el 

proceso de la transducción de la señal 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 activación (Chen el al. 1995) e inhibición (Tang and Gilman, 1991) de 

algunos tipos de AC, con la activación de la fosfollpasa C-[13 (Carozzi el al., 1993), con la 
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activación de algunos canales de calcio (Kim el a/., 1989; Yamada el a/., 1993), con la 

activación de protelnas clnasas como la fosfatldilinositol-3 clnasa (Morris el a/., 1995), las 

clnasas especificas para los GPCRs (GRKs) y las cinasas activadas por mitógenos 

(MAPK) (Luttrell el a/., 1996). Incluso el dlmero J3y participa en la regulación cruzada entre 

receptores acoplados a protelnas G de diferente tipo (Qultterer and Lohse, 1999). 

VII. Vlas de transducción de los GPCRs. 

Una de las principales funciones de las protelnas G es servir como enlace funcional entre 

los receptores y los efectores. Dentro de estos últimos, los más Importantes descritos 

hasta la fecha son los sistemas de la Adenilato Clclasa (AC) y de la Fosfolipasa C (PLC), 

aunque existen otros también activados por protelnas G y pueden verse resumidos en la 

Tabla 3. 

T bl 3 Ef a a ec ores d t 1 e pro e nas Gh t. é 1 etero nm r cas. 
Subunldades de protelnas G Efectores 
Ga t Adenllato Clclasa (AC) 
Ga0 , (sistema olfatorio) Canales de calcio 

Cinasas de la familia C-Src 
Gar (Transduclna) t Fosfodiesterasa de GMPc 
Gaaust (Gustduclna) Fosfodiesterasa (detección de 

los sabores dulce v amaraol 
Ga11. 2. 3 J. AC, t cinasas de la famllla e-
Ga, Src 

Rao1, Gao1 
G<Xq, Ga1,, Ga, •. 10. 1a t Fosfolipasa C (PLC), 

RhoGEF 
Protelna cinasa C IPKC) 

Ga1., Ga;3 
P115RhoGEF, formación de 
fibras de stress, E-cadherina 
Canales de potasio (GIRK) 
GRKs 

GJ3y t AC 11 yAC IV 
t PLC-[31, J32 y J33 

' Pl3Kv 
t=actlvac16n; .!.=inhibición. 

Tomado de Pierce et al., 2002. 

Las diferentes subunldades de las protelnas G, al compartir algunos efectores, pueden 

añadir especificidad en la respuesta por parte de los receptores según el estimulo 

recibido (la Transduclna es la protelna G especifica del sistema visual y la Gustducina es 

su análoga en la percepción de sabores). 

TESIS CON 
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Sistema de la Adenllato Clclasa (AC). 

Esta protelna efectora es la encargada de sintetizar AMPc o Adenosln Mono-fosfato 

clclico (un segundo mensajero muy Importante) a partir de la hidrólisis de ATP. El Dr. Earl 

Sutherland fue el pionero en los estudios de esta enzima, la cual aisló y caracterizó junto 

con la fosfodiesterasa (enzima que degrada al AMPc). Al identificar al AMPc se pudo 

considerar su participación en el efecto hormonal sobre las células. Por estos trabajos le 

otorgaron el Premio Nóbel de Medicina en 1971. 

Las AC son una familia de enzimas asociadas a la membrana plasmática 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 regulación, ya sea por Ga o por 

el dfmero Gpy, por la protelna cinasa C (PKC) o calcio (Mons el al., 1998). Su distribución 

en tejidos es muy variada y su estructura comprende dos dominios hidrofllicos 

extracelulares y dos hidrofóblcos intracelulares alternados en la membrana plasmática 

(Krupinsky el al., 1992). 

Cuando una protefna G se activa, su subunidad Ga con GTP puede unirse a la AC. 

Según el tipo de subunidad a, si es Ga5 o Ga.,, la AC se activará o se inhibirá 

respectivamente. Cuando la AC se activa, su subunldad catallllca convierte al ATP en 3' 

5' AMP clclico (AMPc). Esta molécula puede activar mediante un cambio conformacional 

a una protelna cinasa dependiente de AMPc, denominada PKA (por Protein Kinase 

cAMP-dependent). Esta enzima posee dos subunidades catalftlcas y dos reguladoras que 

se separan al activarse las primeras, las cuales pueden fosforilar a otras protelnas en 

sitios especlficos de serlna y treonlna, resultando en la regulación de la transducción de 

la señal (Habener, 1995).SI es la subunldad Ga, la que se une a la AC, la hidrólisis de 

ATP no ocurre y por lo tanto tampoco la slntesls de AMPc. 

Otra forma de regular las acciones del AMPc es mediante su degradación a través de la 

fosfodlesterasa, la cual convierte al 3' 5' AMP (AMPc) en 5' AMP. haciéndolo lineal (no 

clcllco) inhibiendo su acción sobre la PKA (Tang and Gilman, 1992). 

Entre los receptores que se acoplan a la vfa activadora de la AC (Ga.) están aquellos 

para vasopresina, glucagon y la hormona luteinizante, mientras que en la vla inhibidora 

(Ga,) se acoplan algunos receptores para la acetilcollna. Sin embrago puede ocurrir que 

haya receptores de la misma subfamilia que se acoplen a una y otra vla, tal es el caso de 

los receptores adrenérgicos p1, p2 y P3 a Gas y de los a2 a Ga1 (Lefkowitz and Caron, 

1988). Evidencia experimental reciente en el receptor p2-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; Llggett et al., 1991; Zamah et al., 

2002). 

eldracelular 
adenilil clclasa 

@ @ 

intracelular 

Flg. 4. Sistema de la Adenllato Clclasa, regulada por protelnas GI y Gs mostrando su 

actividad actlvadora (+)o lnhlbldora (-)(Tomado de Garcla-Sálnz, 2002). 

Sistema de Fosfolnosltidos.Calclo. 

Los fosfolnosltldos (PPI) son fosfollpldos que contienen en su estructura un 

.. carbohidratom (el myo-inositol) como cabeza polar. Estos fosfollpldos fueron estudiados 

Inicialmente por los Ores. Hokin y Hokln en 1953 y descubrieron que participaban en la 

respuesta del páncreas ante la estimulación hormonal (Hokin and Hokln, 1953). Las 

moléculas producto de la hidrólisis de los PPI son segundos mensajeros de amplia 

distribución celular. El fosfolnosltido hldrolizado en primer lugar por la Fosfolipasa C 

(PLC) es el 4,5-blfosfato (Ptdlns(4,5)P2 ó PIP2). el cual se encuentra asociado a la 

membrana, cuya hidrólisis produce dos moléculas que sirven como los segundos 

mensajeros principales, el lnositol-1,4,5-trisfosfato (l-1,4,5-P3 ó PIPJ) y el 1, 2-dlacllgllcerol 

(1,2-DAG ó DAG). 

Las PLC especificas para fosfoinosltldos (PPl-PLC) son una subfamilia que actúa 

especlficamente sobre los llpldos que contienen inositol, como la fosfatldil-colina. Se 

dividen en tres tipos, PLC-p, PLC"'Y (- 150 kDa) y PLC-0 (-85 kDa) y son protelnas con 

poca identidad en sus secuencias. El grado de Identidad es mucho mayor dentro de los 

subtipos, por ejemplo los p1, p2 y p3 de la PLC-p. Asl mismo para las PLC-y existen las 

y1 y y2, mientras que para la PLC-li están incluidas las 1\1, 152 y 153. Todas hidrolizan 
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especlficamente al PIP2• Solamente la PLC-13 y la PLC-cS 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 inositoi comienza cuando un receptor activa a una proteina G0 , 

la cual es capaz de activar a la PLC (aunque también puede ser activada por protelnas G 

sensibles a toxina pertussis). Esta enzima es parte de una familia de fosfolipasas que 

hldrollzan fosfollpldos en la posición 3 del enlace fosfodiester de su annazón de glicerol. 

Cuando el PIP2 es el sustrato de la enzima, la PLC lo convierte en IP3 y en DAG. El IP3 

puede difundir fácilmente en el citoplasma y activa receptores tipo canal que se 

encuentran en la membrana del retlculo endoplásmlco (protelnas homotetraméricas de 

gran tamaño, -250,000 kDa), lo que genera la salida de Iones de calcio (Ca,.) de este 

depósito. Una vez en el cllosol, el calcio puede actuar también como segundo mensajero 

y activar a un gran número de enzimas. 

extr~colular 

OG membtana 

(Ca") 

~ 
~ 

Flg. 5. Sistema de Fosfolnosltldos-Calclo, mediante la PLC activada por protelnas Gaq. Se 

muestra la producción de DAG e IP,, y la liberación Inducida de Ca" del retlculo endoplásmlco 

(Tomado de Garcla-Sálnz, 2002). 

La concentración de calcio intracelular es regulada por ATPasas de calcio en la 

membrana que lo llevan hacia el exterior de la célula, asl como por su secuestro por parte 

del retlculo endoplásmico y otros organelos como las mitocondrias. La concentración de 

IP3 también es regulada por su degradación por parte de fosfatasas hacia mioinositol-1,4-

blfosfato (IP,), mlolnosltol-1-fosfato (IP) y mloinositol (Berridge et al., 2000). 
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Una de las protelnas más Importantes activada en esta vla es la Protelna Cinasa C (o 

PKC por Proteln Klnase Calcium-dependent), activada por calcio, DAG o fosfatidil-serina, 

y regula a otras protelnas mediante fosforilaclón. 

La familia de enzimas PKC (-67 a 83 kDa) son codificadas al menos por 10 genes cuyos 

procesos de transcripción alternativos ("spllcing") puede originar formas más complejas 

de esta protelna (Asaoka el a/., 1994). Sus 11 lsoformas conocidas se han dividido en 3 

familias según su estructura y su cofactor de regulación, las Clásicas o Convencionales 

(PKC-a, 131, 132 y y), las Nuevas (PKC-c5, e, r¡, 9 y ¡1) y las Atlpicas (PKC-1; y A.) (Newton, 

1995). Todos los subtipos requieren para activarse de fosfatidilserina, pero muestran 

diferentes requerimientos de calcio. Las PKC clásicas son activadas por calcio y DAG, 

reforzando su activación con ácidos grasos cis-insaturados como el oleico, linolelco y 

araquldónico. Las lsoformas 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 fosfatldilserina (Newton, 1995). 

La PKC fosforila a protelnas en sitios de serina y treonlna, participando asl en la 

mediación de las respuestas a neurotransmisores u hormonas que activen la vla de 

fosfolnositidos, y puede participar en actividades de ATPasa y fosfatasa (Newton, 1995). 

Dentro de las funciones en que se le involucra la PKC están la desensibllización de 

.. receptores, la modulación de cambios estructurales de la membrana, la regulación de la 

transcripción, mediación de respuestas Inmunes, crecimiento celular, en procesos de 

aprendizaje y memoria entre otros. Los ésteres de forbol, como el 12-0-tetra­

decanoilforbol-13-acetato (TPA por 12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate), que son 

potentes promotores de tumores, pueden simular la actividad del DAG y activar a la PKC 

de manera prolongada ya que no son fácilmente metabollzados, por lo que se utilizan 

ampliamente en el estudio de las vlas de recambio de PPI y de la participación de la PKC 

en diferentes vlas de transducción, ya que la activan directamente atravesando la 

membrana plasmática sin la participación de receptores (Newton, 1995). 

VIII. Mecanismos de regulación de los GPCRs. 

Cuando un receptor es activado, su regulación es importante para que la célula pueda 

dar una respuesta global adecuada ante los estlmulos 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 regulación llamado 
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desenslblllzaclón que ocurre a menos de 1 segundo de haber sido estimulada, de otro 

modo la estimulación visual serla percibida como destellos constantes de luz, sin poder 

distinguir una imagen de otra. 

La desenslbillzaclón puede clasificarse según varios criterios: si es causada 

especlficamente por el agonista (llamada "desenslblllzaclón homóloga") o por otro 

ligando ("heteróloga") según la naturaleza del estimulo; si es rápido (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 disminución en el número de receptores en la membrana 

("down-regulation"). 

En general para que los receptores puedan responder ante cambios rápidos en la 

concentración de su agonista, deben sufrir de un ciclo de inactivación y restauración. Mas 

adelante se detallarán estos últimos mecanismos ya que son importantes para la 

comprensión del funcionamiento de los GPCRs. En el caso de los GPCRs se Involucran 

diversos procesos celulares como la internalización, la modulación de su acoplamiento a 

protelnas G, reciclamiento hacia la membrana plasmática, degradación y la regulación de 

su expresión (Lefkowitz el al., 1998). Evidencia reciente también señala que los GPCRs 

pueden fonnar heterodimeros, ya sea entre receptores de la misma familia o bien de una 

distinta. Se cree que esto pennite que la activación del receptor por su ligando afecte la 

afinidad de otros receptores por sus ligandos. Otra leerla es que esto provoca una 

redistribución de las proteinas G, lo que las hace interactuar con otros receptores 

(Cordeaux and Hill, 2002). 

A) Desenslbllizaclón. 

Se ha definido como la regulación aguda de los receptores, en especial para los GPCRs, 

caracterizada por el debilitamiento de su respuesta a su estimulación en presencia 

continua del agonista. También se le ha llamado desactivación, adaptación, tolerancia, 

apagado o taquifilaxis (Krupnick and Benovlc, 1998). Los mejores modelos de estudio de 

este proceso han sido la desensibilización de la rodopslna a la luz (Hargrave and 

McDowell, 1992) y del receptor ¡32-adrenérgico a su agonista (Hausdorff el al., 1990), 

aunque también se ha estudiado ex1ensamente en el efecto de otras honnonas. 

El proceso general de desensibilización involucra varios mecanismos, principalmente el 

desacoplamiento del receptor con la protelna G en respuesta a su fosforilación del 

receptor (Bouvier el al., 1988), la intemalización de los receptores de la membrana hacia 

compartimentos intracelulares (Anborgh el al., 2000) y el proceso de "down-regulatlon" 
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(disminución del número total de receptores a partir de su baja slntesis), asl como por la 

degradación 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 fosforilación) hasta horas (en el caso de la "down-regulation") (Ferguson, 

2001). Más adelante se detalla el proceso de fosforilación ya que se ha establecido como 

el evento Inicial para que ocurra la desensibilización de un GPCR (Chen et al, 1995; 

Lohse et al., 1992; Vázquez-Prado et al., 2000). 

Oesenslbllizaclón homóloga. 

El fenómeno es detectado como una disminución de la respuesta ante el estimulo 

constante y puede medirse mediante la fosforilación propia del receptor o bien por la 

actividad de protelnas efectoras. Esta regulación negativa de la respuesta es especifica 

para la hormona con la que se ha estimulado de forma crónica. Cuando un agonista activa 

a su receptor, le provoca un cambio conformacional que lo lleva a su acoplamiento con la 

proteína G correspondiente y deja expuestos los sitios especificas para fosforilación por 

las GRKs (cinasas de GPCRs). Sin embargo, esta fosforilación no es el único fenómeno 

necesario para inactivar totalmente al receptor. Esto requiere de un componente adicional, 

protelnas denominadas "arrestinas", hacia las cuales el receptor muestra una alta afinidad 

mientras permanece en el estado fosforilado y cuya acción mecánica es desacoplar al 

.. GPCR de la proteína G (Ferguson, 2001). 

Arrestlnas y la desensibillzación homóloga. 

Se identificaron mediante estudios sobre los bastones en la retina donde se descubrió una 

protelna de 48 kDa que se acoplaba a la 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 

homologla de sus secuencias, función y distribución en los tejidos. El primer grupo 

comprende a las arrestinas visuales (también llamadas antlgenos S), que son proteinas 

en los bastones restringidas a la fototransducción, localizadas principalmente en la retina 

y glándula pineal. También se ubican a las arrestinas de los conos (arrestina C) que se 

encuentran distribuidas ampliamente tanto en la glándula pineal como en los conos de la 

retina. El segundo grupo lo conforman las p-arrestinas (p-arrestina1 y p-arrestina2), 

expresadas de forma ubicua en la retina pero localizadas predominantemente en tejido 
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neuronal y en el bazo (Attramadal et al., 1992) y se plantea, aunque aún sin mucha 

evidencia, la existencia de una tercera familia (Craft et al., 1994). 

Además de que las arrestinas contribuyen a la desenslbilización de los GPCRs por el 

desacoplamiento flsico entre el receptor y la protelna G (arrestinas visuales), también 

participan en la lnternallzaclón de los GPCRs o endocltosls (J3-arrestinas). 

Considerando el número 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 arrestlnas se unen a GPCRs que han sido fosforilados por GRKs y no por los que han 

sido fosforilados por clnasas dependientes de segundos mensajeros. Se sabe por ejemplo 

que el receptor J32-adrenérglco aumenta su afinidad de 1 O a 30 veces hacia las arrestlnas 

cuando es fosforilado por GRKs (Lohse, 1g92). 

d Tabla 4. Prooieda es de las Arrestinas. 

Famllla Tamaño Distribución Sustratos Fosforllaclón Función 
la. a.I en los telldos 

Arres tina 404 Retina, plneal, Rho, P,AR, PKC, Ca", Desenslb. 
visual Cerebelo. m2mAChR calmodullna 
Arrestina de Plneal, pulmón gl. 
los Conos 388 No determ. No determ. Desenslb. 
IC-arrestinal Pituitaria. 

Cerebro, bazo 
J32AR, m2, Desensib. 

hipocampo, 
J3-arrestlna1 418 ovarios, corazón, mAChR MAPK Endocltosls 

oulmón, músculo Rho Señalizar. 

Jl-arrestlna2 
Bazo, ovario J3,AR, m2, Caseina Desens. 

410 hipocampo, mAChR, Endocitosis 
(Arrestlna 3) cerebro, corazón Rho 

clnasa 11 
Señalizar. 

AR, receptor adrenérglco: m2, receptor muscarfnfco: mAChR, receptor Colmérg1co: Desens1b.; 
desenslblllzaclón 
Tomado de Ferguson, 2001. 

La capacidad de las arrestlnas 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 especlficamente con las regiones del GPCR que lo señalan como activo. Los 

primeros estudios sobre esta "región de reconocimiento de activación" (como fue llamada 

inicialmente) en la rodopsina mostraron que estaban involucradas al menos tres reglones 

del extremo amino-terminal de la arrestina visual y posteriormente se demostraron otras 

reglones para las Jl-arrestlnas 1 y 2 (Krupnlck and Benovic, 1998). De igual forma, su 

capacidad para discriminar entre un receptor fosforilado y otro que no lo está recae en un 
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pequeño dominio que se encuentra también en su extremo amino-terminal, entre los 

residuos 158 y 185 donde se han Identificado varios residuos de aminoácidos básicos 

esenciales para la Interacción con los fosfatos del receptor (Gurevich and Benovic, 1993). 

Al parecer el extremo carboxilo de las arrestinas participa en la regulación de sus cambios 

conformaclonales, y para las p-arrestinas se conoce un dominio de unión para otra 

protelna llamada clatrlna, la cual también participa en la internalización de GPCRs. 

El papel de las arrestinas en la desensibilización homóloga ha sido estudiado in vivo en 

los receptores p,- (Freedman et aL, 1995). p2- (Pippig el al., 1993) y a 18-adrenérglcos 

(Divlanl et al., 1996). demostrando que la participación de las GRKs es esencial en la 

acción de las arrestinas. Estudios más recientes en donde se emplean técnicas como el 

doble-hlbrido y la transfección de células con la protelna verde fluorescente (GFP-Green 

Fluorescent Proteln). han establecido las relaciones de las p-arrestinas con protelnas 

accesorias como las AP-2 (Adaptar Protein 2 , complejos de 4 subunidades: 2 grandes de 

100 kDa (a-adaptlna y p2-adaptina). una mediana de 50 kDa (µ2) y una pequeña de 17 

kDa (a2) (Klrchhausen, 1999)). que regulan con precisión el proceso de internalización. 

También se ha estudiado la fosforilaclón de la p-arrestina2 como modulador de la función 

de AP-2 en la lnternallzación del receptor p,-adrenérgico (Lln el al., 2002). 

'' tntemallzaclón de GPCRs. 

La internallzación o secuestro por endocltosls constituye uno de los procesos más 

Importantes en la regulación de la actividad de los GPCRs activados por su agonista 

(Koenlg and Edwardson, 1997). en donde el número de receptores en la membrana 

disminuye debido a que son llevados al Interior de la célula, dejándolos fuera del alcance 

de los agonistas. Esta idea se originó con estudios sobre el receptor p-adrenérglco al 

observarse que se perdlan los sitios de unión al agonista en eritrocitos de sapo (ver 

Chuang and Costa, 1979). Otro estudio mostró 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 •vesículas 

pesadas". Al estudiar las proteínas G, presentes en las veslculas ligeras se encontró que 

el número era muy reducido o simplemente no exlstlan (Waldo et al, 1983). 

Estudios recientes con la GFP han demostrado que la tasa de intemalización para cada 

GPCR es especifica para cada receptor. Estas diferencias en la cinética de 

internallzaclón sugieren que hay múltiples mecanismos de endocitosis o bien que hay 
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heterogeneidades estructurales entre los receptores que modulan su afinidad relativa por 

las diferentes protelnas adaptadoras (Ferguson, 2001 ). 

Se ha propuesto que la fosforilación por las GRKs es lo que desencadena los procesos de 

lnternalización, sobre todo el papel de la GRK2 en receptores como el de angiotenslna 

(AT1), el de endotelina (ETA). el de dopamlna (02) y el [1,-adrenérglco. La leerla actual es 

que la fosforilación estabiliza al receptor en una conformación tal que promueve su 

Interacción con otros elementos celulares que llevan a la internalización, por lo tanto, el 

proceso dependerá del nivel de expresión de las [l-arrestinas, del tipo de GPCR y su 

expresión, de la fosforilaclón por GRKs, del sistema hormonal y el contexto celular 

(Ferguson, 2001 ). 

Cuando un GPCR es activado, las [l-arrestinas, que normalmente se encuentran en el 

citosol, se translocan hacia la membrana para unirse al receptor y promueven la 

asociación de moléculas de clatrina para formar una veslcula cubierta de clatrlna en la 

membrana que poco a poco se va Invaginando hasta que se separa de la membrana y se 

convierte en una veslcula Intracelular (von Zastrow and Kobilka, 1994). 

Por acción de otra protelna, la dlnamlna, que es una GTPasa co-localizada con la clatrina 

capaz de unirse a fosfoinosltldos por su dominio PH (Pleckstrln-Homology) en su amino­

termlnal, esencial para la formación de las veslculas cubiertas de clatrlna y cataliza la 

fusión de la veslculas en formación en la membrana (Clalng et al., 2002). La Inhibición de 

esta protelna bloquea la lnternalizaclón del receptor [l,-adrenérgico (Zhang et al., 1996). 

Actualmente se conocen otros procesos de lntemallzaclón alternativos, particularmente 

en el receptor de angiotenslna AT1,.. y el muscarlnlco m2, en donde el bloqueo o la baja 

expresión de GRKs y [l-arrestinas (en el caso del AT1A) o [l-arrestlnas y dinamlna (en el 

caso del m2), no bloquean su intemalizaclón Inducida por su agonista (Ferguson, 2001). 

Estos procesos no se conocen del todo, aunque se sabe que participan invaginaciones 

endógenas preformadas en la membrana llamadas caveolas (formadas de la protelna 

caveollna) que secuestran a los receptores activados, asl como la participación de otras 

veslculas sin clatrina y dinamina (Büneman et al., 1999). También se sabe que la 

lntemalizaclón de los GPCRs activa vlas de señalización Independientes de proteínas G. 

En la desenslbUlzaclón por lnternaUzaclón puede ocurrir que los GPCRs, una vez 

rntemallzados, no sean devueltos o reciclados a la membrana, evitando que sean 

estimulados otra vez o debilitando la señal que transmitieron inicialmente (Oakley et al,. 

1999). En algunos casos son llevados hacia el aparato lisosomal de la célula para ser 

degradados (Trajo and Coughlin, 1999) y en otros casos mas bien permanecen 
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secuestrados en endosomas (Anborng, 2000). La Importancia fisiológica de este proceso 

es mantener la homeostasls normal de la célula o tejido ante una estimulación crónica. 

Sin embargo, asl como este mecanismo protege a la célula de la constante estimulación, 

el permanecer mucho tiempo en estas condiciones puede ser dañino, por lo tanto debe 

haber un mecanismo de resenslblllzaclón. 

Este mecanismo se sabe que es logrado por la actividad de protelnas 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 

resenslblllzaclón en general tarda mas que la desenslblllzaclón (segundos o pocos 

minutos), por lo que es menos eficiente (Gros el al., 1997). Estudios con el receptor a,8 -

adrenérglco muestran cómo después de haber sido activado y desensibilizado, es 

reactivados y reciclado continuamente a la membrana aún durante la exposición a su 

agonista (Fonseca el al., 1995). 

Para que un GPCR sea resenslbilizado requiere que las p-arrestinas sigan unidas a él 

dentro del endosoma cubierto de clatrina en el cual fue internalizado (Ferguson el al., 

1996), pero principalmente que sea desfosforilado por las fosfatasas especificas para 

GPCRs y señalado por esta condición es reciclado hacia la membrana. Si los receptores 

han sido degradados, la resensibilizaclón depende de la slntesis de novo del receptor o 

bien de una reserva Intracelular de receptores "vlrgenes" que puedan reemplazar a los 

receptores degradados (Shaplro and Coughlin 1996). 

Desenslbltizaclón heteróloga. 

Este proceso ocurre cuando un receptor es desensibilizado en respuesta a un agonista 

distinto pero que Igualmente lleva a su fosforilación, lo cual puede ocurrir entre receptores 

de la misma familia de GPCRs o bien de familias diferentes (Cordeaux and Hill, 2002). 

Este tipo de desensibilización está mediado por clnasas dependientes de segundos 

mensajeros como la protelna cinasa A (PKA), activada por receptores acoplados a 

protelnas G, y la protelna clnasa C (PKC), activada por receptores acoplados a protelnas 

G0 • Estudios con el P2-adrenérglco muestran como su fosforilación mediada por estas 

cinasas disminuyen su capacidad para activar protelnas G (Pitcher el al., 1992). 

Actualmente se sabe que tanto la PKA como la PKC provocan una desensibilización en 

los GPCRs mediante su fosforilación en sitios diferentes a los que fosforilan las GRKs 

(Lefkowitz el al., 1990). En particular, la PKC desensibiliza de forma heteróloga a varios 



GPCRs como el de anglotenslna AT1 (Daaka et al., 1998) y el a,.-adrenérglco (Vázquez­

Prado et al., 1997; Casas-González et al., 2000). 

B) Fosforilaclón; clnasas que participan en la fosforilaclón de GPCRs. 

La fosforilaclón (unión covalente de grupos fosfato, P042) puede producir cambios en la 

actividad de una molécula. Es uno de los mecanismos de regulación más importantes 

que existen a escala molecular y participa prácticamente en todas las funciones de la 

célula: la regulación del metabolismo, la contracción muscular, secreción, proliferación 

celular, diferenciación, motilidad celular, transcripción de genes, slntesis de protelnas, 

liberación de hormonas y señales nerviosas entre otras de Igual importancia. Los estudios 

y el planteamiento de la fosforilación reversible en las protelnas como mecanismo de 

regulación biológica llevados a cabo por los doctores E. H. Fisher y E. G. Krebs les valió 

el Premio Nóbel de Flslologla y Medicina en 1992. 

Se sabe que la fosforilación por clnasas Intracelulares es la forma más rápida de 

desensibilizaclón de los GPCRs (Ferguson, 2001 ), lo que lleva al desacoplamiento del 

receptor con la protelna G (Jewell-Motz et al., 2000). Dentro de las protelnas cinasas que 

regulan a los GPCRs hay 3 grupos principales: 

1) Clnasas activadas por segundos mensajeros, como la Protelna Cinasa A 

(PKA) y la Proteína Clnasa C (PKC) (Clar1< et al., 1988; Houslay, 1991). 

2) Algunos miembros de las clnasas de receptores acoplados a proteínas G o 

GRKs (por su nombre en inglés G proteln-coupled Receptors Kinases) 

(Ferguson et al., 1998; Krupnlck and Benovic, 1998) y 

3) Algunos receptores con actividad de clnasa de residuos de tiroslna 

(Hadcock et al., 1992) 

1) Clnasas activadas por segundos mensajeros. 

Clnasas como la PKA y la PKC fosforilan a otras proteínas 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 activación de la PKC produce la fosforilación y desensibllización de receptores 

acoplados a protelnas G, y G0 (Divianl et 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 

26 



PKCa, i; y li, son activadas al ser fosforiladas por la clnasa dependientes de 

fosfolnosltidos 1 o PDK1 (por Phosphoinositlde Dependen! Kinase) (Sonnenburg et al., 

2001) asl como por PIP,. ambos procesos dependientes de P13K (Le Good el al., 1998). 

2) GRKs, clnasas de los receptores acoplados a protelnas G. 

Se Identificaron gracias a estudios sobre desensibilizaclón de la rodopsina y del receptor 

p2-adrenérgico. Comprenden una familia de siete miembros (GRK1-GRK7) de cinasas de 

residuos de serina y treonina que con un grado significativo de homologla en sus 

secuencias. Se han Identificado siete genes para estas protelnas en mamiferos y algunos 

sufren de "splicing" alternativo para dar lugar a otras isoformas (Premont et al., 1995). La 

organización de cada GRK consta de un dominio central catalitico, un dominio amino­

termlnal 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 

Señalización de Proteinas G), lo cual sugiere que además de regular la respuesta de los 

GPCRs también regulan proteinas G (Carman et al., 1999). Su dominio carboxllo-terminal 

ayuda a la GRK a unirse a la membrana. Su especificidad in vitro no es del todo 

conocida, pero se sabe que su distribución en diferentes tejidos y su nivel de expresión 

contribuyen en su regulación in vivo (Claing el al., 2002). 

·· Según el grado de homologia en sus secuencias de aminoácidos y su similitud funcional 

las GRKs se han agrupado en: 1) GRK1 (cinasa de la rodopsina) (Lorenz et aL, 1991) y 

GRK7 (probable clnasa de la opslna en los conos) (Weiss, el al., 1998), 2) GRK2 

(también conocida como ¡JARK1 por ll-Adrenergic Receptor Kinase 1 ó bien cinasa 1 del 

receptor p-adrenérgico) (Benovic el al., 1989) y GRK3 (¡JARK2) (Benovic et al., 1991) y 3) 

las GRK4, una subfamilia de 3 miembros: GRK4-IT11 (Ambrose et al, 1992), GRK5 

(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 

farnesilación (en GRK1) y la palmitoilación (GRK4 y GRK6) son importantes en su 

regulación, asl como la unión con el dlmero G¡Jy con GRK2 y GRK3. Al parecer las 

funciones de GRK5 son reguladas por procesos de autofosforilación y su unión con 

fosfolipldos de membrana (Ferguson, 2001 ). 

Las GRKs fosforilan en residuos de serina y treonina, ya sea en el extremo carboxilo de 

los GPCRs como el P2-adrenérgico y la rodopsina o bien en la tercera asa intracelular en 

el caso del receptor muscarinlco m2 y del a 2-adrenérgico (Krupnick and Benovlc, 1998). 



A diferencia de las cinasas activadas por segundos mensajeros, las GRKs fosforilan 

selectivamente a receptores activados por su propio agonista y esto promueve su unión 

con las arrestinas, las cuales desacoplan por impedimento estérico a los receptores de 

las proteinas G (Pippig el al .. 1993). En la tabla 5 se resumen algunas de sus 

propiedades. 

Tabla 5 Caracteristlcas de las GRKs 
Familia Tamaño Localización Modlf. covalente Activad ores 
GRK1 63 kDa Retina, G. pineal Famesllación Recoverina 

GRK2 (1JARK1) 79 kDa 
Leu, cerebro, pulm. No detenninado Gf3y, PIP2, 
hlgado, Riñón PKC, c-Src. 

GRK3 (IJARK2) 80 kDa 
Tub.Olf., cerebro, No determinado Gfly, PIP2 bazo, corazón, 

GRK4 66 kDa Testiculos, cerebro Palmitoilación Nodelerm. 

GRKS 68 kDa 
Corazón, pulmón, No determinado 

Policationes, 
Músc., hloado, riñón p¡p,, 

GRK6 66 kDa 
Cerebro, corazón, Palmitoilación No determ. Músculo, pulmón 

GRK7 62 kDa Retina (conos) Famesilación l?l No determ. 
G, glándula; Leu, leucocitos; pu/m, pulmón; Tub. Olf., Tubérculo olfatorio; Muse. Musculo 
Tomado de Ferguson, 2001. 

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

Eslos receplores (abreviados RTKs, por "Receplor Tyrosine Kinases") participan en 

fenómenos como el ciclo celular, proliferación, diferenciación, migración y metabolismo 

(Schlessinger, 2000). A pesar de no estar acoplados a protelnas G, sino que activan otras 

vlas de transducción como la vla de la MAPK (en el caso del Receptor para el Factor de 

Crecimiento Epidérmico o EGFR), recientemente se ha oblenido evidencia de que 

algunos miembros de los RTKs, entre ellos el EGFR, tienen la capacidad de comunicarse 

con algunos GPCRs en un proceso denominado •comunicación cruzada" o cross-talk, 

compartiendo mecanismos de regulación y desensibilización heteróloga (por tratarse de 

receptores de diferentes familias). 

Se sabe que los RTKs desensibilizan a los GPCRs induciendo su fosforilación, 

fosforilando también a las proteinas G y también es posible que los GPCRs desensibilicen 

a los RTKs, aunque se sabe poco al respecto (Grewai el al., 2001 ). Se ha comprobado la 

participación de una ruta de los RTKs, la cascada de ERK-MAPK, en un cross-taik con 

GPCRs acoplados a proteinas G, y G0 , e involucra la transactivación del EGFR (Pierce el 

al .. 2001). Aunque hay muchos estudios sobre el cross-talk entre GPCRs y RTKs, este 
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trabajo se enfocará en el cross-talk entre los receptores a,.-adrenérgico y el receptor para 

EGF, por lo que se menciona posteriormente con mas detalle. 

Con respecto al receptor a,.-adrenérglco, que es el estudiado en este trabajo, se ha 

Investigado su fosforllaclón y desenslbillzaclón Inducida por otros GPCRs no adrenérglcos 

tales como el de endotelina (ETA) (Vázquez-Prado et al., 1997), el de bradiclnina (82) 

(Medina et al., 1998) y el del ácido lisofosfatidico (LPA) (Casas-González et al., 2000) asl 

como otros receptores distintos a GPCRs, en especial de la familia de los RTKs como el 

receptor para PDGF y el receptor para EGF (Medina et al., 2000). 

XIX. Receptores adrenérglcos. 

Estos pertenecen a la familia de los GPCRs. En 1948 el Dr. Ahlquist los dividió 

farmacológicamente en dos subtipos principales, los alfa (a) y los beta (Jl) (Garcla Sálnz, 

2002). Hasta 1974 se pensaba que los a eran una familia homogénea de receptores, pero 

posteriormente fueron clasificados en receptores ª' (A, B y D) y a 2-adrenérgicos (A, B y 

C) (Graham el al., 1996; Langer, 1999). De forma similar los receptores Jl se han 

clasificado a en p,, 132 y p,-adrenérglcos (Hieble and Bond, 1994). Tienen una estructura 

general parecida pero se diferencian por sus efectos fisiológicos y variantes en su 

secuencia de aminoácidos. Cada uno constituye una protelna de estructura alfa-helicoidal 

cuyo peso molecular varia entre 64 y 80 kDa (Gammeltoft and Kahn, 1995). Sus dominios 

transmembranales poseen de 20 a 28 aminoácidos hldrofóblcos (Graham et al., 1996) y el 

Jl:z- ha sido el más extensamente estudiado de los adrenérgicos. 

Los agonistas naturales de estos receptores son las catecolaminas adrenalina (epinefrina) 

y noradrenallna (norepinefrina), ambas derivadas del aminoácido tirosina y sintetizadas en 

la médula de las glándulas suprarrenales. Estas hormonas provocan tienen distintas 

respuestas fisiológicas dependiendo del órgano y tejido donde actúen, controlando la 

contracción y relajación muscular, la proliferación celular, frecuencia y ritmo cardiaco, 

regulación de actividad de glándulas endocrinas y exocrinas, la slntesis y degradación de 

glucógeno entre otras (Norman and Litwack, 1997). 

La eplnefrina o adrenalina fue descubierta en 1895 por Olivar y Schaffer en extractos de 

glándulas suprarrenales, los cuales aumentaban la frecuencia cardiaca y la tensión 

arterial (Garcla-Sáinz, 1999). Tales hormonas participan en un sinnúmero de procesos 

neurofisiológicos de gran importancia, por lo que una gran proporción de las células en un 

organismo animal poseen receptores adrenérgicos. De igual forma, se sabe que son 
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responsables de patologlas como los estados maniaco-depresivos y padecimientos como 

el asma o la hipertensión arterial. Actualmente se estudian sus funciones in vivo en 

animales transgénicos con la sobre-expresión o anulación ("knock-outs") de los genes 

para estos receptores (Tanoue el a/., 2002). 

Se han determinado claramente los sistemas especificas de transducción a los están 

acoplados los receptores adrenérgicos. Los a, están acoplados al sistema de 

fosfoinosltidos-calcio (a proteínas Gq). los a 2 están al sistema de la adenilato ciclasa de 

forma Inhibitoria (a protelnas G,) y los receptores fl trabajan también mediante el sistema 

de la adenllato ciclasa pero de fonna acllvadora (mediante protelnas G,). En la tabla 6 se 

resumen algunas características de los receptores adrenérgicos. 

Tabla 6. Caracteristlcas de los receDtores adrenéraicos 1 clonados). 

~~lpo Longitud Agonistas Antagonistas Distribución Principal Sistema 
e (a, a.) por por en tejidos protefna efector 
~tor -~otenc;~ -~otencfa!!__ G ----

CerebrO.V:-
----·-

1 a,. 466 
OXY »E PRAZ=WB- t PLC 
;,:NE 4101 deferentes. t Ca" 

! 514 OXY> E<!: PRAZ=WB- Hfgado, 
Gq 

~tPLC -

1 ª'" NE 4101 cerebro t Ca" ---
NE;,: E> Cerebro, V. t PLC yD 

561 
PRAZ=WB-

ª'" OXY 4101 deferentes, t ca2• 
f------- YOH>;;;·------ -------f-----TIC--

449 OXY »E Aorta, 
ª•• ;,:NE PRAZ cerebro J. ca•• 

452 
OXY= E;,: YOH>> Hfgado, 

G, 
.¡.ca•· 

ª•• NE PRAZ riñón tK• 

457 OXY= E<!: YOH>PRAZ Cerebro t Na•tK• 
ª•• NE Intercambio 

p, 465 ISO> NE BETAX» Corazón, gl. tAC 
1 ;,:NE ICl-118551 plneal t Ca2• 

! p. 417 ISO> E> ICl-118551 > Pulmón, G, tAC 
L ___ NE BETAX próstata t Ca2• 

1 
1 

~-----· ---·-· -·rf\c--
ll:i 399 NE> ISO ICl-118551 » Tejido 

>E ALP adiposo t ca•• 
Abreviaciones: BETAX: belaxolol; NE: norepmefnna; PRAZ: prazozma; E: epmefnna; OXY: 
oximetazolina; YOH: yohimbina; gl.: glándula; V: vasos; PLC, D: fosfolipasa C, O; AC: adenilato 
clclasa. Modificado de Nonnan and Litwack, 1997. 

Receptor a,.-adrenérglco (sistema de estudio). 

El receptor a,.-adrenérglco de hámster fue el primero de los 3 subtipos a 1 en ser clonado 

y es considerado como el receptor prototipo de su grupo (Cotecchia el al., 1988). A partir 

de su clonación, la Unión Internacional de Farmacologla (IUPHAR) sugirió cambiar la 

nomenclatura dejando con mayúscula (a18) a los receptores caracterizados en células o 

30 

f JJJJ\ DE OHIGEN 



tejidos que los expresan de fonna natural o endógena y con minúscula (a1.) a los 

receptores clonados (ver Vázquez-Prado et al., 1997). 

El receptor a 10-adrenérglco (que en adelante se abreviará como a10-AR) tiene una 

longitud de 515 residuos de aminoácidos (a10-AR clonado de hámster por Cotecchla et al., 

1988), de los cuales 46 pertenecen a su extremo amino-terminal donde posee 4 sitios de 

N-gllcosilación. 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 interacción con 

proteinas G. Se cree que la Ser2"7 en su TM-V es importante para la interacción y 

especificidad con su ligando. Al final del tercer dominio transmembranal presenta el 

dominio DRY (por los residuos de aminoácidos Giy-Thr-Tyr) que presentan todos los 

demás receptores adrenérgicos asi como muchos otros GPCRs. El a10-AR se acopla a la 

via de la PLC mediante proteinas Gq111 , G14 y G 16, activando la movilización de Ca2
• 

intracelular y la producción de lnositol 1, 4, 5-trifosfato (IPJ) (Graham et al., 1996). 

Ensayos con mutaciones puntuales han detenninado a los residuos Arg254
, Lys258 y Leu 151 

como los sitios directos de interacción del a 10-AR con la proteina Gaq (Greasley et al, 

2001). Dentro de las respuestas fisiológicas que se le han atribuido especificamente a 

este receptor se han descrito, en ratones knock-out del a 10-AR, la regulación de la presión 

•• sanguinea y la regulación homeostática de la glucosa (Cotecchla et al., 2002). 

Su desensibilizaclón homóloga ha sido estudiada tanto en sistemas nativos (Leeb­

Lundberg et al., 1987) como en sistemas transfectados (Lattion el al., 1994; Dlvianl et al., 

1996, 1997; Vázquez-Prado et al., 1997). Se ha demostrado que su extremo carboxilo 

juega un papel importante en la fosforilación y desensibilización (Lattion el al., 1994), asl 

como la participación de las GRKs 2 y 3 y se ha descartado a la PKC en este proceso 

(Diviani el al., 1996). Se han caracterizado los sitios de fosfrilación del a,0-AR por GRKs, 

siendo las serinas Ser404
, Ser408 y Ser410 en su extremo carboxllo (Diviani el al., 1997). 

Se han observado diferencias en su intemalización 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 intemalización era lenta en comparación con la 

ocurrida en células HEK-293 (Human Embryonic Kidney) (Lattion et al., 1994; Vázquez­

Prado et al., 1997). 

En sistemas transfectados la PKC desensibiliza al a 10-AR fosforilándolo en su extremo 

carboxilo (Lattion et al., 1994) en los sitios Ser94 y Ser4CXJ (Diaviani et al., 1997). Se ha 

demostrado que el TPA bloquea la acción del u,.-AR mediante su fosforilación y su 
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desacoplamiento de las protelnas G, Este proceso se ha estudiado utilizando moléculas 

análogas no hldrollzables del GTP como el [S35]GTPyS, deteniendo el ciclo de hidrólisis 

de GTP de la subunldad G0 (Garcla-Sálnz el al., 1999b). 

El estudio del cross-talk entre el a 1.-AR y receptores acoplados a protelnas Gq y a G, o 

RTKs, ha Identificado varias protelnas participantes. El receptor para endotelina ET A 

(acoplado a Gq ) Induce la fosforilaclón y desenslbilización del a,.-AR a través de la PKC 

y de una protelna clnasa de residuos de tirosina aún no Identificada que actúa en una 

cascada de fosforilaclones Independiente de PKC (Vázquez-Prado el al., 1997). También 

se ha visto como el receptor ET A puede Inducir la transactivación del receptor para EGF 

(Daub el al., 1996) y otros mediante Ca" (Zwlck el al., 1997). 

El ácido llsofosfatldlco (LPA) produce una fosforilaclón al awAR mediante protelnas G 

sensibles a toxina pertussls (G1), PKC y la fosfatidll-lnosltol-3-clnasa o Pl3K (Casas­

González el al., 2000). El modelo propuesto para la fosforilaclón del a 1.-AR Inducida por 

LPA Incluye: 1) activación de protelnas G sensibles toxina pertussis (G1) por parte del 

receptor para LPA, 2) activación de la Pl3K mediante el dlmero Gpy, 3) fosforilaclón y 

activación de la PKC inducida por la Pl3K y 4) fosforilación y desensibilización del a,.-AR 

Inducida por la PKC (Casas-González el al., 2000; Garcla-Sáinz el al., 2000). 

El LPA Induce un cambio conformacional sobre sus receptores al acoplar su cadena acil 

en la cavidad hldrofóbica del receptor de tal forma que el grupo fosfato del LPA queda 

orientado para interactuar con los residuos cargados positivamente en la porción 

extracelular del receptor y esto lo lleva al cambio conformaclonal que produce su 

activación y acoplamiento con protelnas G (Moolenaar, 1995). Enseguida se detalla el 

funcionamiento del LPA y sus receptores. 
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Flg. 6. Secuencia de aminoácidos y modelo estructural del receptor a,0-adrenérglco, 

mostrando los sitios de N-glicosilación ("),dominios transmembranales (TM-), el dominio DRY (-). 

región de reconocimiento por Gaq y los sitios de fosforilación por PKC (") y por GRK (11). Tomado 

de Garcla Sálnz et al., 1999. 
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X. El Ácido Lisofosfatidlco (LPA). 

El 1-acll-gllcerol-3-fosfato o ácido lisofosfatidlco (LPA) es un fosfollpldo polar derivado de 

los fosfollpldos de la membrana plasmática que media múltiples procesos celulares (Ham 

et al., 2002; Hla et al., 2001). Dentro de sus muchas respuestas biológicas se encuentran 

la agregación plaquetaria, la contracción del músculo liso en pulmón (Towes et al., 2002), 

la proliferación celular (en fibroblastos, células endoteliales, músculo liso y queratlnocitos), 

proliferación epidérmica in vivo (en piel de ratón), media respuestas inmunes (atrayendo 

células T y B) y procesos inflamatorios (Gri:iler and Goetzl, 2002), la adhesión focal y 

formación de fibras de stress en fibroblastos, retracción de células neuronales, ayuda a la 

unión de fibronectlna con la superficie celular (en células adherentes), al rearreglo del 

citoesqueleto, inhibe la comunicación por gap-junction y participa en la liberación de 

neurotransmisores (en células PC12) (Moolenaar, 1995b). Dado que estructuralmente es 

el más sencillo de los gllcerofosfollpidos, sorprende que participe en un gran número de 

funciones fisiológicas. Históricamente se la habla considerado como un segundo 

mensajero que regulaba algunas funciones fisiológicas, 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 el al., 2001 ). 

El LPA es un constituyente natural del plasma sangulneo, en donde normalmente se le 

encuentra asociado a albúmina en concentraciones de 2 a 20 µM (en mamlferos), siendo 

las especies de LPA oleoil- y palmitoiladas las dominantes (Moolenaar, 1995b). El mayor 

conocimiento sobre su slntesls se ha obtenido de células plaquetarlas con la hidrólisis de 

fosfollpldos y diacil-glicerol (DAG) (dependiente de Ca") para formar ácido fosfatidlco 

(PA) y posteriormente, en la mayorla de los casos, la fosfolipasa A2 (PLA,) media la 

deacllaclón del PA para formar LPA. Se sabe que también otros tipos celulares sintetizan 

LPA, entre ellos los fibroblastos. 

Cuando se libera LPA de la hidrólisis de los fosfollpldos, por su naturaleza hldrofllica (al 

poseer un grupo OH- libre y un grupo fosfato de importante participación) puede escapar 

rápidamente de la membrana. Cuando es liberado hacia el espacio extracelular, el LPA es 

hidrollzado rápidamente y se forma monoacil-glicerol. Esta hidrólisis enzimática sirve 

como reguladora de la duración y magnitud de los efectos del LPA (Moolenaar, 1995b). 
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Receptores para LPA. 

Los efectos del LPA son desencadenados por su unión a sus receptores, los cuales 

pertenecen a la familia de los GPCRs (Contos el al., 2000; Fukushima and Chun, 2001; 

Hama el al., 2002; Hordik el al., 1994; Moolenaar, 1995a and 1995b). Los primeros 

estudios mostraron, mediante experimentos de fotoafinldad, a una proteina de membrana 

de 30 a 40 kDa en varios tipos celulares (neuronas, cancerosas y fibroblastos) que podla 

detectarse por LPA marcado radlactivamente, sugiriendo su papel como receptor para 

LPA (van der Bend el al., 1992). El primer receptor para LPA fue descubierto en 1996 

estudiando el desarrollo del córtex cerebral. Se encontró un gen llamado "gen de la zona 

ventricular" o vzg-1 (por ventricular zone gen-1) (Hecht, 1996), al que después se le 

encontró gran similitud en su secuencia de aminoácidos con un GPCR para 

llsofosfollpldos (Chun el al., 1999). La nomenclatura más reciente avalada por la IUPHAR 

coloca a los receptores para llsofosfollpldos (LPLs) en dos familias según su agonista 

natural. La primera familia es la de los receptores para LPA y la otra es para la 

esflngoslna-1 fosfato (S1P). Actualmente se conocen 3 receptores para LPA: LPA1, LPA2 

y LPA,, los cuales corresponden a los receptores llamados inicialmente edg-2, edg-4 y 

edg-7, respectivamente (edg por "endothelial differentialion gen", por ser como se hablan 

reportado al principio). En el otro grupo se ubican los 5 receptores conocidos para S 1 P: 

•• S1Pi. S1P,, S1P,, S1P, y S1P5 (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. 

T bl 7 a a led d . Prop1 a es de los receptores para LPA. 

Receptor Longitud Peso ProtelnaG Efectos fisiológicos la. a.l lkDal Efectora 
J.AC, tPLC, tMAPK 

LPA1 364 41.2 Guo. G12113 Y Gq t Fibras de estrés, inhibe 
apoptosis v t ac. araquidónlco 

LPA2 348 38.9 Guo. G12113 Y Gq 
J.AC, tPLC, tMAPK 
t ácido araouidónlco 

LPA3 354 40.3 Guo yGq 
J.AC, tPLC, tMAPK 
t ácido araquidónico 

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

Vlas de señalización para LPA. 

Los receptores para LPA se acoplan a todos los tipos de proteinas G, excepto a G, (en 

condiciones fisiológicas). Se ha identificado al menos cuatro vias de señalización (rev. en 

Contos el al., 2000). : 

TESIS CON---, 
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1) Estlmulaclón de PLC y PLD por la subunldad G. de protelnas de la familia G0 

(que Incluye a G0, G11 , G14 y G, 5116), así como por el dlmero fly de protelnas G0 • En 

fibroblastos también se induce la liberación de ácido araquidónico por la PL.A,. La 

PLD es activada independientemente de PKC para formar ácido fosfatidico. 

2) Inhibición de la AC, por la participación de proteínas G sensibles a toxina 

pertussls (PTX por "Pertussis Toxin"). es decir proteínas G,, activadas por LPA, 

que disminuyen rápidamente los niveles de AMPc, así el LPA puede contrarrestar 

el efecto de los agonistas que activan a la AC. 

3) Activación de Rho mediante la activación de PLC. Rho media los procesos de 

reorganización del citoesqueleto e Induce la fosforilación en tlroslna de proteínas 

de adhesión focal y otras asociadas al citoesqueleto. La lnactivación por ADP­

ribosilación de Rho por la toxina C3 de Clostridium botulinlum Inhibe estos efectos 

en el citoesqueleto y la fosforilación en tiroslna de otras protelnas. 

4) Activación de RaslMAPK y Pl3K. El LPA, mediante la vía de la MAPK (Protelna 

Clnasa Activada por Mitógenos o Mitogen Activated Proteln Klnase), induce la 

proliferación celular a través de proteínas G sensibles a toxina pertussls (PTX), es 

decir G,0 , Cuando se activa la MAPK, esta se transloca al núcleo celular donde 

fosforila a factores de transcripción relacionados con la síntesis de DNA y la 

división celular. Algunos estudios han puesto como punto clave la activación por 

LPA de Ras (miembro de las proteínas G de bajo peso molecular) (Moolenaar, 

1995a), la cual tiene como efector a la vía de la MAPK. Aunque el proceso exacto 

se desconoce, se sabe que su dímero fly es responsable de la activación de la 

MAPK dependiente de Ras (Crespo et al., 1994). Sin embargo, recientemente se 

ha descubierto que la activación de la MAPK por LPA Involucra fa transactivaclón 

dependiente de proteínas G de RTKs mediante metaloproteasas de membrana 

(Daaka, 2002). La fosfatldlllnosltol 3-clnasa o Pl3K también es activada por LPA 

y se ha propuesto que esta cinasa es una de las primeras participantes en la 

cascada de activación de la MAPK en respuesta a LPA (Yart et al., 2002a). 

La fosfatldlllnosltol 3-clnasa o Pl3K. 

Las Pl3Ks constituyen una familia conservada de clnasas lipídicas que catalizan la 

fosforilación del anillo de inositol en la posición 3' de los fosfoinosltidos. Esto produce 

lipldos que ahora se consideran como organizadores espacio-temporales de vías de 
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señalización Involucradas en la proliferación celular, diferenciación, apoptosis, 

organización del citoesqueleto y tráfico en la membrana (Yart et al., 2002). A la Pl3K se le 

considera un punto medular en la activación de numerosas vlas de señalización ya que 

sus productos, en especial el PIP,, es capaz de activar protelnas tales como la PKB 

(Protelna Clnasa B), la PDK (Phosphoinosilide-Dependent Kinase), PKC (atlplcas) y a la 

PLC-y entre otras. La Pl3Ks se han ordenado en tres clases (1, 11 y 111) según su estructura 

molecular y su especificidad por sustrato (Wymann and Pirola, 1998; Yart el al., 2002a). 

Las Pl3Ks de la clase 1 son las mejor caracterizadas. Usan como sustrato al 

fosfatldlllnosltol (PI), fosfatldlllnosltol 4-fosfato (PIP4 ) y fosfatidilinositol 4, 5 -blsfosfato 

(PIP2) para producir respectivamente Pl3P, PIP2 y fosfatldlllnositol 3, 4, 5 -trisfosfato 

(PIP3). Estas Pl3Ks clase 1 son heterodlmeros constituidos por una subunidad catalltlca de 

110 kDa (p110) y una unidad reguladora (ya sea una p85 o bien p101). La p110 tiene 

cuatro lsoforrnas todas caracterizadas (p11 Oa, fl, y y li) 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 1,. incluye a las p11 Oa, fl y li las cuales se asocian a una p85 que posee dominios 

de homologla 2 a Src (SH2) cuya cualidad es unirse a residuos de lirosina fosforilados 

como los de las RTKs (Wymann and Pirola, 1998). Los heterodimeros p110/p85 son 

activados por cinasas de tiroslna una vez que los dominios SH2 de la p85 se unen al 

fragmento Tyr-X-X-Met fosforilado del receptor o bien de una protelna adaptadora. 

La clase 18 esta representada por la subunidad catalltica p110y asociada a una subunldad 

reguladora p101 que no tiene homologla con ninguna otra protelna pero le da a la p110y 

la capacidad de ser activada directamente por subunidades Gfly (Murga el al., 2000; 

(Wymann and Pirola, 1998). 

Las enzimas de la clase 11 pueden fosforilar PI y Pl4P y tienen un dominio C2 de unión a 

calcio. La función y regulación de estas Pl3Ks es poco conocida hasta ahora. 

Las P13K del tipo 111 solo pueden fosforilar PI y contribuyen al tráfico en la membrana a 

través de su interacción con Pl3P y el dominio FYVE de interacción protelna-protelna. 

Activación de la Pl3K por LPA: participación de p110p. 

En muchos estudios está demostrado que la Pl3K es muy importante en la señalización 

del LPA (rev. en Yart et al., 2002a; Yart el al., 2002b). Originalmente se pensaba que 

p110y mediaba los efectos del LPA debido a que puede ser activada por el dlmero Gfly. 

Los estudios que apoyan esta idea demuestran la participación de la Pl3Ky en el efecto 

de GPCRs (el muscarinico M2) sobre la activación de la vla de la MAPK (Lopez-llasaca 
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et al., 1997). Sin embargo se ha visto que en células COS transfectadas con una mutante 

dominante negativa de la p110y la producción de PIP2 y PIP3 (productos de la actividad 

de la P13K) no se ve afectada, mientras que con la sobre expresión de una p110a ó Jl 

este proceso se potenciaba (Laffargue et al., 1999). Se encontró también que una 

proteína adaptadora llamada Gab1, que contiene sitios de unión a la p85 de la Pl3K IA y 

que una vez fosforilada activa a la p11 OJl, era fosforilada a su vez por el receptor para 

EGF bajo la estlmulaclón del receptor para LPA. Lo anterior mostraba dos cosas: que la 

Pl3K que estaba mediando los efectos del LPA no era p110y sino p110Jl, y que el 

receptor para EGF estaba participando mediante su transactivaclón Inducida por LPA. 

Los estudios han mostrado que una activación eficiente de Pl3K Inducida por LPA 

depende de la capacidad de p11 OJl de integrar dos diferentes señales generadas por 

GPCRs: la liberación de GJly y la activación de la vía EGFR/Gab1. Otros estudios 

confirman la Importancia de la p110Jl en la acción de los GPCRs al activar a la Akt/PKB 

(Proteln Klnase B) mediante esta Pl3K (Murga el al., 2000). Recientemente se esta 

considerando a la p110Jl como un Importante efector en la señalización del LPA (Yart el 

al., 2002). 

XI. El receptor para EGF. 

El Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) fue llamado así en la década de los 60's por 

el Dr. Stanley Cohen al descubrirlo como promotor de la proliferación en cultivos de 

células epidérmicas embrionarias. Su trabajo a lo largo de 30 años sobre el estudio de 

esta proteína le acreditó el Premio Nóbel de Fisiología y Medicina en 1986. 

Posteriormente se determinó la presencia del EGF en tejidos humanos y actualmente es 

considerado uno de los agonistas más importantes en la Inducción de la proliferación 

celular. El receptor para EGF (en adelante abreviado EGFR) es una glicoproteína de 170 

kDa con 1186 residuos de aminoácidos (Carpenter and Cohen, 1990) y fue el primer 

receptor de su familia en ser clonado (ver Ullrich el 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 HER41ErbB4. Su 

estructura consta de un dominio extracelular para la unión 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 

anfirregullna, betacelulina y epirregulina (Leserer el al., 2000; Riese and Stern, 1998). Los 

seis ligandos presentan el dominio EGF que consta de seis residuos de cisteina 
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separados que forman tres enlaces dlsulfuro que estabilizan la conformación de la 

protelna. En general estos ligandos son sintetizados como precursores glicosilados 

transmembranales que son liberados proteolltlcamente para producir los ligandos 

maduros (rev. en Massagué and Pandlella, 1993). 

EL EGFR posee un dominio transmembranal hidrofóbico y un dominio intracelular con 

sitios conservados de tirosina en donde es fosforilado. Su activación es promovida por la 

unión con su ligando, lo que promueve la formación de horno- o heterodimeros (con otros 

miembros de su familia) y su fosforilaclón en su dominio citoplásmico. Esto expone sitios 

de unión con dominios SH2 especlficos para protelnas adaptadoras como Shc y Grb2. La 

formación de estos complejos Shc-GRb2 activa la protelna Sos (un factor de intercambio 

de nucleótldos) la cual activa la cascada de la MAPK vla RaslRaf. También se sabe que 

el EGFR activa a otras enzimas, entre ellas a las de la familia Src (cinasa citoplásmica 

Involucrada en la organización del citoesqueleto y respuestas proliferativas) y a la Pl3K 

(Ullrich and Schlesslnger, 1990), aunque esta activación de Pl3K inducida por EGFR es 

relativamente débil si se compara con la Inducida por otros RTKs (Prenzel el al., 2001). 

La lnternalización es una de las formas de regulación de estos receptores (Lutrell el al., 

1999), que una vez fosforilados son Invaginados dentro de veslculas cubiertas de clatrina 

y los receptores que no se disocian del EGF después de haber sido sometidos al pH 

•· ácido del Interior de la veslcula son degradados por lisosomas (Prenzel el al., 2001 ). 

Transactlvaclón del receptor para EGF. 

El proceso de transactivación, en el caso del EGFR, ha sido definido como aquel estimulo 

que provoque la liberación de ligandos que activen al EGFR independientemente de su 

actividad previa (Carpenter, 1999). Debido a que el EGFR se convirtió en un punto crlUco 

para la acción de los GPCRs sobre Importantes funciones ya mencionadas, el estudio de 

su transactivación ha sido primordial. Por la cinética de la transactivación del EGFR y la 

dificultad Inicial de medir la concentración de ligandos para EGF se pensó que el 

mecanismo debla Involucrar exclusivamente entidades Intracelulares (Zwick el al., 1999). 

Ahora se sabe que este proceso Involucra a Ca2
., PKC (según el tipo celular) y tas 

clnasas Pyk2 y Src (rev. en Leserer et al.,2000). Algunos proponen además que las 

cinasas de Src participan en la inducción de la MAPK en respuesta a la activación de 

protelnas G1 (Luttrell el al., 1997). Actualmente las evidencias apoyan la participación de 

ligandos maduros del EGFR. Se ha demostrado que estlmulos con TPA y ionóforos de 

Ca,. (activadores de la fosforilación del EGFR) asi como activadores de proteínas G 

inducen la hldróllsls de los precursores de los ligandos para EGFR (rev. en Prenzel el al., 
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2001). Asl mismo una construcción quimérica entre el dominio extraceluiar del EGFR y el 

transmembranal e Intracelular del receptor para PDGF (Platelet Derivad Growth Factor, 

otro RTK), muestra la transactivaclón de este receptor-quimera, por lo que evidencia al 

dominio extracelular del EGFR como esencial en la transactivación (Prenzel et al., 1999). 

El sistema de transactivación exclusiva por ligando del EGFR inducido por GPCRs más 

actualizado ha sido propuesto por el grupo del Dr. Axel Uilrich (Prenzel et al., 1999). En 

su estudio Inicial, diferentes ligandos de GPCRs como LPA, carbacol, trombina y 

bombeslna inducen el procesamiento proteolltlco del pr!lcursor membranal proHB-EGF 

para liberar al medio extracelular tos ligandos maduros. El tratamiento de tas células con 

un lnhibidor de metaloproteasas (Batimastat o BB-94) bloquea este proceso, asl como 

con el empleo de una mutante no tóxica de la toxina diftérica (CRM197) que actúa como 

antagonista de alta afinidad del precursor de membrana proHB-EGF lo cual abroga 

completamente la transactivaclón del EGFR y la fosforilación de SHC (proteina homóloga 

de Src). Asi las metaioproteasas que median la liberación de llgandos maduros se 

presentan como un elemento relevante en la transactivación del EGFR. Cuando este 

proceso es Inducido por GPCRs no solo se relaciona con la via de la MAPK, sino también 

con la transcripción de genes, regulación de canales de Ca", activación de la Pl3K y 

rearregios en el citoesqueleto (rev. en Prenzel el al., 2001). 

El HB-EGF, que se cree es el que participa mayoritariamente en el proceso de 

transactivación, es sintetizado a partir de la hidrólisis del dominio extracelular de su 

precursor de membrana, el proHB-EGF, como un péptldo soluble de 75.a6 residuos de 

aminoácidos. El proHB-EGF es una protelna de membrana de 208 residuos de 

aminoácido con cinco dominios, el del péptido señal, el de unión a heparina (de ahl el 

nombre de "Heparin Binding" o HB), el dominio de unión al EGF, el dominio 

transmembranal y el intracelular (Higashiyama et al., 1991). 

La intercomunicación que existe entre este tipo de receptores y GPCRs ha sido bien 

estudiada. Se sabe que además del LPA, la endotelina y la trombina activan al EGFR en 

células Rat-1 (lo que lleva a la activación de la MAPK). En el caso de LPA, la 

transactivación del EGFR puede ocurrir mediante vlas sensibles e insensibles a toxina 

pertussis (Daub et al., 1997). Este proceso de transactivación es bloqueado con 

Tyrphostin (AG1478), inhibidor selectivo del EGFR, asl como con mutantes negativas del 

EGFR que bloquean la Inducción de respuestas mitogénicas Inducidas por GPCRs. De 

igual forma se ha determinado que la transactivaclón del EGFR inducida por LPA y 

Anglotensina 11 inducen la slntesis de proteinas (Voisin el 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 anglotenslna 11 (en células de músculo liso) Inducen la transactlvación 

del EGFR (rev, en Wu and Cunnlck, 2002). 

Metaloproteasas. 

Las metaloproteasas (Matrix MetalloProteinases o MMPs) son una familia de enzimas 

denominadas "endopeptidasas de Zinc" debido a que unen un átomo de zinc en su sitio 

activo. Están involucradas con la degradación de la matriz extracelular; colectivamente 

pueden degradar protelnas como el colágeno, proteoglicanos, fibronectina y laminina, 

todas ellas componentes de la matriz extracelular, por lo que están implicadas en la 

remodelaclón del tejido conectivo asociado con el cjesarrollo embrionario. Estas protelnas 

tienen lnhlbldores naturales llamados lnhlbldores Tisulares de Metaloproteasas (Tissue 

lnhlbitors of MMPs o TIMPs). Cuando el balance entre las MMPs y los TIMPs se rompe, 

surgen patologlas como la artritis reumatolde o la osteoartritis, arteriosclerosis, tumores, 

metástasis y fibrosls, todas ellas relacionadas con la acumulación excesiva de matriz 

extracelular, por lo que en los últimos años las MMPs se han convertido en blancos 

terapéuticos para corregir estos padecimientos. Asl mismo se ha estudiado el efecto de 

lnhlbldores sintéticos de bajo peso molecular de estas protelnas, como el batimastat o BB-

94, el cual pose una estructura de tipo hldroxamato que mimetiza a la del colágeno y eso 

••faclllta su reconocimiento con la MMP, donde se une al sitio activo y atrapa al átomo de 

zinc, bloqueando asl su actividad proteolltlca (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 homologla en su secuencia de aminoácidos y 

una organización común de sus multi-dominios (Bode et al., 1999), constituidos por un 

dominio del péptido señal, un dominio pre-péptido, el dominio catalltico con el sitio de 

unión a zinc altamente conservado, un dominio de tipo haemopexina unido al sitio activo 

por una reglón de bisagra, y el dominio transmembranal (Hidalgo and Eckhardt, 2001 ). 

Estas MMPs están muy relacionadas con otra familia de enzimas llamadas ADAM (por ª 

glslntegrln ªnd metalloproteinase, es decir poseen un dominio de metaloproteasa y otro 

de deslntegrina, ambos dominios proteollticos) y, al igual que las MMPs, participan en la 

proteólisls y remodelación de la matriz extracelular y otros elementos. De esta familia 

solamente a ADAM10, ADAM17 y ADAM9 se le ha detectado actividad proteolltica en 

dominios extracelulares de precursores membranales de ligandos (Chang and Werb, 

2001) y de estos solo ADAM9 tiene reportada su participación en la liberación de HB-EGF 

inducida por TPA (lzumi et al., 1998). 
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PARTE3. 

TRABAJO DE TESIS. 

ANTECEDENTES. 

Como ya se ha mencionado, la comunicación cruzada o •cross talk" entre los distintos 

tipos de receptores es Importante para la activación de mecanismos de respuesta de la 

célula a su entorno. Se ha estudiado ampliamente este fenómeno entre diferentes 

GPCRs (rev. en Cordeaux and Hill, 2002) asl como entre GPCRs y RTKs (rev. en 

Belcheva and Coscla, 2002; Luttrell el al., 1999; Medina el al., 1997), en especial el de 

los GPCRs con el EGFR (Oaub et al., 1997; Leserer et al., 2000; Prenzel et al., 2001; Wu 

· and. Cunnlck, 2002) y en menor grado la relación del EGFR y los receptores adrenérglcos 

(Cussac et al., 2002; Medina et al., 2000; Pierce el al., 1997). Sin embargo, los reportes 

sobre el cross talk entre otros receptores y el a 10-AR son aún más escasos. Actualmente 

se conoce de la participación del receptor para endotellna ET A en la fosforilaclón y 

desensibillzación del a1o·AR en células Rat-1 (Vázquez-Prado et al., 1997) en donde se 

determina la participación de la PKC al ser bloqueada parcialmente la fosforilaclón del 

a10-AR Inducida por endotelina en presencia de estaurosporina (un inhibidor especifico de 

la PKC) y al incrementarse la fosforilación al activar directamente a la PKC con TPA. 

También se encontró el papel de protelnas clnasas de residuos tiroslna ya que la 

genlstelna (lnhibidor de amplio espectro de protelnas cinasas de tlroslna) bloquea 

parcialmente la fosforilación del a,0-AR. El estudio excluye a protelnas G1 y determina una 

vla de activación alterna del receptor para EGF (ver Daub et al., 1996) y finalmente se 

demuestra que el a 10-AR se desensibiliza por acción del receptor ET A· 

En otro trabajo se estudió la fosforilación y desensibilización del a 10-AR inducidas por 

ácido lisofosfatldico (LPA). En este trabajo se demuestra que la fosforilación del a 10-AR 

es dependiente de la dosis (EC50 -50 nM), relativamente rápida (1112= 1 mln) y aumentada 

2.5 veces por el LPA. Se determina que esto ocurre por una vla sensible a PTX (por 

protelnas G1) y que participan la PKC y la Pl3K, ya que al estimular al receptor para LPA 

en presencia de estaurosporina o bisindolilmaleimida (inhibidores de la PKC) y de 

wortmanina o L Y294002 (inhibidores de la Pl3K) la fosforilación del a 10-AR se bloquea 

totalmente. La desensibilización fue demostrada con ensayos de movilización de Ca2+ 

Intracelular en donde el efecto del agonista NE se ve bloqueado al estimular previamente 

a las células con LPA 1f1M. En ensayos de unión con GTPyS[S35
] in vítro que miden la 
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actividad de protelnas G, demostraron que el LPA desenslblllzaba al a,.-AR 

disminuyendo su capacidad de acoplamiento con su protelna G. Además con el mismo 

tipo de ensayo se confirmó la participación de la PKC y de la Pl3K en este proceso. 

Conjuntamente se demostró que el efecto del LPA estaba mediado especlficamente por 

protelnas G1 (estimulando a las células con NE tras una prelncubación con PTX (Casas­

González, 2000)). 

Se han estudiado el cross-talk entre los receptores para LPA (un GPCR) y EGF (un RTK), 

Involucrando respuestas fisiológicas esenciales como la proliferación celular y la slntesls 

de protelnas. La evidencia que ya se ha presentado sobre el proceso de activación del 

receptor para EGF mediante el receptor para LPA y otros GPCRs ha mostrado la 

participación de al menos una metaloproteasa como mediadora de este fenómeno. Por lo 

tanto para seguir contribuyendo a la comprensión de la comunicación cruzada entre 

distintos tipos de receptores, en especial el sistema que Involucra al receptor de LPA, al 

a10-AR y, con base en los antecedentes ya mencionados, también al receptor para EGF, 

este estudio se realizó con los objetivos que se mencionan a continuación. 
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OBJETIVOS: 

OBJETIVO GENERAL: 

Estudiar las entidades moleculares que participan en el proceso de fosforilaclón del 

receptor a 10-adrenérgico (awAR) Inducido por ácido lisofosfatldlco (LPA). 

Objetivos Especificas. 

1. Estudiar el efecto de la activación de los receptores para LPA endógenos de 

fibroblastos Rat-1 sobre la fosforilaclón del receptor a 10-adrenérgico sobre­

expresado en esta linea celular. 

2. Identificar las protelnas cinasas que participan en la fosforilación del receptor a 10-

adrenérglco Inducida por LPA en células Rat-1. 

3. Determinar el papel de la transactivación del receptor para EGF en la fosforilación 

del receptor a10-adrenérglco inducida por LPA. 

4. Investigar la participación de metaloproteasas en la fosforilación del receptor a 10-

adrenérglco Inducida por LPA en el mismo tipo celular. 

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

metabólico celular con Isótopo radiactivo de fósforo (32P), fosforilaclón de protelnas, 

lnmunopreclpltación, resolución de protelnas por SDS-PAGE y autorradlografla. 
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MATERIALES Y MÉTODOS. 

Para esta Investigación se utilizaron células Rat-1/a10, las cuales son fibroblastos de tejido 

conectivo de rata (Rattus sp.), transfectados de manera estable con el receptor a,.­

adrenérgico clonado de hámster por Cotecchla et al. (1988), es decir que el gen con la 

Información del a 10-AR está Incluida en su genoma de forma artificial y permanente. Estas 

células fueron donadas por los Drs. R. J. Lefkowltz, 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 tripslna, los antibióticos y otros 

reactivos utilizados para el cultivo celular, asl como el factor de crecimiento epidérmico 

(EGF) se obtuvieron de Glbco BRL. El fósforo radioactivo [32P]PI (8500-9120 Cl/mmol) se 

obtuvo de New England Nuclear (Boston, MA). La (-)-Noreplnefrina (NE), ácido 

lisofosfatldlco (1-oleoyl) (LPA), tetradecanoll acetato de forbol (TPA), estaurosporina (ST), 

wortmanlna (WT), AG1478 (tyrphostin) y los lnhlbldores de proteasas utilizados 

(leupeptlna, bacltraclna e lnhibldor de tripsina de soya) fueron de Sigma Chemlcals Co. 

(SI. Louls, MO). El BB-94 (Batimastat) se obtuvo de British Biotech. La protelna-A­

sepharosa fue de Upstate Biotechnology (Lake Placld, NY). 

Cultivo Celular. 

Las células Rat-1 fueron cultivadas en cajas de Petri de 10 cm de diámetro conteniendo 

10 mi de medio DMEM con glucosa y glutamlna, complementado con suero fetal de 

bovino al 10%, 300µg/ml de sulfato G-418 (análogo de neomicina), 100f1g/ml de 

estreptomicina, 100 U/mi de penicilina y 0.25fig/ml de anfotericina-B. Se mantuvieron en 

crecimiento a 37ºC bajo una atmósfera de 95% aire y 5% C02 como ya se ha descrito 

previamente (Vázquez-Prado et. al., 1997). Todos los experimentos se realizaron con 

cultivos connuentes (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 1.2x106 

células/pozo) y con privación 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 estimules experimentales. 
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Fosforilación del receptor a 1b·adrenérglco. 

Podemos dividir el trabajo experimental en tres etapas principales: 

1. Con el objeto de estudiar el efecto del LPA sobre la fosforilaclón del a 10-AR, el 

primer paso experimental consistió en una realizar una curva dosis-respuesta 

estimulando a las células Rat-1/a, 0 con LPA a varias concentraciones de magnitud 

micro-molar [¡1M] durante 5 minutos (Casas-González et al., 2000). Se utilizaron 

las técnicas de marcaje metabólico e lnmunopreclpltaclón según el protocolo 

(Vázquez-Prado el al., 1997). 

Para los ensayos de fosforilaclón, las células en privación de suero durante la noche 

anterior al experimento fueron sometidas a un ayuno de fosfatos durante 1 hora 

Incubándolas con medio DMEM carente de fosfatos, con el objetivo de disminuir las 

reservas de fosfato (Po/·) de las células. Posteriormente se les Incubó en el mismo tipo 

de medio, conteniendo [32P]Pi (75 ¡1Cl/ml), durante 3-4 horas a 37ºC bajo las condiciones 

ya mencionadas para permitir que las células Incorporen este Isótopo radioactivo en su 

metabolismo y posteriormente poder localizar las protelnas fosforiladas por 

autorradlografla. Según lo requiriera cada experimento, las células fueron prelncubadas 

con los lnhibldores wortmanlna, estaurosporina, AG1478 (tyrphostin) y BB-94 (Ballmastat) 

durante 30 minutos y posteriormente se les estimuló con tos agonistas correspondientes 

durante 5 minutos. Al finalizar el tiempo de eslimulaclón, las células fueron colocadas 

sobre hielo con la Intención de detener la cinética de las reacciones qulmlcas mediante la 

baja temperatura y de remover el agonista mecánicamente al ser lavadas con PBS frio 

("lce-cold PBS"). Enseguida se sometieron a lisis durante 1.5 horas sobre hielo en 

presencia de buffer conteniendo Trls-HCI 10 mM pH 7.4, NaCI 50 mM, EDTA 5 mM, Trlton 

X-100 1%, SOS 0.05%, NaF 50 mM, Na,Vo. 100 ¡1M, p-glicerofosfato 10 mM, pirofosfato 

de sodio 10 mM, fosfo-serina 1mM, fosfo-treonlna 1 mM, fosfo-tirosina 1mM e lnhibldores 

de proteasas: leupeptina 20µglml, bacltracina 500 µg/ml, inhibldor de tripsina de soya 50 

µg/ml y PMSF (phenylmethylsulfonyl fluorlde) 100 µglml. Los lisados fueron centrifugados 

a 4ºC a 12,700 g. Se recuperaron los sobrenadantes y se Incubaron toda la noche (al 

menos 12 horas) a 4ºC en presencia del suero del anticuerpo anti-a,0-AR (Vázquez-Prado 

et al., 1997) a una dilución 1:100 y de la proteina-A-sepharosa (1 :25), esto para formar un 

complejo Inmune-proteico que facilite la separación del receptor a 10-adrenérgico de los 

restos celulares mediante su precipitación por centrifugación. Posteriormente estos 
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complejos se lavaron 4 veces con buffer frie conteniendo HEPES 50 mM, NaH,PO. 50 

mM, NaCI 100 mM, pH 7.4, Tritón X-100 1%, SOS 0.05% y NaF 100mM. Después fueron 

desnaturalizados con buffer de muestra (Laemmll)-SDS conteniendo 5% de [l-mecapto­

etanol y en ebullición durante 10 minutos. Los complejos proteicos se separaron mediante 

la técnica de SDS-PAGE (PolyAcrllamide Gel Electrophoresls) con geles al 10%. Los 

geles se secaron y fueron expuestos durante 24 horas bajo una pantalla Phosphor-Screen 

de Molecular Dynamlcs. Los niveles de fosforilación del receptor fueron cuantificados con 

ayuda del hardware Molecular Dynamlcs Phosphor-imager (STORM) y de un software 

lmagequant (Sunnyvate, CA) y graficados con el programa Prism 3.0 de GraphPad 

Software (San Diego, Ca.). El análisis estadlstlco realizado entre grupos comparables fue 

mediante un ANOVA con un análisis Newman-Keuls de comparación múltiple con el 

software Incluido en el Prlsm 3.0 (diferencias significativas a partir de P<0.05). 

2. El segundo grupo de experimentos tuvo como objetivo el encontrar la participación 

de diferentes protelnas clnasas en el efecto del LPA sobre la fosforilación del 

receptor a 10-adrenérgico, Incluyendo la participación de protelnas cinasas de 

residuos de serina/treonina (como la PKC), clnasas lipldicas (como la Pl3K) asl 

como la actividad intrlnseca de cinasa de residuos de tlrosina que posee el 

receptor para el Factor de Crecimiento Epldénmlco (EGFR). Para esto se 

emplearon tres inhibidores distintos: estaurosporina (300 nM) (lnhibldor de la 

protelna clnasa C, PKC), wortmanina (100 nm] (inhibidor de la fosfatidilinosltol-3-

clnasa, Pl3K) y AG1478 (Tyrphostin) (5 µM] (el cual tiene la capacidad de unirse 

con alta afinidad a los sitios de unión a ATP del receptor EGFR y HER2, 

bloqueando asl su actividad lntrlnseca de clnasa). Las células fueron preincubadas 

con estos lnhibidores durante 30 minutos y se estimularon durante 5 minutos con 

LPA (1 µM] o con EGF (100 ng/ml) según el lnhibidor utilizado. 

3. Un tercer grupo de experimentos se realizó para determinar la participación de 

metaloproteasas asociadas con la vla de transactivación del receptor para EGF en 

el efecto del LPA sobre la fosforilación del receptor a 10-adrenérgico. Se utilizó el 

lnhlbidor selectivo para metaloproteasas Batimastat (BB-94) (10 ¡1M]. Las células 

fueron prelncubadas en presencia de este- lnhlbldor durante 30 minutos, 

estimulándolas posteriormente con LPA (1 ¡1M], con EGF (100 ng/ml] o con TPA (1 

¡1MJ durante 5 minutos. 

47 



RESULTADOS. 

A. Efecto del LPA sobre el receptor a 1b·adrenérglco. 

La presencia del receptor a,.-adrenérglco (a,.-AR) en las células Rat-fue determinada 

mediante la técnica de lnmunopreclpitación. Esta técnica fue lograda mediante un 

anticuerpo pollclonal que reconoce especlficamente los 1 O últimos residuos de 

aminoácidos del extremo carboxilo-termlnal del a,.-AR. El anticuerpo fue sintetizado en un 

sistema mamlfero (conejo) Inmunizado con el decapéptldo mencionado (Vázquez-Prado 

et al .• 1997). La protelna correspondiente al receptor a,.-AR fue localizada en los geles de 

pollacrllamlda como una protelna 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 

prazoslna (antagonistas a 1-adrenérgicos), bloqueando y marcando radiactivamente al 

receptor, confirmando que al menos el 80% de los receptores a,.-adrenérglcos son 

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

Al estudiar el efecto del LPA sobre el a,.-AR se encontró que su fosforllación en 

respuesta a la activación de los receptores para LPA con este fosfollpldo obedece a un 

comportamiento dosis-dependiente (figura 1 ). Aunque a partir de la concentración de 0.1 

f'M la fosforilaclón sobrepasó el doble de la del estado basal, el efecto máximo se 

encontró en la concentración de 1 µM llegando casi a las 2.5 veces sobre el basal 

coincidiendo con datos ya reportados y la EC50 fue similar (EC50= 24.6 nM) a la 

determinada originalmente de 50 nM (Casas-González et al. 2000). El tiempo de 

estimulación fue tomado de ese mismo estudio en donde una curva curso-temporal 

determinó una fosforilaclón cercana al punto máximo alcanzado a ese tiempo. 

B. Participación de las protelnas cinasas PKC y Pl3K en la fosforilación del 

a 1b·AR Inducida por LPA. 

Con base en los reportes que señalan la acción directa de la protelna cinasa C (PKC) en 

la regulación del a,.-AR asl como la de la fosfatidilinositol 3-cinasa (Pl3K) sobre la PKC, 

se determinó la participación de estas protelnas cinasas con el empleo de lnhibidores a 

concentraciones reportadas dentro del rango de inhibición especifica para estas cinasas. 

En la figura 2 se puede observar el efecto sobre la fosforilación del a,.-AR de los 
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lnhlbldores de la PKC y de la Pl3K, estaurosporina 300 nM (+ST) y wortmanina 100 nM 

(+WT), respectivamente. Las concentraciones están dentro del rango requerido para la 

Inhibición especifica de estas clnasas (Medina el al., 2000). La incubación de las células 

Rat-1 durante 30 minutos con estos fármacos provocó que la fosforilaclón del n1b·AR en 

respuesta al estimulo de 5 minutos con LPA cayera prácticamente a niveles basales 

(P<0.001 vs. LPA control). 

C. Papel de la actividad de cinasa de tlrosina del receptor para EGF en la 

fosforllación del '11b-AR inducida por LPA. 

Asf mismo, se estudió el papel que tiene el receptor para el Factor de Crecimiento 

Epidérmico (EGFR) como clnasa de residuos de tlroslna, con base en los reportes de la 

participación del EGFR en respuesta a la activación de los receptores para LPA asl como 

la participación de una cinasa de residuos de tiroslna en la regulación del u1•·AR. Como 

puede observarse en la figura 3, la estimulación durante 5 minutos de las células con el 

EGF provocó un aumento Importante en la fosforilación del u1b·AR de aproximadamente 

1.8 veces. El efecto del LPA nuevamente superó dos veces los niveles basales de 

fosforilaclón. Al Incubar durante 30 minutos a las células en presencia del inhibidor del 

EGFR, el AG1478 (5µM) y estimularlas posteriormente 5 minutos con LPA 1 µM y EGF 

100 ng/ml, los niveles de fosforilación del a 1.·AR cayeron un 75 "lo para el efecto de LPA y 

prácticamente en su totalidad para el efecto del EGF, como puede verse en la gráfica y en 

la autorradlograffa representativa (figura 3) (P<0.01 vs. LPA y EGF controles). 

D. Participación de metaloproteasas en el efecto del LPA sobre la 

fosforilaclón del a 1b·AR. 

Por los antecedentes ya mencionados sobre la participación de metaloproteasas en el 

proceso de transactlvaclón del receptor para EGF (EGFR) en respuesta otros GPCRs, se 

empleó un potente lnhibldor de amplio espectro para metaloproteasas, el Batimastat (BB­

g4 ¡,a una concentración de 10 µM. Como puede verse en la figura 4, la incubación por 30 

minutos de las células Rat-1 con el BB-94 no afectó los niveles basales de fosforilación 

del n1b·AR (P>0.05 vs. Basal). Sin embargo la fosforilación inducida por LPA tras la 

Incubación con BB-94 si disminuyó de manera significativa (P<0.05 vs. LPA control) 

aunque no de forma total. La activación de los receptores para EGF con su agonista (100 

ng/ml) en presencia del BB-94, a diferencia del AG1478, no afectó los niveles de 

fosforilaclón del u,.-AR, quedando prácticamente de la misma magnitud que los niveles 
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del eontrol corí EGF (P>0.05 vs. EGF control). También se evaluó la participación de la 

PKC al seracÍivadadlrectamente con TPA 1 11M durante 5 minutos. Como se observa en 

la figura 4,'ios ~!veles de fosforllaclón del a 10-AR provocada por la PKC se elevaron 2.25 

veces al Incubar a las células con TPA. La preincubación con BB-94 provocó una ligera 

disminución en el nivel de fosforilaclón del a,.-AR Inducido por la activación directa de 

PKC aunque no significativa según el análisis estadlstico (P>0.05 vs. TPA control) . 
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Efecto del LPA sobre la fosforilación 
del receptor a. 1b-adrenérgico. 

Flg. 1 . Curva dosis-respuesta de la fosforilación del a 1b-AR por LPA. 
Células Rat-1 fueron estimuladas durante 5 min. con LPA a varias 
concentraciones, desde 0.1 nM (10"1º M) hasta 10 µM (10-5 M). Se 
graficaron los datos promediados ± E.S. de 5 determinaciones con 
culti1oOs diferentes. Se muestra la autorradiografía representativa . 
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Participación de la PKC y de la Pl3K en 
la fosforilación del a. 1b·AR. 
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Fig. 2. Participación de la PKC y la Pl3K en la fosforilación del a 1b-AR inducida 
por LPA. Células Rat-1 fueron incubadas durante 30 min. en presencia de 
estaurosporina (+Sl) 300 nM y wortmanina (+Wl) 100 nM previamente a la 
estimuiación con LPA (1.0 µM). Se presentan los promedios ± E.S. de 3 
determinaciones con culti110s distintos. •P<0.001 \IS. LPA control . 
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Participación del EGF-R sobre la 
fosforilación del a 1 b-AR. 
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Flg. 3. Participación de EGFR sobre la fosforilaclón del a 10-AR. Células Rat-1 
fueron Incubadas durante 30 min. en presencia(+) de AG1476 (5 µM) prelliamente 
a la estimulaclón con LPA (1 µM) y de EGF (100ng/ml). Se graficaron promedios 
± E. S. de 5 determinaciones usando cultiws diferentes. •P<0.01 vs. LPA y EGF 

controles según el agonista utilizado en cada caso. 
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Participación de metaloproteasas en la 
fosforilación del receptor a. 1b-adrenérgico. 
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Flg. 4. Fosforilación del a,b·AR en ausencia (barras blancas) y presencia (barras 
negras) de BB-94. Células Rat-1 fueron incubadas en presencia de BB-94 (10 µM) 
durante 30 min. y luego estimuladas con LPA (1 µM), EGF (100ng/ml) o TPA (1 
µM). Se graficaron los promedios ± E.S. de 5 determinaciones usando cultivos 
diferentes. •P<0.05 ..s. LPA control. Se muestra la autorradiogralla representativa. 



DISCUSIÓN. 

Los fibroblastos Rat-1 expresan de forma natural receptores para el EGF (Daub el al., 

1996; Herrtich el al., 1998) y para el LPA (Casas-González, 2000) y están transfectados 

de manera estable con el a,.-AR (Cotecchia el al., 1988). El nivel de expresión de este 

último receptor se ha cuantificado en membrana con una concentración de 2 a 2.5 

pmol/mg de membrana (Vázquez-Prado el al., 1997). 

En la figura 1 podemos observar que el LPA fue capaz de promover la fosforilación del 

a,.-AR de una forma dosis-dependiente. Casas-González el al. (2000) demostraron la 

participación de protelnas G sensibles a Toxina Pertussis (PTX), es decir protelnas Gi. las 

cuales están reportadas como unas de las protelnas transductoras de los receptores para 

LPA (Cantos el al., 2000). Tanto en la gráfica como en la autorradiografia representativa 

se observa que a una concentración de LPA 1 ¡iM (log 10.,; M) la fosforilación del a10-AR 

alcanza su valor máximo sobre la fosforilación basal que presenta el a 10-AR. Dado que los 

receptores para LPA activados indujeron la fosforilación del a 10-AR mediante protelnas Gi 

(sensibles a PTX), es decir mediante la vla de la inhibición de la AC, es probable que el 

dlmero Gpy de la protelna G1 pudiera estar participando en algún proceso que llevara a la 

fosforllación del a 10-AR. Esta hipótesis ha sido demostrada con el empleo de un plásmido 

codificante para el extremo carboxilo (residuos Gly495-Leu689
) de la cinasa del receptor 13-

adrenérgico o ¡3ARK, la cual tiene en la región Gln546-Ser670 un dominio de unión a Gpy 

(Koch et al., 1994) con alta afinidad por estas subunidades. El secuestro y la inactivación 

resultante del dlmero Gpy por el extremo carboxilo de la ¡3ARK provoca un efecto 

inhibitorlo sobre la fosforilación del a,0-AR inducido por LPA (Casas-Gonzáles et al., 

2003). 

Originalmente se pensaba que los efectos del LPA eran mediados por las Pl3K de la clase 

18 activadas por el dlmero Gpy. Algunos reportes apoyan este modelo de activación, en 

especial la de la Pl3Ky mediante su subunidad catalltica p110y (de la clase Pl3K-18 ) 

(Lopez-llasaca el a/., 1997). Sin embargo pronto se encontró que las Pl3K de la clase IA 

participaban en la mediación de los efectos del LPA mediante su subunldad adaptadora 

p85 con afinidad por residuos fosforllados de tirosina (Laffargue et al., 1999). Esto sugerla 

la participación de receptores con actividad de cinasa de tirosina en la regulación de los 

efectos del receptor para LPA. Posteriormente Medina el al. (2000) demostraron que la 

activación del receptor para EGF (que posee actividad de cinasa de residuos de tirosina) 

provocaba la fosforilación del a10-AR. Asl mismo, recientemente Casas-Gonzáles el a/. 
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(2003) demostraron en ensayos de fosforllación con el empleo de una mutante negativa 

de la subunidad p85 (adaptadora de la Pl3K IA) en fibroblastos Cos-1 que eran estas las 

que participan en el proceso de fosforilación del a,.-AR inducido por LPA y no la Pl3K-18 

(Pl3Ky). Estudios recientes han determinado cada vez con más evidencias la participación 

de p110a ó p (Pl3K clase IA) en la transducción de otros GPCRs, en especial del receptor 

para LPA y su cross talk con el receptor para EGF (Laffargue et al., 1999; Murga el al., 

2000; Yart el al., 2002a; Casas-Gonzáles el al., 2003). En el presente trabajo, la Inhibición 

prácticamente total de la fosforilación del a,.-AR Inducida por LPA en presencia de 

wortmanlna, confirma la participación de la Pl3K, probablemente de la clase IA (a ó p¡, 
activada por el dlmero Gpy en respuesta a la activación de los receptores para LPA (figura 

2). 

Se sabe que la PKC participa en la fosforilaclón y desensibilización heteróloga del a 1.-AR 

(Dlvlanl et al., 1997; Alcántara-Hernández el al., 2001) inducida por endotelina (Vázquez­

Prado el al., 1997), por LPA (Casas-González et al., 2000) y por EGF (Medina el al., 

2000). Se sabe también que para la activación de la PKC se requiere de DAG o ca2
• 

(activación de la vla de la PLC-p por receptores acoplados a protelnas G0 ) o bien de su 

activación por Pl3K (vla PDK-1). Como los receptores para LPA actúan en la fosforilaclón 

del a 1.-AR mediante protelnas G; y no por G0 , se estudió la participación de la PKC y la 

Pl3K en el proceso. La activación directa de la PKC por ésteres de forbol como el TPA 

Inducen una alta respuesta en la fosforilaclón del a 1.-AR de alrededor de 2.5 veces sobre 

los niveles basales (ver figura 4). El abatimiento prácticamente total de este efecto al 

Incubar las células con estaurosporlna (inhibidor especifico de la PKC), aún con la 

activación de los receptores para LPA (figura 2), señala la participación esencial de la 

PKC en la fosforilaclón del a,.-AR inducida por LPA. Los estudios sobre la determinación 

de cuál lsoforma de PKC es la que participa en la fosforilación y desensibllizaclón del a 1•­

AR son escasos. Algunas evidencias por ensayos de co-lnmunopreclpitacl6n Indican que 

las PKCa, o y e están asociadas al a,.-AR en condiciones basales y que la esllmulación 

con TPA o con el agonista norepinefrina refuerzan esta asociación (Alcántara-Hemández 

et al., 2001). Cabe la posibilidad de que en este proceso estén participando varias 

lsoformas de la PKC que actúen en diferentes vlas o bien que pueda existir redundancia 

funcional. 

Por otra parte, la desensibilización del a,.-AR inducida por LPA ya ha sido demostrada 

con ensayos de movilización de Ca2
• intracelular y de unión de GTPy[S35] a protelnas G 

(Casas-González et al., 2000). Este estudio confirma que el bloqueo especifico de PKC y 
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Pl3K bloquea, a su vez, la fosforilaclón del a 1.-AR Inducida por LPA, lo que Indica que las 

clnasas actúan en secuencia y no por vlas Independientes. Este proceso secuencial 

Involucra probablemente la participación de la PDK-1 activada por la Pl3K, ya que es 

capaz de fosforilar todas las lsoformas de la PKC en sitios conservados (Thr"'°) asl como 

su activación por fosfolnosltldos como el PIP3 (rev. en Sonnenburg et al., 2001 ). 

En muchos estudios se ha demostrado una Intercomunicación entre GPCRs y RTKs, por 

ejemplo la de receptores para LPA con receptores para EGF (Daub et al., 1997; Volsln et 

al., 2002; Wu and Cunnlck, 2002) y la de receptores para EGF con el a,.-AR. Entre otros 

de los pocos estudios que abordan la transactlvaclón del EGFR mediante receptores 

adrenérglcos se encuentra el del receptor a 20-adrenérglco, el cual es capaz de activar la 

vla de MAPK mediante una metaloproteasa (Cussac et al., 2002) mediante la fosfollpasa 

A, ácido araquldónlco y sus derivados (Chen et al., 2001 ). 

Medina el al. (2000) demostraron que el EGF puede Inducir la fosforilaclón del a,.-AR de 

una forma dosis-dependiente alcanzando el efecto máximo a una concentración de 100 

ng/ml. En este estudio, el EGF Indujo la fosforilaclón del a,.-AR de más de 1.5 veces 

sobre su fosforilación basal (figura 3). La Incubación de las células con el inhibidor 

especifico para la actividad de cinasa de tirosina del EGFR, tyrphostin (AG1478), provocó 

la inhibición completa del a,.-AR Inducida por la activación de los receptores para EGF 

(ngura 3). El mismo efecto inhibitorio, aunque de menor magnitud, se observó en la 

respuesta a la activación de los receptores para LPA en presencia de AG1478, por lo que 

este resultado sugiere la participación del EGFR como un punto Importante en la vla de 

señalizaclón que tiene el LPA para inducir la fosforilación del a,.-AR. Sin embargo al no 

ocurrir una inhibición total de la fosforilación en presencia de AG1478, el resultado 

sugiere la existencia de una vla alterna del efecto de la activación de los receptores para 

LPA sobre la fosforilaclón del a,.-AR independiente del EGFR. 

En el caso del proceso mediado por protelnas G;, se ha sugerido que el dlmero G¡ly está 

involucrado en la activación de clnasas de tirosina de la familia Src, seguida por la 

fosforilación en tirosina de protelnas adaptadoras que participan en las vlas de otros 

receptores con actividad de cinasa de tirosina (RTKs) (van Biesen et al., 1995), de tal 

manera que se ha propuesto la Inducción del proceso de transactivación del EGFR 

(Prenzel el al., 1999; Pierce et al., 2000) inducida por GPCRs. 

Se sabe que el LPA puede activar la vla de la MAPK por la transactivación de RTKs 

dependiente de protelnas G mediante metaloproteasas asociadas a la membrana 

plasmática (en adelante MMPs) (rev. en Daaka, 2002). Una hipótesis de este mecanismo 
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es la que involucra la liberación de ligandos solubles del EGFR, en especial el HB-EGF, a 

partir de la hidrólisis por metaioproteasas de los dominios extracelulares de precursores 

anclados a la membrana plasmática (Daub et al., 1996; Oaub et al., 1997; Laffargue et al., 

1999; Pierce et al., 2001; Prenzel et al., 1999; Zwick el al., 1999). Estos ligandos al ser 

hidrosolubles son capaces de difundir por el espacio extracelular hasta activar de forma 

autocrina y paracrlna a los receptores para EGF. El potente inhibidor de metaloproteasas 

Batimastat (BB-94) ha sido usado ampliamente para investigar este proceso (Dong and 

Wiley, 2000). El empleo de inhibidores específicos a concentraciones precisas ha sido 

una herramienta muy utilizada en el campo de la transducción de señales para determinar 

la participación de diferentes proteinas en un fenómeno dado. Al parecer la forma en la 

que actúa el BB-94 es acoplándose a la metaioproteasa 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 participación de metaioproteasas en la fosforilación del a 10-AR se 

Incubaron a las células Rat-1 con el BB-94 (10 µM] estimulando con su agonista 

respectivo a los receptores para LPA, EGF y directamente a la PKC con TPA (figura 4). 

Los resultados mostraron una inhibición importante, aunque no total, del efecto del LPA 

sobre la fosforilación del awAR, lo que Indica que las metaloproteasas participan como 

mediadoras del efecto de LPA sobre el EGFR y a última Instancia, como se ha 

demostrado en el experimento anterior, del EGFR sobre el a 10-AR. 

La participación de metaloproteasas en la fosforilación del a 10-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 fosforilación del a 10-AR inducida por la activación del EGFR en ausencia de 

BB-94 (figura 4 ). A pesar de bloquear la liberación de ligandos para el EGFR con el BB-

94, este receptor estaba siendo estimulado por su agonista de forma exógena a una 

concentración de 100 nglml. Este resultado prueba que el BB-94 no afecta el papel del 

EGFR activado directamente por su agonista sobre la fosforilación del a 10-AR sino que el 

EGFR es un intermediario en este efecto Inducido por LPA y además confirma la 

participación de metaloproteasas en este proceso. 

La participación de la PKC fue probada de igual forma activándola con TPA en presencia 

y ausencia del lnhibidor de metaloproteasas. Como se muestra en la figura 4, la 

activación de PKC lleva a la fosforilación del a 10-AR por PKC de aproximadamente 2.5 

veces con respecto al basal. Este estimulo en presencia de BB-94 no tuvo diferencias 
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significativas en el grado de fosforilaclón del a 1.-AR. Actualmente se desconoce la 

relación precisa de la PKC con la metaloproteasa en esta vla, aunque evidentemente son 

elemenlos Importantes en el proceso de fosforllaclón del a,.-AR. Hay evidencias que 

Indican que el TPA a través de la PKCo puede activar mediante un mecanismo 

intracelular a la metaloproleasa ADAM9 para liberar HB-EGF (lzumi el al., 1998). Sin 

embargo, como se ha mencionado, es la PKCu la que suele encontrarse ca-localizada en 

mayor proporción con el a 1.-AR. Los reportes sobre este fenómeno relacionado con 

receptores adrenérglcos son escasos. El más cercano sobre el receptor a 28-AR involucra 

la activación de la MMP mediante la fosfolipasa A, ácido araquldónico y sus derivados 

(Chen el al., 2001), lo cual induce la activación de la MAPK mediante este proceso 

(Cussac el al., 2002). Un estudio paralelo a este en células Cos-1 indican un 

comportamiento similar bajo las mismas condiciones (Casas-Gonzáles el al., 2003). 

En el caso de la transactivación del EGFR, hay un mayor número de evidencias de que la 

metaloproteasa-3 (MMP-3) es la encargada del proceso de liberación proteolltica de 

proHB-EGF (Susukl et al., 1997; Wu and Cunnlck, 2002). Un modelo sugiere que la MMP-

3 corta al precursor proHB-EGF, el cual se encuentra incrustado en la membrana, en la 

reglón comprendida entre Glu151-Asp152
• Otro estudio realizado en células Vero-H sugiere 

que la hidrólisis de proHB-EGF inducida por LPA ocurre en los sitios Leu 148-Pro1 
.. o 

··Pro149-Val150 (Hirata el al., 2001). Asl, estos datos junto con los que muestran la 

participación de la MCD9 (ADAM9) en la liberación de HB-EGF, sugieren la posibilidad de 

que puede tratarse de diferentes metaloproteasas participando en el proceso de 

transactlvación del EGFR. 

Por otro lado, debido a que el efecto Inhibitorio de las metaloproteasas no es total sobre el 

efecto del LPA en la fosforilación del a 1.-AR, es posible que exista una vla alterna en 

donde el dlmero Gpy sea el responsable de activar directamente a las Pl3K clase IA 

(probablemente p110-P) y estas a la PKC con la subsecuente fosforilación del a 1.-AR, de 

tal forma que el LPA Induzca la fosforilaclón del a,.-AR por dos vlas, una que involucra a 

metaloproteasas y la transactivación del EGFR y otra independiente de estos eventos, 

pero ambas mediante la activación de la Pl3K clase IA activada por el dlmero Gpy, 

(proceso que es bloqueado por una mutante dominante negativa de la subunidad p85, 

t.p85 (Casas-Gonzáles el al., 2003)) que lleva a la activación de la PKC la cual fosforila al 

a,.-AR. 
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CONCLUSIONES. 

Este estudio ha demostrado que el LPA regula la fosforilaclón del receptor a,.-adrenérglco 

de manera dosis-dependiente y que participan las protelnas cinasas de residuos de 

serina/treonlna PKC y la clnasa de fosfoinosltldos P13K cuyo bloqueo individual es capaz 

de abatir totalmente el efecto del LPA sobre la fosforilaclón del a 10-AR, lo que indica una 

participación secuencial de estas cinasas. Se determinó también que el receptor para 

EGF es un mediador parcial de la acción del LPA sobre el a,.-AR y finalmente se 

demostró la participación de metaloproteasas de membrana en el proceso de 

transactlvaclón del receptor para EGF Inducido por LPA, todo en fibroblastos Rat-1/a10. 

Este trabajo contribuye al modelo que se ha propuesto recientemente para la acción de 

estas entidades moleculares sobre la regulación del la respuesta a,0-adrenérgica (Casas­

González el al., 2000; Garcla-Sáinz et al., 2000; Casas-González el al., 2003). En el 

modelo propuesto los receptores para LPA transducen su señal a través de protelnas G; 

cuya subunldad Gpy es capaz de activar dos vlas, una que Involucra la activación de la 

P13K y de la PKC (ya sea mediante la producción de fosfoinosltidos o vla PDK-1 o ambas) 

y otra vfa que Involucra la transactivación del EGFR por la acción de metaloproteasas de 

membrana que liberan moléculas de HB-EGF quien actúa como agonista del EGFR. 

Ambos procesos convergen en la activación de la Pl3K la cual activa a la PKC y esta a su 

vez fosforila y desenslblliza al a 10-AR. 

Los resultados presentados en esta tesis contribuyen al primer trabajo que demuestra que 

la transactivaclón del EGFR participa en la fosforilaclón de un GPCR, en este caso del 

receptor a10-adrenérgico Inducida por LPA. Este estudio apoya al nuevo concepto 

mecanfstico de la transactivaclón del EGFR y contribuye de fonma Importante al 

conocimiento del cross-talk entre RTKs y GPCRs. Estos resultados proponen una nueva 

vla de transactlvaclón en la regulación del receptor a 10-adrenérglco. 
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