UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Instituto de Fisiologia Celular

Papel de la fosforilacion en la regulacion del

receptor a;, adrenérgico humano

Tesis que presenta

Q. B. P. Marco Antonio Morquecho Ledn

Para obtener el grado de

Maestro en Ciencias Bioguimicas

Bajo la tutoria de

Dr. Jesus Adolfo Garcia Sainz

Instituto de fisiologia celular
Laboratorio 303 edificio Sur

México D. F. agosto de 2009



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



El presente trabajo fue realizado en el laboratorio 303 del edificio sur del
Instituto de Fisiologia Celular (IFC) de la Universidad Nacional Autébnoma de
México (UNAM), bajo la direccion del doctor Jesus Adolfo Garcia Sainz. Esta
investigacion fue financiada por el fondo sectorial SEP/CONACYT clave
79908 y por el Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e
Innovacién Tecnolégica (PAPIIT) clave IN212609 de la Direccion General de
Asuntos del Personal Académico (DGAPA).



Agradecimientos

Al Dr. JesUs Adolfo Garcia Sainz, por el apoyo que me ha brindado, por
Su paciencia y por ser una excelente persona, un excelente investigador y
por el aprendizaje que trabajar a su lado me ha dado.

A Alejandro Cabrera Wrooman, Rocia Alcantara Hernandez, y Selma
Eréndira Avendafio Vazquez por el apoyo técnico que me brindaron para la
presente investigacion.

A las Doctoras Marina Macias Silva y Rosario Adelaida Mufoz Clares,
por aceptar ser parte de mi comité tutoral, por las recomendaciones y los
comentarios hechos para la presente investigacion y por el apoyo que me
han brindado.

A los revisores de mi tesis: Dra. Marietta Tuena Sangri, Dra. Martha
Robles Flores y Dr. Jorge Vazquez Ramos, Dr. Félix Recillas Targa por los
valiosisimos comentarios y correcciones hechos al trabajo.

A mi esposa Karolina permanecer de este lado del puente, por los
suefios compartidos, por su amor, su admiracion, su paciencia y la confianza
que tiene en mi.

A mis padres Ernestina y Bonifacio por el apoyo incondicional y su
inmenso amor, siguen siendo los mejores.

A mis queridos suegros Jolanta y Jerzy Gilas, que desde lejos nos
hacen sentir su apoyo y su amor.

A mis hermanas Liliana, Claudia y Sonia por tantos recuerdos de
infancia.

A mis sobrinas Gabriela, Julieta, Samantha y Paloma, que espero
sepan crecer juntas queriéndose a pesar de la distancia.

Al pequefo sobrino que llegara pronto, que se dio a desear durante
mucho tiempo.

A mis comparferos en el laboratorio, por la amistad que me han
brindado.

A mis mejores amigos de toda la vida Francisco Juéarez y Cristina
Moctezuma, porque seguimos haciendo camino juntos.

A todos aquellos que no menciono de nombre pero que de alguna
forma han estado conmigo apoyandome con su presencia.



1.

2.

indice de contenido

Pagina
Abreviaturas

Resumen
Introducciéon
2.1 Sistema nervioso auténomo
2.2 Neurotransmisores del sistema nervioso autonomo
2.3 Acciones del sistema nervioso simpatico
2.4 Antecedentes historicos en la investigacion de la adrenalina
2.5 Almacenamiento y sintesis fisiologica de las catecolaminas
2.6 Destino de la adrenalina en el organismo
2.7 Toxicidad de la adrenalina
2.8 Mecanismo de accion de la adrenalina
2.9 Los receptores adrenérgicos
2.9.1 Farmacologia de los ARs
2.9.2 Aspectos moleculares de los ARs
2.9.3 Seiializacion de los ARs
2.9.4 Desensibilizacion de los ARs
2.9.5 Transinactivacion de los ARs mediada por tirosina Cinasa
2.9.6 Secuestro de los ARs mediado por el agonista
Marco teodrico
Justificacion
Hipatesis
Objetivos
6.1 Objetivo general
6.2 Objetivos especificos
Materiales y métodos
7.1 Cultivo celular
7.2 Transfeccion de células HEK-293

7.3 Seleccion de lineas celulares estables

10

10

11

13

14

14

15

16

16

18

19

19

21

23

27

28

31

33

34

34

34

34

35

35

35

35



7.4 Transformacion de bacterias

7.5 Extraccion de DNA plasmidico

7.6 Mutagénesis sitio dirigida

7.7 Determinacion de la concentracion de calcio intracelular

8. Resultados

8.1 Mutagénesis

8.2 Generacion de lineas celulares HEK-293 transfectadas establemente
con las diferentes construcciones del a;, AR humano

8.3 Medicion de calcio intracelular en las células HEK-293 transfectadas
con las diferentes construcciones del a;, AR humano y bovino

8.4 Efecto del PMA sobre la liberacion de calcio intracelular mediada
por los ARS o.;4 WT, 034 3AI y 014 3AIAC de humano transfectadas
en células HEK-293

8.5 Efecto del PMA sobre la liberacién de calcio mediada por el
a1a AR-GFP COOH humano transfectado en células HEK-293

8.6 Efecto del PMA en la liberacion de calcio mediada por el a3, AR
WT de humano transfectado en células Rat-1

8.7 Efecto del PMA sobre la liberacion de calcio mediada por el
a1a AR WT de bovino transfectado en células HEK-293

9. Discusion
10. Conclusiones
11. Perspectivas

12. Bibliografia

36

36

37

37

39

39

41

42

43

48

50

51

54

59

60

61



indice de figuras

Pagina
Figura 1. Acciones de los sistemas nerviosos simpatico y parasimpatico 11
Figura 2. Estructura quimica de la noradrenalina y la adrenalina 15
Figura 3. Via de sintesis bioldgica de la adrenalina y la noradrenalina 16
Figura 4. Localizacion del /ocus ceruleus 17
Figura 5. Representacion esquematica de la topologia de los ARs 18
Figura 6. Via de seiializacion de los 0,5, AR 22
Figura 7. Vias de desensibilizacion-resensibilizacion de los GPCRs 26
Figura 8. Transinactivacion de los ARs mediada por insulina 28

Figura 9. Consecuencias funcionales de los efectos del acido okadaico sobre el o;s AR 32

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.
Figura 19.

Figura 20.
Figura 21.

Figura 22,

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Sitios consenso de fosforilacion por PKC, AKT y GRK en el a;o AR WT
Humano 33
Diagrama de flujo general de la metodologia usada para llevar a
cabo la presente investigacion 38
Representacion esquematica del o;, AR 3AI 40
Representacion esquematica del a;4 AR 3AIAC 41
Medicion de la liberaciéon de calcio intracelular mediada por NA 10 uM

en células HEK-293 transfectadas transitoriamente con las tres

construcciones del a1, AR 42
Liberacion de calcio intracelular mediada por NA 10 pM en células HEK-293
transfectadas establemente 43
Efecto de la fentolamina 10 pM sobre la liberacion de calcio intracelular en células
HEK-293 transfectadas establemente 43
Efecto del PMA sobre la liberacion de calcio intracelular en células

HEK o;a WT 44
Curvas dosis respuesta en células HEK o, WT humano con y sin PMA 44
Efecto del PMA sobre la liberacion de calcio intracelular en células

HEK o34 3AI 45
Curvas dosis respuesta en células HEK o, 3AI humano con y sin PMA 46
Efecto del PMA sobre la liberacion de calcio intracelular en células

HEK o34 3AIAC 47
Curvas dosis respuesta en células HEK o1, 3AIAC humano con y sin PMA 48
Histograma comparativo de las respuestas con y sin PMA de las

construcciones del a;4, AR humano 49
Efecto del PMA sobre la liberacion de calcio intracelular en células

HEK a3, WT-GFP COOH 49
Curvas dosis respuesta en células HEK o, WT-GFP COOH humano

con y sin PMA 50

Efecto del PMA sobre la liberacion de calcio intracelular en células



Rat 0,4 WT-GFP COOH 51
Figura 27. Curvas dosis respuesta en células Rat oy, WT-GFP COOH humano

con y sin PMA 52
Figura 28. Representacion esquematica del receptor a1, AR WT de bovino 52
Figura 29. Efecto del PMA sobre la liberacion de calcio intracelular en células
HEK o3, WT Bovino 53
Figura 30. Curvas dosis respuesta en células HEK a;, WT Bovino, con y sin PMA 53
indice de tablas
Pagina
Tabla 1. Localizacion tisular de los receptores colinérgicos y adrenérgicos 12

Tabla 2. Predicciones para fosforilaciones en serinas y treoninas de la tercera asa
del o34 AR WT humano 39
Tabla 3. Predicciones para fosforilaciones en serinas y treoninas del extremo

carboxilico del o.;4 AR WT humano 39



als AR 3AI

als AR 3AIAC

aly, ARWT
[Ca**];
AA
AKAPs
ARs
BSA

C

CaM
cAMP
COMT
COX
DAG
DMEM

DNA
dNTP
DOPA

e
ERK1/2
GFP
GPCRs
Grb-2

GRKs
GTP
HEK-293
i

IGF-1

IP3

Abreviaturas

Receptor a1, adrenérgico humano mutado en todos los sitios consenso
de fosforilacion por PKC y GRK de la tercera asa intracelular

Receptor a1, adrenérgico humano mutado en todos los sitios consenso
de fosforilacion por PKC y GRK de la tercera asa intracelular y truncado
en el aminoacido 348 del extremo carboxilico

Receptor o1, adrenérgico silvestre humano

Concentracién intracelular de calcio

Acido araquiddnico

Proteinas de anclaje a PKA

(Adrenergic receptors) Receptores adrenérgicos

(Bovine Serum Albumin) Albdmina Sérica Bovina

Vértebras cervicales

Calmodulina

(Ciclic Adenosyl Monophosphate) Adenosin monofosfato ciclico
Catecol-o-metil transferasa

Ciclooxigenasa

Diacilglicerol

(Dulbecco’s modified Eagle's medium) Medio E agle m odificado p or
Dulbecco

(Deoxyribonucleic acid) Acido desoxirribonucleico

Dinucledtidos trifostatados

Dihidroxi-para-fenilalanina

Extracelular

Proteina cinasas activadas por el mitdgeno

(Green Fluorescent Protein) Proteina verde fluorescente

(G Protein Coupled Receptors) Receptores Acoplados a Proteinas G
(Growth factor receptor-bound protein 2) Proteina de wunion a
receptores de factores de crecimiento tipo 2

(G Protein Coupled Receptor Kinases) Cinasas de los Receptores
Acoplados a Proteinas G

(Guanosine triphosphate) Guanosina trifosfato

(Human embrionic kidney cells) Células de rifidn de embrion humano
Intracelular

(Insulin like growth factor-1) Factor de crecimiento semejante a la
insulina-1

Inositol trifosfato



IR
KRH
L

LPA
MAO
MLCK
mRNA
NA
pa2/pda
PCR
PDZ

PI3K
PKA
PKB
PKC
PLA2
PLC-B
PMA
Rat-1

SH2
SH3

Src

™
TPA

(Insulin receptor) Receptor de insulina

(Krebs Ringer Hepes Glucose) Amortiguador Krebs-Hepes-Glucosa
Vértebras lumbares

(Lysophosphatidic acid) Acido lisofosofatidico

Monoaminooxidasa

(Myosin Light Chain Kinase) Cinasa de la cadena ligera de la miosina
(Messenger Ribonucleic acid) Acido ribonucléico mensajero
Noradrenalina

Cinasa de ERK

(Polymerase chain reaction) Reaccion en cadena de la polimerasa

[Post synaptic density protein (PSD95), Drosophila disc large tumor
suppressor (DIgA), and zonula o ccludens-1 protein (zo-1] Proteina de
densidad postsinaptica (PSD95), Supresor de tumores del disco grande
de drosodfila (DIgA), y proteina de la zonula ocludens-1 (zo-1).

Cinasa de fosfatidil inositol 3

(Protein Kinase A) Proteina Cinasa A

Proteina cinasa B

(Protein Kinase C) Proteina Cinasa C

(Phospholipase A2) Fosfolipasa A2

Fosfolipasa C-p

Forbol-12miristrato 13-acetato

Linea celular de fibroblastos de rata

Vértebras sacras

Dominio de unién con homologia a Src tipo 2

Dominio de unién con homologia a Src tipo 3

Cinasa de tirosinas derivada de sarcoma

Vértebras toracicas

Dominio transmembranal de los GPCRs

12-O- tetradecanoilforbol-13-acetato



1. Resumen

La adrenalina y la noradrenalina ejercen sus acciones fisioldgicas cuando se unen
a los receptores adrenérgicos (ARs), que pertenecen a la super familia de receptores
acoplados a p roteinas G (GPCRs), con siete d ominios transmembranales. Los ARs se
localizan en la membrana plasmatica y se encargan de transducir la sefial al interior de
la célula (Hoffman, 2001).

LosARsdelafamilia o; son|os me diadores p rimarios de la co ntraccion d el
musculo liso, y tienen una accion muy importante sobre la funciéon neuroldgica y
cardiovascular. E | asa AR, e sta p resente e n m uchos t ejidos: ce rebro, co razén,
vasculatura, h igado, r ifones, p réstata y b azo,y | levaac abo d iversas ac ciones
fisioldgicas: neurotransmision, vasoconstriccion, inotropia y cronotropia cardiaca y
glucogendlisis (Michel et al., 1995; Graham et al., 1996).

La regulacion de la actividad de los GPCRs es un evento clave en la adaptacién de
las células a los cambios en el ambiente interno, y a la homeostasis en general
(Alcantara-Hernandez et al., 2005). La fosforilacion de los GPCRs es un evento que
ocurre en etapas muy tempranas de la regulacion del receptor, que es seguida de una
serie de mecanismos que se encargan de atenuar la sefial transducida por el receptor,
cuando éste es sometido a una estimulacion continua; dicha atenuacion es de caracter
reversible (Hausdorff et a/, 1990). La fosforilacion de los GPCRs en residuos de serina
y treonina e s me diada por al gunas i soformas de | a p roteina cinasa C (PKC) y por
diversas isoformas de las cinasas de los GPCRs (GRKs) (Krupnick y Benovic, 1998).

Se conoce muy poco acerca del mecanismo por el cual se regula la actividad del
asa AR humano. En la presente investigacion encontramos que en células HEK 293, el
receptor silvestre de humano (a;a WT) se desensibiliza cuando las células se pre-
incuban con é steres d e f orbol ( PMA). Al e liminar | os s itios ¢ onsenso p ara la
fosforilacion por la PKC en la tercera asa intracelular (o4a 3AI), se encontré que el
receptor muestra una resistencia de aproximadamente 66% a la desensibilizacion por
PMA, y cuando al receptor le son eliminados los sitios consenso de fosforilacion por
PKC de la tercera asa intracelular y ademas es truncado el extremo carboxilico en el
aminoacido 348 (aia 3AIAC), | a resistencia a la d esensibilizacion p or P MA e s de
aproximadamente 8 5%. Estos r esultados n os hacen s uponer q ue e | r eceptor e s
regulado por fosforilacién tanto en la tercera asa intracelular como en el extremo
carboxilico, y que es la tercera asa intracelular la que media la mayor parte de dicha

desensibilizacion.



2. Introduccion

2.1. Sistema nervioso autonomo

El sistema nervioso autonomo transmite sefiales nerviosas desde el cerebro
hasta diversos ap aratos y sistemas del cu erpo. Lo s impulsos p rovenientes d el
sistema nervioso auténomo son de caracter inconsciente, es decir, son involuntarios.
Al igual que el sistema nervioso central, el sistema nervioso auténomo consta de un
componente s ensitivoy de un componente motor. Los estimulos g ue llegan al
sistema nervioso autonomo provienen de neuronas sensoriales auténomas, que en
su mayor parte estan vinculadas con uno de varios tipos de receptores. Entre éstos
se encuentran los quimiorreceptores del cayado de la aorta o de las carétidas, que
son sensibles a los cambios en las concentraciones de oxigeno y CO,, o bien los
mecanorreceptores pulmonares, que detectan el grado de estiramiento y/0
estrechamiento del tejido pulmonar (Guyton, 1993).

Las neuronas motoras autondmicas regulan la actividad de las visceras, al
aumentar o disminuir las funciones de sus tejidos efectores, entre ellos la secrecidn
glandular de sustancias (externa) y hormonas (interna), el control del diametro de la
pupila en respuesta a los cambios en la intensidad luminica, el ajuste del ritmo
respiratorio, la contraccion o relajacion del musculo liso vascular y del musculo
cardiaco. Al igual que la parte sensitiva, la parte motora es involuntaria y se asocia a
los reflejos autondmicos. A diferencia del sistema motor voluntario, las
motoneuronas somaticas no son Unicas, pues se trata de un sistema de dos
neuronas, g ue s ed enominan p reganglionaresy p ostganglionares. E xiste u n
conglomerado de nucleos y pericariones neuronales agrupados en unas estructura
conocidas como ganglios autonémicos. La neurona preganglionar tiene su nucleo en
la médula espinal y sus telodendrones en el ganglio autondmico, mientras que la
neurona postganglionar tiene su nicleo en el ganglio autondémico y los
telodendrones en las estructuras musculares lisas de los dérganos secretores u
organos blancos (Guyton, 1993; Bakewell, 1995).

Dependiendo de su origen, las motoneuronas del sistema nervioso auténomo se
dividen en dos grupos:

a) El sistema n ervioso simpatico, que tiene su origen en la primera v értebra

toracica (T1) y llega hasta la segunda vértebra lumbar (L2).

b) El sistema nervioso parasimpatico, que abarca desde los nervios craneanos

del tallo cerebral hasta los segmentos sacros 2 y 4 de la médula espinal.

10



Muchos de los drganos blancos del sistema nervioso autdnomo reciben la
inervacién tanto del s istema n ervioso s impatico c omo del s istema n ervioso
parasimpatico, la cual se denomina dual. Estos dos sistemas realizan acciones
opuestas sobre los mismos érganos blancos; por ejemplo, el sistema nervioso
simpatico dilata la pupila, mientras que el sistema nervioso parasimpatico la contrae
(ver figura 1) (Emson, 1984; David et al., 2000).

Sistema nervioso parasimpatico L Sistema nervioso simpatico
Ganglio simpatico

Conkrae la pupila

Dilata la pupila

Estimula la salvacion 5550

-~ =
Reduce &l Jf
latido cardiaco - —
Feqion
. cervical |

Inhibe la
salivacion

L Relaja los branguios

Cantrae los ’

brandquins [ Arelera el
Fegion impulsa cardiaco
koracica _ P %

) | ~fe—+—o = Inhibela
Eﬁgmﬁfdla e 7 actividad digestiva
digestiva : Estimula la

Regian liberacion de gll_y:u:usa
Estirmula la lurnbar por &l higadao
vesicula biliar Secrecion de adrenalina v

noradrenalina por las suprarrenales

Relaja la vejiga

Conkrae
la vejiga - |
Q"‘I $

Relajael recko 7 Contrae el reckto

Figura 1. Acciones de los Sistemas Nerviosos Simpatico y Parasimpatico.

2.2. Neurotransmisores y receptores del Sistema Nervioso Autonomo

Las n euronas d el Si stema N ervioso A utdbnomo se cl asifican d e a cuerdo a |
neurotransmisor que poseen o que secretan en los botones terminales. Solo existen
dos neurotransmisores del sistema nervioso autonomo: la acetilcolina y la
noradrenalina (NA). Las neuronas que secretan acetilcolina se denominan
colinérgicas y las que secretan noradrenalina se denominan adrenérgicas.

Las neuronas colinérgicas comprenden:

a) Todas las neuronas preganglionares simpaticas y parasimpaticas.

b) Todas las neuronas postganglionares parasimpaticas

Existen receptores para la acetilcolina en la membrana postsinaptica, conocidos
como receptores colinérgicos, que a su vez se subdividen en dos clases: nicotinicos
(la nicotina e s u n ag onista para e sta c lase d e r eceptores) y mu scarincos ( la
muscarina es su agonista). Los receptores nicotinicos se encuentran en las neuronas

postganglionares simpaticas y parasimpaticas, asi como en la placa neuromuscular,
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mientras que los muscarinicos se encuentran en todos los efectores (glandulas,

musculo liso y cardiaco) del sistema postganglionar simpatico (Tabla 1) (Bjorklund et
al, 1988; Landsberg et al., 1994; Perez, 2006).

Receptor

Localizacion

Efectos

Colinérgicos

Membrana postsinaptica, activados por acetilcolina

Dendritas n euronales po stganglionares simpaticas y

parasimpaticas

Excitacion, impulsos en  neuronas

postganglionares

Nicotinico Células de la médula suprarrenal Secrecién de adrenalina y noradrenalina
Membranas de musculo esquelético (placa motora) Excitacion, contraccion
Efectores postganglionares parasimpaticos, glandulas | Excitacion 6 inhibicion
Muscarinico

Sudoriparas c on i nervacién p ostganglionar si mpatica

de tipo colinérgico

Aumento en la sudoracion

Adrenérgicos

Membrana postsinaptica, activados por adrenalina y
noradrenalina

Musculo liso vascular y visceral, de glandulas salivales,

Contraccion, gluconeogénesis, inotropia

oy piel, mucosas, rifiones, higado, prdstata, pene, vejiga, o - )
] ) , L ) débil, liberacion de melatonina
glandula pineal, muisculo esquelético y cardiaco
Musculo liso vascular, intestino, islotes de Langerhans, | Vasodilatacion, relajacion, aumento de
Plaquetas, a dipocitos, r ifdn, pr dstata, v €jiga, p ene, | agregacion plaquetaria, inhibicién de:
0 . i . o i , i
glandula pineal, neuronas postganglionares | lipdlisis, de| a liberacion der enina,
simpaticas, corazdn insulina, neurotransmisores y melatonina
Cronotropia, inotropia, aumento en: la
. _ . . secrecion de r enina,  hormona
Mdusculo cardiaco, células yuxtaglomerulares del rifon, . .
. ] T ) antidiurética, melatonina,
B1 I6bulo posterior de la hipofisis, células adiposas, . o
. ) desdoblamiento  de  triglicéridos 'y
glandula pineal . ., L.
liberacion de acidos grasos
Musculo liso de vias respiratorias, vasculaturas que | Inhibicion del ar espuesta inmune e
van al corazon, musculo esquelético, tejido adiposo, | inflamatoria, relajacion, dilatacion de
B higado y visceras, musculatura circular del iris, | bronquios y pupilas, aumentoe n:
hepatocitos, neuronas postganglionares simpaticas, | glucogendlisis, liberacion de
leucocitos, Utero, prostata, pene neurotransmisores, secrecion de insulina
y glucagon,
B3 Tejido adiposo pardo, pene y vejiga Lipdlisis, termogénesis, relajacion

Tabla 1. Localizacion tisular de los receptores colinérgicos y adrenérgicos (Landsberg et
al., 1994; Perez, 2006).

Por su parte, las neuronas adrenérgicas liberan nordrenalina, el neurotransmisor

por excelencia del sistema nervioso simpatico, que se sintetizay almacena en
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vesiculas presinapticas y s e s ecreta p or e xocitosis; sus r eceptores s e e ncuentran
localizados en la membrana postsindptica, y son denominados receptores
adrenérgicos (Tabla 1) (Landsberg et al., 1994; Perez, 2006).

2.3. Acciones del sistema nervioso simpatico

Durante el esfuerzo fisico o el estrés emocional el Sistema Nervioso Si mpatico
predomina sobre el Sistema Nervioso Parasimpatico. El tono simpatico favorece a la
actividad fi sica i ntensa debido a la p roduccidon d e e nergia e n forma r apida y
prolongada. El miedo, la confusion y la ira también estimulan al Sistema Nervioso
Simpatico.

La reaccidon de huida o de lucha es la sefial de activacion del Sistema Nervioso
Simpatico sobre| am édula suprarrenal, p roduce liberacién d e ad renalina vy
noradrenalina al torrente sanguineo, las cuales a su vez causan los siguientes
efectos:

o Dilataciéon d e | as p upilas, p ara p ermitir una m ayor c aptacion d e e stimulos

luminosos en ambientes de semioscuridad.

e Aumento de la frecuencia cardiaca (cronotropismo) y de la fuerza de
contraccién (inotropismo), asi como de la presién arterial, debidas a la accion
de la adrenalina sobre los receptores B adrenérgicos.

e Broncodilatacidn, para facilitar el flujo de oxigeno a los pulmones.

e Constriccidn de las vasculaturas de los 6rganos que no son esenciales para la
reaccién d e h uida o | ucha, c omo | as v isceras ab dominalesy e I r ifidn,
reduciendo e fl ujo sanguineo y evitando el gasto i nnecesario d e e nergia,
inducida principalmente por la noradrenalina.

e Vasodilatacion en los mu sculos, corazén, higado yt ejido g raso, p ara
aumentar la circulacién sanguinea y la produccién de energia, necesarias
para responder en una situacion de peligro.

e Aumento en la tasa metabdlica para preparar al cuerpo para la situacion de
peligro, aumenta el gasto de oxigeno, la glucogendlisis hepatica y la lipdlisis
del tejido adiposo para incrementar la produccion de energia.

e Hay un efecto supresor en el sistema inmune.

e Aumento de la concentracion de glucosa en sangre, para proveer la energia

necesaria en el momento de peligro (Emson, 1984; Landsberg et al., 1994).
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Las c atecolaminas e nddgenasj ueganu np apelmu yi mportante enl a
homeostasis d el organismo, su mecanismo de ac ciony la regulacion dela via

metabdlica seran descritos en las secciones posteriores.

2.4. Antecedentes historicos en la investigacion de la adrenalina

Antes de que fuera descubierto el principio activo secretado por la médula de las
glandulas suprarrenales, fue aislada la efedrina, un alcaloide proveniente de la hierba
de origen chino ma huang. En 1856 V ulpian demostrd que el cromdgeno reductor
presente e n las c élulas c romafines e ra u n d erivado d e p irocatecol, al tamente
inestable y de muy facil oxidacion. En 1895, Oliver y Schafer demostraron la accion
vasopresora de los extractos de glandulas suprarrenales (Bracfort y Talbot., 1968).

En 1901 Abel,VonF lrthy Takamine, entre o tros, p urificaron e | extracto
suprarrenal para posteriormente identificar y sintetizar quimicamente a la adrenalina.
En 1910, Berger y Dale describieron muchas de las relaciones basicas entre la
estructura q uimica de la adrenalina y su actividad a drenérgica. En 1930, Cheny
Schmidt introdujeron a la adrenalina en la practica médica occidental.

Desde su descubrimiento, se la han asignado varios nombres a la adrenalina:
esfigogenina, suprarrenina, epinefrina, 6 bien su nombre quimico (L)-1-(3,4-
dihidroxifenil)-2-metilamino-etanol (Figura 2). Pors up arte, la noradrenalina,
también se conoce como levarterenol, norepinefrina 6 (L)-1-(3,4-dihidroxifenil)-2-
amino-etanol. Ambas c atecolaminas enddgenas se sintetizan enl a mé dula
suprarrenal de animales s uperiores, y las p roporciones en las que se e ncuentran
cadau na enl ose xtractosd e mé dulas uprarrenal s onv ariables, aunque
generalmente la proporcion en adultos es aproximadamente 85 % de adrenalina y
15 % de noradrenalina, mientras que durante la nifiez es la noradrenalina la que
predomina. En un extracto de tumor de feocromocitoma, la proporcién de

noradrenalina puede aumentar hasta casi un 90 % (Mcgeer, 1978).

2.5. Aimacenamiento y sintesis fisiologica de las catecolaminas

En el Sistema Nervioso Simpatico la noradrenalina se almacena en las vesiculas
de secrecion de las terminales axdnicas de las neuronas postganglionares simpaticas,
es liberada hacia el torrente sanguineo en respuesta a | a transmisiéon sinaptica del
impulso nervioso (o /n vitro por medio de la despolarizacién por potasio, asi como
por otros tratamientos despolarizantes) en un mecanismo dependiente de calcio. La

mayor p arte de |l a noradrenalina e s metilada p or u na fe niletanolamina N-metil-
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transferasa, para producir adrenalina, que también se almacena en vesiculas de

secrecion.

W "

H H
H H

HO HO
OH OH

Figura 2. Estructura quimica de la noradrenalina y la adrenalina.

La sintesis biolégica de la adrenalina y noradrenalina ocurre a través de la
misma ruta metabdlica. Se originan a partir de los aminoacidos ar omaticos
fenilalanina y tirosina: la fenilalanina se oxida por accion de la enzima fenilalanina
hidroxilasa p ara g enerar tirosina; una p osterior o xidacion mediada p or | a e nzima
tirosina hidroxilasa origina dihidroxi-para-fenilalanina (DOPA), una descarboxilacion
mediada por la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos produce dopamina, que a
su vez es hidroxilada en el carbono B por la dopamina B-hidroxilasa, para formar
noradrenalina. La reaccion que lleva a la producciéon de adrenalina ocurre por medio
de la enzima feniletanolamina N-metil transferasa, que produce una metilacion en el
grupo amino de la noradrenalina (Figura 3). En el rifidn y en el higado existe un
sistema enzimatico capaz de efectuar la descarboxilacién de la DOPA con produccion
de 3-4-dihidroxi-feniletilamina (al igual que en la médula adrenal). Esta observacion
sugiere que las fases previas de la sintesis se llevarian a cabo en el higado, la
oxidacion en la cadena lateral que conduce a la noradrenalina se llevaria a cabo en la

médula suprarrenal (Mcgeer, 1978; Bradford, 1988).

2.6. Destino de la adrenalina en el organismo

La adrenalina se inactiva rapidamente por la enzima catecol-o-metil transferasa
(COMT) que reemplaza el protdn del g rupo hidroxilo en | a p osicion meta por un
grupo metilo. La desaminacién oxidativa por la monoaminooxidasa (MAO) juega un
papel secundario en su inactivacion. De estos dos procesos resulta |a aparicion de
acido 3-metoxi-4-hidroximandélico en la orina. El nivel de esta sustancia en la orina

es una prueba Util en el diagndstico del feocromocitoma (Bradford, 1988).
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Figura 3. Via de sintesis bioldgica de la adrenalina y la noradrenalina. La fenilalanina se
oxida por accidn de la enzima fenilalanina hidroxilasa, generandose tirosina; una posterior oxidacion por
la tirosina h idroxilasa originala DOPA. U na d escarboxilacion m ediada po r | a descarboxilasa d e
aminoacidos aromaticos produce dopamina, que a su vez es hidroxilada por la dopamina B-hidroxilasa,
para formar noradrenalina. La feniletanolamina N-metil transferasa produce una metilaciéon en el grupo
amino de | a noradrenalina, dando lugar a la adrenalina. Se pueden encontrar sistemas de sintesis de
catecolaminas en la médula suprarrenal, el higado y en el /ocus ceruleus (Nelson et al., 2005).

2.7. Toxicidad de la adrenalina
Las d osis terapéuticas u suales d e ad renalina p ueden p roducir e fectos t dxicos
menores. Los sintomas usuales son ansiedad, temblor, cefalea, miedo vy
palpitaciones. E stos s on t ransitorios y n o s e c onsideran d e p eligro. L os e fectos
tdxicos del hiperadrenalinismo (hipertension paroxistica), la sobredosificacion o de la
inyeccién intravenosa son de tres clases:
1) La p resion ar terial e levada p uede ¢ ausar h emorragia cerebrovascular y
muerte.
2) Acausade la constriccion p eriférica y de la estimulacion cardiaca, puede
haber edema pulmonar debido a hipertensién pulmonar arterial, como
respuesta toxica mortal a la adrenalina.

3) Hiperirritabilidad ventricular, generadora de arritmias.

2.8. Mecanismo de accion de la adrenalina
La ad renalinay | a noradrenalina e stan c ontenidas dentrod el a médula
suprarrenal, pero en tipos celulares diferentes, y son liberadas al torrente sanguineo

por accidon de la acetilcolina, mediante impulsos nerviosos de las fibras autdnomas
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preganglionares que i nervan a las c élulas me dulares. La mé dula s uprarrenal es
esencialmente un ganglio simpatico, con neuronas postganglionares reemplazadas
por u n tipo de c élulas histoldgicamente diferentes. Aunque | a ad renalina p uede
funcionar como neurotransmisor, el funcionamiento del sistema nervioso simpatico
queda completamente a cargo de noradrenalina, que es su neurotransmisor. La
masa mas compacta y densa de neuronas adrenérgicas la constituye el /focus
ceruleus, el cual se ha identificado en el tronco cerebral (figura 4) (Emson, 1984;
Bjorkund 1988).

Figura 4. Localizacion del /ocus ceruleus. Es la masa de neuronas adrenérgicas ubicada en el

tronco cerebral, produce grandes cantidades de noradrenalina cuando existen situaciones de peligro.

Los receptores adrenérgicos (ARs) son el sitio de accion de las catecolaminas, y
son considerados como p ertenecientes a una célula e fectoramas quea una
terminacion nerviosa. La denervacidon no inactiva la respuesta de los receptores a la
adrenalina, por el contrario, la aumenta. Existe evidencia de que los receptores
adrenérgicos estan presentes antes d e que se establezca lainervaciony de que
ciertas células efectoras que nunca son inervadas respondan caracteristicamente a la

adrenalina y a otros agentes adrenérgicos (Emson, 1984).

La adrenalina y los compuestos relacionados producen efectos adrenérgicos que
son tanto excitadores como inhibidores. Aquellas respuestas atribuidas a la
activacion de un receptor o son primariamente excitadoras, con la excepcion de la
relajacion intestinal. Aquellas respuestas atribuidas a la activacién de un receptor
B son primariamente i nhibidoras, c on | a e xcepcion d e | os e fectos e stimulantes

miocardicos (Tabla 1).

17



2.9. Los receptores adrenérgicos

Los ARs se expresan de manera ubicua en mamiferos, median las acciones de la
adrenalina y la noradrenalina, regulando aspectos criticos en el control de la presion
sanguinea, la contractilidad d el miocardio, la funcién p ulmonar, metabolismo y |a
actividad d el sistema n ervioso s impatico (Hoffman et a/, 1995). L os ag onistas y
antagonistas adrenérgicos constituyen el mayor grupo de drogas terapéuticas
prescritas para la falla cardiaca congestiva, hipertension y asma, entre otras. Los ARs
son proteinas integrales de la membrana pertenecientes a la sUper familia de
receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) con estructura tipica de siete dominios
transmembranales (TM), conectados por 3 as as intracelulares (i) y 3 extracelulares
(e) (Figura 5) (Cotecchia et a/2000; Malbon et a/2001).

Figura 5. Representacion esquematica de la topologia de los ARs. En la figura se puede
observar la formacion de 3 asas extracelulares (e) y de 3 asas intracelulares (i). Las asas extracelulares,

en conjunto con el extremo amino forman el sitio de unién al ligando (Tomada de Malbon et a/., 2001)

Un estudio con mutantes d e varios G PCRs, ha revelado que la conformacion
tridimensional cilindrica formada por las o-hélices del receptor contribuye a la
formacion del sitio de unidn al ligando, mientras que las secuencias de aminoacidos
localizadas en las regiones intracelulares median la interaccion del receptor con las
proteinas G, asi como con diversas proteinas de sefalizacion y reguladoras (Wess,

1997). Estudios recientess e h an concentrado e n estudiar lasi nteracciones
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moleculares de la adrenalina y la noradrenalina con los subtipos o;a-AR y o15-AR, con
el fin de encontrar los aminoacidos clave en la interaccion ligando-receptor (Cavalli et
al., 1996; Hwa y Perez, 1996). La expresion de los ARs pueden ser regulada positiva
0 negativamente, ya sea mediante la activacion de factores de transcripcion 6 bien
por la represiéon genética cuando son estimulados de manera crénica con su ligando;
post-trascripcionalmente a través de la desestabilizacion de mRNA y post-
traduccionalmente mediante palmitoilacion y fosforilacién (Malbon et a/, 2001). El
estudio far macoldgico del os d iferentes s ubtiposd e A Rsh ap ermitidoal os
investigadores c lasificarlos d e ac uerdo al a a finidad q ue p resentan a d iversos

compuestos sintéticos.

2.9.1. Farmacologia de los ARs

En 1948 Ahlquist describio, por caracterizacién farmacoldgica (observando el
orden de afinidad por sus agonistas), la existencia de dos clases de receptores
adrenérgicos: o y P. Posteriormente con el refinamiento de la farmacologia y la
creacidon de nuevos compuestos, asi como la clonacién molecular de nuevos
receptores, se propuso la existencia de tres grandes familias de ARs con tres
subtipos cada una: Los o, (aua, o, ip), 10S oo (0a, 028, dac) Y 10S B (B1, B2 B3).
Cada uno de los subtipos puede ser diferenciado por farmacologia, usando diferentes
agonistas y antagonistas. Algunos estudios han demostrado que existen AR “vacios”
0 no ocupados por su ligando que presentan un nivel intrinseco de sefalizacion. En
algunos casos se ha observado que ciertos ligandos que acttan tipicamente como
antagonistas estrictos, no solamente bloquean las acciones de los agonistas, sino
que p or si mismos p ueden disminuir la se falizacion basal. Estos a gentes se han
denominado  agonistas inversos” y p roporcionan u nan uevad imensién e n
farmacologia y posibilitan una intervencion terapéutica para las vias de senalizacion

controladas por los receptores adrenérgicos (Malbon et al., 2001).

2.9.2. Aspectos moleculares de los ARs

Aunque la clasificacion de los ARs se llevd a cabo principalmente mediante
farmacologia, la estructura molecular de las distintas isoformas fue dilucidada hasta
mediados de los afios 80. Los ARs son muy dificiles de purificar, debido
principalmente a q ue la mayoria de los miembros de |la familia son expresados por

las células en niveles relativamente bajos, ademas de ser receptores que por sus
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caracteristicas bioquimicas necesitan s er s olubilizados e n d etergentes, | o q ue
disminuye la eficiencia de la purificacion.

Partiendo de grandes cantidades de células se logré la purificacion de los
receptores B;-AR y B,-AR atravésde latécnica de cromatografiad e afinidad,
revelando un peso molecular de 65 kDa. La clonacion molecular fue posible gracias a
la fragmentacidon quimica y secuenciacién de los fragmentos de la proteina, primero
fue el B,-AR (Dixon et al, 1987), posteriormente el B;-AR (Yarden et al., 1986) y
finalmente d el a4p-AR ( Cotecchia et a/, 1990). La clonacidon mo lecular ay udé a
completar e | conocimientod e | afamiliadelos AR y p ermitié e | a ndlisis d e su
estructura y funcién p or me dio de la mutagénesis y | a creacion de diversos
receptores adrenérgicos quiméricos, que diferian en el sitio de unién al ligando o
bien en la selectividad de las vias de sefalizacion que se dan entre dos miembros de
la familia (Kobilka et a/., 1988). La clonacién molecular del Bs-AR, que es considerado
como un receptor B atipico, debido a su farmacologia Unica, es la mas recientemente
reportada; aparentemente el Bs-AR es responsable de la degradacion de lipidos y de
la termogénesis cuando es estimulado por las catecolaminas (Emorine et al., 1989).

Todos los ARs muestran una configuracion de siete dominios transmembranales,
en donde el extremo amino se localiza en la regidon extracelular, mientras que el
extremo carboxilico se encuentra en la regidon intracelular. El tamafio de las
moléculas de los ARs va desde los 408 aminoacidos (Bs) hasta los 572 (a.1p). Los ARs
contienen carbohidratos unidos a r esiduos de asparagina (glicosilacién) y existe un
posible sitio de palmitoilacion en el extremo carboxilico. La topologia del B,-AR se
dedujo mediante el uso de anticuerpos, que tienen como blanco la porcion
extracelular hidrofilica de la proteina, que se forma por la interdigitacion con los siete
segmentos transmembranales hidrofébicos. Los segmentos hidrofébicos de los ARs
se ordenan en la membrana creando una canasta, de la cual sobresalen las 3 asas
extracelulares hidrofilicas, que junto con el extremo amino del receptor y mediante la
alineacion d e f uerzas electrostaticas d ébiles, formane lsitiod eu nidonp aral a
catecolamina que actia como ligando. Dicha conformacion de canasta se encuentra
embebida en la bicapa membranal, posiblemente en contacto con un dominio
citoplasmatico del receptor, que al unirse a la proteina G indicada, es capaz de
activarla una vez que se une el agonista. Otros miembros de la stper familia de los
GPCRs que tienen como ligandos a moléculas de naturaleza proteica, tienen un
extremo amino mucho mas largo y complejo que el de los ARs, pues la formacion del

sitod eu nidnd ell igando r equiere u na mayor ¢ antidad d ei nteracciones
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electrostaticas débiles. Finalmente, investigaciones hechas sobre la conformacion
“activa” de los receptores adrenérgicos y otros receptores acoplados a proteinas G,
han generado por mutacion dirigida receptores constitutivamente activos, que llevan
a una activacion prolongada de sus proteinas G acopladas y de las moléculas de
sefializacion ac tivadas ¢ ascada abajo. Asi, e | receptor PB,-AR c on mu taciones
especificas localizadas en la tercera asa intracelular se activa, fosforila y desensibiliza
constitutivamente. Mutaciones similares en el a;s-AR muestran que el receptor no
solamente es activo, sino que se comporta como un protooncogen, incrementando la
proliferacion c elulary | a capacidad t ransformante del as c élulase nd onde e s
expresado (Malbon et a/., 2001).

Gracias a los estudios hechos sobre ARs mediante mutaciones especificas y la
generacién de receptores truncados, asi como de los receptores silvestres y
proteolizados, se han localizado dos regiones de los ARs involucradas en la
sefalizacion de las proteinas G heterotriméricas: los extremos amino y carboxilo del
asa 3i. En ambos casos las regiones parecen tener una longitud relativamente corta
(6-9 ami noacidos) y | aintegridad de la s ecuencia p articipante p arece n o t ener
relevancia sobre | a s efalizacion d e | as p roteinas G . U sando anticuerpos contra | a
region del asa 3i, se demostré que dicha regién es la encargada de las interacciones
proteina-proteina co n | as p roteinas G . L os s itios d e co ntacto d e | os r eceptores
adrenérgicos incluyen probablemente aquellos que interactian con las subunidades
a Y B/y del complejo heterotrimérico de las proteinas G (Malbon et a/, 2001).

En resumen, las estructuras mas importantes para la actividad bioldgica de los
ARs son: las asas extracelulares y el extremo amino como formadores del sitio de
unién del ligando, y la tercera asa intracelular y el extremo carboxilico como sitios de
reconocimiento, unién y activacion de la proteina G heterotrimérica. Ademas de la
activacion de la proteina G y la propagacion de la sefial hormonal al interior de la
célula, los ARs también se encargan de regular positiva 6 negativamente los efectos
de su propia activacién. La sefalizacion y la regulacién de los ARs seran el tema de
los siguientes apartados.

2.9.3. Senalizacion de los ARs

Las similitudes entre los miembros de la familia de los ARs sdlo existen en las
regiones extracelular y transmembranal de éstos. Son capaces de unir cierto niUmero
de agonistas comunes y llevar a cabo una sefalizacion via proteinas G. Sin embargo

los ARs difieren en la especificidad y naturaleza de los efectores que se encuentran
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rio abajo de su sefalizacién. Los miembros de la familia de los «;-AR (en esta
investigacion sera estudiado el a;a AR) transducen la sefial hormonal a través de la
unién de las catecolaminas enddgenas y la subsecuente activacion de la proteina
Gg11- El resultado es la activacion de la fosfolipasa CB (PLC-B),que hidroliza
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato de la membrana, rompiendo el enlace éster situado en
la tercera posicion del esqueleto del glicerol, liberando 1,2 diacilglicerol y una cadena
alifatica c on u n fosfato q ue | a h ace s oluble ( 1,4,5-inositol t rifosfato o I P3). La
generacion de fosfatos de inositol eleva la concentracién del Ca®* intracelular de 0.1
MM a 1 uM, a través de su union activadora a canales de calcio en el reticulo
endoplasmico. La concentracion elevada de calcio, junto con el diacilglicerol activan
diversas isoformas de la proteina cinasa C (PKC). La simple union del agonista a los
a;-AR puede activar canales de Ca®* dependientes de voltaje situados en la
membrana plasmatica. Un claro ejemplo de una respuesta tisular a | os a;-AR es la

contraccidn del musculo liso (Figura 6) (DeGasparo et al., 2000).

Figura 6. Via de seiializacion del o;, AR. Una vez que la adrenalina se ha unido al aa AR, se
produce la activacion de la proteina G, heterotrimérica, que recambia GDP por GTP y se separa en
subunidades Gag y GBy. La subunidad Gag activa a la fosfolipasa C (PLC), que hidroliza fosfolipidos de
membrana, produciendo diacilglicerol (DAG) y 1,4,5 inositol trifosfato (IP3). El IP3 se une y activa
canales de calcio en el reticulo endoplasmico, produciendo la liberacién de calcio al citoplasma. El Ca**
junto con el DAG activan isoformas clasicas y novel de PKC, que a su vez es capaz de activar la cascada
de fosforilacion de las MAP cinasas (p42/p44), teniendo como efecto final la proliferacion celular. La PKC
también puede activar a la fosfolipasa A2 (PLA2), promoviendo la formacion de acido araquidénico (AA)
y eicosanoides, que participan en el proceso inflamatorio. El Ca?* se une y activa a la calcio calmodulina
(CaM), que es una proteina que funciona como activadora de la cinasa de la cadena ligera de la miosina
(MLCK). La MLCK fosforila a la cadena ligera de la miosina, produciendo la contracciéon del musculo liso

vascular (Modificado de Billington y Penn, 2003).
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Los o,-AR activan a | as proteinas G; y Go, que inhiben a | as ad enilato ciclasas
[disminuyendo los niveles intracelulares de AMP ciclico (cAMP) y la actividad de la
proteina cinasa A (PKA)], inhiben a los canales de Ca?* dependientes de voltaje y
activan a los canales de Ca** dependientes de K'. Las respuestas fisioldgicas
mediadas por los aa-AR incluyen sedacidn, analgesia e hipertensién, mientras que
para los ayp-AR la respuesta mas notable es la vasoconstriccion. En contraste, la
estimulacion p or el a gonista sobre [os B13-AR generalmente activa a | a ad enilato
ciclasa, via Gs, que a su vez activa a la PKA. En corazon, la activacion de los B;-AR
incrementa el ritmo cardiaco y la fuerza de contraccion, mientras que la activacién de
los B,-AR induce la relajacion del musculo liso. El hecho de que existan células que
expresen a multiples miembros de la familia de los AR demuestra que un solo
ligando -la adrenalina-, puede activar simultdneamente a varios tipos de proteinas G,
acoplandose a diversos efectores que tienen el potencial de generar efectos opuestos
en las efalizacibn d e una s ola célula. E ste p otencial p ara |l ad iversidad d e
sefializacion muestra la complejidad del proceso de sefalizacién, que es
caracteristico d e | as ¢ atecolaminas, as i c omo d el as drogas q ue mimetizan o

bloquean los efectos de dichas hormonas (Emorine et al., 1989; Malbon et a/., 2001).

2.9.4. Desensibilizacion de los ARs

La estimulacién crdnica de los ARs provoca a largo plazo la regulacién negativa
de la expresion genética, mediante mecanismos transcripcionales que reducen la
cantidad de mRNA de los receptores. A corto plazo ocurre una atenuacion reversible
de | a s efalizacidn, q ue d esensibiliza a | a via por | a e stimulacion continua con el
agonista. La reversibilidad refleja la modificacion post-traduccional, que es la
caracteristica de la desensibilizacién, y por lo tanto, de la fosforilacion de proteinas
(Hausdorff et al., 1990).

Existen dos modos basicos de desensibilizacion para los ARs:

1. La desensibilizacién heterdloga consiste en la activacion por un ligando que
resulta en la desensibilizacién de otros receptores, ademas de los activados
directamente por el ligando. La e stimulacién d e | os G PCRs acoplados por
ejemplo a la adenilato ciclasa via la proteina G;, a menudo desensibiliza
muchos receptores que también estan acoplados a la proteina G, incluso
aquellos no i mplicados e ne | reconocimiento inicial d el a gonista y la
activacion. En esta situacién, la activacion de la adenilato ciclasa promueve

la acumulacion de cAMP y la activacion de la PKA. Los GPCRs con sitios
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candnicos para PKA, después de ser fosforilados, son incapaces de activar a
la adenilato ciclasa. Asi, la fosforilacion de los GPCRs por PKA induce el
desacoplamiento d e la p roteina Gs en varios tipos d e receptores, au nque
solamente se haya activado un solo tipo de receptor y este comparta una via
de seializacion (por ejemplo activacion de la adenilato ciclasa) con los otros.
Muchos subtipos de ARs tienen sitios consenso para la fosforilacion por PKA,
lo cual sugiere que la activacion de un AR acoplado a la proteina G es capaz
de desensibilizar a ARs que estan acoplados a las proteinas G, 6 G; (Figura 7)
(Billington y Penn, 2003).

Un mecanismo alternativo de desensibilizacion heterdloga ocurre en
los receptores acoplados a Gg11, l0s cuales una vez unidos a su ligando son
capaces de activar a la PKC via la producciéon de DAG e IP3. Las isoformas de
PKC son capaces de fosforilar a los receptores que contienen sitios consenso
de fo sforilacion p or PKC e n la t ercera a sa i ntracelular y e n e | e xtremo
carboxilico, desensibilizandolos. Como en el caso de la activacion de PKA, la
PKC fo sforila a cualquier r eceptor co n sitios consenso, aun cuando dicho
receptor no esté involucrado directamente en la sefializacion activada por el
receptor acoplado a Gg11 (Figura 7) (Billington y Penn, 2003).

La desensibilizacion heteréloga mediada por isoformas de PKC sera el
aspecto mas importante que se analizara en esta investigacion, en la cual se
generaron mutantes del o;a AR humano, cambiando las serinas y treoninas
por alaninas y valinas en los sitios consenso para PKC, con el fin de

determinar el papel de dichos sitios en la desensibilizacion del receptor.

La desensibilizacion homdloga se presenta en la atenuacién de la
transduccion d e s efiales de la propia v ia d e s efalizacion d e los GPCRs.
Solamente los receptores ocupados por el agonista son b lancos parala
desensibilizacion homologa, en contraste con la desensibilizacion heterdloga,
que se puede extender a GPCRs no ocupados por ligando e incluso a los no
relacionados con la via activada, pero que contienen sitios para la
fosforilacion de PKA, por ejemplo. Aunque ambas formas de desensibilizacion
funcionan a través de la fosforilacion de proteinas, los mecanismos son
distintos. La fosforilacion de ARs ocupados por el agonista es catalizada por
los miembros de una nueva familia de proteina cinasas, llamadas cinasas de

receptores acoplados a proteinas G (GRKs). Se han clonado molecularmente
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a seis GRKs, de las cuales tres (GRK2, GRK3 y GRK5) se ha observado que
fosforilan a los miembros de la familia de los ARs (Krupnick y Benovic, 1998).
A diferencia de la desensibilizacion heterdloga, en la cual simple la
fosforilacion de B-AR por PKA conduce a una atenuacidn en la sefializacion
del receptor mediada por la proteina G, la desensibilizacion homologa
mediada por las GRKs no es suficiente para atenuar completamente la
funcion d el receptor sin | a p articipacion d e o tras p roteinas ac cesorias. En
particular, el receptor adrenérgico fosforilado por GRK muestra una alta
afinidad para el reclutamiento de algunos miembros de la familia de
proteinas denominadas arrestinas. EI mecanismo fue descrito inicialmente en
la via de fo totransduccién visual, enlacual el receptord e luzllamado
rodopsina es fosforilado por GRK1, posteriormente se une la arrestina,
imposibilitando el acoplamiento y la activacion de la proteina G. Las
arrestinas parecen desempeiar un papel mas amplio en la regulacién del
acoplamiento de los ARs con la proteina G. Para el B2-AR, dos arrestinas (B-
arrestina 1 y B-arrestina 3 ) se unen al r eceptor fo sforilado p or GRK, e
imposibilitan el acoplamiento a la proteina Gs. Aunque se encuentran
confinados al extremo carboxilo de los ARs, la identificacion exacta de los
sitios de fosforilacion por GRK no ha sido determinada (Figura 7) (Tran et a/.,
2004).

En esta investigacion se retomaran de los conceptos de la desensibilizacion
homodloga y heterdloga para el estudio del a;a AR humano, del cual se sabe muy
poco acerca de los mecanismos por los cuales regula negativamente su sefalizacién.
Se especula que en la regulacion del a;x AR estan involucradas tanto la fosforilacién
por PKC como por GRK de la tercera asa intracelular y del extremo carboxilico, y que
hay una participacién importante de la maquinaria de las vesiculas recubiertas de
clatrina/arrestinas.

Las arrestinas participan en un aspecto adicional de la regulacion de receptores:
el secuestro de GPCRs después de la activacion de los receptores, seguido de la
desensibilizacion (Kohout y Lefkowitz, 2003). Existe evidencia de que la B-arrestina
funciona como una proteina de anclaje que une los receptores fosforilados a una
proteina del citoesqueleto llamada clatrina. Se piensa que las clatrinas median el

movimiento endocitico de proteinas desde la superficie celular, a través de vesiculas
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recubiertas de clatrina, hacia los sitios intracelulares en los cuales se degradan o
reciclan los GPCRs (Figura 7) (Marchese et al., 2003).

Después de una activacion cronica y la subsiguiente desensibilizacién en
respuesta de la adenilato ciclasa, se ha observado que el B,-AR estimula a las
proteina-cinasas activadas por mitdgeno ERK1 y ERK2. Este cambio Unico en la
sefalizacion del GPCR es un claro ejemplo de conmutacidon en la sefializacién, que
sugiere que las vias que estan experimentando una regulacion, pueden cambiar
durante la desensibilizacién de la via regulada a una segunda via de sefializacién.
Asi, la desensibilizacion heterdloga del B,-AR catalizada por PKA conduce en ultima
instancia a la activacion de ERK1 y ERK2, de forma que es sensible a la inhibiciéon y
por lo tanto dependiente de la actividad de PKA.

Figura 7 . Vias d e desensibilizacidon-resensibilizacion del os G PCRs. Unav ez qu e el
receptor se ha unido a su ligando, pueden ocurrir 3 diferentes eventos de fosforilacion: 1. La subunidad
By de la proteina G activa a GRK, que a su vez fosforila al receptor y promueve el reclutamiento de las
arrestinas. L as a rrestinas r eclutan c latrinas, qu e f orman u na v esicula en| a m embranaqu e es
endocitada por la accion de la dinamina y el citoesqueleto (desensibilizacién homdloga). La vesicula
endocitica puede fusionarse con lisosomas, conduciendo al receptor a la degradacién, o bien puede
permear protones, acidificando el medio intravesicular y promoviendo la disociaciéon del ligando, para
posteriormente reciclar al receptor a la membrana celular. 2. El receptor puede ser fosforilado por PKC,
imposibilitando la unién de la proteina G heterotrimérica por impedimento estérico (desensibilizacion
heterdloga). 3. El receptor puede ser fosforilado por PKA, imposibilitando la unién de la proteina G
heterotrimérica por impedimento estérico (desensibilizacién heterdloga). Los tres procesos de
fosforilacion so n r eversibles, m ediante | a a ccion de f osfatasas d e ser inay t reonina, c omo P P2A,
posibilitando a si | a r esensibilizacion del r eceptor. T ambién ex iste | a s intesis de novo de r eceptores
(Billington y Penn, 2003).
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2.9.5. Transinactivacion de los ARs mediada por tirosina cinasas.

Un me canismo adicional de d esensibilizacion heterdloga de los ARs es la
transinactivacion por fosforilacion en tirosina mediada por factores de crecimiento 6
receptores con actividad de tirosina cinasa. Un ejemplo de este tipo de regulacion es
la transinactivacion del B,-AR por la insulina el IGF-1. Es bien conocida la capacidad
de la insulina para contrarrestar las acciones de las catecolaminas, sin embargo, no
se conocen los efectos moleculares de la regulacién a nivel de los ARs (Baltensperger
etal, 1996). Un tratamiento corto de insulina sobre | as células, conduce a u na
pérdida de la funcién del B,-AR. A través d e e studios d e m arcaje m etabdlico s e
observd que el B,-AR es fosforilado en células pre-estimuladas con insulina y que la
fosforilacion esta localizada en tirosina (Baltensperger et a/, 1996). Se generaron dos
hipdtesis i gualmente p lausibles p ara dicha fosforilacion: la activacion indirecta via
insulina de una cinasa de tirosina rio abajo del receptor; o bien la fosforilacién
directa del B,-AR por el mismo receptor de insulina. Alapardelosestudiosde
marcaje metabdlico, se realizaron estudios de reconstitucion /in vitro, utilizando el
receptor de insulina purificado y el B,-AR recombinante, en donde se demostré que
los GPCRs son de hecho capaces de actuar como sustratos para los receptores con
actividad de cinasas de tirosina. El B,-AR es fosforilado en tres residuos de tirosina
localizados en el extremo carboxilico del receptor. El residuo de tirosina del B,-AR
que es fosforilado preferencialmente por el receptor de insulina, constituye un
dominio de unién con homologia a Src tipo 2 (dominio SH2) al cual se pueden unir
varias moléculas después de la fosforilacion. Una de estas proteinas -Grb-2- que es
capaz d e i nteractuar con dominios SH2, también contiene un sitio de unién para
dominios SH3 de otras proteinas, proporcionando asi un acoplamiento proteina-
proteina entre el B,-AR fosforilado y otras moléculas reguladoras. Ademas de Grb2,
la cinasa del fosfatidil-inositol 3 (PI3K) y la GTPasa dinamina, también se unen al B,-
AR cuando es fosforilado. La PI3K y la dinamina estan implicados en el trafico celular
de proteinas, una actividad sumamente relevante en desensibilizacion por secuestro
de los AR. La mutacion de este dominio potencial de unién SH2 del B,-AR conduce a
una pérdida en la capacidad de la insulina para contrarregular las acciones de las
catecolaminas sobre la adenilato ciclasa, demostrando la funcionalidad del B,-AR
como sustrato alternativo d el r eceptor d e insulina (IR) (Figura 8) (Malbon et al.,
2001).
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Figura 8. Transinactivacion d e los ARs m ediada p or insulina. Arriba, se observa un AR
fosforilado en tirosina por accién de la insulina, dicha fosforilacion promueve el reclutamiento de Grb2,
que induce el secuestro del receptor (transinactivacion por fosforilaciéon en tirosina). Abajo, se observa a
un AR fosforilado en serina y treonina por la accion de GRK 6 PKA, la fosforilacion induce el
reclutamiento de las arrestinas y la endocitosis via vesiculas recubiertas de clatrina (Modificada de
Malbon et al/., 2001).

Cuando las células que expresan al B,-AR son estimuladas con el factor de
crecimiento semejante a la insulina (IGF-1), se induce la fosforilacion en tirosina en
la segunda asa intracelular del B,-AR. Dichos sitios de fosforilacion son distintos a los
fosforilados por el receptor deinsulina, y forman un sitio de unién a la proteina
adaptadora Shc. La diferencia en los sitios de fosforilacion para IGF-1 e insulina es
una muestra de que la regulacion negativa de los ARs por diversas sefiales puede ser
tan especifica, que es capaz de reconocer a los efectores provenientes de la
activacion de determinado tipo de receptor, teniendo estructuras blanco para cada

caso particular.

2.9.6. Secuestro de los ARs mediado por el agonista.

La desensibilizacion del B,-AR inducida por el agonista y por los receptores con
actividad de tirosina cinasa es hasta cierto punto similar. Ambos procesos emplean la
fosforilacion del receptor para alterar su funcién, ademas de involucrar diversas

proteinas accesorias y mecanismos celulares para secuestrar al B,-AR. El secuestro
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de los ARse nre spuestaa un estimulo de ca tecolaminas es un fendmeno
frecuentemente observado, y estd presente en la mayoria de los GPCRs después de
un estimulo con sus agonistas. Las primeras observaciones del secuestro del B,-AR
fueron hechas usando un radioligando del receptor B-adrenérgico. En respuesta al
agonista, las células exhibieron una reduccion en la unién del radioligando (Kallal et
al., 1998). Utilizando construcciones del receptor B,-AR fusionado a la proteina verde
fluorescente (GFP)-B,-AR, y mediante el uso de microscopia confocal, se observo la
distribucion del GFP-B,-AR en un corte optico hecho en el punto medio de una célula
de mami fero e n c ultivo, | a s efial mas fu erte de fluorescencia se localizd en la
membrana plasmatica de la célula. Con un tratamiento con agonista (isoproterenol),
la senal se relocaliza en gran medida en el espacio perinuclear, reflejando el
secuestro desde la membrana plasmatica hasta otros compartimentos de la célula.
Este proceso es reversible y se cree que representa la fase de recuperacion de la
desensibilizacion, una vez que el agonista ha sido eliminado del medio en el que
crecen las células. La cantidad de proteinas implicadas en la transduccion de senales,
la desensibilizacidn, la resensibilizacion y el secuestro de los ARs deja la interrogante
de como los ARs, y los GPCRs en general, se organizan en la bicapa lipidica, sin
embargo, si se sabe que las interacciones entre las cinasas, las fosfatasas, algunas
proteinas accesorias tales como B-arrestina y Grb2 y las moléculas involucradas en el
trafico d el B,-AR mediado por la insulina (desensibilizaciéon h eteréloga) é por | os
agonistas de los B-AR (desensibilizacion homologa) ocurren en distintas regiones del
citoesqueleto (Shumay et al, 2004), siendo la B-arrestina una de las moléculas mas
importantes en el proceso de secuestro del receptor, pues ademas de reclutar a las
clatrinas a la membrana plasmatica, también tiene funciones de proteina adaptadora,
reclutando y acercando espacialmente a otras proteinas importantes en el

mantenimiento y direccionamiento del receptor secuestrado.

Cuando la B-arrestina recluta clatrinas a la membrana plasmatica, forma un sitio
de acoplamiento para B,-AR con esta importante proteina del citoesqueleto. También
se ha identificado una proteina adaptadora llamada gravina en la via de sefializacién
de algunos GPCRs. La gravina es un miembro de la familia de las proteinas de
anclaje a PKA, denominadas AKAPs, que proporcionan un dominio adaptador para la
interaccion de complejos s Uper moleculares. Se ha d emostrado que | as p roteinas
adaptadoras organizan la red de vias de sefializacién de las MAPK en levaduras y

células de mamifero, sefalizacion que solo es posible cuando el receptor ha sido
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internalizado. Recientemente se ha observado que la gravina se une al B,-AR, a PKA
y algunas fosfatasas importantes, y que la supresidon de la gravina afecta
negativamente algunas caracteristicas de la sefializacion del GPCR. Los sitios para la
interaccién dindamica entre el B,-AR y la gravina han sido mapeados en ambas
moléculas y se encontrd que son dependientes de fosforilacion por PKA en ambos
casos, es decir, la PKA fosforila al receptor y a la proteina adaptadora, posibilitando
asi su union a la proteina adaptadora (Tao et al., 2003). La unién de PKA con la
gravina es evidencia de un asa de regulacién negativa de la PKA, que al ser activa
durante un periodo prolongado es capaz de fosforilar a la gravina, creando sus

propios sitios de union a la proteina inactivadora.
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3. Marco teodrico

Los mecanismos de regulacion negativa mencionados arriba han sido estudiados
y descritos principalmente en los o, y B ARs; sin embargo, hasta el momento se
conoce muy poco acerca de los mecanismos de regulacion negativa empleados por
los «; ARs. Tampoco se conoce el papel juegan las cinasas y fosfatasas en dicho
proceso, ni las estructuras del receptor implicadas en dicho proceso.

Resultados preliminares de nuestro grupo de investigacién muestran que el aya
AR d e b ovino n o s e d esensibiliza c uando | as células g ue | 0 expresan s on p re-
incubadas con el activador directo de la PKC, forbol miristrato acetato (PMA),
sugiriendo q ue | a fo sforilacion por la PKC no esta i mplicada e n | a r egulacion d el
receptor. Sin embargo, como demostraron Vazquez-Prado et al., en el afo 2000, la
estimulacion del a;x AR de bovino por NA o bien la activacién directa de la PKC por
PMA, inducen un aumento considerable en la fosforilacién global del receptor.

Comparando la magnitud de la fosforilacién y la desensibilizacion del ;4 AR de
bovino y del a;s AR de hamster, se encontré que ambos eventos en el subtipo a;a AR
de bovino son mucho menores en intensidad que aquellos observados en el subtipo
ass AR de hamster (Vazquez Prado et al., 1997; Casas-Gonzalez et al., 2003).

Por otra parte, se realizd una investigacion para saber el papel que tienen las
fosfatasas en la regulacién negativa del aia AR de bovino. El pre-tratamiento con
acido okadaico (un inhibidor de fosfatasas de serina/treonina) en células Rat-1 que
expresan al aia-AR de bovino, produce un incremento en la fosforilacion basal del
receptor, induciendo su desensibilizacion. Cuando las células fueron pre-tratadas con
staurosporina (un inhibidor de cinasas en serina/treonina) & wortmanina (un
inhibidor de la PI3K) se tornaron resistentes a la desensibilizacién mediada por el
acido okadaico. La wortmanina tuvo un efecto mayor sobe el restablecimiento de la
resistencia a la desensibilizacién, lo cual sugiere la participacion de Akt/PKB en la
fosforilacion y desensibilizacion del receptor (Figura 9) (Alcantara-Hernandez et a/.,
2005).

En 2002, Price et a/, encontraron que el o AR silvestre de humano transfectado
en células Rat-1 es desensibilizado cuando las células se pre-tratan con PMA. Cuando
usaron un receptor truncado en el aminoacido 348 no observaron cambios
significativos en su desensibilizacion. Estos resultados sugieren una diferencia
importante en la regulacién negativa de los o34 ARs humano y bovino; y a que el
receptor de bovino muestra resistencia a la desensibilizacion por PMA, mientras que

el receptor humano es capaz de desensibilizarse bajo un pre-estimulo con PMA,
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dando mayor relevancia a la tercera asa intracelular como una estructura regulatoria

del receptor.
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Figura 9. Consecuencias funcionales de los efectos del acido okadaico sobre el o5 AR.
En el histograma se puede observar la lib eracién basal de Ca’* (BASAL) y cuando las células son
estimuladas con noradrenalina 10 pM (NA). Las células pre-incubadas solo con acido okadaico 1 uM
(+0A), con staurosporina 100 nM (+OA+ST) 6 con wortmannina 100 nM (+OA+WT).

En 2002, Price et al, encontraron que el a;a AR silvestre de humano transfectado
en células Rat-1 es desensibilizado cuando las células se pre-tratan con PMA. Cuando
usaron un receptor truncado en el aminoacido 348 no observaron cambios
significativos en su desensibilizacion. Estos resultados sugieren una diferencia
importante en la regulacién negativa de los a3, ARs humano y bovino; y a que el
receptor de bovino muestra resistencia a la desensibilizaciéon por PMA, mientras que
el receptor humano es capaz de desensibilizarse bajo un pre-estimulo con PMA,
dando mayor relevancia a la tercera asa intracelular como una estructura regulatoria
del receptor.

En el trabajo de doctorado aiin no publicado de Alejandro Cabrera Wrooman,
en colaboracién con Maria Teresa Romero Avilés y Jesus Adolfo Garcia Sainz,
encontraron que el a;a AR de bovino (que en estado silvestre es resistente a |a
desensibilizacion p or P MA), truncado e n aminoacido 348 (eliminando toda la cola
carboxilica), es capaz de desensibilizarse cuando las células son pre-incubadas con
PMA. Este resultado es dificil de explicar, pues en la mayoria de los GPCRs el
extremo carboxilico contribuye a | a regulacion negativa de sus acciones bioldgicas.
Una posible explicacion es que el aja AR silvestre de bovino es resistente a los
efectos d e P MA d ebido a q ue s u e xtremo c arboxilico | e co nfiere u na e specie d e
proteccion estérica, que impide el paso de las cinasas hasta la tercera asa

intracelular.
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4. Justificacion

El a;a AR estda presente en una gran cantidad de tejidos: cerebro, corazdn,
vasculatura, higado, rifiones, prostata y vejiga; son mediadores importantes de la
contraccion del musculo liso y tienen una accién muy importante sobre la regulacién
de la funcidn neuroldgica y cardiovascular. La regulacion de su actividad es clave en
la adaptacion del organismo a los cambios en el ambiente interno y en el
mantenimiento de la homeostasis en general. Las alteraciones en la regulacion o la
sefializacion del a4 AR pueden conducir al desarrollo de procesos patoldgicos.

Mediante la identificacién de los mecanismos moleculares que se encargan del
proceso regulatorio del a;a AR, es posible comprender mejor el proceso patoldgico
desarrollado e n un sistema d esregulado, ad emas d e s er un p aso crucial enla
identificacion de posibles blancos terapéuticos.

Un analisis /n silico de la secuencia del a;a AR humano reveld la presencia de
sitios consenso para la fosforilacion por PKC, GRK y PKB en la tercera asa intracelular
(3AI) y en el extremo carboxilico, lo cual sugiere una participacién importante de
dichas cinasas en la regulacién de la actividad del receptor (Figura 10) (Garcia-Sainz
et al.,, 2004; Alcantara-Hernandez et a/, 2008).

Figura 10. Representacion esquematica del a;, AR WT. Cada aminoécido esta representado
por una letra encerrada en un circulo, los sitios consenso de fosforilacion por PKC estan marcados en
rojo, por PKB en azul y por GRK en verde y marcados con nimeros correspondientes a la posicion del
aminoacido. El receptor esta unido a la proteina vede fluorescente en su extremo amino.
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5. Hipotesis

En trabajos previos se ha observado que el a;4 AR humano, a diferencia de su
ortélogo de bovino, es capaz de desensibilizarse cuando las células que lo expresan
son pre-tratadas con PMA. Se sugiere que los sitios consenso para fosforilacion por
PKC presentes en la tercera asa intracelular y en el extremo carboxilico del receptor

tienen una participacion muy importante dicho proceso.

6. Objetivos

6.1. Objetivo general
e Determinar si la tercera asa intracelular 6 el extremo carboxilico del o

AR son esenciales para el proceso de desensibilizacion inducido por PMA

6.2. Objetivos especificos

e Generar lineas celulares transfectadas establemente con el o;a AR
humano silvestre insertado en el vector pEGFP N1.

e Subclonar al gen del a;4 AR humano desde el vector pEGFP N1 hacia el
vector pCEFLP.

e Obtener al o;a AR mutante en la tercera asa citoplasmatica, para
eliminar todos los sitios consenso de fosforilacion para PKC y GRK.

e Obtener al a;a AR truncado en el extremo carboxilico y mutado en la
tercera asa, para eliminar completamente los sitios de fosforilacion del
receptor.

e Generar lineas celulares HEK-293 transfectadas establemente con el
receptor o4 AR humano silvestre, mutante y truncado.

e Medir la [Ca*'] en células HEK-293 y Rat-1 transfectadas establemente
con las construcciones del receptor a;a AR humano y bovino, mediante
la t écnica d e e spectrofluorescencia con F URA 2 , p ara o bservar | a
desensibilizacion de la respuesta a noradrenalina después del pre-

tratamiento con PMA.
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7. Materiales y métodos

7.1. Cultivo celular

Se usaron células de rindn de embrion humano HEK-293, que no expresan
endogenamente al a;a AR y que expresan cantidades muy pequefias (7-20 fmol/mg
de proteina) de B ARs, lo que las hace un buen modelo para la transfeccion del o
AR; vy fibroblastos de rata Rat-1, que no expresan endégenamente ningin AR. Las
células transfectadas con el receptor a;a AR silvestre, mutante 6 mutante truncado,
fueron cultivadas a 37°C en una atmosfera de 5% de CO,, en medio de cultivo
DMEM c on g lutamina y al ta c oncentracion d e g lucosa, s uplementado c on s uero
bovino fetal al 10%, 100 ug/mL de estreptomicina, 100 ug/mL de penicilina y 0.25

ug/mL de anfotericina B.

7.2. Transfeccion de células HEK-293

Se usaron células HEK-293 con una confluencia de entre 60-80%, para una caja
petri de 10 cm de didametro se prepararon las soluciones A y B:

e Solucion A: 60 uL de Optimem + 15 pL de lipofectamina, dejar incubando 5

minutos a temperatura ambiente.

e Solucion B: 70 pL de Optimem + 3ug de DNA plasmidico.

Se mezclan perfectamente ambas soluciones, se incuban durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Una vez transcurridos los 20 minutos, se lavan las células y
se cambia el medio por 2 mL de Optimem, y se agrega la mezcla A+B (150 pL). Las
células se dejan incubando a 37°C en una atmosfera de 5% de CO, durante 6 horas,
después de las cuales se cambié nuevamente el medio de cultivo a DMEM completo,
incubandolas durante 18 horas.

7.3. Seleccion de las lineas celulares estables

Para seleccionar clonas estables, la transfeccién se hace en cajas de 6 pozos,
con 1/3 de las mezclas preparadas para una caja de 10 cm de diametro por pozo. La
seleccion se lleva a cabo mediante la adicion de medio DMEM completo + 300 6 600
ng/mL del antibidtico G418 (geneticina), la concentracion de 600 ng/mL se uso para
hacer mas estricta la seleccion de las clonas transfectadas. Las células no
transfectadas no sobreviven en presencia del antibidtico G418, Unicamente las que
incorporaron el DNA plasmidico (que contiene la resistencia al G418) a su genoma

seran viables. Para obtener una clona estable genéticamente homogénea se hace
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una dilucién limitante, que c onsiste e n calcular el volumen en el que h abra
Unicamente una célula. Posteriormente se coloca dicho volumen en cada uno de los
12 pozos de una caja de cultivo celular, siguiendo la seleccién el tiempo que sea
necesario, hasta tener a las células confluentes. Para asegurar que el receptor se
esta expresando, las células se deben observar en el microscopio confocal, a fin de
visualizar a la proteina verde fluorescente que se expresa en el extremo carboxilico

del receptor.

7.4. Transformacion de bacterias

Se agregan 5 pL de DNA a incorporar en 50 uL de bacterias DH5a. competentes,
se incuban durante 30 minutos en hielo, posteriormente se realiza un “shock”
térmico durante 90 segundos a 42° C. Las bacterias se incuban durante 2 minutos
en hielo, después de los cuales se agrega 1 mL de caldo LB sin antibidticos. Las
bacterias se incuban a 37° C/250 rpm durante 1 hora. Terminada la incubacién, se
centrifugan a 14000 rpm durante 1 minuto, se decanta el sobrenadante dejando 50
uL de LB para resuspender; finalmente se distribuyen en agar LB (bacto triptona 1%,
extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, agar 2%, pH 7.5) + 50 ug/mL de kanamicina 6
100 pg/mL de ampicilina (dependiendo de la resistencia que confiera el vector en el

que esté insertado el gen de interés) y se incuban a 37°C toda la noche.

7.5. Extraccion de DNA plasmidico

Se elige una de las colonias bacterianas que se desarrollaron en la placa de agar
LB, con un palillo e stéril o bien con as a bacterioldgica s e t oma e | inoculo por
picadura, que sera transferido a la cantidad deseada de caldo LB liquido (bacto
triptona 1 %, e xtracto de | evadura 0 .5%, NaCl 1 %, pH 7.5) con 50 pg/mL de
kanamicina ¢ 100 pg/mL de ampicilina a 37°C durante toda la noche. EI DNA
plasmidico s e e xtrajo con el kit de Q IAprep de Q iagen®, o bteniendo | a p astilla
bacteriana del cultivo de toda la noche por centrifugacion a 14000 rpm durante 2
minutos, y resuspendiéndola completamente en 250 yL de buffer P1 (Tris-HCl 25
mMpH8.0, EDTA 10 mM, glucosa 50 mM y RNasa-A 100 pg/mL). E| cultivo
bacteriano se lisa con 250 pL de buffer P2 (NaOH 200 mM, SDS 1%) durante no mas
de 5 minutos, agitando por inversion de 4 a 6 veces. Se neutraliza el pH del lisado
con la adicion de 350 pL de buffer N3 (C,HsKO, 3 M, CH3COOH 5 M, pH 5.5) por
inversion, n o s e d ebe a gitar bruscamente al | isado, y a q ue c ontiene e | D NA

gendmico, que se fragmenta por accidn mecanica e interfiere en la obtencion del
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DNA plasmidico. El lisado se centrifuga a 14000 rpm durante 10 minutos, para
obtener una pastilla de detritos celulares y DNA gendmico. El sobrenadante producto
de la centrifugacion se transfiere con una micropipeta de 1000 L a las columnas de
afinidad a DNA del kit, las cuales son centrifugadas a 14000 rpm durante 1 minuto
para eliminar al sobrenadante. Las columnas se lavan con 700 pl de buffer PE (Tris
HCl 2mM pH 8, EDTA 0.2 mM y etanol al 80%) y se centrifugan a 14000 rpm dos
veces, con el fin de eliminar el exceso de etanol. El DNA plasmidico se eluye con 75
uL de buffer EB (Tris HCI 10 mM pH 8.5), dejando 1 minuto en reposo y d espués
centrifugando la columna a 14000 en un tubo eppendorf nuevo. El DNA se almacena
a -20°C.

7.6. Mutagénesis sitio dirigida

La mutagénesis sitio dirigida se hace mediante el disefio de oligonucleétidos en
sentido y antisentido, que incluyen la mutacion de interés. Los oligonucleétidos son
complementarios al DNA molde, excepto en la regidon que va a ser mutada. La
reaccion de PCR se realizd con el kit Quickchange de Stratagene®. Las proporciones
de reactivos para la reacciéon de PCR son las siguientes:

5ulL de buffer para PCR 10X
125 ng del oligonucledtido reverso
125 ng del oligonucledtido en sentido
100 ng de DNA molde
1 uL de la mezcla de dNTP
H,0 inyectable hasta completar 50 uL
1 pl de DNA polimerasa
La PCR se llevd a cabo en un termociclador, con un programa que utilice la TM
calculada de los oligonucledtidos y 18 ciclos de amplificaciéon. El producto de la PCR
se u tiliza p ara t ransformar b acterias X L-blue, con e | fi nd e am plificar e | D NA
plasmidico. Los plasmidos purificados se secuenciaron, para asegurar la obtencion de

las mutantes deseadas.

7.7. Determinacion de la concentracion de calcio intracelular

Las células HEK transfectadas con |las diferentes construcciones del als AR
humano y bovino fueron incubadas con 4 mL de buffer Krebs-Hepes-glucosa (KRH)
(NaCl 130 mM, K CI 5mM, MgSO, 1.2mM, CaCl, 1.2 mM, Hepes 20 mM, 1.2
Na,PO; mM, glucosa 10 mM, BSA 0.1% (w/v), pH 7.4 + 2.5 uM de Fura-2/AM)

durante una hora a 37°C en una atmosfera de CO, al 5%. Después de la incubacion,
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las células son despegadas mecanicamente (0 si es necesario, se usa tripsina) de la
caja de cultivo, mediante resuspension con KRH, y transferidas a un tubo de ensaye
cdnico de 15 mL. Las células son lavadas 3 veces con 12 mL de KRH, centrifugadas y
resuspendidas en 6 mL de KRH. La medicion de [Ca*']; se realiza a 37°C y en
agitaciéon en un e spectrofluordmetro A MINCO-Bowman Serie-2, ad icionando las
hormonas y demas reactivos durante la medicidn. Los registros se hacen a 340 nm
de e xcitacién y 510 n m d e emisién. La [Ca '], se calculd usando el software de

AMINCO-Bowman que incluye el aparato.

Figura 11. Diagrama de flujo general de la metodologia usada para llevar a cabo la

presente investigacion.
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8. Resultados

8.1. Mutagénesis

Con la finalidad de establecer los sitios a mutar en el a;a AR de humano, se
realizd un analisis /n silico mediante el uso de los programas Netphos 2.0 del NIH,
GPS de Cuckoo Workgroup (Yu et al., 2008) y Scansite del MIT, los cuales revelaron
que existen al menos 7 sitios con alta probabilidad de ser fosforilados por PKC en la
tercera asa intracelular (S215, S220, T224, S227, S229, S250, S258) (Tabla 2), dos
de los cuales también tienen una alta probabilidad de ser fosforilados por GRK (5227
y S229).

Name Pos Context Score Pred
\%
Sequence 215 AKRESRGLK 0.763 *S*
Sequence 220 RGLKSGLKT 0.899 =*S*
Sequence 224  SGLKTDKSD 0.529 *T*
Sequence 227 KTDKSDSEQ 0.994 *S*
Sequence 229 DKSDSEQVT 0.980 *S*
Sequence 250 SGMASAKTK 0.588 *S*
Sequence 258 KTHFSVRLL 0.892 *S*

N

Tabla 2. Predicciones para fosforilaciones en serinas y treoninas de la tercera asa del
receptor c;,-AR WT humano.

En el extremo carboxilico encontramos 16 sitios consenso para fosforilacion por
PKC, 3 de los cuales (5426, S428 y S458) también son sitios consenso para la
fosforilacion por AKT, 3 para también para GRK (5352, S418 y S442), ademas de un
sitio para fosforilacion exclusiva por GRK (T420) (Tabla 3).

Name Pos Context Score Pred
\Y
Sequence 351 CRKQSSKHA 0.953 *S*
Sequence 352 RKQSSKHAL 0.495 *S*
Sequence 381 IPVGSRETF 0.684 *S*
Sequence 389 FYRISKTDG 0.995 *S*
Sequence 407 MPRGSARIT 0.986 *S*
Sequence 411 SARITVSKD 0.820 *T*
Sequence 417 SKDQSSCTT 0.551 *S*
Sequence 418 KDQSSCTTA 0.890 *S*
Sequence 420 QSSCTTARV 0.506 *S*
Sequence 421 SSCTTARVR 0.871 *T*
Sequence 426 ARVRSKSFL 0.968 *S*
Sequence 428 VRSKSFLQV 0.869 *S*
Sequence 440  VGPSTPSLD 0.783 *T*
Sequence 442 PSTPSLDKN 0.769 *S*
Sequence 451 HQVPTIKVH 0.610 *T*
Sequence 458 VHTISLSEN 0.944 *S*
N

hm3.NMMM$pmﬂmmmmmgﬁsmmwtmmmMeHMMm
carboxilico del receptor o;,-AR WT humano.
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La subclonaciéon y mutacion al gen del a;4 AR humano fueron realizadas por la
empresa Mutagenex Inc, siguiendo el disefio de las mutantes hecho en el
laboratorio. La empresa envid el archivo electrénico de la secuenciacion completa de
cada construccion, plasmidos purificados (40uL c/u) y bacterias DH5a transformadas
con las siguientes construcciones:

1. El oya AR humano silvestre (ai;a WT) (Figura 10), subclonado del vector
pEGFP N1 al vector pCEFLP-3X-Flag-EGFP, entre los sitios de restriccion BamHI y
EcoRI. La finalidad de la subclonacion fue cambiar la posicion de la proteina verde
fluorescente (GFP), del extremo carboxilico (intracelular), al e xtremo amino
(extracelular), dado que una de | as construcciones (o;a 3AIAC) tiene truncado el
extremo carboxilico.

2. El as4 AR humano mutado en los 7 sitios consenso para fosforilacion por PKC

y GRK presentes en la tercera asa intracelular (a4 3AI) (Tabla 2 y Figura 12).

Figura 12. Representacion es quematicad el al, AR 3AI. Cada aminoacido estd
representado por una letra encerrada en un circulo, los sitios consenso de fosforilacion por PKC estan
marcados en rojo, por PKB en azul y por GRK en verde y marcados con nimeros correspondientes a la
posicion del aminoacido. Los aminodacidos en circulos blancos sefialados por numeros indican las
mutaciones hechas al receptor para eliminar los sitios consenso de fosforilacién. El receptor esta unido a

la proteina vede fluorescente en su extremo amino.
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3. El receptor a;a humano mutado en los sitios consenso para fosforilacion por
PKC y GRK de la tercera asa intracelular (Tabla 2) y truncado en el residuo 348 del

extremo carboxilico (a4 3AIAC) (Figura 13).

Figura 1 3. Representacion es quematicad el aly, AR 3 AIAC. Cada aminoacido estd
representado por una letra encerrada en un circulo, los nimeros corresponden a la posicién del
aminoacido e indican las mutaciones hechas al receptor para eliminar los sitios consenso de fosforilacion.

El receptor esta unido a la proteina vede fluorescente en su extremo amino.

8.2. Generaciond el as lineas celulares HEK-293 transfectadas
establemente con las diferentes construcciones del a;sAR humano.

Siguiendo el protocolo descrito en el apartado de metodologia de esta tesis, se
generaron las lineas celulares HEK-293 oya WT, aia 3Aly oya 3AIAC transfectadas
establemente. Se usé una concentracion de 300 ng/mL de geneticina (G418) para
seleccionar a las clonas resistentes; las cuales se mantuvieron con el antibidtico de
seleccion hasta lograr el 100% de confluencia en una caja de cultivo de 10 cm de
didametro. Una vez que el cultivo ha llegado a confluencia y después d el p eriodo
indicado, las células respondieron satisfactoriamente a los estimulos con NA.

Siguiendo e | mi smo procedimientos e gener6 u nan ueva lineac elular
transfectada establemente con el vector pEGFP N1 oy, AR WT, que inserta a la EGFP
en el extremo carboxilico del receptor, la cual fue posteriormente probada en
mediciones de [Ca**].. La linea celular con la EGFP en el extremo carboxilico fue util
para hacer un comparativo en |la desensibilizacion del receptor, con respecto a las
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construcciones a;a AR WT, aia 3AI AR y aia 3AIAC AR con la EGFP en el extremo

amino.

8.3. Mediciond e calcio intracelulare n las células HEK-293
transfectadas con los ARs o34 WT, o34 3AI Yy a3 3AIAC de humano.

Para probar la funcionalidad de las diferentes construcciones del receptor, se
realizaron mediciones de calcio intracelular en células HEK-293 transfectadas,
transitoria y establemente. Antes d e cada e stimulo ¢ on n oradrenalina (N A), | as
células fueron pre-incubadas con propranolol, un bloqueador B adrenérgico, ya que
las células HEK-293 expresan pequenas cantidades de B ARs. La adicion de
propranolol asegura que el aumento de calcio intracelular es sélo debido a la accion

de los receptores a1 AR.

HEK a3, WT Humano-GFP NH, HEK a3 3Al Humano-GFP NH, HEK a4 3AIAC Humano-GFP NH,
LPA
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Figura 14. Medicion de la liberacion de calcio intracelular mediada por NA 10 uM en
células HEK-293 transfectadas transitoriamente con las tres construcciones del a1, AR. Se
observo un aumento de aproximadamente el 1.5 veces el basal para las células WT, mientras que para
las células 3AI y 3AIAC el aumento fue de sdlo 0.8 sobre el basal.

Las lineas HEK-293 transfectadas transitoriamente con las 3 construcciones del
aia AR muestran una respuesta no mayor 1.5 veces el basal, que es una liberacion
de calcio intracelular pequeia (Figura 14). Para asegurar que las células no tienen
problemas con las pozas de calcio, se estimularon con acido lisofosfatidico (LPA) 10
MM, (un p otente mo vilizador d e calcio) que fue usado como control p ositivo. L as
respuestas fueron de alrededor de 4 veces el basal. Dada la escasa respuesta de las
lineas transitorias, decidimos desarrollar lineas transfectadas establemente, con el fin
de mejorar las respuestas.

Las células transfectadas establemente tuvieron respuestas mas robustas a la
NA, en comparacion a aquellas obtenidas con las transfecciones transitorias, llegando
a 2 veces el basal en cada caso (Figura 15). Para comprobar que las respuestas de
las 3 diferentes construcciones fueron mediadas por el aia AR, las células se pre-

incubaron con 10 UM de fentolamina, un bloqueador o adrenérgico.
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Figura 15. Medicion de la liberacion de calcio intracelular mediada por NA10 uM en
células H EK-293 transfectadas e stablemente con las t res co nstrucciones d el al, AR. Se
observo un aumento en la liberacion de calcio de aproximadamente el 2 veces el basal en las 3 lineas

celulares establemente transfectadas.

En las tres construcciones se observo el abatimiento total de la respuesta a NA,
pero manteniéndose la respuesta a LPA, lo que indica que la fentolamina Unicamente

bloquea los efectos de los a4, AR y que no afecta a las pozas de calcio (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la fentolamina sobre la liberacion de calcio intracelular en células
HEK-293 transfectadas establemente. La fentolamina abatié completamente la liberacion de calcio
de las tres lineas celulares. El aumento en la liberacion de calcio intracelular cuando las células son

estimuladas con NA es mediado Unicamente por los receptores o, adrenérgicos.

8.4. Efecto del PMA sobre la liberacion de calcio intracelular mediada
porlos ARs aja WT, a;a 3AIYy o34 3AIAC de hu mano transfectadas e n
células HEK-293.

Una vez comprobado que el efecto de la NA sobre las lineas celulares HEK-293
transfectadas e stablemente e s m ediado p or | as co nstrucciones d el o;n AR, s e
llevaron a cabo experimentos para observar la desensibilizacion de cada una de las
construcciones en respuesta a una pre-incubacién con forbol miristrato acetato
(PMA), un activador directo de isoformas clasicas y novel de la PKC. El pre-estimulo
de 2 minutos con PMA desensibilizd completamente al a;4 AR WT, indicando que una

activacion directa de la PKC puede mediar la fosforilacion del receptor en la tercera
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asa intracelular y/o en el extremo carboxilico, c onduciéndolo a la atenuacién
transitoria de la sefal (Figura 17).

HEK a.yo WT Humano-GFP NH,

3007 NA —NA 10*M
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Figura 17. Efecto del PMA sobre la liberaciéon de calcio intracelular en células HEK o5
WT. La respuesta maxima del trazo control es de 1.5 veces el basal, mientras que al PMA abatid

completamente la liberacién de calcio intracelular.

Se realizaron curvas dosis respuesta para las tres construcciones del receptor
aia WT, usando las lineas celulares HEK establemente transfectadas, bajo dos
condiciones: estimuladas U nicamente con concentraciones crecientes de NA (desde
10® M hasta 10™ M)y con células p re-incubadas con PMA durante 2 minutos, y

posteriormente estimuladas con las mismas concentraciones de NA.
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Figura 18. Curvas dosis respuesta en células HEK o3, WT humano, cony sin PMA. La
liberacién promedio de calcio intracelular en las células control llega a un maximo de 1.5 veces el basal,
mientras que las células pre-incubadas con PMA alcanzan un maximo de 0.25 veces el basal. El analisis
estadistico se realizd con el programa Prism GraphPad 4.0, en regresion no linear y sigmoidea dosis
respuesta, con un 95% de confiabilidad, n=4 y 5. Datos + error estandar medio, cuando no se aprecian
los errores es debido a que caen dentro del simbolo.
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La respuesta del receptor ai;a WT de humano muestra una clara caida en la
liberacidn d e c alcio i ntracelular c uando | as c élulas s on p re-incubadas con P MA,
mientras que el control estimulado Unicamente con NA muestra un efecto maximo de
1.5 veces el basal a una concentracion de NA de 10 pM. Todos los experimentos
para obtener | as curvas (control y pre-incubadas con PMA) fueron r ealizados
paralelamente, con 4 repeticiones para la curva control y 5 repeticiones para la curva
pre-incubada con PMA (Figura 18).

Cuando se hicieron los experimentos de desensibilizacion por PMA
correspondientes a las células HEK oy, 3AI, de manera sorprendente se encontré que
gran parte de la caida que se observa en la linea HEK a4 WT cuando las células se
pre-incuban con PMA, se recupera cuando el receptor no presenta sitios de

fosforilacion en la tercera asa intracelular (Figura 19).
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Figura 19. Efecto del PMA sobre la liberacion de calcio intracelular en células HEK o5
3Al. La respuesta maxima de liberacion de calcio en el trazo control es de aproximadamente 1.5 veces
el basal, mientras que el PMA abatid la respuesta de liberacion de calcio intracelular en alrededor de 0.5

veces el basal, con respecto al control.

La ausencia de los sitios de fosforilacion por PKC y GRK en la tercera asa
intracelular al parecer es suficiente para conferir al receptor a4 3AI cierta resistencia
a la desensibilizacién por PMA.

En las curvas dosis respuesta para el aia 3AI AR con y sin pre-incubacion con
PMA, se observa que las células pre-incubadas con PMA son capaces de responder
de forma significativa a la NA. Aunque no llegan a la respuesta maxima que alcanzan
las células sin PMA (1.5 veces el basal), recuperan hasta alrededor de 1 vez el basal,
mientras que las células transfectadas con el receptor silvestre no muestran

respuesta significativa a la NA (Figuras 18 y 20).
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Figura 20. Curvas dosis respuesta en células HEK o, 3AI humano, con y sin PMA. La
liberacion promedio de calcio intracelular en las células control llega a un maximo de 1.5 veces el basal.
Las células pre-incubadas con PMA alcanzan un méaximo de 1 vez el basal. El andlisis estadistico se
realizd con el programa Prism GraphPad 4.0, en regresion no linear y sigmoidea dosis respuesta, con un
95% de confiabilidad, n=4 y 5. Datos + error estandar medio, cuando no se aprecian los errores es

debido a que caen dentro del simbolo.

Analizando los resultados obtenidos con el receptor mutante a;4 3AI, en donde
se observa que los sitios de fosforilacion por PKC y GRK ubicados en la tercera asa
intracelular participan de forma parcial en la desensibilizacion del receptor, es de
suponer que la otra region importante para llevar al receptor a una desensibilizacion
dependiente de fosforilacion es el extremo carboxilico. Usando la construccidon oa
3AIAC, que no presenta ningun sitio de fosforilacion ni en la tercera asa intracelular
ni en el extremo carboxilico, esperabamos encontrar una resistencia total a la
desensibilizacion p or PMA. Como se muestra en la Figura 21, cuando | as células
transfectadas con el receptor a;a 3AIAC son pre-incubadas con PMA, la respuesta es
similar a | a obtenida en células con el mismo receptor pero sin pre-incubaciéon con
PMA.

En la curva dosis respuesta para el receptor a;a 3AIAC se observa con detalle
ques ib ienl ar esistenciaa | os efectos deP MAn oe st otal, s ea cerca
significativamente a los niveles de respuesta del control, de 150% sobre el basal
(Figura 22).
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Figura 2 1. Efecto del PMA sobre la liberacion de calcio intracelular en células HEK o,
3AIAC. La respuesta maxima del trazo control es cercana a los 1.5 veces el basal. Las células pre-
incubadas con PMA muestran una disminucion apenas perceptible de |a sefial de calcio intracelular, de
alrededor de un 10%.

Esto n os hace s uponer q ue a mbas e structuras d el r eceptor (la t ercera as a
intracelular y el extremo carboxilico) participan parcialmente en el proceso de
desensibilizacion del receptor o;a WT dependiente de fosforilacion, con una
participacion may oritaria de |a tercera asa intracelular, que, de acuerdo a n uestras
observaciones, por si sola es responsable de 2/3 partes de la desensibilizacion del
receptor (Figuras 18 y 20).P ors up arte, el e xtremo ca rboxilico t iene u na
participacion de aproximadamente 1/3 en la desensibilizacion del receptor silvestre
(Figuras 18, 20 y 22).

En el histograma de la figura 23 se muestran las diferencias en Ila
desensibilizaciéon d e | as 3 d iferentes c onstrucciones d el r eceptor. S e 0 bserva
claramente que cuando el receptor pierde los sitios de fosforilacién por PKC en las
lineas aya 3AIYy a1a3AIAC se v uelve resistente a |os e fectos d el PMA. Todas |l as
columnas s on s ignificativamente d iferentes a | a columna d el r eceptor a4 WT. E|
analisis estadistico se realizd con el programa Prism GraphPad 4.0, usando el analisis
de Bonferroni para una sola variable, con un 95% de confiabilidad.
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Figura 22. Curvas dosis respuesta en células HEK o3, 3AIAC humano, con y sin PMA. La
liberacion promedio de calcio intracelular en las células control llega a un maximo de 1.5 veces el basal.
Las células pre-incubadas con PMA alcanzan un maximo de 1.3 veces el basal. El andlisis estadistico se
realizd con el programa Prism GraphPad 4.0, en regresion no linear y sigmoidea dosis respuesta, con un
95% de confiabilidad, n=4. Datos * error estandar medio, cuando no se aprecian los errores es debido

a que caen dentro del simbolo.

8.5. Efecto del PMA sobre la liberacion de calcio mediada por el a;, AR-
GFP COOH humano transfectado en células HEK-293.

Dado que las respuestas de las tres diferentes construcciones son pequefas,
decidimos realizar experimentos paralelos con otras construcciones: el receptor o
WT humano con la EGFP en el extremo carboxilo transfectado establemente en
células HEK-293 y Rat-1 (generadas por el Dr. Jesus Adolfo Garcia Sainz), asi como
el asa WT de bovino sin EGFP transfectado en células HEK-293 (linea celular
generada p or A lejandro Cab rera W rooman). E | fi n d e e stos e xperimentos fu e
encontrar posibles diferencias en intensidad y sensibilidad de las respuestas de las 3
construcciones hechas con la EGFP situada en el extremo amino y receptores con la
EGFP en el extremo carboxilico, asi como entre las respuestas obtenidas utilizando
células HEK-293 y células Rat-1, para verificar si el contexto celular es importante

para la desensibilizacion de la sefial de calcio.

48



200 —
| I

1004

AlCa?"]; nM

%

WT WT+PMA  3AI  3AI+PMA 3AAC 3ANAC +PMA

Figura 2 3. Histograma co mparativod el as respuestascony sinPMAdelastres
construcciones d el receptor o;, humano-GFP-NH,. * Significativamente diferente P<0.001; **
Significativamente diferente P<0.01; *** Estadisticamente no diferente. El analisis estadistico se realizd

con el programan Prism GraphPad 4.0, en ANOVA de una sola variable.

Las células HEK-293 transfectadas establemente con el receptor ai;a WT con la
EGFP en el extremo carboxilico muestran una respuesta similar a las células con el
receptor oy WT con la EGFP en el extremo amino, teniendo un maximo de liberacion
de calcio intracelular de aproximadamente 1.1 veces el basal, mientras que con |a
pre-incubacidon con P MA se o bserva | a d esensibilizacion casi t otal d e | a r espuesta
(Figura 24).

LacurvadosisrespuestadelalineaHEK o;5a WT-GFP CO OH mu estra u na
respuesta ligeramente menor a la que se obtiene con la linea HEK o;a WT-GFP NH,.
Sin embargo, la desensibilizacion mediada por PMA es clara en ambos casos (Figuras
18 y 25). El experimento sugiere que la EGFP al parecer no esta interfiriendo en

ninguna de las dos posiciones con la respuesta y la desensibilizacion del receptor.
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Figura 24. Efecto del PMA sobre la liberacion de calcio intracelular en células HEK a5
WT-GFP COOH. La respuesta maxima del trazo control es de cerca de 1.5 veces basal. Las células pre-

incubadas con PMA muestran un abatimiento total de la sefal de calcio.
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8.6. Efecto del PMA en la liberacion de calcio mediada por el o34 AR WT
de humano transfectado en células Rat-1.

Para saber si el contexto celular es importante para las respuestas obtenidas con
el receptor, se usaron las células Rat-1 transfectadas con el receptor HEK ai;a WT-
GFP COOH. En dicha linea celular se observo que el PMA induce la desensibilizacion
del receptor, es decir, el receptor transfectado en una linea celular diferente mostro
el mismo comportamiento en respuesta a la pre-incubacion con PMA que la linea
HEK o4 WT-GFP NH, (Figuras 17 y 26).

HEK a1, WT Humano-GFP COOH
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Figura 25. Curvas dosis respuesta en células HEK o¢1A WT humano, con y sin PMA. La
liberacion promedio de calcio intracelular en las células control es de 1.1 veces el basal, mientras que
en las células con PMA apenas alcanza un 0.4 veces el basal. El analisis estadistico se realizé con el
programa Prisma GraphPad 4.0, en regresion no linear y sigmoidea dosis respuesta, con un 95% de

confiabilidad, n=4.

Los resultados anteriores nos indican que el efecto de desensibilizacién por PMA
en el receptor a;n WT es independiente de la posicidn en la que se encuentre la
EGFP y del contexto celular, al menos para el caso de las células Rat-1 y HEK-293.

La curva d osis r espuesta hecha enla linea celular Rat-1 a;a WT-GFP COOH
muestra una respuesta a la NA ligeramente mas robusta, aunque menos sensible
que la obtenida en todas las lineas HEK-293, ya que alcanza un maximo cercano a 2
veces el basal, pero comienza a responder de forma clara hasta una concentracion
de NA de 10 M (Figura 27). A pesar de estas diferencias en sensibilidad y fuerza de
la respuesta, el abatimiento de la respuesta cuando las células son pre-incubadas
con PMA es claramente similar al observado en las lineas celulares HEK (Figuras 18,

25y 27).
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Figura 26. Efecto del PMA sobre la liberacion de calcio intracelular en células Rat-1 o,
WT-GFP COOH. La respuesta maxima del trazo control es cercana a 2 veces el basal. Las células pre-

incubadas con PMA muestran un abatimiento casi total de la sefial de calcio.

8.7. Efecto del PMA sobre la liberacion de calcio mediada por el a;x AR
WT de bovino transfectado en células HEK-293.

A lo largo de esta investigacion, asi como en la investigacion realizada por Price
etal, enelano 2002, se ha observado que el receptor o;a WT de humano es
desensibilizado después de un pre-estimulo con PMA. Existen reportes previos de
que e | r eceptor d e bovino e s co mpletamente insensible a | os e fectos d el PMA
(Vazquez-Prado et a/ 2000). P ara comprobarqueel a;n ARWT debovinoes
resistente a la desensibilizacion por PMA, se realizaron experimentos transfectandolo
en células HEK-293. El receptor de bovino mostrd ser mas sensible a la NA, ademas
de que la respuesta de liberacion de calcio intracelular fue mucho mas pronunciada.
Tal como se esperaba, el receptor de bovino no es sensible a los efectos del PMA
(Figura 29).

Estas diferencias con respecto al receptor humano son muy interesantes, pues
aun cuando la homologia entre ambos receptores (bovino y humano) es de 92%,
existe una marcada diferencia en la desensibilizacion por PMA.

Las diferencias mas importantes entre ambos receptores radican principalmente
en la tercera asa intracelular y en el extremo carboxilico, y aunque gran parte de los
sitios consenso para fosforilacién por PKC se conservan en ambos receptores, en
algunas regiones de los receptores los residuos que rodean a dichos sitios consenso

varian considerablemente (Ver figuras 10 y 28 para el comparativo).
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Figura 27. Curvas dosis respuesta en células Rat-1 «1A WT-GFP-COOH, con y sin PMA.
La liberacién promedio de calcio intracelular en las células control es de 2 veces el basal, mientras que
en las células con PMA es de 0.4 veces el basal. El andlisis estadistico se realizd con el programa
Prisma GraphPad 4.0, en regresion no linear y sigmoidea dosis respuesta, con un 95% de confiabilidad,

n=4y 3. Datos + error estandar medio, cuando no se aprecian los errores es debido a que caen dentro

del simbolo.

Figura 28. Representacion es quematica del receptor a1, AR WT de bovino, el cual es
tiene una homologia de 92% con respecto al aly AR WT de humano. Cada aminoacido esta
representado por una letra encerrada en un circulo, los circulos en rojo representan los sitios consenso

de fosforilacion por PKC, los nimeros indican la posicion de los aminoacidos.
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Se puede observar que en la curva dosis respuesta para el receptor oyn WT de
bovino, atn cuando las células HEK-293 fueron pre-incubadas con PMA, la respuesta

es practicamente la misma que en las células sin pre-incubacion con PMA (Figura

30).

HEK a4 WT Bovino
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Figura 29. Efecto del PMA sobre la liberacion de calcio intracelular en células HEK a4
WT Bovino. La respuesta maxima del trazo control es de aproximadamente 5 veces el basal. Las

células pre-incubadas con PMA no muestran un cambio significativo en la sefial de calcio intracelular.
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Figura 30. Curvas dosis respuesta en células HEK o1A WT Bovino, cony sin PMA. La
liberacion promedio de calcio intracelular en las células control es de 3.5 veces sobre el basal, en las
células pre-incubadas con PMA el maximo de liberacion de calcio intracelular es de 3 veces el basal. El
analisis estadistico se realizd con el programa Prisma GraphPad 4.0, en regresion no linear y sigmoidea
dosis respuesta, con un 95% de confiabilidad, n=4 y 3. Datos + error estandar medio, cuando no se

aprecian los errores es debido a que caen dentro del simbolo.
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9. Discusion.

El receptor a;a adrenérgico es un importante mediador de la contraccién del
musculo liso, del af uncidén d el si stema n ervioso si mpatico yd el afu ncion
cardiovascular. A pesar de que se conoce bien su via de sefalizacion, se sabe muy
poco a | r especto d e s u r egulacion. L a may oria d e | os e studios previos sobre
receptores adrenérgicos se centran en la familia de los B y en el oy [Weinshank et
al., 1990; Zeng et al, 1990; Bylund et a/, 1992; Garcia-Sainz eta/, 1999 (1y 2);
Vazquez-Prado et al., 2000; Alcantara-Hernandez et al, 2000 y 2001; Molina-Mufioz
et al., 2008], siendo los a; objeto de estudio en los afos mas recientes.

En el presente estudio, nos propusimos encontrar algunos de los aspectos clave
en la regulacion del o;a AR humano. Entre las estructuras de regulacion mas
importantes presentes en todos los GPCRs, se encuentran la tercera asa intracelular
(3AI) y el extremo carboxilico. Dichos componentes presentan en sus estructuras,
multiples secuencias de aminoacidos e specificas, que se encargan de direccionar a
los receptores a diversas vias de regulacion, que van desde la degradacion del
receptor hasta el reciclamiento rapido del mismo a través de vesiculas endociticas.

Algunas de las secuencias que se pueden encontrar con mas frecuencia en la
terceraa sai ntracelulary e | e xtremo ca rboxilico, son sitios ¢ onsenso para
fosforilacion por diversas cinasas, entre las que destacan la PKC, Akt/PKB, PKA, GRK,
Src y receptores con actividad de tirosina cinasa; ademas de secuencias de
interaccién proteina-proteina, tales como los motivos de unién a caveolina o bien los
motivos de unién a dominios PDZ.

Un andlisis /n silico de la estructura del receptor aia AR humano (Tablas 2 y 3)
mostrd la presencia de mdltiples sitios consenso para la fosforilacién por PKC, GRK y
Akt/PKB, tanto en la tercera asa intracelular -en d onde s e e ncontraron 7 s itios-,
como en el extremo carboxilico -en donde se encontraron 16 sitios- (Ver figura 10).

Tomando el analisis /n silico como referencia, se procedio a disefar y generar
receptores mutantes en sitios puntuales de la tercera asa y del extremo carboxilico,
cambiando s erinas p oral aninasy t reoninasp orv alinas. Dichas mu tantes
transfectadas en células HEK-293 mostraron una respuesta muy pobre en la
liberacion de calcio i ntracelular cuando fu eron estimuladas c on NA (datos no
mostrados). Dadas las dificultades mostradas por los receptores con mutaciones
puntuales para responder al estimulo con NA, y debido a que nuestro interés por
estudiar | as e structuras r egulatorias d el r eceptor estaba enfocado e n ambas

estructuras ¢ ompletas, d ecidimos generar construccionesd elr eceptor con
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modificaciones mas drasticas: un receptor mutado en todos los sitios consenso de
fosforilacion presentes en la tercera asa intracelular (o;4 3AI), y un segundo receptor
con las mismas mutaciones que el a;a 3AI y ademas truncado en el aminoacido 348
del extremo carboxilico (a1 3AIAC).

Los nuevos receptores mutantes nos permitieron evaluar que tan importante es
la integridad del o;a AR en el proceso de desensibilizacion mediada por PMA, asi
como la relevancia de cada estructura regulatoria en particular. Se generaron lineas
celulares HEK-293 transfectadas e stablemente con las tres diferentes versiones del
receptor ( a;a WT, aia 3Aly  aja 3AIAC), para realizar e xperimentosd e
desensibilizacion mediada por el activador directo de la PKC, el PMA.
Sorprendentemente encontramos que el a;x WT humano es capaz de desensibilizar
su respuesta a la NA bajo los efectos de una pre-incubaciéon de 2 minutos con PMA 1
MM. El dato es sorprendente debido a que reportes previos mostraron una resistencia
casi total del a;n WT de bovino a la desensibilizacion por PMA (Vazquez-Prado et al.,
2000). La desensibilizacion que p resentd el r eceptor o;a WT de humano fue
practicamente total (Figura 18), dicho resultado sugiere que al tratarse de un
receptor i ntacto, ¢ onserva t odos | os c omponentes q ue | e p ermiten regular s u
sefializacion celular, y que los sitios consenso de fosforilacion por PKC que presenta
tanto en la tercera asa intracelular como en el extremo carboxilico son funcionales en
el proceso de desensibilizacion.

Para evaluar cudl de las estructuras del receptor es responsable mayoritaria de
la desensibilizacién, probamos a las células HEK-293 transfectadas establemente con
la mu tante a;a 3AI, en e xperimentos d e d esensibilizacién p or P MA. El receptor
mostrd una resistencia parcial a la desensibilizacién, teniendo una respuesta de
liberacion de calcio intracelular de 2/3 con respecto a la liberacién maxima alcanzada
por el control sin PMA (Figura 20). Este r esultado r esulta i nteresante desde d os
puntos de vista:

1. El receptor sin sitios de fosforilacion en la tercera asa se vuelve resistente a la

desensibilizacion por PMA, pero sélo parcialmente

2. Esto indica que existen otros componentes estructurales del receptor que le

permiten continuar desensibilizandose, aunque de manera menos eficiente;
en otras palabras, hay una cooperacién de la tercera asa intracelular y otra
estructura d el r eceptor g ue | leva a la d esensibilizacién t otal del r eceptor

cuando las células son pre-incubadas con PMA
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Estos resultados nos indicaron que la desensibilizacion residual observada en el
receptor HEK-293 ;4 3AI es probablemente debida a | a presencia de los sitios de
fosforilacion i ntactos e n su extremo c arboxilico. Se p robaron | as c élulas H EK-293
transfectadas establemente con el receptor o;n 3AIAC, para observar su
desensibilizacion cuando son pre-tratadas con PMA. Encontramos que el receptor oa
3AIAC se torna casi completamente resistente a la desensibilizacion por PMA (Figura
22), aunque mu estra u na | eve desensibilizacion, d e ap roximadamente 10% con
respecto al control.

En resumen, encontramos que tanto la tercera asa intracelular, como el extremo
carboxilico participan en la desensibilizacion del receptor a;x WT, y que es la tercera
asa intracelular la mediadora de la mayor parte de la desensibilizacién observada, y
que e | e xtremo ¢ arboxilico d el r eceptor p articipa d e f orma m arginal e n d icho
proceso. Para corroborar completamente el papel de cada una de las estructuras del
receptor, nos resta para investigaciones futuras generar un receptor que esté
truncado en el extremo carboxilico con la tercera asa intracelular (a;a AC). Una
construccion de dicho receptor ya ha sido estudiada en la investigacion de Price et
al, (2002), en donde demostraron que la desensibilizacién del receptor no se ve
afectada cuando se usa el receptor truncado en el aminoacido 348, es decir, el
receptor truncado es capaz de desensibilizarse de manera similar al receptor
silvestre.

Tomando la informacién obtenida en nuestras investigaciones y en los
resultados de Price et a/., (2002), se sugiere que la resistencia a la desensibilizacion
casi total que nosotros observamos en el receptor o;n 3AIAC es causada por la
ausencia de ambas estructuras del receptor, y que cuando solamente se deleta el
extremo carboxilico, la tercera asa toma el control total en la desensibilizacién del
receptor, en un mecanismo compensatorio. Es posible que la fosforilacion por PKC en
la tercera asa, sea suficiente para impedir estéricamente la union de la proteina G; o
bien, en el casod e los sitios compartidos PKC/GRK (S327 y S329), q ue su
fosforilacion sea suficiente para reclutar a las arrestinas hacia el receptor,
conduciéndolo a su internalizacion via vesiculas recubiertas de clatrinas. Proponemos
que c uando U nicamente estan p resentes lo s sitios consenso fo sforilados e n el
extremo carboxilico, éstos impidan, por efecto estérico y de forma muy tenue, la
union de la proteina G, siendo ésta una posible e xplicacion de la desensibilizacion
marginal observada en el receptor a;a 3AIAC. En ausencia de ambas estructuras no

habria n ingun t ipo d e i mpedimento e stérico q ue i mpida | a i nteraccién p roteina-
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proteina del receptor y la proteina G. En el caso de un receptor truncado y con la
tercera asa intracelular intacta, siguiendo los razonamientos anteriores, el extremo
carboxilico seria irrelevante, pues la tercera asa intracelular por si sola es capaz de

conducir al receptor a la desensibilizacion.

En esta investigacion quisimos observar si la presencia de la GFP en el extremo
amino del receptor es un factor que puede interferir en la sefalizacion /regulacién
del r eceptor a;a WT humano. En el caso del a;n ARdebovino ydel a;5 ARde
hamster, los cuales no estan asociados a | a GFP, se han observado respuestas de
liberacidn de calcio intracelular robustas, alcanzando hasta 5 veces el valor del basal.
Porsuparte el a;a AR WT humano, au nque responde d e forma r eproducible, la
intensidad de su respuesta a la NA no fue mayor a 2 veces el basal. Desconocemos
si las respuestas p equehas que obtuvimos en |os e xperimentos con el a;4 humano
son debidas a la baja expresion del receptor, o bien a la naturaleza misma del
receptor. Por este motivo decidimos generar nuevas lineas celulares, en las que la
GFP e stuviera e n el e xtremo carboxilico e n lugar d el e xtremo amino, y hacer un
comparativo entre las respuestas de ambas construcciones silvestres. Como se
puede ver en la figura 25, las células HEK-293 transfectadas con el receptor oja WT
humano con la GFP en el extremo carboxilico, responden apenas un 1.1 veces el
basal. Sin embargo, la desensibilizacion del receptor es similar de la construccién con
la GFP en el extremo amino. Este resultado no excluye la posibilidad de que la
posicion de la GFP pueda influir negativamente en la intensidad de la respuesta, por
lo tanto, no se descarta que la GFP esté mermando la respuesta del receptor. En
futuras investigaciones generaremos construcciones del receptor que n o estén
unidas a la GFP, para observar si la intensidad de la respuesta puede verse
incrementada.

Se evalud el funcionamiento del receptor a4 humano transfectado en una linea
celular diferente, con el fin de observar posibles diferencias en la respuesta debidas
al contexto celular, ya que en una investigacion de Tobin et a/, (2008), se analizan
las diferencias en la respuesta y regulacién de algunos GPCRs expresados en células
de d iferentes e stirpes. La explicacion es que las c élulas que se d iferencian en
estirpes, expresan o reprimen genéticamente al gunas p roteinas, q ue r esultan
necesarias (0 innecesarias) para llevar a cabo las funciones especializadas de algin
tejido particular. Para verificar si el receptor responde de forma similar en al menos

otra linea celular, se utilizaron células Rat-1 transfectadas establemente con el o4a
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WT-GFP-COOH, las cuales provienen de una estirpe distinta a la de las células HEK-
293. Dada la dificultad para transfectar fibroblastos de rata, no ha sido posible
generar | ineas celulares p ara cada construccidon del r eceptor a;a AR d e h umano.
Como sepuede verenlafigura27, el receptor transfectado e n células R at-1
responde de man era s imilar al os transfectados las c élulas HEK, y t ambién es
desensibilizado por una pre-incubacion con PMA. Estos resultados nos sugieren que,
al menos para estas dos estirpes celulares, las respuestas del receptor o WT son
reproducibles, y que no son dependientes de una sola linea celular.

En u na i nvestigacion at n no p ublicada, A lejandro Cab rera W rooman vy J esus
Adolfo Garcia Sainz, han encontrado que el receptor a;4 WT de bovino no es sensible
al PMA, y que cuando se trunca en el aminoacido 348, el receptor es capazde
desensibilizarse, presumiblemente porque el extremo carboxilico del receptor impide
de alguna manera la entrada de la PKC y GRK hasta la tercera asa, y cuando dicho
extremo carboxilico es removido, se pierde la proteccién y la tercera asa puede ser
fosforilada para desensibilizar al receptor.

Para comprobar si el receptor de bovino se comporta diferente al de humano, se
realizd una curva dosis respuesta con el receptor ai;a WT de bovino, el cual esta
asociado a la GFP. Como se puede ver en la figura 29, el receptor de bovino
efectivamente tiene un comportamiento diferente al del humano, pues no sélo es
resistente a la desensibilizacion por PMA, sino que tiene una intensidad mayor en la
respuesta.

El origen de la diferencia entre la desensibilizacion del o;4 AR de humano y el
aia AR de bovino no es claro, sin embargo, se puede especular que al tratarse de
especies d iferentes, la regulacion e n | a ac tividad vascular, del s istema n ervioso
simpatico y del miocardio haya evolucionado de forma diferente. Asi, mientras que el
receptor humano es desensibilizado por un pre-estimulo con PMA, lo cual implica la
activacion de la PKC, la fosforilaciéon de los sitios consenso en la tercera asa
intracelular y el extremo carboxilico, posiblemente, el reclutamiento de la maquinaria
arrestinas/clatrina; e | r eceptor d e b ovino puede ser r egulado p or al gunos o tros
componentes de la maquinaria celular, posiblemente por desensibilizacién heterdloga
mediante s u fo sforilacion por PKA o por a Igunos f actores d e cr ecimiento co n
actividad d e tirosina cinasa o b ien p or d esensibilizacion h omdloga m ediante s u

reciclamiento/degradacion via proteinas con dominios PDZ.
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10. Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que el o AR WT
humano, a diferencia del a;4 AR de bovino, es capaz de desensibilizarse cuando es
pre-estimulado con PMA, sugiriendo la participacion de isoformas clasicas y novel de
la PKC. Se encontrd que la tercera asa intracelular estd implicada mayoritariamente
en dicho proceso y que, aunque de manera marginal, el extremo carboxilico también
esta implicado en la regulacion del receptor. La GFP en el extremo amino o
carboxilico del o;s AR WT humano no interfiere en su capacidad para
desensibilizarse, y la desensibilizacion del receptor mostré ser reproducible en al
menos dos estirpes celulares diferentes, sugiriendo que la funcionalidad de la via de
desensibilizacion puede estar presente en una amplia variedad de estirpes celulares.
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11. Perspectivas

En e sta i nvestigacién nos dimos a | a tarea d e i dentificar a grosso modo los
componentes estructurales que median la desensibilizacion del o;a AR WT humano,
asi como algunas de las proteinas que participan en dicho proceso. En futuras
investigaciones nuestro grupo pretende encontrar los residuos especificos que
median el proceso de desensibilizacion del receptor, haciendo mutagénesis puntual y
sistematica de los diversos sitios consenso de fosforilacion presentes en la tercera
asa intracelular y en el extremo carboxilico. Ademas, nos proponemos identificar a
las isoformas de PKC y GRK que participan en la fosforilacion del receptor, mediante
técnicas de coinmunoprecipitacion y western blot, el uso de RNAi y la expresion de
dominantes negativas de dichas cinasas.

Un analisis /in sifico de la secuencia del aia AR WT humano mostrd la presencia
de un motivo de unién a dominios PDZ (motivo PDZ) en los Ultimos cuatro residuos
del extremo carboxilico del receptor. La presencia del motivo de unién a d ominios
PDZ nos sugiere que el receptor puede tener una via alternativa de desensibilizacién
independiente de fosforilacion, y que esta via puede dirigir el reciclamiento rapido del
receptor. Con el fin de evaluar la funcionalidad del motivo PDZ, pretendemos generar
un receptor truncante en el residuo 362, para asi eliminar al motivo PDZ y visualizar
por microscopia confocal el trafico celular del receptor. Para identificar a las posibles
proteinas q ue i nteractlan con el receptor a t ravés d el motivo PDZ, se r ealizaran

coinmunoprecipitaciones y western blots del receptor.
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