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ABREVIATURAS

BK---Bradicinina

BMY7378--- (8-[2-[4-(2-metoxifenil)-1-piperazinil]etil]-8-azaspiro[4,5]decano-7,9
dineodicloruro

DAG—Diacilglicerol

EGF—Factor de Crecimiento Epidérmico

ET---Endotelina

GPCRs--- Receptores Acoplados a Proteinas G

GRK—Cinasa de los GPCRs

HA---Hematoglutinina

IGF---Factor de Crecimiento similar a la Insulina

INS---Insulina

IP3----Fosfato de Inositol 3

LPA---Acido Lisofosfatidico

NA----Noradrenalina

PDGF----Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas

PKC---Proteina Cinasa C

PLC---Fosfolipasa C

RA----Receptor Adrenérgico

RTK—Receptores con actividad de Tirosina Cinasa

S1P---Esfingosina 1 Fosfato

TPA—tetradecanoil forbol éster

NA---forma trunca del receptor sin los primeros 79 aminoécidos del amino terminal.
NAAC--- forma trunca del receptor sin los primeros 79 aminoacidos del amino terminal y
sin los ultimos 149 del extremo carboxilo terminal



RESUMEN

En esta tesis se estudio el papel que tiene la desensibilizacion en la regulacion del receptor
a1p adrenérgico humano. Este receptor es un subtipo de los receptores o, adrenérgicos que
forman parte de la gran familia de receptores acoplados a proteinas G. El receptor
adrenérgico ayp Se caracteriza por tener actividad constitutiva y una expresion reducida en
la membrana plasmaética, ademés de tener un papel fisiolbgico fundamental.

La informacién estructural de los dominios que determinan la funcion y sefializacién de
este subtipo es escasa, por 10 que se decidié estudiar €l papel de la region del carboxilo
terminal del receptor en estos procesos, para lo cual se estudié €l receptor truncado en €l
amino y carboxilo terminal (A1-79y A441-572, (AN-AC)) y fue comparado con €l receptor
truncado en el amino terminal (A1-79, (AN)). Estos receptores truncos fueron establemente
expresados en |os fibroblastos Rat-1, también fueron detectados por fotomarcagje y estudios
de union aligando y mostraron una actividad intrinseca, aumentada por la noradrenalina en
la liberacién de calcio intracelular y la produccion de fosfatos de inositol. La activacion de
la proteina cinasa C atenud la funcion de ambos receptores aip AN 'y AN-AC; por estudios
de marcaje metabdlico con fosfato radiactivo y la inmuprecipitacién del receptor indicaron
que son fosfoproteinas, cuyo estado basal de fosforilacion incrementa por la noradrenalina
y esteres de forbol. Ademas estos receptores fueron desensibilizados por la activacion de
otros receptores presentes en la célula. Los resultados de esta investigacion demuestran que
laregion del carboxilo terminal del receptor no es esencial en su actividad sefializante ni en

la desensibilizacion del receptor aip adrenérgico humano.



“Desensibilizacion del receptor ap adrenérgico humano”

|.-INTRODUCCION

Los receptores adrenérgicos forman parte de la gran familia de receptores acoplados
a las proteinas G (GPCRs) o de siete dominios transmembranales. Estos receptores tienen
un papel fundamental en la regulacion fisiolégica, mediando las acciones de la adrenalina y
la noradrenalina. En el genoma humano existen tres familias de receptores adrenérgicos: o,
az Y B, y cada una presenta tres subtipos codificados por genes diferentes: aia, 0ip, 0ip; O2a,
azs Y oac; P1, B2 Y PBs (Hieble, 1995). Esta clasificacion se ha corroborado por estudios
farmacoldgicos, bioquimicos y moleculares. La distribucion de estos subtipos es diferente
en los tejidos y varia entre las especies.
El estudio del receptor a;p adrenérgico (RA-asp) tiene una gran relevancia, debido a que
participa en procesos fisiologicos como la presion arterial y la contraccién muscular, asi
como en la fisiopatologia de la hipertension (Gisbert, 2000, 2002; Piascik, 1995; Tanoue,
2002), una enfermedad que tiene una alta incidencia en la poblacion. A pesar de ello, el
avance en el conocimiento del receptor a;p ha sido lento y complicado por la falta de
farmacos selectivos (agonistas), la carencia de anticuerpos especificos para el receptor,
ademas de presentar un acoplamiento menor a la via de sefializacion en comparacion a los
otros subtipos de RA. Esto Gltimo se debe a su localizacion, predominantemente en
vesiculas intracelulares y tan solo una pequefia poblacién en la membrana plasmatica
(Chalothorn et al, 2002; McCune et al, 2000). Se ha reportado que la eliminacion de los 79
aminoéacidos del extremo amino terminal del receptor aumenta la densidad de RA-asp en la
membrana plasmatica, lo cual sugiere que esta secuencia regula su localizacién (Pupo,

2003; Hague, 2004). También se ha observado que puede formar heterodimeros con los
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receptores a,g Y B2 adrenérgicos, lo cual promueve que se movilice hacia la membrana y
que se modifique su comportamiento farmacoldgico (Hague et al, 2004, 2006).

La funcidn de los receptores oy adrenérgicos es regulada por diferentes mecanismos
moleculares, uno de los mas importantes es la fosforilacion, ya que modula su sensibilidad
a las catecolaminas y su respuesta celular. La fosforilacion es considerada como el primer
paso de la desensibilizacién (pérdida de la funcién o apagado de la sefial). Los receptores oy
adrenérgicos son regulados diferencialmente por la fosforilacion mediada por diferentes
cinasas, entre ellas la proteina cinasa C (PKC).

En nuestro laboratorio hemos demostrado que el RA-a1p es una fosfoproteina, cuyo
estado de fosforilacion se asocia a la desensibilizacion homdéloga (dependiente del agonista)
y a la heteréloga (independiente del agonista) (Garcia-Sainz et al, 2001, 2004; Rodriguez-
Pérez et al, 2009). Sin embargo, no existe informacion de los dominios estructurales que
determinan la funcion y regulacion de este subtipo. Por tal motivo, decidimos abordar este
aspecto, generando dos lineas celulares que expresan establemente dos formas truncas del
RA-0;p humano: 1) en una de ellas se elimind los primeros 79 aminoacidos de la region
amino terminal, llamada AN; y 2) sin las regiones amino y carboxilo terminal denominada
AC-AN. La construccion AN fue utilizada como una herramienta auxiliar o control, para
compararlo con el RA-ayp carente del carboxilo terminal, y asi determinar si esta regién es
esencial para la regulacion, debido a que contiene mdltiples sitios probables de
fosforilacion. Una vez generadas las construcciones truncas (AN y AN-AC) del receptor asp
adrenérgico humano, fueron transfectados establemente en las células Rat-1, obteniéndose
una alta expresion (2 pmol/mg de proteina membranal). Estas construcciones fueron
analizadas por inmunoprecipitacion y fotomarcaje. En ambas aumentd la actividad
intrinseca al estimular con noradrenalina y se atenu6 la capacidad para activar a la PKC, asi
como por la activacion de otra familia de GPCRs y receptores con actividad de cinasa de
tirosina (RTKSs). EI marcaje con fosfato radiactivo indicé que el estado de fosforilacion
aumento en presencia de noradrenalina y por la activacion directa de la PKC con ésteres de
forbol, en ambas formas truncas del receptor a,p adrenérgico. Los resultados indican que el
carboxilo terminal no es esencial para la actividad, fosforilacion o desensibilizacion de este

receptor.



I1.-MARCO TEORICO-CONCEPTUAL

1.1 Comunicacion Celular

A lo largo de la evolucion los organismos han desarrollado una compleja y eficiente
red de comunicacion celular, que les ha permitido sobrevivir, crecer y adaptarse a diferentes
circunstancias o estimulos, manteniendo un estado de homeostasis con el entorno celular.

La comunicacion entre las células puede llevarse a cabo directamente o a distancia, y
es de varios tipos: endocrina u hormonal, en la cual las glandulas de secrecidn interna vierten
la hormona al torrente sanguineo en donde son transportadas a las células blanco; paracrina,
la cual se produce entre células cercanas; autocrina, en la que el producto liberado por una
célula actla sobre la misma célula o células de la misma estirpe; sindptica o neurotrasmision,
que ocurre en las células nerviosas donde la informacion va de una célula a otra a través del
espacio sinaptico; neuroendocrina, en donde una célula formada a partir de tejido nervioso
secreta su mensajero a la circulacion; y yuxtacrina, dada entre células adyacentes donde hay
moléculas ancladas al lado externo de la superficie de una célula que hacen contacto con
receptores localizados en la membrana de una célula contigua (Alberts, 2002; Garcia-Sainz,
1996)

Durante la comunicacion celular existe un intercambio de informacion del exterior al
interior de la célula, a través de cascadas de sefializacién secuenciales que propagan el
mensaje para desembocar en una respuesta bioldgica integral.

La célula emplea diferentes mecanismos de sefializacion para mantener y coordinar
integramente su funcion, para lo cual procesa y transfiere informacion de sus alrededores, en
una sucesion de eventos moleculares. En esta transmision de las sefiales participan diversos
mensajeros quimicos, al presentarse algin cambio extracelular. Los primeros en actuar son
conocidos como mensajeros primarios (hormonas, neurotrasmisores, autocoides, etc.). Estos
mensajeros son de diferente naturaleza quimica (lipidica, peptidica o de amina) y viajan por
el organismo para desencadenar una serie de eventos intracelulares, a través de la activacion
de receptores u “oidos celulares”, los cuales son moléculas sensoras que reciben, detectan y
pasan el mensaje al interior de la célula. Después de la interaccion del mensaje con el

receptor se activan proteinas efectoras que generan o movilizan a los segundos mensajeros —



moléculas intermediarias- que activan otro grupo de proteinas y cambios en la expresion de
genes, produciéndose asi una amplificacion de la sefial que culminara en una determinada
respuesta celular. Finalmente el ligando se disocia reversiblemente prosiguiendo a la
inactivacion o degradacion. (Alberts et al, 2002; Garcia-Séainz, 1996; Norman y Litwack,
1997; Downword, 2001).

I1.2 Receptores Celulares

El reconocimiento de un mensaje bioquimico en una célula es llevado a cabo por
proteinas receptoras o receptores. El concepto de sustancia receptiva fue utilizado por vez
primera por Langley alrededor de 1900, cuando investigaba las acciones del curare en el
musculo esquelético. Desde entonces, quedd acufiado el término de receptor como una
entidad fisica capaz de recibir y trasmitir informacion de hormonas, neurotrasmisores y
farmacos para producirse una respuesta celular.

Los receptores pueden localizarse en el citosol o en la membrana plasmatica y se
clasifican en dos grandes grupos:
1) Los receptores intracelulares o citosélicos, cuyos ligandos son permeables a la membrana
plasmatica, tienen la particularidad de que una vez activados entran al nicleo y se unen al
material genético por medio de sitios de reconocimiento al DNA. Entre ellos estan los
receptores al cortisol, a los glucocorticoides y mineralocorticoides, a las hormonas sexuales y
tiroideas, a la vitamina D y a los retinoides.
2) Los receptores extracelulares o membranales, se agrupan en tres tipos de acuerdo a su
forma de trasmitir la sefial:
-Receptores de siete dominios transmembranales, que interaccionan con proteinas G o
GPCRs. Son activados por un grupo diverso de ligandos que incluyen hormonas, péptidos,
aminoacidos, iones y fotones.
-Receptores con actividad enzimatica, los cuales a su vez se subdividen de acuerdo al tipo de
enzima involucrada en: a) con actividad de cinasa de tirosina (0 RTKSs), la mayoria de sus
ligandos son factores de crecimiento (insulina, EGF, PDGF, etc.); b) con actividad de
serina/treonina cinasa, como el del factor de crecimiento y transformacion B (TGF-B); y ¢)

con actividad de guanilil ciclasa como el factor natriurético auricular (ANF).



-Receptores canal (o canales ionicos activados por ligando), que permiten el paso de iones a
través de la membrana plasmatica. A este tipo de receptores pertenecen los receptores del
acido y—amino butirico (GABA) tipo A, los receptores para el N-Metil-D-aspartato (NMDA)
y los de la glicina (Alberts et al, 2002; Garcia-Sainz, 1996).

I1.3 Receptores M embranales

11.3.1- Receptores acoplados a proteinas G

Los receptores acoplados a proteinas G son receptores transmembranales de la membrana
celular. Esta familia de receptores es la mas abundante en la naturaleza; intervienen en una
gran gama de procesos fisioldgicos (vision, olfaccién, inmunidad, percepcion sensorial,
neurotrasmision y otros mas). En el genoma humano se han detectado alrededor de mil
genes que codifican para los GPCRs. Ademas se estima que aproximadamente el 50 por
ciento de los farmacos de uso cotidiano en la medicina estan dirigidos hacia ellos (Howard,
2001).

Los receptores pertenecientes a esta familia presentan una regién amino terminal que es
extracelular, una regién carboxilo terminal intracelular y una region hidrofébica integrada
por siete dominios transmembranales de a-hélices, interconectados por tres asas
intracelulares y tres asas extracelulares que son hidrofilicas (Dixon, 1994). La mayoria de
los GPCRs presenta un enlace disulfuro conservado entre dos cisteinas (en las asas
extracelulares) probablemente para estabilizar la conformacién del receptor. Las regiones
extracelulares y transmembranales participan en la unién a ligando, mientras que la region
intracelular es importante para la activacion de las proteinas G y la regulacion. En la

Figura.l se muestra la estructura del receptor de la rodopsina, como ejemplo de los GPCRs.



INTRACELULAR Figura 1.- Modelo estructural del
GPCR: la Rodopsina. Regiones
caracteristicas: un C-terminal que es
citosolico y un N-terminal que es
extracelular; tres asas intracelulares (C-I,
C-11 'y C-1l1); tres asas extracelulares (E-
1, E-Il y E-Ill). Los puentes disulfuro
conservados en magenta; las cadenas de
carbohidratos en Asn2 y Asn 15, dos
grupos palmitoilados en Cys 322 y 323
en amarillo; en rojo residuos acidicos y
en azul los bésicos; El receptor se
encuentra inmerso en la membrana
plasmatica, MP. (Teller et al, 2001).

EXTRACELULAR

Los GPCRs se han agrupado en diversas familias con base en la homologia en la
secuencia, estructura y propiedades funcionales. Se han propuesto varios sistemas de
clasificacion entre los que destacan: el sistema A-F (Kolakowski, 1994), el sistema 1 a 5
(Bockaer y Pin, 1999) y el sistema GRAFS (Fredriksson, 2003, 2005). Cada uno se encuentra
integrado por las siguientes familias de receptores: de la Rodopsina (A o 1), de la Secretina
(B 0 2), de Adhesion (previamente incluido en B o0 2), de Frizzled (F 0 5) y del Glutamato (C
0 3). Los primeros dos sistemas de clasificacion cubren al repertorio completo, pero no
incluyen a las familias recientemente descubiertas como en el ultimo sistema (GRAFS), en
las cuales los receptores se encuentran agrupados de acuerdo a la filogenia. La lista de
GPCRs es actualizada cada seis meses y los reportes se publican en el sitio de internet
(http://www.iuphardb.org/iuphar-rd) a través de la International Union of Pharmacology

(IUPHAR) Receptor Database, entidad cientifica encargada de definir los criterios para la
nomeclatura, clasificacion y farmacologia (Ford, 2005). En la Tabla | se destacan algunas

caracteristicas de cada familia.


http://www.iuphardb.org/iuphar-rd

Tablal.- Caracteristicas de las diver sas familias de los GPCRs.

SISTEMA DE
CLASIFICACION

FAMILIA
(semejante a)

CARACTERISTICAS

LIGANDOS/RECEPTORES

A/ 10R

Rodopsina

Es la familia de GPCRs mas
abundante. Entre sus caracteristicas
principales se encuentra un motivo
NSxXNPxxY en el TMVII, y el
motivo DRY o D(E)-R-Y(F) entre
el TM Il y el IL2. La mayoria
presenta una cisteina palmitoilada
en C-terminal.

Sus ligandos son generalmente
péptidos, cuya sitio de unién es el
N-terminal, las asas extracelulares
y la parte superior de los TMs.
Tienen el dominio extracelular
largo.

-Prostanglandinas; Aminas biogénicas (adrenérgicos,
serotonina, dopamina, histamina, muscarinico);
-Opsinas (del pigmento visual, opsinas,

encefalopsinas, melanopsinas); melatonina; y MECA
(melanocortina, de diferenciacion endotelial,
canabinoides y adenosina).

-Oxitocina, gonadotropina, tirotropina, vasopresina.
-Somatostatina, opioides, neuropéptidos.

-Quimiocinas, angiotensina y bradicinina.

-Olfatorios, entre muchos més.

B,20S

Secretina

Sus ligandos incluyen hormonas de
alto peso molecular. Su N-terminal
es largo y presenta varias cisteinas
conservadas que son importante
para la union de sus ligandos.

- Secretina, calcitonina, glucagon, hormona paratiroidea,

C,30G

Glutamato

El sitio de reconocimiento del
ligando estd situado en el N-
terminal; presenta dos cisteinas en
las asas extracelulares 1 y 2; la
tercera asa intracelular es corta y
altamente conservada.

mGlu, GABA, gustativos tipo |

By20S

Adhesion

Presentan dominios que participan
en la adhesion. En el N-ter tiene
sitios ricos en glicosilacion,
prolinas y cisteinas.

Latrotroxina, CD

F,50F

“Frizzled”/Gustativo
2

Presentan secuencias consenso: IFL
en el TMII, SFLL en el TMV, y
SXKTL en el TMVIIL. Los
receptores gustativos tipo Il se
encuentran en la lengua y paladar,
presentan un N-terminal corto. Los
receptores Frizzled se encargan de
controlar la proliferacion,
migracion 'y  destino  celular
mediando las sefiales de proteinas
secretorias durante el desarrollo,
conocidas como Wnts.

FzZD1-10, SMOH, TAS2R1-16




11.3.1.1. Proteinas G

Las proteinas G tienen actividad de GTPasa, por lo que requieren guanosin
trifosfato (nucledtido de guanina) para su funcionamiento y se encuentran involucradas en
distintas vias intracelulares. Entre los miembros de esta familia de proteinas se incluyen: 1)
factores de iniciacion y elongacion en la sintesis de proteinas; 2) proteinas G monomeéricas
de bajo peso molecular (20-30 kDa) como Ras, Rho, Rab, Rac y Ran, que participan en el
control de funciones celulares como la proliferacion celular, el rearreglo del citoesqueleto
ylo el transito vesicular; y 3) proteinas G heterotriméricas encargadas de transducir las
sefiales de los GPCRs.

Las proteinas G heterotriméricas estan constituidas por tres subunidades: o de 45-47
kDa,  de 35 kDa y y de 7-9 kDa. La subunidad a contiene dos dominios, uno involucrado
en la unién e hidrdlisis de GTP (dominio G), y otro dominio helicoidal que cubre al GTP en
el centro de la proteina. La subunidad Go determina la especificidad del efector y se agrupa
en cuatro subfamilias: Gqg la que activa a la fosfolipasa C (PLC-B); Gs, media la
estimulacion de la adenilato ciclasa; Gi, que inhibe a la adenilato ciclasa y Gio/13 que
activan proteinas G pequefias. La subunidad p tiene una estructura provista de 7 laminas
B-plegadas. La subunidad y interactda con la subunidad B a través de un espiral enrollado en
su amino terminal y entonces toda la base de  hace contacto. Las subunidades By forman
una unidad funcional, que no es disociable excepto por desnaturalizacion (Hamm, 1998). El
complejo By es un modulador importante de varias isoformas de la PLC-f y de la adenilato
ciclasa, efectores que regulan la concentracion intracelular de segundos mensajeros
(fosfatos de inositol y AMPc, entre otros) (Ford, 1998). Existen alrededor de 27 miembros
de la subunidad o, 5 de la B y 14 de la y que pueden formar distintas combinaciones
funcionales (Fig 2).

La subunidad a presenta un sitio de ADP ribosilacion dependiente de NAD™ que es
catalizado por las toxinas bacterianas, la toxina Pertussis (PTX) y la toxina del Colera
(CTX). Estas toxinas se han utilizado para identificar el tipo de proteina G: la Gs es ADP
ribosilada por CTX, las Gi y Go son ADP ribosiladas por PTX, y la Gt (o transducina), que
participa en la respuesta a la luz en la retina, es ADP ribosilada por ambas toxinas (Melvin,
1991).



Figura 2.- Funciones de las proteinas G. Los GPCRs llevan a cabo su via de sefializacion a través de su
activacion por un ligando propio de cada receptor y al acoplamiento a un subtipo de proteina G determinada
que estimulara positivamente o negativamente a un efector, originandose asi una respuesta bioldgica.
(Marinissen y Gutkind, 2001)

La interaccion de la proteina G con el receptor activado, promueve el intercambio
de GDP unido a la subunidad o por GTP y la disociacién subsecuente del complejo a-GTP
del heterodimero By. La terminacion de la sefial ocurre cuando el GTP unido a la subunidad
a es hidrolizado a GDP, y la subunidad a se reasocia al complejo By, lo que inicia un nuevo
ciclo. La cinética de este ciclo es regulada por receptores, efectores, proteinas regulatorias o
los reguladores de la sefializacion de la proteina G (RGS), las cuales aceleran o desaceleran
la velocidad, mediante la actividad GTPasa, de la sefializacion a traves del ciclo de la
proteina G (Helper y Gilman, 1992; Neer, 1995) (Fig. 3). Un solo receptor puede activar
multiples moléculas de proteina G, amplificando el evento de union del ligando. A pesar de

tener funciones individuales, todas las proteinas G operan por el mismo mecanismo basico.



EFECTOR
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Figura 3.-Ciclo de activacion e
inactivacion de las proteinas G. La
proteina G fluye entre dos estados: 1)
activo, cuando se encuentra disociado en
By y a unidaa GTP, o 2) inactivo, asociado
en un heterotrimero donde « estd unida al
GDP. (Gilman, 1987; Neer, 1995)



I1.3.2. Receptores con actividad de cinasa detirosina

Los receptores con actividad de cinasa de tirosina (RTKS) son proteinas integrales
de la membrana plasmética. La mayoria de los RTKs consisten de una sola cadena
polipeptidica, pero en el caso de los receptores de la insulina y el factor de crecimiento
parecido a la insulina (IGF), presentan una estructura heterotetramérica. Existen alrededor
de 60 RTKSs, que incluyen receptores a diferentes factores de crecimiento, entre ellos: el
factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento del

endotelio vascular (VEGF), las efrinas, la insulina entre muchos mas (Hubbard, 2007).

La estructura general se puede dividir en tres segmentos: 1) region extracelular; 2)
region transmembranal y 3) region intracelular o sefializante. La region intracelular se
divide en tres porciones: 1) dominio yuxtamembranal, 2) dominio con actividad de tirosina
cinasa que es altamente conservado y 3) dominio carboxilo terminal. Los receptores de la
insulina y del IGF estan compuestos de dos subunidades con dominios extracelulares,
conectados por puentes disulfuro, dos subunidades que atraviesan la membrana, y los
dominios intracelulares de las dos cadenas (Fig. 4).

N-terminal
DOMINIO EXTRACELULAR
DE UNION A LIGANDO

S-S -S-5+
-S-§

DOMINIO
TRA

Figura4.- EstructuradelosRTKs.

DOMINIO DE
TIROSINA
CINASA

C-terminal
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Las estructuras de los RTKs monomérica
(izquierda) y heterotetramérica (derecha). Esta
Gltima consiste de dos dimeros idénticos unidos
por puentes disulfuro que forman el tetrdmero
a2f32. (Tomado de Hupfeld y Olefsky, 2007)



Existe una gran variedad de ligandos para los RTKs que se fijan en el dominio
extracelular, provocando un cambio conformacional y su activacion, que inicia la
sefializacion intracelular. La union del ligando induce la dimerizacion del receptor
promoviendo la yuxtaposicion de los dominios citoplasmicos, lo que facilita la
transfosforilacion de las tirosinas por la activacion del dominio de cinasas de tirosina. La
fosforilacion también puede ocurrir en otras fosfotirosinas dentro region citoplasmica pero
fuera del dominio cinasa. Estas fosfotirosinas forman sitios para el reconocimiento y
reclutamiento de proteinas adaptadoras (Grb2, Shc) que participan en cascadas de
sefializacion intracelulares, a través de sus dominios conservados, SH2 (regién de
homologia a Src) y PTB (regiones de unién a fosfotirosina), estos consisten de secuencias
cortas de aminoacidos p-Yxxg@ y NPxp-Y, respectivamente. Estos dominios a través del
reconocimiento especifico de determinadas fosfotirosinas, permiten a las proteinas de las
que forman parte la union a los RTKSs activados y a otras proteinas intracelulares que hayan
sido a su vez fosforiladas en residuos de tirosina (Schlessinger, 2007).

El repertorio de los diferentes dominios y proteinas celulares que se unen a los
RTKSs, determinan las vias de sefializacion que son activadas por ellos. Las principales
cascadas de sefializacion, activadas por estos receptores, son la via de proteina cinasa

activada por mitogénos (MAPK) y la via de la fosfatidilinositol 3 cinasa (P13K).
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I1.4. Las catecolaminas

Las catecolaminas enddgenas adrenalina, noradrenalina y dopamina actGan por su origen y
efectos como neurotrasmisores en el sistema nervioso y/o hormonas en el sistema

endocrino.
[1.4.1 Sintesisy almacenamiento

Las catecolaminas se sintetizan a partir de los aminoacidos, tirosina o fenilalanina,
gue entran a la célula proveniente de la circulacion sanguinea. En el citosol de las células
cromafines de la médula suprarrenal o en las neuronas, la tirosina es convertida por la
tirosina hidroxilasa a dihidroxifenilalanina (I-dopa). La I-dopa es convertida a dopamina
por la l-amino &cido descarboxilasa. A continuacién, la dopamina entra al granulo
neurosecretor donde se convierte en noradrenalina. Esta Gltima formada dentro del granulo
debe salir para convertirse en adrenalina por la accién de la feniletanolamina N-
metiltransferasa (PNMT). La adrenalina en el citosol se almacena en granulos de secrecion
(Fig. 5) (Norman y Litwack, 1997).

I1.4.2. Funcionesfisiolégicas

La adrenalina y la noradrenalina tienen un importante papel regulatorio
neuroendocrino. Bajo ciertas circunstancias de alerta, el hipotalamo envia sefiales en forma
de impulsos nerviosos que viajan a través de las fibras nerviosas simpéticas o neuronas
preganglionares, atravesando (sin hacer sinapsis) todo un trayecto desde la médula espinal
y a lo largo del nervio esplécnico, hasta llegar a la médula suprarrenal, donde hacen
contacto con las células cromafines, consideradas neuronas posganglionares modificadas.
Las células cromafines contienen granulos o vesiculas de secrecion que almacenan a las

catecolaminas para ser liberadas directamente al torrente circulatorio.

La adrenalina y la noradrenalina producen una diversidad de respuestas a través de
la activacion de sus receptores compartidos. En general, se les atribuyen funciones
excitadoras a los receptores o e inhibitorias a los B, entre las que destacan:

-el aumento en la glucogendlisis y la gluconeogénesis en el higado;
-el efecto inotropico positivo y cronotrdpico en el corazon;
-la secrecidn de amilasa por las glandulas salivales;
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-la relajacion de la musculatura uterina;
-el aumento en la conversion de triglicéridos a acidos grasos y glicerol en el tejido adiposo;
-la elevacion de la presidn sanguinea;

-la broncodilatacién en los pulmones;

Figura 5.- Biosintesis, almacenamiento y liberacion de las catecolaminas. En el
recuadro de la izquierda se muestran las vias de sintesis de la noradrenalina (NE) y
adrenalina (EP). En el recuadro de la derecha se muestra la biosintesis, almacenamiento y
liberacion del granulo neurosecretor. (Modificado de Norman y Litwarck, 1997)
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I1.5 Receptor es Adrenér gicos

Los receptores adrenérgicos pertenecen a la familia de GPCRs que median las
acciones de las catecolaminas: adrenalina y noradrenalina. Se clasifican en tres familias de
acuerdo a su estructura (secuencia de aminoécidos), caracteristicas farmacoldgicas, y a su
mecanismo de accién (generacion de segundos mensajeros). Cada familia se divide en tres
subtipos: a1 (oA, 0g, 01p), 02 (02a, 028 Y a2c) Y B (B1, B2 Y Bs) (Fig. 6). La homologia en su
secuencia y caracteristicas estructurales similares sugieren que estos receptores estan
relacionados evolutivamente, originandose de un gen ancestral comin y que
subsecuentemente divergieron por duplicacion genética, para generar las distintas

funciones. Estos receptores tienen una distribucion diferencial entre tejidos y especies.

RECEPTORES ADRENERGICOS

a, a, B
\alA Qg Qpp ] \O‘ZA Qg Oyc ] B, B, Bs

Y | Lr’ '

Gq/ll Gi Gs Gs/Gi

Figura 6.-Subtipos de receptores adrenérgicosy las proteinas G a las que se acoplan.

[1.5.2 Estructura de los Receptor es Adrenér gicos

La secuencia de aminodcidos de los receptores adrenérgicos indica que hay siete
agrupamientos hidrofobicos de 20-25 residuos cada uno, separados por secuencias de
aminoacidos hidrofilicos. Ambos tipos de regiones estdn conservadas en los receptores

acoplados a proteinas G. La secuencia total de los receptores adrenérgicos tiene una
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longitud de 466-572 aminoécidos, y el peso molecular deducido de la estructura primaria es
de 37-45 kDa. Existe diferencia entre el peso deducido y el observado como resultado de
las modificaciones postransduccionales. Estas modificaciones incluyen la adicion de
polisacéridos, la tioesterificacion con &cidos grasos (palmitico o miristico) y la
fosforilacion.

El extremo amino terminal se localiza extracelularmente, contiene sitios consenso
de glicosilacion ligados a asparagina (N-glicosilacion) y estos sitios varian en nimero entre
un receptor y otro. El extremo carboxilo terminal estd localizado intracelularmente y
contiene sitios consenso para la fosforilacion por cinasas de serina/treonina.

Las regiones transmembranales (TM) estan unidas por tres asas intracelulares y tres
asas extracelulares. Entre los receptores adrenérgicos de la misma familia, la identidad en
los dominios transmembranales entre los subtipos del mismo grupo es de 70-80%, y entre
subtipos de las diferentes familias es de 30-40%. Estas asas, aunque son variables en
tamario, son similares entre los subtipos de receptores. Las asas extracelulares primera y
segunda contienen una cisteina, muy conservada también en otros GPCRs (Audet y
Bouvier, 2008).

Los dominios citosélicos estan involucrados en el acoplamiento funcional de los
receptores y las proteinas G. Los segmentos de la tercera y segunda asas intracelulares
determinan la especificidad de las interacciones receptor-proteina G. Dominios especificos
del receptor pueden activar directamente a la proteinas G, y en el estado inactivo del
receptor estos dominios pueden estar ocultos de la proteina G por otros dominios. Los
cambios conformacionales del receptor, inducidos por la union del agonista, probablemente
hacen que estos dominios sean accesibles a la proteina G (Kobilka, 1992). El analisis
funcional de receptores adrenérgicos mutantes y las predicciones moleculares sugieren que
la Arg®™* vy la Lys®®® en la tercera asa citoplasmica, asi como la Leu™" en la segunda asa
citoplasmica, conforman los determinantes estructurales envueltos en el acoplamiento de

las proteinas G (Greasly, 2001).

En la unién del agonista participan residuos localizados a lo largo de los dominios
transmembranales tres a seis, localizados hacia el interior del receptor a diferencia de los
sitios para los antagonistas, en los que los residuos de union dan hacia la superficie
extracelular (Hwa, 1995; Ishiguro, 2002; Nagaoka, 2008; Zhao, 1996).
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La adrenalina consta de un grupo amina, un anillo aromatico (o catecol) con sus
grupos hidroxilo y una cadena p-hidroxietil. Con base en estos componentes Easson y
Stedman (1930), propusieron una de las primeras teorias sobre la relacidn entre estructura 'y
actividad, estableciendo que estos tres grupos quimicos son puntos de contacto para la
interaccion con los receptores adrenérgicos (Fig. 7). Con el desarrollo de la cristalografia, el
modelaje molecular y mediante estudios de mutagénesis sitio dirigida, este modelo ha
tenido algunas variaciones en cuanto a la especificidad del subtipo. EI Asp'®® que

interacciona con el grupo amino del receptor a;g adrenérgico en el TM3 esté altamente

Figura 7.-Modelo de la interaccién
receptor-agonista. De acuerdo a la
hipétesis de las catecolaminas
interactGan con el receptor en tres puntos
de contacto: 1) la amina protonada de la
noradrenalina interacciona con el éacido
aspartico (ASP) en el TM3, 2) el B-
hidroxilo en un centro quiral interactia
con una asparagina (ASN) en el TM6, y
3) el anillo aroméatico a través de los
grupos OH con las serinas (SER) en el
TM5.

conservado en todos los GPCRs que unen aminas biogénicas; las serinas en TM5 que se
unen por puentes de hidrégeno con los grupos meta- y para-hidroxilo del anillo catecol,
también estan conservados (Hwa, 1996) y un grupo de aminoacidos aromaticos en los TM6
y TM7, ademés participan en la unién al ligando, la Phe*® (Chen, 1999) a través de la

interaccion con el anillo catecol. En la Figura 8 se muestra un modelo molecular.
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Figura 8.-Modelo molecular de los receptores a; adrenérgicos. El modelado ejemplifica los
aminodcidos del receptor adrenérgico del subtipo a; involucrados en la unién con agonistas.
(Tomado de Pérez, 2007)

[1.5.3 Farmacologia

El conocimiento de las propiedades farmacologicas ha permitido descubrir la
existencia de heterogeneidad de receptores a; entre tejidos y especies, asi como el
desarrollo de farmacos con aplicaciones clinicas.

Dale en 1906 hace por primera vez mencion de un mecanismo receptivo para la
adrenalina, demostrando que la administracion de una dosis de ergot bloquea la capacidad
de la adrenalina para incrementar la presion sanguinea pero sin efecto en la aceleracion
cardiaca.

El descubrimiento de la existencia de familias de receptores adrenérgicos tuvo su
origen en 1948 por Alhquist, quien al observar los efectos antagonicos (contraccion-
relajacion) de los analogos de la adrenalina a diferentes concentraciones, y los atribuy6 a la
presencia de dos poblaciones de receptores designados como o y B. Este descubrimiento
vino a modificar la idea de la presencia de una sola poblacion de receptores e inicio la
clasificacion en los diferentes subtipos de receptores adrenérgicos de acuerdo a sus
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propiedades farmacoldgicas, que toma en cuenta la afinidad del receptor por ciertos
compuestos agonistas y antagonistas.

Se han utilizado varios radioligandos para estudiar la union de los RA-a; entre los
que destacan °H-prazosina y '®I-HEAT por su alta afinidad y selectividad. Las
catecolaminas muestran una afinidad 20 veces mayor por el RA-a;p que sobre los otros dos
subtipos de receptores o, adrenérgicos. Hasta la fecha, se siguen sintetizando agonistas y
antagonistas selectivos para cada subtipo, entre los que se encuentran: la metoxamina y el
WB4101 para el aia; el AH1110 y la ciclozasina para el aig; la noradrenalina y el
BMY7378 para el a;p (Michel, 1995). Ademas de estos farmacos, se han identificado otros
como el 5-metil-urapidil y la niguldipina, antagonistas para los a;a, con una selectividad
100-500 veces mas alta que para el aig, Yy muy baja para el aip. La tamsulosina tiene una
alta selectividad por los a;a seguida por los a;p (Garcia-Sainz, 1995). La mayoria de las
imidazolinas presentan mayor afinidad por el aja, (Horie, 1995). En cuanto a la
sensibilidad a la cloroetilclonidina, el receptor a;g es el més sensible seguido por el asp y el
o1 (Huerta-Bahena, 1982).

I1.5.4 M ecanismos de Sefializacion

Sistema de los fosfoinositidos/cal cio.

El mecanismo de transduccion de la sefial comienza cuando el ligando
(noradrenalina o adrenalina) se une al receptor adrenérgico a4, y a traves del acoplamiento
con una proteina Gg11 activa a la fosfolipasa C (PLC-B), que promueve la hidrolisis de
fosfatidil inositol 1, 4 bisfosfato (PIP,;), un fosfolipido localizado en la membrana
plasmatica, produciendo dos segundos mensajeros, el diacilglicerol (DAG) y el inositol 1,
4, 5 trisfosfato (IP3). Este Gltimo interacciona con un receptor canal intracelular del reticulo
endoplasmico, con la concomitante liberacion de calcio intracelular. El calcio liberado y el

DAG estimulan a la PKC que, junto con otras cinasas, propagan la sefial intracelularmente
(Fig. 9).
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Figura 9.- Sistema de fosfoinositidos/
calcio. El receptor (R) es activado por
la unién de una hormona (H), se
promueve el intercambio de GDP por
GTP unido a la proteina Gg activando a
la fosfolipasa C (PLC), a su vez
convierte el fosfatidil inositol 1,4
bisfosfato (PIP,) en IP; y DAG. El IP;
Se une a sus receptores canal y causa la
liberacion de calcio del reticulo
endoplasmico, y junto con el DAG
activa a la PKC (Lehninger, 2005).

El DAG permanece en la membrana y subsecuentemente es hidrolizado por una
DAG lipasa, liberando acido araquidonico o puede ser fosforilado a acido fosfatidico por
una DAG cinasa. El recambio de fosfoinositidos esta directamente relacionado con la
actividad de la PKC. Esta familia de enzimas juega papeles de crucial importancia en la
trasmision de la informacion de un gran numero de mensajeros extracelulares, que regulan
una serie de procesos celulares que llevan a una respuesta bioldgica, que incluye:
metabolismo, secrecidn, contraccién, actividad neural y proliferacion celular, entre otros
(Berridge, 1989). La activacion de la PKC a través de los ésteres de forbol se ha visto que
inhibe las acciones a; adrenérgicas observandose un desacoplamiento el recambio de
fosfinositidos (Corvera, 1984, 1986) paralelo a la fosforilacién de los RA-o;.(Leeb-
Lundenberg, 1985). Los RA-a; presentan la siguiente sensiblidad a las acciones de la PKC
o1g >0i1p >>0, (Vazquez-Prado y Garcia-Séinz, 1996).
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[1.5. Regulacion

Desde que el receptor es activado, hasta el desencadenamiento de la respuesta
bioldgica, experimenta una serie de procesos que regulan positivamente o negativamente su
funcion, tales como la desensibilizacion, la resensibilizacion, la fosforilacion, la
desfosforilacion, la internalizacion, el reciclamiento, la degradacion y el cambio en el
numero de receptores. Los procesos mencionados ocurren con cierta velocidad, grado de
atenuacion/activacion y duracion. Los pasos iniciales (activacion y acoplamiento al sistema
de transduccion) se llevan a cabo en segundos a minutos y requieren de la unién de
proteinas adaptadoras al receptor fosforilado. El receptor es entonces secuestrado o
internalizado, lo que se realiza en un lapso de minutos a horas, en un compartimiento
intracelular, lo que permite la desfosforilacion, por fosfatasas especificas para su
degradacion o reciclaje. Hay ademas cambios en la biosintesis (transcripcion-traduccion) de

los receptores (Fig. 10).

Sintesis

Figura 10.-Regulacién de los r eceptor es adr enér gicos.
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[1.5.1. Desensibilizacion

La desensibilizacién es un mecanismo de adaptacién en los sistemas bioldgicos, a
través del cual se reduce la respuesta de la célula a estimulos sucesivos y/o prolongados.
Este proceso sucede después del estimulo hormonal y generalmente se asocia a la
fosforilacion del receptor, catalizada por diferentes cinasas que actGan de manera
simultanea o secuencial. La fosforilacion del receptor produce el desacoplamiento de la
proteina G y la disminucion en su funcion es atenuada o abatida (Lefkowitz, 1998; Garcia-
Sainz, 1999).

Existen dos formas de desensibilizacion: la homéloga especifica del agonista y la
heterdloga o por agentes diferentes a los que activan al receptor. Cabe destacar que ambas
desensibilizaciones pueden ocurrir simultdneamente en una célula.

La desensibilizacion homdloga sucede cuando un receptor es activado por su
agonista, lo que reduce la subsecuente respuesta del mismo receptor, sin efecto en otro
sistema receptor de la misma célula. En este tipo de desensibilizacién participan las cinasas
de GRKSs y las arrestinas.

Las GRKs son una familia de siete cinasas de serina/treonina que fosforilan a los
receptores acoplados a proteinas G, solo cuando se encuentran unidos al agonista,
probablemente debido a que los sitios de fosforilacion quedan expuestos como
consecuencia del cambio conformacional que adoptan al ser activados.

Las GRKs muestra una organizacion similar, con un dominio catalitico, una region
carboxilo terminal que contribuye a la sefializacion y translocacién de la cinasa a la
membrana plasmética, y un extremo amino terminal que es importante en el
reconocimiento del receptor y que a su vez contiene un dominio semejante a los RGS
(reguladores de la sefial de proteinas G). Con base en su secuencia y funcion, esta familia
de cinasas esta subdividida en tres grupos: 1) GRK1 (cinasa de rodopsina), GRK7 (cinasa
opsina); 2) GRK2 (cinasa 1 del receptor B-adrenérgico), GRK3 (cinasa 2 del receptor (-
adrenérgico); y 3) GRK4, GRK5, GRK®6 (Ferguson, 2001). La fosforilacion catalizada por
estas cinasas incrementa la afinidad del receptor por las arrestinas (Krupnic, 1998).

Las arrestinas contribuyen a la desensibilizacion, ya sea desacoplando directamente

al receptor o favoreciendo su/la endocitosis. La union de las arrestinas y el receptor a
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moléculas de clatrina inicia la internalizacion del receptor fosforilado dentro de vesiculas.
Posteriormente, para su reciclamiento y resensibilizacion participan una serie de fosfatasas
que interaccionan con los receptores vesicularizados e internalizados, para desfosforilarlos
y que de esta manera regresen (reciclamiento) a la membrana plasmatica o bien sean
degradados en los lisosomas (Zhan, 1997).

Los elementos estructurales que contribuyen a la unién de las arrestinas incluyen: 1)
una region acidica, localizada en el extremo carboxilo terminal, que controla el
reconocimiento de la forma fosforilada y activa del receptor, sin participar directamente
con éste; 2) una region basica ubicada en el extremo amino terminal, que participa
directamente en la interaccién con el receptor y tiene un papel regulador por medio de la
interaccion con la region acidica, y 3) dos dominios centrales que participan directamente
en la union especifica y selectiva del receptor (Gurevitch, 1995).

La desensibilizacién heteréloga o no especifica de agonista, consiste en la
atenuacion de la respuesta de un receptor determinado, por la activacion de receptores
diferentes. Los GPCRs también pueden ser fosforilados por cinasas dependientes de
segundos mensajeros, como la PKC por el Ca®" y la PKA por el AMPc. Estas cinasas no
solo afectan a receptores estimulados por su agonista, sino también a otros receptores, lo
que promueve una comunicacion cruzada entre ellos (“cross-talk™). La activacion de las
cinasas de las diferentes vias de transduccion es suficiente para causar la fosforilacion de
algunos receptores y la activacion de éstos por su agonista no afecta la cinética de
fosforilacion.

Las PKCs son un grupo de cinasas de serina/treonina, constituido por al menos doce
isoformas que se clasifican en tres subgrupos de acuerdo al dominio regulatorio N-terminal,
que determina su sensibilidad a los segundos mensajeros: Ca** y DAG. A) Las isoformas
clésicas, PKCa, PKCBI, PKCP y PKCy, son reguladas por Ca** y DAG; B) las isoformas
nuevas, PKC3, PKCe, PKCO y PKCn son insensibles a Ca®* y C) las isoformas atipicas,
PKC{ y PKCA, no son reguladas ni por Ca®* ni por DAG. Todas las PKCs tienen un
dominio con actividad de cinasa (KD) conservado, que es autoinhibido por el dominio de
pseudosustrato (PSE), el cual bloquea el acceso al sitio activo. Las isoformas
convencionales contienen un dominio C1, que une DAG Yy ésteres de forbol, y un dominio

C2 que une grupos de fosfatidilserina de manera dependiente de Ca**. La isoformas nuevas
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contienen el dominio C1 y un dominio semejante C2 no funcional, que no contiene la
region de union a calcio; las atipicas no contienen ninguno de estos dos dominios. Cuando
es activada, la PKC se transloca a la membrana plasmatica en donde se une a fosfolipidos.
Las PKCs tienen una expresion ubicua, pueden estar presentes en el mismo tipo celular y
responder a los mismos activadores, pero se translocan a diversos sitios intracelulares
mediando diferentes funciones incluso en ocasiones opuestas. (Liu, 1998; Newton, 2003)

En experimentos con receptores adrenérgicos, en especial con el receptor
adrenérgico oyg, e ha visto que la activacion del receptor por noradrenalina promueve su
desensibilizacion, la fosforilacion e internalizacion con la participacion de PKC. Los
blancos potenciales de esta cinasa son el receptor y la PLC, y su activacion atenua la
actividad del recambio de fosfoinositidos (Corvera y Garcia-Sainz, 1984; Corvera et al,
1986; Garcia-Sainz, 1985, 1986; Leeb-Lundberg, 1987; Lattion, 1994). En el RA-045 los
sitios de fosforilacion se han localizado e involucran a las Ser404, Ser408 y Ser410 cuya
fosforilacion se asocia a las GRKs y a la Ser394 y Ser400 corresponden a la fosforilacion
mediada por PKC (Diviani et al, 1996, 1997).

I1.4.6.2 I nter nalizacion

Los receptores adrenérgicos se encuentran generalmente inmersos en la membrana
plasmatica. Estos son internalizados rapidamente despues de la estimulacion por su
agonista, por un fendmeno conocido como endocitosis, que implica el transporte de los
receptores de la superficie celular al interior de la célula. Existen al menos tres caminos
diferentes por los que los receptores pueden viajar al interior de la célula: 1) endocitosis
dependiente de clatrina; 2) endocitosis dependiente de caveola y lipidos “raft”; y 3)
endocitosis independiente de clatrina y caveolas. Se detallara la primera por ser la via
principal llevada a cabo por los receptores adrenérgicos.

Los receptores adrenérgicos activados por su agonista generalmente entran a la via
dependiente de clatrina, que es promovida por la fosforilacion de los receptores, seguida
por la unién de las arrestinas, y a continuacion son distribuidos en zonas de la membrana
plasmaética (pits) formadas por el reclutamiento de proteinas del citosol, principalmente de
clatrina (Chalothorn, 2002; Fonseca, 1995; McCune, 2000; Morris, 2008). La clatrina,

consiste de una unidad ensambladora conocida como “triskelion”, que es una estructura
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formada por tres cadenas ligeras y tres pesadas. Cada cadena pesada es un polipéptido con
cinco regiones funcionales. En el amino terminal se encuentra la region que contiene un
sitio de unién que interacciona con proteinas endociticas a través de motivos denominados
“cajas de clatrina”. Posteriormente, estas regiones recubiertas de clatrina son invaginadas e
interactuan especificamente con la proteina adaptadora AP-2, (que pertenece a una familia
encargada de mediar la formacion de vesiculas en diferentes localizaciones celulares); este
proceso es dependiente de la dinamina, una proteina con actividad de GTPasa que se
encarga de constrefiir la membrana plasmatica e inducir el desprendimiento de la vesicula.
Las vesiculas endociticas formadas contienen a los complejos receptor-ligando, y se
encuentran encapsuladas por una cobertura de clatrina. Se han identificado méas de 30
proteinas que se unen, cada una, directamente o indirectamente a esta compleja triada
(receptor, clatrina y AP-2); (Ferguson, 1996; Diviani, 2003).

Los receptores recién endocitados, se encuentran en los endosomas primarios, de ahi
pasaran a otros compartimentos dependiendo la ruta elegida. Los GPCRs pueden también
estar por un tiempo internalizados en los denominados endosomas tardios (0 cuerpos
multivesiculares), antes de direccionarse hacia alguna de las vias postendociticas. La
compartamentalizacion de los receptores en diferentes vesiculas marcara su destino celular,
por lo que la internalizacion es considerada parte fundamental del proceso de

desensibilizacion.

11.4.6.3 Reciclajey Degradacion

La ruta de reciclaje se encarga de restaurar los GPCRs en la membrana plasmatica, para lo
cual el receptor es pasado a una vesicula asociada a fosfatasas (o endosoma de
reciclamiento), que media la desfosforilacion de los receptores, y a continuacion son
reciclados a la membrana plasmatica, en un estado resensibilizado en el cual son totalmente
funcionales. La otra via que pueden tomar es la degradativa, por la cual los receptores son
transportados a los lisosomas, donde son proteolizados o pasan por el proceso de
ubiquitinacion al proteosoma.

En la ultima via existe una atenuacion de la respuesta a largo plazo mediante un

proceso conocido como “down regulation” o regulacion a la baja, donde participan

25



mecanismos transcripcionales y postranscripcionales que provoca una reduccion en el
RNAm y degradacion de la proteina), provocando una disminucién en el numero total de
receptores en la membrana (Bunemann, 1999).

Existen determinantes moleculares dentro de los diferentes GPCRs que parecen
regular el trafico en y hacia compartimentos intracelulares. Se han localizado algunos
aminoacidos presentes en dominios intracelulares de los receptores que marcan y median la
endocitosis y la distribucion (sorting) de estos receptores. Estas secuencias actian como
sitios de reconocimiento para componentes de la maquinaria proteica, involucrada en el
proceso de trafico vesicular. Destacan dos tipos de motivos, los de di-leucina (LL o LXL)y
los basados en tirosinas (YXX) (Paing, 2004). También existen otros dominios que
acarrean una sefial de secuestro. Por ejemplo, PDZ y NSF que dirigen a los receptores hacia
la via de reciclaje, y la nexina-1 o GASP (GPCR-asociated sorting protein) que lo hace a la
degradacion (Trejo, 2005).

Varias proteinas de la familia de las proteinas G pequefias participan en este proceso

de degradacion entre las que destacan las pertenecientes a la familia Rab.

Las Rab GTPasas son el grupo mas diverso de proteinas G pequefias semejantes a la
familia de Ras, se encuentran constituidas por mas de 60 miembros. Las proteinas Rab
controlan una variedad de procesos celulares como endocitosis, fusion endosomal y
exocitosis. La familia de Rab GTPasas se distingue por tener un motivo Rab F; son
modificadas postraduccionalmente por la adicion de dos grupos geranil al extremo C-
terminal, lo que permite su asociacioén con la membrana. El estado de activacion de estas
proteinas esta regulado por proteinas activantes de GTPasas (GAPS), que aceleran la
hidrolisis del GTP a GDP, o por factores de intercambio nucleo6tidos de guanina (GEFs)
que catalizan el intercambio del GDP unido por GTP. Las Rab se localizan en
compartimentos de las vias endocitica y exocitica, ademéas diferentes isoformas estan
unidas en las membranas de diferentes organelos; asi, Rab 1 y 2 se localizan en vesiculas
que median el trasporte del reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi; Rab 4, 5y 11 se
localizan en endosomas tempranos; Rab 7 y 9 se localizan en endosomas tardios y en
lisosomas. Rab 5 tiene una importante participacion en la endocitosis y trafico de GPCRs,
esta GTPasa se encuentra localizada en la membrana plasmatica, vesiculas cubiertas de

clatrina y endosomas tempranos (Seachrist y Ferguson, 2003).
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I1.4.6.4 | nteraccionesinter molecular es
Oligomerizacion entrereceptores

El concepto que se tenia tradicionalmente de que los GPCRs funcionan como
entidades individuales (mondmeros), es decir que a un sélo receptor se le une un ligando,
ha cambiado en los Ultimos tiempos. Existe evidencia bioquimica, biofisica y
farmacologica que sugiere que varios receptores pueden encontrarse interaccionando
fisicamente formando agrupaciones (complejos oligoméricos o dimeros). Se han
encontrado diferentes combinaciones de dimeros entre los GPCRs, incluyendo a los
receptores adrenérgicos, los cuales se pueden dar entre el mismo tipo de receptores
(homodimeros), entre subtipos o entre receptores de diferentes familias (heterodimeros). La
dimerizacion puede modificar las propiedades fisicas, farmacoldgicas y funcionales y en
algunos casos se ha visto que es esencial para la funcion desempefiada por estos receptores.
La dimerizacion puede involucrar la interaccion con la region extracelular, los dominios
transmembranales y/o el carboxilo terminal; y la naturaleza de la asociacion entre los
oligdbmeros puede involucrar uniones covalentes (como enlaces disulfuro) y/o interacciones
no covalentes (hidrofdbicas).

Se ha cuestionado si los GPCRs existen como dimeros preformados (constitutivos)
0 si son unidades dinamicas que son asociadas en presencia del ligando. La evidencia
experimental muestra que pueden existir los tres escenarios: 1) los dimeros preexisten pero
son modificados por el agonista; 2) el complejo preformado es estable y no cambia con el
ligando; o 3) el ligando es fundamental para la formacién y funcion del dimero.

Tanto la homo- como la heterodimerizacion constitutiva parece ocurrir dentro del
reticulo endoplasmico (RE), por lo tanto la dimerizacion puede ser un requerimiento comun
para que los GPCRs pasen los puntos de control de calidad a lo largo de la via biosintética.
Uno de los mejor caracterizados es el del receptor del acido y-aminobutirico metabotropico
B (GABAgR), cuando es funcional, es un heterodimero compuesto de dos unidades
homologas GABAg: y GABAg,, cada una tiene una funcion diferente: GABAg; provee el
sitio de union y GABAg;, promueve el transporte a la superficie celular de GABAg; y el
eficiente acoplamiento a la proteina G. Se ha demostrado que el GABAg; sirve para
enmascarar el motivo de retencion al reticulo endoplasmico, localizado en carboxilo
terminal del GABAg;. (Pin, 2004)
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En los primeros reportes se encontrd que los tres subtipos de receptores a;
adrenérgicos existen como monomeros, dimeros y oligdmeros detectados por western blot
(Vicentic, 2002); mas tarde, esto fue confirmado con las metodologias de BRET y FRET
que utilizan agentes bioluminiscentes (luciferasa) o fluorescentes (proteina verde
fluorescente), unidos a los receptores. A la fecha, se han encontrado diferentes parejas de
heterodimeros entre los adrenérgicos incluyendo: Bi/B2, Pi/oza, aialaas, oig/oup Y o1p/P2
(Hague, 2004; Mercier, 2002; Stanasila, 2003; Uberti, 2003; Xu, 2003).

La heterodimerizacion de los receptores adrenérgicos oy es subtipo especifico, el
receptor ayg interactia con asa Y oip, Pero no interactlan aya y aip. En el caso de la
heterodimerizacion ois/asp, €l o1 Se comporta como una chaperona, promoviendo la
expresion membranal del aip y observandose un perfil farmacoldgico diferente (Uberti,
2003; Hague, 2004).

Estos encuentros sugieren que los heterodimeros forman complejos funcionales con
distintas especificidades y propiedades de sefializacion, en el cual cada receptor individual

puede ser responsable para las funciones especificas.
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[11.-ANTECEDENTES

El receptor adrenérgico ap fue descubierto (Perez et al, 1991) gracias al desarrollo
de nuevas técnicas y estrategias moleculares (clonacion, agentes quimicos mas selectivos
para cada subtipo y de mejores métodos bioquimicos de deteccidn).

Aunque en un principio hubo controversia con respecto a que el receptor
adrenérgico ayp fuera en realidad un nuevo subtipo distinto al a;a (Lomasney et al, 1991),
muchos trabajos han constatado la existencia de este tercer subtipo de receptor adrenérgico.
Este encuentro llevd a que se modificara la clasificacion y la nomenclatura de los
receptores adrenérgicos de acuerdo a nuevos criterios (Hieble et al, 1995; Michel et al,
1995).

La primera secuencia clonada del receptor adrenérgico (RA) aip fue de rata
(Lomasney et al, 1991; Perez et al, 1991) y casi inmediatamente se obtuvieron las
secuencias del receptor a;p de humano (Bruno et al, 1991; Forray et al, 1994; Schwinn et
al, 1995; Esbenshade et al, 1995) y de conejo (Suzuki et al, 1997). Las diferentes isoformas
del RA ayp son muy parecidas, presentando entre ellas un alto grado de identidad (83-
85%). Sin embargo, varian en cuanto al largo de la cadena de aminoéacidos y al peso
molecular. El receptor de humano es méas grande que el receptor de rata (572 respecto a 561
aminoacidos). El peso molecular estimado del receptor aip es de 59-60 kDa y el real es de
70-80 kDa. Estas diferencias pueden deberse al estado de N-glicosilacion de las argininas
del extremo amino terminal. La principal diferencia estructural entre los receptores de
diferentes especies se sitla en las regiones carboxilo y amino terminales.

El estudio del receptor adrenérgico aip humano ha sido complicado debido a que la
expresion y el acoplamiento al sistema de transduccion es deficiente, en comparacién con
los otros dos subtipos. Ademas, no hay anticuerpos selectivos ni farmacos especificos que
reconozcan al receptor. El agente mas selectivo utilizado hasta el momento, para
caracterizarlo farmacoldgicamente, es el BMY7378, que actia como antagonista (Goetz et
al, 1995).

Aln asi, el RA-a;p se ha expresado en diferentes lineas celulares, por lo que se ha
obtenido informacién sobre su funcionamiento. La presencia del receptor adrenérgico oip

en diferentes tejidos se ha observado por la distribucion del RNA mensajero. El receptor
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a;p humano es abundante en: aorta, corteza cerebral y prostata, también hay en pulmon,
corazén, rifidén y bazo (Price et al, 1994); el receptor a;p de rata esta presente ampliamente

en vasos deferentes, aorta, corteza cerebral e hipocampo.

El receptor se acopla al sistema de fosfoinositidos/Ca?* via proteinas Gq a través de
la activacion de la PLC, pero menos eficientemente que los otros subtipos. Se ha visto que
el receptor de rata exhibe actividad intrinseca independiente del estimulo del agonista, y
que algunos antagonistas pueden actuar como agonistas inversos, disminuyendo el nivel
basal en la liberacién de calcio (Garcia-Sainz y Torres-Padilla, 1999). De la misma manera,
presenta un nivel basal alto de produccidn de fosfatos de inositol.

La localizacion del receptor dentro de la célula es peculiar, ya que siendo un
receptor de membrana celular, se le ha encontrado predominantemente en vesiculas
intracelulares (McCune et al, 2000; Chalothorn et al, 2002). En este comportamiento se
involucra la sefial dada por su amino terminal (Pupo et al, 2003; Hague et al, 2004).

En trabajos recientes de nuestro laboratorio se demuestra que el receptor a;p de rata
y humano se desensibiliza y es susceptible de fosforilarse por PKC (Garcia-Sainz et al,
2001, 2004). EIl receptor de rata y el de humano son también fosforilados por la accion de
agentes no adrenérgicos como la endotelina, el &cido lisofosfatidico y por algunos factores
de crecimiento, lo que sugiere una modulacién heteréloga (Garcia-Sainz et al, 2001;
Rodriguez-Pérez et al, 2009). Ademas, es capaz de heterodimerizarse con el receptor oug Yy
con el receptor B, lo que promueve una redistribucion intracelular del receptor hacia la
superficie (Hague et al, 2004, 2006; Uberti et al, 2005). Un papel importante se le ha
asignado en el sistema circulatorio, en especial en arterias y en la contraccion del masculo
liso (Gisbert, et al, 2000; Ibarra, et al, 1997; Tanue, 2002c; Villalobos-Molina e Ibarra,
1996).

30



IV.-JUSTIFICACION

La informacion acerca de la regulacion del receptor aip adrenérgico es minima en
comparacion con la de otros subtipos. Nuestro grupo de investigacion esta interesado en
establecer el mecanismo molecular de la desensibilizacion de este receptor, y el papel que
juega la fosforilacién en este proceso.

En nuestro laboratorio hemos demostrado que el RA—a;p es una fosfoproteina, cuyo
estado de fosforilacion se asocia a la desensibilizacion homologa (dependiente de agonista)
y heteréloga (independiente del agonista), esta ultima ha sido poco explorada en este
receptor. Sin embargo, la informacion de los dominios estructurales que determinan la
funcién y la regulacién de este subtipo es escasa (practicamente nula). Por tal motivo,
decidimos abordar este aspecto. La estrategia experimental consistid en generar dos lineas
celulares que expresan establemente dos formas mutantes del RA-aip: un receptor al que se
le eliminaron los primeros 79 aminoacidos del amino terminal, denominado AN; y otro sin
el carboxilo y sin el amino terminales, o ANAC. La construccion AN fue utilizada como una
herramienta para aumentar su expresion en membrana, para compararlo con el RA-aip
carente tanto del amino como del carboxilo terminales, y asi determinar si esta Gltima
region es esencial para la regulacién, debido a que tiene mdltiples sitios posibles de
fosforilacion.

V.-HIPOTESIS

La desensibilizacion del receptor a;p adrenérgico humano es dependiente de su extremo
carboxilo terminal.
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VI.-OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar la desensibilizacion del receptor a;p adrenérgico humano y la participacion del

dominio carboxilo terminal en este proceso.

Objetivos Particulares

Construccion de formas truncas del receptor aiyp adrenérgico humano:

1) sin los primeros 79 amino&cidos del amino terminal (AN); y

2) sin el carboxilo terminal y sin el amino terminal (AN-AC), que no tiene del
aminoacido 441 al 572, ni los amino&cidos 1 al 79.

Expresion estable de las diferentes formas truncas del receptor a;p adrenérgico

humano en las células Rat-1.

Identificacion de los receptores o;p adrenérgicos humanos truncos por fotomarcaje.

Determinacion de la cantidad de receptores a;p adrenérgicos humanos expresados

en cada una de las construcciones, mediante estudios de unién a radioligando.

Anélisis funcional de cada una de las construcciones del receptor a;p adrenérgico

humano, midiendo la produccion de los segundos mensajeros calcio y fosfatos de

inositol.

Determinacion del grado de fosforilacion del receptor a;p adrenérgico humano y

relacionarlo con su desensibilizacion.

Caracterizar la desensibilizacion homologa y heter6loga del receptor aip

adrenérgico humano. Esta ultima por la activacién de receptores no adrenérgicos de

de la familia de los GPCRs, como los receptores a bradicinina (BK), a endotelina

(ET), a esfingosina 1-fosfato (S1P) y al &cido lisofosfatidico (LPA). Asi también

por los receptores pertenecientes a la familia de los RTKs como a la insulina, al

factor de crecimiento epidermal (EGF), al factor de crecimiento similar a la insulina

(IGF-1) y al factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF).
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VII.-MATERIAL

Reactivos

NA ((-)-Noradrenalina), BMY 7378 (8-[2- [4-(2-Metoxifenil)-1-piperazinil] etil]-8-azaspiro
[4.5] decano-7,9-dione dihidrocloruro), LPA (Acido Lisofosfatidico), TPA (Acetato de
Tetradecanoil Forbol), EGF (Factor de Crecimiento Epidérmico), PDGF (Factor de
Crecimiento Derivado de Plaquetas), Insulina, IGF-I (Factor de Crecimiento similar a la
Insulina-1), Bradicinina, Endotelina, Esfingosina fosfato-1, Estaurosporina, Wormanina,
Bacitracina, Inhibidor de tripsina, Leupeptina, Hepes, Pirofosfato de sodio, Fluoruro de
sodio, Cloruro de magnesio, EDTA (Acido Etilen-di-amino-tetra-acético), EGTA (Acido
Etilen Glicol tetra-acético), B-Glicerofosfato, Formato de amonio y de sodio, PMSF
(Fluoruro de Fenil Metil Sulfonilo), SDS (Dodecil sulfato de sodio), PPO (2,5-difenil
oxazol) y Tritdn X-100 fueron de Sigma; BIM (bis-indolil-maeimidal) y LY 294002 (2-(4-
morfolinil)-8-fenil-4H-1-benzopirano-4-1) fueron Calbiochem. Fura-2AM acetometil ester
fue de Molecular Probes. El &cido férmico fue de Fulka; [*I]-aril azido prazosina
(2200Ci/mmol) y [2,3-*H]-mio-Inositol (22.9Ci/mmol) se compraron de New England
Nuclear. La [*H]-tamsulosina (56.3 Ci/mmol) fue donada por Yamanouchi Europe. La
proteina A y G acopladas a sefarosa fueron de Upstate Biotech. El kit BD Advantage™
GC2 Polymerase Mix de Clontech Laboratories;, El kit QIAquick Gel Extraction, los
amortiguadores y las columnas para purificar € plasmido fueron de Qiagen. El kit de
ligacién de DNA de Roche Molecular Biochemicals. Los fosfatos de sodio y cloruro de
sodio fueron de Baker; las columnas de Dowex AGI-X8 de Bio Rad. El pldsmido
pcDNA 1neo conteniendo a receptor a.1p adrenérgico humano nativo fue donado por el Dr.
Marvin L. Bayne (Merck). El anticuerpo monoclonal dirigido contra un epitope de la
hematoglutinina (HA) fue de Covance (# de catdogo: MMS-101P). Un anticuerpo
policlonal de congjo dirigido contra una region dentro del carboxilo terminal del receptor
aap adrenérgico de rata (secuenciaa LREWRLLGPLQR) fue generado en el laboratorio
(Garcia-Séinz, et al, 2001).
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Cultivo

Medio de cultivo DMEM (medio de Eagle modificado por Dulbeco), Optimem, SFB (suero
fetal bovino), tripsina, estreptomicina, penicilina, anfotericina B, G418, bicarbonato de
sodio, obtenidos de Gibco Life Technologies, Lipofectamina 2000 y la cepa bacteriana
competente DH5a adquirida de Invitrogen; Medio de cultivo LB (medio de Luria Bertani),
peptona de caseinay extracto de levadura, agar, ampicilina, kanamicina, cloruro de calcio y

la RNAasa fueron de Sigma.

Cultivo celular: Las células Rat-1 fueron crecidas en DMEM suplementado con 10 % de
suero bovino fetal, G418 300 o 600 pg/mL, estreptomicina 100 pg/mL, penicilina 100
U/mL y anfoterecina B 0.25 pg/mL a 37 °C bagjo una atmosfera de 95 % aire/5 % CO..

VIII.-METODOLOGIA

Construccion de los receptores adrenérgicos aip truncos (AN, sin la region amino
terminal, 1-79) y (AN-AC, sin lasregiones amino y carboxilo terminales, A1-79 y A441-
572).

Para construir la forma truncada AN (A1-79) del receptor a;p adrenérgico humano, se
eliminaron los primeros 79 aminoécidos, por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), utilizando como templado al plasmido pcDNA 1neo que contenia al RA-
oD humano nativo. El oligonucledtido sentido 5-
TAGCTAGCGACGTGAATGGCACGGCGGCCGTCG-3 y oligonucledtido antisentido
5-ATAGAATTCTTAAATATCGGTCTCCCGTAGGTTGC-3 fueron utilizados para
amplificar la region correspondiente a los primeros 79 aminoacidos, con la incorporacion
de los sitios de restriccion Nhel y Eco Rl en €l extremo 5'- y 3'-, respectivamente. El DNA
modificado fue entonces digerido con Nhel y EcoRl, purificado y ligado dentro de estos
sitios de restriccion en el plasmido pCEFL-HA. Para generar €l receptor trunco AN (A1-79)
AN-C (A1-79A441-572), se eliminaron del RA-aip nativo los aminoécidos del 1 a 79
(como se describio arriba) y también del 441 a 572 por PCR, utilizando €l oligo sentido 5-
TAGCTAGCGACGTGAATGGCACGGCGGCCGTCG-3 y e oligo antisentido 5'-
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ATAGAATTCTCAGGCCCGCCAGTGGTGGCCGTAGACACGC-3 con la
incorporacion de los sitios Nhel y EcoRIl en €l 5’y en el 3, respectivamente. La PCR se
realizo en presencia de DMSO a 3 % (debido al alto contenido de GCs). El producto de
PCR fue digerido con Nhel y Eco RI, purificado, y ligado dentro de |os sitios de restriccion
Nhel y Eco RI del plasmido pCEFL-HA (Ver Anexo |). Los cDNAs obtenidos de ambas
construcciones, fueron introducidos por transformacion de las células competentes de E.

Coli cepa DH50. como a continuacion se describe:

-Transformacion

1) Las células competentes DH5a y €l plasmido pCEFLP-HA, que contenia insertado al
receptor o,p adrenérgico humano (AN o AN-C), fueron mezclados (cada construccién por
separado) e incubados en hielo por 10 min, pasado este tiempo se sometieron a un chogque
térmico de 42 °C por 45 s.

2) Inmediatamente después se adicion6 1 mL de medio LB y se dgjaron incubando en
movimiento (250 rpm) a 37 °C por 1 h.

3) Lamezcla se centrifugd a 5000 rpm y el boton se resuspendio en 200 pL de medio LB.
4) Las células trasformadas se plaguearon en una caja Petri de LB-agar con ampicilina (100
pug/mL), y se agitdé a 37 °C hasta el siguiente dia.

-Cultivo bacteriano

1) Se coloco una coloniade las céulas transformadas en 2 mL de medio liquido de LB con
ampicilina (100 pg/mL), manteniéndose en agitacion a 250 rpm y a 37 °C por toda la
noche.

2) El cultivo de la colonia transformante se vacié en un matraz de 500 mL, en un volumen
de 100 mL del mismo medio, y seincubo hasta el dia siguiente.

-Obtencién del plasmido

1) El cultivo bacteriano anterior se centrifugé a 6000 rpm a4 °C por 20 min.

2) El paquete de bacterias se disolvié en 4 mL del amortiguador P1 o de resuspension (Tris-
HCI 50 mM, pH 8.0; EDTA 10 mM; RNAasa A 100 pg/mL), y e sobrenadante se elimind.
3) A lo anterior se adicionaron 4 mL de amortiguador P2 o de lisis (NaOH 200 mM, SDS 1

%), se mezclo y se degj6 reposando 5 min atemperatura ambiente.
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4) Después se agrego el amortiguador P3 o de neutralizacion (3.0 M de acetato de potasio,
pH 5.5) agitando ligeramente y se incubd en hielo por 15 min.

5) A continuacién, € boton bacteriano de cada construccion (del paso 4) se centrifugd a
11,000 rpm y 4 °C durante 30 min; mientras tanto, se equilibré y lavd una columna con 4
mL del amortiguador QBT (NaCl 750 mM; MOPS 50 mM, pH 7.0; etanol 15 %; Triton X-
100 0.15 %y).

6) El sobrenadante se paso a través de un filtro Whatman del No. 4 y se aplicd en una
columna previamente equilibrada parala purificacion de plasmidos.

7) La columna con el sobrenadante fue lavada con 10 mL del amortiguador QC o de lavado
(NaCl 1.0 M, Tris-HCI 50 mM pH 8.5, etanol 15 %).

8) El DNA se eluyé con 5 mL de QF (NaCl 1.25 M, TrissHCI 50 mM pH 8.5, etanol 15
%).

9) El DNA eluido se precipité con 3.5 mL de isopropanol, se mezcld y centrifugd a 11,000
rpm por 30 min.

10) EI DNA precipitado se lavo dos veces con 2 mL de etanol a 70 %, se secO a
temperatura ambiente por 12 h y se resuspendi6 en 300 uL de agua.

11) La cantidad de pldsmido obtenido de cada construccion se cuantifico y visualizd en un
espectrofotébmetro Beckman a una longitud de onda de UV a 260 y 280 nm y por geles de
agarosaal 1 %.

NOTA: En todas las centrifugaciones se utilizé una centrifuga Sorvall GSA.

La obtencion del plésmido de las construcciones truncadas, fue confirmada por
secuenciacion automatizada del DNA en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM. La informacién obtenida de la secuenciacion fue corroborada
por alineamiento utilizando el programa BLAST y por la digestion con enzimas de
restriccion; los fragmentos obtenidos por los sitios de corte fueron analizadas por

electroforesis en geles de agarosa al 1 %.
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Generacion de las lineas celulares que expresan establemente a los receptores
adrenérgicos aip truncados AN y AN-4C.

Las células Rat-1 silvestres se sembraron en placas de 6 pozosy se mantuvieron a37 °Cy
5 % CO, en medio DMEM con 10 % suero fetal bovino y antibiéticos.

-Transfeccion

1) Al siguiente dialas células fueron lavadas con DMEM sin suero.

2) Mientras se hicieron dos mezclas: una contenia al plasmido purificado (1.5 pg) con €
receptor aip humano en 400 pL de Optimem, y la otra mezcla tenia a la Lipofectamina
2000 (15 pL) en 400 pL de Optimem; y se degjaron reposar 5 min. Después ambas mezclas
se juntaron e incubaron a temperatura ambiente por 30 min.

3) Lamezcladel plasmido con lalipofectamina se agrego alas células Rat-1 y se incubaron
por 6 ha37 °C.

4) La mezcla de transfeccion se retird; las células se lavaron con PBS y se les coloco €
medié DMEM con suero a 10 %.

5) A las 72 h se cambio e medio por DMEM suplementado con G418 600 pg/mL.

-Seleccion

1) La selecciodn se hizo por dilucion limitante, la cual consistio en tratar de crecer una sola
célula en un pozo (de una cgja de 48), manteniendo €l cultivo celular en presencia del
antibidtico G418 (600 pg/mL).

2) A los dos meses, a las células sobrevivientes se les cambio la concentracion de G418 a
300 pg/mL. Las colonias celulares sobrevivientes fueron expandidas.

3) Por ultimo, se eligié solo una coloniade las células Rat-1 que expresaron al receptor op
adrenérgico humano, de cada una de las construcciones truncas del receptor oup
adrenérgico humano. La funcionalidad de cada colonia se obtuvo a través de medir la
generacion de los segundos mensgjeros (calcio intracelular y fosfatos de inositol) a

estimular con NA.

37



Medicion dela liberacion de calcio intracelular

1) Las células con €l receptor aiup adrenérgico humano se cultivaron en cajas Petri de 10

cm, hasta que tuvieran una poblacion del 90 % de confluencia
2) Las células se dgjaron en ayuno (sin suero) de 12-18 h.

3) Al dia siguiente, las células se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con 4 mL
Krebs-Hepes-BSA pH 7.4 (Hepes 20 mM, NaCl 120 mM, KH,PO,4 1.2 mM, MgSO, 1.2
mM, KCI 4.75 mM, BSA 0.05 %, glucosa 10 mM, CaCl, 1.3 mM) con Fura 2-AM (5 uM)
por 1 ha37 °C.

4) Las células incubadas con Fura-2AM se lavaron dos veces con PBS, se despegaron con
500 uL de tripsina (por menos de 5 min), se resuspendieron con 10 mL del amortiguador
Kreb-Hepes-BSA, se lavaron tres veces por resuspension y centrifugacion (3,000 rpm por 5
min) con el mismo amortiguador. La pastilla celular se llevd a un volumen de 10 mL del

mismo amortiguador.

5) Para la medicion de laliberacion de calcio, se coloco 1 mL de las células en suspension
y 1 mL del Krebs en una celda, la cual se puso dentro del espectrofluorometro (AMINCO-
Bowman Serie 2) y se prosiguié a estimular con los tratamientos correspondientes. Las
células se mantuvieron en suspension y agitacion a 37 °C durante la obtencion de los

trazos.

6) Los trazos fueron registrados alas siguientes longitudes de onda: 340 nm de excitacién y
510 nm de emision con interval os de 0.5 segundos. La cuantificacion de calcio se obtuvo de
la relacion de fluorescencia méximay minima de acuerdo a la ecuacion: [Ca']i = Kd [(R-
Rmin)/(Rmax-R)][Sf/Sh,]; en donde Kd es la constante de afinidad del Fura-2AM (224
nM); R es la lectura de fluorescencia en unidades arbitrarias, Rmin = Fluorescencia
minima, determinada al agregar el EGTA 5 mM, y Rmax=Fluorescencia maxima obtenida
al lisar las células con TriténX-100 al 1 %; Sf y Sb son los coeficientes de proporcionalidad
del Fura, libre Sf y unido a Ca?* Sb en lalongitud de onda 2 (Grynkiwicz, 1985). Los datos
se analizaron con el programa Prim3.0/GraphPad.
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Cuantificacion de la produccion de fosfatos de inositol

1) Las células transfectadas con el receptor a;p humano fueron resembradas en placas de
seis pozos; a estar a 100 % de crecimiento se dejaron incubando con 750 uL de medio
DMEM sininositoles, 1 % de SBF y con 3 uCi/mL de [°*H] mio-Inositol por 18 ha37 °Cy
a5 % de CO..

2) El diadel experimento seretird el medio alas células por aspiracion, fueron lavadas dos
veces con PBS y preincubadas por 20 min con 2 mL/pozo de la solucién Krebs-Ringer-
Hepes LiCl, 20 mM pH 7.4 (Hepes 20 mM, NaCl 120 mM, KH,PO,4 1.2 mM, MgSO, 1.2
mM, KCI, 1.3 mM CaCl,) a 37 °C; a continuacion se estimulé con 20 uL NA y/o
BMY 7378 10 uM por 15 min.

3) La reaccion se detuvo con 300 pL de acido perclérico frio al 30 %. Las células se
rasparon con un gendarme, se pasaron a tubos de ensayo, donde se neutralizaron con 1 mL
de una solucion de KOH 1.5 M y Hepes 75 mM, y se les gusto e pH entre 7.3-7.8.

Posteriormente se centrifugaron a 3,000 rpm por 10 min en una centrifuga Beckmann.

4) Los fosfatos de inositol totales fueron separados por cromatografia de intercambio
anionico, utilizando una columna con 1.5 mL de resina hidratada (Dowex AG1-X8),
previamente equilibrada con € amortiguador de regeneracion (formato de amonio 2 M y
acido féormico 0.1 M). Los sobrenadantes se pasaron por la columna aplicando
amortiguadores de diferente fuerza idnica (después de colocar cada amortiguador, se hizo
un lavado con agua). Se aplicé primero e amortiguador GPI (borato de sodio 5 mM y
formato de sodio 180 mM), y después se eluyeron los fosfatos de inositol totales con otro
amortiguador (acido férmico 0.1 M y formato de amonio 1 M) (modificado de Berridge,
1983).

5) Las muestras se colectaron en viales, selesadicioné 5 mL detritosol (PPO, xileno 60 %,
tritobn 25.7 %, etilenglicol 3.7 % y etanol 10.6 %) y se cuantificaron como DPM

(desintegraciones por minuto) en el contador de centelleo Beckmann L S600SE.
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Preparacion de las membranas

1) Lascélulas Rat-1 que expresan a receptor o;p humano se sembraron en seis cgjas Petri
(10 cm). Unavez confluentes fueron lavadas dos veces con PBS frio e incubadas 20 min en
1 mL de unasolucion delisis pH 7.5 (Hepes 20 mM; EDTA 1 mM, pirofosfato de sodio 10
mM, NaVO, 1 mM, B-glicerofosfato 10 mM, MgCl, 2 mM, inhibidores de proteasas
(leupeptina 20 png/mL, bacitracina 50 ng/mL, inhibidor de tripsina 20 pg/mL y PMSF 100
ug/mL) a4°C.

2) Las células fueron raspadas con un gendarme y puestas en un homogenizador de vidrio
previamente enfriado. La ruptura celular consistié en homogenizar los lisados celulares,
con un véstago de teflon adaptado a un taladro, subiendo y bajando 40 veces (todo se hizo
sobre hielo).

3) El homogenado celular se colocd en tubos corex de 15 mL y se centrifugé a 3,800 rpm
por 20 mina4 °C.

4) El sobrenadante se paso a otro tubo y el boton se volvié a homogenizar y a centrifugar
(como en €l paso 2).

5) Los sobrenadantes se centrifugaron a 11,000 rpm a4 °C por 20 min.

6) Las membranas se resuspendieron en 250 uL del amortiguador Tris 50 mM-MgCl, 10
mM pH 7.5.

7) La concentracion de proteina membranal (mg/mL) se determiné por e método

modificado de Lowry (1951), utilizando albumina bovina como esténdar.

Ensayo de union a radioligando

1) Las membranas plasmaéticas (25 pg), aisladas previamente, se incubaron con diferentes
concentraciones del radioligando [*H]-tamsulosina, y en presencia o ausencia de una
concentracion fija del antagonista selectivo de los receptores a;p adrenérgicos, €l
BMY 7378 10 uM, en un volumen final de 250 uL del amortiguador de union (Tris 50 mM
y MgCl, 10 mM, pH 7.5) por 1h en un bafio de agua a 37 °C con agitacion constante.
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2) La reaccion se detuvo con 5mL del amortiguador de union frio y a continuacion, las
muestras se filtraron en el aparato Brandell utilizando filtros GF/C. Los filtros se lavaron
dos veces con el mismo amortiguador, secados y colocados en viaes de vidrio con liquido

de centelleo o tritosol.

3) La radiactividad de las muestras se cuantificé en un contador de centelleo Beckmann
L S600SE. La union especifica fue > 90 % del total de la union. La unién no especifica fue
determinada en presencia de BMY 7378. El calculo y €l andlisis para determinar laKdy la
Bmax fueron realizados con los programas EBDA de Biosoft-Elsevier (Cambridge, UK) y
Prim3.0/GraphPad.

Fotomarcaje

1) Las membranas plasméticas (50 pg) se disolvieron en e amortiguador de fotomarcaje
(Tris/HCI 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM pH 7.5, MgCl, 10 mM, adicionado con
inhibidores de proteasas) e incubadas con [**I]-azido-iodo-prazosina 6 nM con o sin
BMY 7378 10 uM, en un volumen final de 100 uL (en tubos eppendor), manteniéndose

durante 1h en oscuridad, a temperatura ambiente y en agitacién constante.

2) La reaccion se detuvo con 700 pL del amortiguador y las muestras fueron expuestas a

radiacion UV con una E=6000 pJ por 3 min en el aparato Stratalinker de Stratagene.

4) Las membranas se centrifugaron a 13,000 rpm por 15 min en la microfuga a 4 °C, se
aspiré y desechd el sobrenadante. Una parte de las muestras se usaron para detectar € total
de los receptores fotomarcados (tratados a partir del paso 5 en adelante), y las otras

muestras se inmunopreci pitaron como se menciona a continuacion:

5) El botén membranal fue solubilizado en 500 uL del amortiguador de fotomarcaje, con
triton 1.5 % e incubado en hielo por 1h. Pasado €l tiempo las muestras se centrifugaron a
13,000 rpm a 4 °C por 15 min, para la inmunoprecipitacion, el sobrenadante se coloco en
tubos eppendor con la proteina A 0 G sefarosa y se degjaron toda la noche a 4 °C en

agitacion. Al dia siguiente, las perlas de sefarosa se lavaron con e amortiguador de lavado
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(Hepes 50 mM, NaCl 100 mM, NaH,PO4 50 mM, NaF 10 mM, SDS 0.05 %y tritdén x-100
1.0 %, pH 7.2) por resuspension y centrifugacion (13,000 rpm, 15 min.).

6) El complejo del receptor inmunoprecipitado fue solubilizado con 25 uL de la solucion
SDS 10 %-Urea8 M y con 25 pL de Laemli 2x y 5 % de -mercaptoetanol (Tris1 M pH
6.8, glicerol 20 %, SDS 0.04 % y azul de bromofenol 0.01 %). A continuacion las muestras
se hirvieron por 5 min a ebullicion y se centrifugaron por 5 min a 13,000 rpm.

7) Las muestras se corrieron en un gel de electroforesis (PAGE-SDS) al 7.5 %, bajo
condiciones de reduccion. Posteriormente los geles se colocaron en papel celofan dulcey se
secaron mediante calor y vacio durante 2 h.

7) Los geles se expusieron en una placa de autorradiografiay fueron analizados empleando
el programa Image Quant del aparato Thyphoon del sistema Phosphor Imager de Molecular

Dynamics.

* Cabe mencionar que, en las condiciones empleadas, |a eficiencia de inmunopreci pitacion
de |os receptores fotomarcados fue del 17+3 % utilizando el anticuerpo policlonal, y de 4+1

%, con el anticuerpo monoclonal dirigido contra el epitope HA.
Ensayo de fosforilacion

1) Las células que expresan a receptor aip humano se sembraron en placas de seis pozosy
se dgaron llegar a confluencia. Posteriormente se incubaron con e medio de cultivo

DMEM sin suero y sin fosfatos por toda la noche dentro de unaincubadoraa 37 °C.
2) Al diasiguiente las células se marcaron con [*P] Pi (50 pCi/mL) por 3 h a37 °C.

3) Las células se estimularon con los tratamientos correspondientes, y se par6 la reaccion

aspirando el medio, colocandolas sobre hielo y lavandolas dos veces con PBS frio.

4) Después se les agregd 500 pL del amortiguador de lisis pH 7.4 (TrissHCl 50 mM,
pH7.4; NaCl 150 mM; EDTA 5 mM pH 8.0; Tritdén x-100 1.5 %, pirofosfato de sodio 10
mM, NaF 50 mM, NaVO, 100 uM, B-glicerofosfato 10 mM, PMSF 100 pg/mL, fosfo-
serina 1 mM, fosfo-tirosina 1 mM, fosfo-treonina 1 mM, inhibidores de proteasas) y se
incubaron 1 h a4°C.
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5) Los lisados se recogieron de cada pozo, se colocaron en tubos eppendor de 1.5 mL, y se

centrifugaron a 13,000 rpm por 15 min a4 °C en lamicrofuga.

6) L os sobrenadantes se colocaron en tubos eppendor que contenian alaproteina A (20 pL)
0 G (25 yL) sefarosa y un anticuerpo dirigido contra la regiéon carboxilo terminal del
receptor aip (5 pL) o contra la hemaglutinina (HA) (10 uL), respectivamente; se colocaron

en una cagjade acrilico y se dejaron en agitacion por 24 ha4°C.

7) Después se hicieron dos lavados (resuspension y centrifugacion a 13,000 rpm por 5 min
a 4 °C) con € amortiguador de lavado frio (Hepes 50 mM, NaCl 100 mM, NaH,PO, 50
mM, NaF 10 mM, SDS 0.05 % y tritén x-100 1.0 %, pH 7.2); entre cada lavado las

muestras se agitaron vigorosamente y el sobrenadante se elimind por aspiracion.

8) A los receptores fosforilados e inmunoprecipitados se les agregd la solucién de carga
(Laemli 2x con 5 % de B-mercaptoetanol (Tris 1 M pH 6.8, glicerol 20 %, SDS 0.04 % y
azul de bromofenol 0.01 %) (25 pL) y SDS a 10 % con urea 8 M (25 pL)); después las
muestras se hirvieron por 5 miny se centrifugaron a 11,000 rpm durante otros 5 min.

9) Las muestras se corrieron en un gel de acrilamida a 7.5 % o 10 % en condiciones

desnaturalizantes.

10) Los geles se acomodaron sobre celofan dulce, se secaron y expusieron en una placa de
autorradiografia del sistema Phosphor Imager de Molecular Dynamics.

11) La visuaizacion y deteccion se realizO empleando el programa Image Quant del

aparato denominado Thyphoon del sistema Phosphor Imager de Molecular Dynamics.

Analisis de fosfoaminoacidos

1) El andlisis de fosfoaminoacidos consistio en una fosforilacion (descrita anteriormente),
con la siguiente variante: las células se crecieron a confluencia en cgjas Petri (10 cm) y se
marcaron con 200 pCi/mL de [*P] Pi; después se estimularon con los tratamientos
correspondientes e inmunoprecipitaron con 20 UL del anticuerpo dirigido contra la regién
carboxilo terminal del receptor a1py 40 pL de proteina A sefarosa
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2) Las muestras se corrieron en un gel de acrilamida a 10 %, y se transfirieron a
membranas PVDF, previamente humedecidas en metanol al 100 %. La transferencia se

realizo en presenciadel amortiguador (Tris 12 mM, glicina 9.7 mM, 20 % de metanol).

3) La membrana con € receptor fosforilado y transferido a la membrana PDVF, fue
colocada en una placa de autorradiografia del sistema Phosphor Imager de Molecular
Dynamics. La banda correspondiente al receptor se identificd y se corté sobreponiendo la
membrana PVFD y la imagen visualizada por € programa Image Quant, en € aparato

Thyphoon del sistema Phosphor Imager de Molecular Dynamics.

4) La membrana de PVDF con el receptor se humedecié en metanol 100 %, se lavd con
agua desionizada y se coloco en criotubos; después se agregaron 200 uL de HCI 6 N, se
pasaron por el gas desprendido del nitrégeno liquido y se hidrolizaron en un bloque térmico
a110 °C durante 1h.

5) Posteriormente las muestras se centrifugaron a méximo (13,000 rpm) y el sobrenadante
se pasd a tubos eppendor nuevos donde fueron liofilizados a vacio, por varias horas en €

aparato speed-vac;

6) El botén de las muestras se disolvio en 6 pL del amortiguador pH 1.9 (&cido férmico 2.2
% Yy acido acético glacial 7.8 %) con los estandares de los fosfoaminoacidos (p-serina, p-
tirosinay p-treonina, 25 nmol c¢/u);

7) Las muestras se colocaron en un mismo punto (1 mm) a una distancia de 2 cm de la
orilla (del lado del catodo), y esperando a que se secara entre cada aplicacion (de 0.5 pL
c/u) sobre placas de celulosa hasta completar 3 L.

8) La electroforesis de 2D se corrio en una camara de Hoefer SuperSub: la primera
dimension se realizé con el amortiguador pH 1.9 (&cido férmico 2.2 %-acido acético glacial
7.8 %) por 25 mina 750 V, se enjuagd la camaray se puso el amortiguador parala segunda
dimension pH 3.5 (piridina 0.5 %-é&cido acético glacia 5 %) a 750 V por 15 min. La
conexién entre la fase moévil (amortiguador) y la fija (placa celulosa) fue a través de dos
puentes de papel Whatmann de 3 MM daoble (20 x 10 cm), colocados a 5 mm del punto de

aplicacion; se coloco una placa de vidrio sobre ellos.
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9) Posteriormente las placas se secaron a 65 °C. La visualizacién de los fosfoaminoacidos
frios (sin marca) se realizd rociando las placas con ninhidrina 0.25 % en acetona y
dejandolas secar 10 min a 65 °C; se expusieron en una placa de autorradiografia del sistema
Phosphor Imager de Molecular Dynamics (Metodologia basada en Boyle et al, 1991,
Vazquez-Prado et al, 1997)

10) La deteccion de los fosfoaminoécidos fosforilados (marcados) fue empleando el
programa Image Quant del aparato Thyphoon del sistema Phosphor Imager, de Molecular

Dynamics.
Andlisis Estadistico

La comparacion estadistica entre los grupos se realizo por € andlisis de varianza con la

prueba de Newman-Keuls utilizando el programa GraphPad Prism 4.
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Parte de los resultados mostrados en esta tesis corresponden al trabajo publicado:

Naunyn-Schmied Arch Pharmacol (2009) 380:99-107

“Signaling properties of human aip-adrenoceptors lacking
the carboxyl terminus: intrinsic activity, agonist-mediated
activation, and desensitization”

C. Ekaterina Rodriguez-Pérez & M. Teresa Romero-Avila & Guadal upe Reyes-Cruz &
J. Adolfo Garcia-Sainz.
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IX.-RESULTADOS
Funcionalidad de las formas truncas del receptor aip adrenérgico humano
El papel del carboxilo terminal en la desensibilizacion del receptor a;p adrenérgico

humano fue analizado utilizando las construcciones truncadas del receptor AN (sin el amino

terminal) y AN-AC (sin el amino y sin el carboxilo terminales) (Fig. I).

Figura |.- Esquema del receptor a;p adrenérgico humano y sus formas truncas. En (A) el
receptor completo, los receptores truncos: AN, sin los primeros 79 aminoacidos del amino terminal (B), y
ANAC, sin los primeros 79 aminoacidos y sin los ultimos 134 aminoécidos del carboxilo terminal.

Los receptores a;p se acoplan a la via de sefializacion del sistema de recambio de
los fosfoinositidos/calcio, por lo que la funcionalidad de los receptores truncos fue
analizada por la capacidad de los RA-a; de generar los segundos mensajeros: Ca”* y
fosfatos de inositol, en respuesta a NA. La estimulacion con 10 uM de NA (Fig. 1A y 1IC)
indujo un incremento inmediato en la [Ca?*]; que fue similar en ambas construcciones.
Cuando las células se incubaron con el BMY 7378, antagonista selectivo del subtipo asp, se
bloqued la respuesta de la NA, de forma dependiente de la concentracion (datos no
mostrados). Ademas del bloqueo, se observé en ambas construcciones una disminucién en
el nivel basal al estimular con el BMY7378, es decir, tuvo un comportamiento de agonista
inverso, caracteristica que ha sido observado para este subtipo (Garcia-Sainz y Torres-
Padilla, 1999) (Fig. 11B y 1ID).
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Figura-Il Efecto de la NA y e BMY7378 en la liberacion de calcio intracelular. Trazos
representativos de cambios en la [Ca**]; de los fibroblastos que expresan establemente al RA-0;p, AN (Ay B) o el
RA-a;p truncado en ambos extremos ANAC (C y D) estimulados (flecha) con NA 10 uM o con BMY7378 10
MM. La respuesta fue similar en ambas construcciones (p<0.001 vs basal). Los trazos fueron directamente
exportados del espectrofluorémetro y son representativos de al menos seis experimentos.

La produccién de fosfatos de inositol tuvo una tendencia similar a la del calcio en

ambas construcciones, esto es, al estimular a las células con NA aument6 el nivel de los

fosfatos de inositol totales, y una ligera disminucion en el nivel basal e inhibicién al tratar
con BMY7378 sobre la respuesta de NA (Fig. I11A y I11B). Las formas truncas del receptor
aip Mmuestran que son funcionales y que se acoplan eficientemente al sistema de

transduccion (Fig. I11).
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Figura.-111 Produccion defosfatos de inositol.

El efecto de la NA y el BMY7378 sobre la produccion de los fosfatos de inositol fue
cuantificado en las construcciones AN (A) y ANAC (B). Los datos son el promedio + D.E. de
seis experimentos independientes. El basal representa a las células sin estimulo y su respuesta
fue considerada como el 100 %.*p < 0.001 vs. Basal, **p < 0.001 vs. NA.

Expresion y Afinidad del receptor a;p adrenérgico humano

El nimero de receptores expresados y su afinidad en las construcciones de los
receptores truncos, fue determinado utilizando ensayos de union a radioligando en
membranas. La unién del ligando marcado [*H]-tamsulosina a los receptores fue saturable
para las dos formas truncas (Fig. IVA y 1V4B), como se puede observar en la gréfica de la
curva que es hiperbdlica. La curva muestra la relacion entre tamsulosina unida contra la
tamsulosina total. En el recuadro se muestra que la grafica de Scatchard es lineal, lo que
indica una poblacién homogénea de receptores.

Al analizar los datos se encontrdé que las afinidades oscilan alrededor de 0.3 y 0.5
nM que corresponden al rango de la Kp esperada para este subtipo. Ademas, se verificé que
al eliminar los primeros 79 aminoéacidos del receptor a,p adrenérgico humano, la expresion
del receptor aumenta (Pupo et al, 2003) aproximadamente unas 50 veces, que el receptor
completo con una Bmax de ~40 fmol/ mg de proteina (Garcia-Sainz et al, 2004) en el

mismo tipo celular.
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Figura-lV Curvas de la saturacion con tamsulosina. Las membranas fueron aisladas de las
células Rat-1 transfectadas con cada una de las construcciones y fueron incubadas con o sin BMY7378
(10 pM) y con varias concentraciones de [*H]-tamsulosina. La cantidad de receptores para la forma AN
(panel superior) fue de 1995 + 260 fmol/mg proteina y para ANAC (panel inferior) de 1750 + 265
fmol/mg proteina. Las constantes de afinidad fueron de 0.39 + 0.07 nM y 053 + 0.10 nM
respectivamente. Las graficas son representativas de cuatro experimentos con preparaciones de

Deteccion de las construcciones del receptor adrenérgico a;p humano

Por marcaje de fotoafinidad se confirmd que las formas truncas expresadas en las
células Rat-1 corresponden al subtipo receptor a;p. El ensayo se realizé con membranas de
las células Rat-1 que fueron transfectadas con cada una de la forma trunca del receptor. Las
preparaciones de membranas fueron incubadas con [**I]-aril azido prasozina, antagonista
irreversible unido a un compuesto sensible a la luz, y en presencia o en ausencia BMY7378

(agente selectivo del subtipo a;p) para asegurar que la union fuera especifica. Se puede
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observar en la Fig. VA que el receptor AN (flecha superior) presenta una masa molecular
de 65 kDa y la forma ANAC (flecha inferior) de 45 kDa; ademas, en presencia del
BMY 7378 no se observa la banda correspondiente al receptor, lo que indica la preferencia
por este antagonista selectivo. También se observd una banda inferior de ~50 kDa en ANy
una de ~35 kDa en ANAC (no observada en este gel), cuyo marcaje fue casi totalmente
bloqueado por BMY7378, estas bandas pueden ser fragmentos proteoliticos del receptor.
Ademas, se probd la capacidad para inmunoprecipitar y la especificidad de dos anticuerpos
para el receptor (Fig. VB). El anticuerpo dirigido contra la region carboxilo del receptor
adrenérgico de rata, en el carril 1, se observa que este anticuerpo inmunoprecipita mejor
que el anticuerpo monoclonal comercial (de Covance) que esta dirigido contra el epitope de

hematoglutinina (HA), carriles 2 y 4.

A B
FOTOMARCAJE INMUNOPRECIPITACION
AN ANAC AN ANAC PM

116

_— >
Receptores a;p
adrenérgicos
truncos

e
>
© *) . +) 1 2 3 4

BMY 7378 ANTICUERPOS

Figura V.- Fotomarcaje e inmunoprecipitacion de los receptores a;p adrenérgicos truncos.
Estos experimentos se realizaron con membranas de células Rat-1 con el receptor sin el amino terminal
(AN), sin el carboxilo y sin el amino (ANAC). Para el fotomarcaje (A) se utilizé [***1]-aril azido prazosina (6
nM) en presencia (+) o ausencia (-) de BMY7378 (10 uM). La inmuprecipitacién (B) con un anticuerpo
dirigido contra el carboxilo terminal (1 y 3) y contra la bandera de HA de Covance (2, 4). Con las flechas se
sefialan las dos formas truncas del receptor. Autorradiografia representativa de cuatro experimentos
independientes.
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Desensibilizacion Homdloga

Los tres subtipos de receptores o, adrenérgicos son sensibles a la desensibilizacion
por la activaciéon de la PKC, por lo que se analiz6 la capacidad del tetradecanoil forbol
acetato (TPA), un éster de forbol activador de esta cinasa, para atenuar la respuesta
provocada por la NA al estimular a los receptores truncados. Las células respondieron a la
NA de forma dependiente de la concentracidn, incrementando 5-6 veces la concentracion
de calcio intracelular sobre el nivel basal, con una ECs de 0.3-1 uM para el receptor AN y
una ECsp 0.15-0.50 pM para ANAC (Fig. VIA y VID). El estimulo con TPA en la
liberacion de [Ca*']; desensibilizé de manera concentracién-dependiente (sin cambios en
la ECs), y sin abatirse totalmente el efecto de NA (Fig. VIC y VIF) en ambas
construcciones. La activacion de la PKC indujo una disminucion inmediata en la
concentracion basal del calcio (Fig. VIB y VIE), es decir, bloqued la actividad adrenérgica
intrinseca del receptor al igual que el antagonista BMY7378.
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Liberacién de [Ca*]; de las células que expresan las diferentes formas truncas del receptor o;p
humano en (A, By C) ANy en (D, Ey F) ANAC. En el panel izquierdo se muestran las curvas
concentracion-respuesta a NA en ausencia (e) y en presencia de TPA 1 uM (o) por 15 min. En el
panel derecho se muestran los trazos representativos al estimular con NA 10 uM y con TPA 1 uM o
preincubados 15 min con TPA 1 pM méas NA (linea punteada) (p<0.001vsBasal). Las células fueron
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cargadas con Fura-2AM y la [Ca,]; se calculo por cambios en la fluorescencia.
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Estos hallazgos fueron confirmados por la determinacion experimental de fosfatos
de inositol totales (Fig. VIIA y VIIB). La NA incrementd la produccion de fosfatos de
inositol. Estas acciones fueron claramente bloqueadas por la activacion de la PKC con

TPA.
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Figura.-VIl Produccion defosfatos deinositol.

El efecto de la NA y el TPA fue cuantificado en cada construccion, AN (A) y ANAC (B). Los
datos son el promedio + D.E. de seis experimentos independientes. El basal representa a las
células sin estimulo y su respuesta fue considerada como el 100%.*p < 0.001 vs. Basal, **p <
0.001 vs. NA.

Los experimentos de marcaje metabélico con [**P] Pi de ambas construcciones
fueron realizados para detectar a los receptores fosforilados, y si ésta fosforilacion es
incrementada por la NA y el TPA. Los receptores AN se inmunoprecipitaron con el

anticuerpo policlonal generado contra carboxilo terminal y con el anticuerpo monoclonal
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anti-HA; y en ambas construcciones se observo una fosforilacion en el estado basal, la
cual se incrementd al estimular con NA o TPA (Fig. VI panel superior). La
fosforilacion del ANAC fue demostrada utilizando el anticuerpo contra HA,
observandose una fosforilacion basal que también fue incrementada en presencia de NA

0 TPA (Fig. VIII, panel inferior), aunque la magnitud del incremento fue menor.

AN

32p.

Ipp. vs receptor Ipp. vs HA

Fosforilacion
(% del Basal)

ANAC

32p.

Ipp. vs HA

Fosforilacion
(% del Basal)

Basal NA TPA

Figura VIII.- Fosforilacion del receptor a;p adrenérgico humano. Células Rat-1 con
el receptor AN (A) y ANAC (B). Las células fueron estimuladas con NA 10 uM o con TPA 1
MM por 5 min. Las barras son el promedio y las lineas verticales representan la D.E. de cinco
experimentos usando diferentes preparaciones. La autorradiografia es la demostrativa de los
efectos para cada tratamiento. *p < 0.001 vs. Basal, **p < 0.05 vs. Basal.

De acuerdo al analisis de fosfoaminoacidos del RA-a.;p AN inmunoprecipitado y

fosforilado, se observa (Fig. IX) una fuerte sefial en la fosfoserina tanto al estimular con
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NA 'y TPA como en el nivel basal. La fosforilacion en fosfotreoninas y fosfotirosinas no
fue evidente bajo nuestras condiciones experimentales, aunque no se descartaria la
participacion de la fosfotreonina que ligeramente se observa marcada, pero no es

suficientemente claro ni consistente.

Figura | X.- Determinacion de los fosfoaminoécidos del receptor a;p adrenérgico humano.
Autorradiografia representativa de los fosfoaminoacidos marcados con 200 uCi/mL de [**P] Pi (izq) y
placa de celulosa donde se detectan los aminoacidos con ninhidrina (der), en estado basal y tratados con

NAy TPA.
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Desensibilizacion Heteréloga*

Existe evidencia que los receptores oys adrenérgico son fosforilados vy
desensibilizados por otros GPCRs y RTKs, pero debido a la expresion membranal
deficiente del subtipo aip no se habia estudiado hasta ahora la comunicacion entre estos
receptores.

Los receptores a los factores de crecimiento pertenecen a familia de los RTKSs.
Entre los que se analiz6 su participacion en la desensibilizacion del receptor oip
adrenérgico, estdn los receptores de: EGF, PDGF, IGF-l1 e insulina. La respuesta
adrenérgica fue disminuida claramente al preincubar previamente con los factores de
crecimiento, en ambas construcciones (Fig. X). La disminucién de la respuesta adrenérgica
corresponde a un 50% en presencia EGF, IGF-I e insulina, y un 60% con PDGF. Los
factores de crecimiento no tuvieron efecto en la liberacion de calcio intracelular (datos no
mostrados).

La activacion de otros receptores enddgenos pertenecientes a los GPCRs fue
analizada, observandose una disminucion en la respuesta a NA al pretratar con endotelina
(ET), bradicinina (BK), acido lisofosfatidico (LPA) y esfingosina-1-fosfato (S1P). Las
construcciones AN y ANAC tienen un comportamiento similar como se observa en la (Fig.
X1).

*NOTA: Algunos datos ain no estan publicados
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Figura. X. Efecto de los factores de crecimiento sobre la respuesta a NA. La liberacién de [Ca®'];
de las células que expresan las diferentes formas truncas del receptor a;p humano AN (panel superior) y
ANAC (panel inferior). Las células fueron incubadas en ausencia de cualquier agente (basal) o con NA 10 uM
0 preincubadas 15 min con EGF 100 ng/mL, PDGF 50 ng/mL, IGF-1 100 ng/mL o Insulina 100 ng/mL y
después se adiciond 10 uM. Las barras son el promedio y las lineas verticales representan la D.E. de tres
experimentos usando diferentes preparaciones. *p < 0.001 vs. Basal, **p < 0.001 vs. NA, *** p < 0.01 vs NA
en AN; *p < 0.001 vs. Basal, **p < 0.001 vs. NA *** p < 0.01 vs NA en ANAC.
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Figura. XI. Efecto de la Bradicinina, Endotelina, LPA y Esfingosina-1 fosfato sobre la
respuesta a NA. La liberacion de [Ca®*]; de las células que expresan las diferentes formas truncas del
receptor a;p humano AN (panel superior) y ANAC (panel inferior). Las células fueron incubadas en ausencia
de cualquier agente (basal) o con NA 10 uM o preincubadas 15 min con BK 100 nM, ET 100 nM, LPA 1 uM
0 SP 100 nM y después se adiciond 10uM de NA. Las barras son el promedio y las lineas verticales
representan la D.E. de tres experimentos usando diferentes preparaciones. *p < 0.001 vs. Basal, **p < 0.01 vs.
NA, *** p <0.001 vs NA en AN; *p < 0.001 vs. Basal, **p < 0.05 vs. NA, *** p < 0.001 vs NA en ANAC.
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X.-DISCUSION

En este estudio se analizé la participacion del carboxilo terminal en la sefializacion
del RA-a3p humano. Hasta el momento no se tenia informacion sobre el papel del carboxilo
terminal en la desensibilizacion del RA-ayp, por tal motivo en el presente trabajo se
elimin6é gran parte de esta region. La construccion del RA-a;p truncado en el amino
terminal (AN) fue indispensable para comparar los cambios en el receptor carente del
carboxilo terminal (ANAC), debido a que el nivel de expresion del RA-a;p humano nativo
es extremadamente bajo, tanto endégenamente como en sistemas de sobreexpresion. () En
las construcciones del RA-a;p truncadas utilizadas en este trabajo se logré obtener un nivel
de expresion mucho mayor y de magnitud similar, observandose un aumento en el nimero
de sitios de union (2pmol/mg de proteina membranal) en relacién con el receptor nativo (40
fmol/mg de proteina) (Garcia-Sainz et al, 2004) sin que se altere la afinidad por el
radioligando [°*H]-tamsulosina.

Los RA son receptores de superficie celular que al ser activados por sus ligandos
son internalizados, se ha visto que el RA-a;p se localiza mayoritariamente en vesiculas
intracelulares en ausencia del agonista a diferencia de los otros dos subtipos que se
encuentran preferencialmente en la membrana plasmatica (Chalothorn et al, 2002; McCune
et al, 2000). La localizacién peculiar del RA-a;p ha sido atribuida al extremo amino
terminal, al intercambiar esta region con otros receptores se observa una disminucion en la
densidad membranal de estos (Hague et al, 2004a). La truncacion del amino terminal
incrementa la traslocacion a la membrana plasmatica (Petrovska et al, 2005; Pupo et al,
2003) y nuestros resultados apoyan que efectivamente la regién amino terminal contiene
determinantes estructurales que intervienen en su localizacion celular.

Asimismo, ambas construcciones presentaron un acoplamiento adecuado al sistema
de transduccion de la sefal, que se reflejé en la elevacion de la concentracion del calcio
intracelular y en la produccion de fosfatos de inositol al ser estimuladas por la NA; aunque
con ligeras diferencias en la temporalidad durante la liberacién de Ca®*; como respuesta. La
actividad constitutiva caracteristica de este receptor (Garcia-Sainz y Torres-Padilla, 1999;
Gisbert et al, 2000; Noguera et al, 1996;) fue evidente al monitorear la concentracion de

calcio intracelular, cuando las células que expresan a los receptores truncados fueron
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expuestas al BMY7378 y al TPA, en ambos casos se aprecié una disminucién en el nivel
basal de Ca*;, el primero actuando como agonista inverso y el segundo bloqueando la
respuesta adrenérgica,

Los tres subtipos de RA-a, son fosfoproteinas que se encuentran fosforilados en su
estado basal, la cual aumenta en presencia de NA y ésteres de forbol (Garcia-Sainz et al,
2001, 2004; Leeb-Lundberg et al, 1985; VVazquez-Prado et al, 2000). En este trabajo hemos
detectado la fosforilacion en ambos receptores truncados, a pesar de las dificultades en
lograr inmunoprecipitar al RA-ai;p ANAC, cuya fosforilacion es similar a la del RA-a;p AN
pero con una respuesta de menor magnitud.

La fosforilacion de los RA-a; se asocia a su desensibilizacion tanto homdloga
(Garcia-Séainz et al, 1999, 2001, 2004; Leeb-Lundberg et al, 1985, 1987; Vazquez-Prado et
al, 1996, 1997, 2000), como heterdloga (Casas-Gdnzalez, et al, 2000; Garcia-Sainz et al,
2004; Gonzalez-Arenas et al, 2006; Medina et al, 2000; Molina-Mufioz, 2008; Romero-
Avila et al, 2004; Rodriguez-Pérez et al, 2009). Y en nuestros resultados claramente se
observo un bloqueo de la respuesta adrenérgica promovida por la activacion de la PKC. La
fosforilacion en presencia de inhibidores de esta cinasa claramente abaten el efecto del TPA
a diferencia del estimulo por la NA, pero al medir el calcio intracelular se obtuvieron
resultados poco explicables (datos no mostrados).

AUn se tiene poca evidencia sobre la isoforma de la PKC involucrada en el bloqueo
de las acciones adrenérgicas; por experimentos de coinmunoprecipitacion del RA-ayg €
isoformas de la PKC, se vieron involucradas las isoformas a, 6 y € (Alcantara et al, 2001), y
al parecer estas mismas participan en la regulacién del RA o;p (datos preliminares del
laboratorio).

Los RA-a; presentan sitios probables de fosforilacion en diferentes regiones del
receptor, en especial en el carboxilo terminal y en la tercera asa intracelular. En trabajos
anteriores con el RA-a;g Se mostro que el carboxilo terminal es indispensable para mediar
la fosforilacion y desensibilizacion, ademas los sitios implicados se localizan en esta region
y corresponden a sitios blanco para las cinasas GRK (2 y 3) y PKC (Lattion et al, 1994;
Diviani et al, 1997). En contraste, la desensibilizacion y la fosforilacion del RA asa €s
independiente del carboxilo terminal (Price et al, 2002), lo cual se observo al intercambiar

las colas carboxilo terminal de los RA aia Y o1 €n receptores quiméricos (Vazquez-Prado
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et al, 2000), al parecer depende de la tercera asa intracelular (trabajo del laboratorio en
preparacion). Aunque en un analisis del fosfoproteoma en una linea celular de tejido no
maligno de higado humano identifican dos fosfositios, uno efectivamente localizado en la
tercera asa intracelular (Thr 273) y el otro curiosamente en la tercera asa extracelular
(Ser304) (Sui et al, 2008).

En este trabajo se muestra que en el RA-a,;p esta region no es indispensable para su
sefializacion. Existen trabajos previos del laboratorio que indican una sensibilidad
diferencial al TPA entre los tres subtipos de receptores a4 adrenérgicos, siendo el mas
susceptible el RA-a.p siguiéndole el RA-aug Y el RA-aua (Vazquez-Prado y Garcia-Sainz,
1996; Vazquez-Prado et al, 1997, 2000; Garcia-Sainz et al, 2001, 2004). Las regiones
carboxilo terminal de los RA-a; difieren en secuencia, ademas de no encontrarse
conservados los sitios de fosforilacion del receptor asg, 10 que podria explicar el particular
modo de regulacion de cada uno de ellos.

Los estudios futuros iran enfocados a caracterizar la fosforilacion sitio especifica, es
decir a localizar los sitios donde ocurre la fosforilacion; aunque existe la posibilidad que
varios de ellos tengan una funcion redundante, existen sitios potenciales para PKC
localizados tanto en el carboxilo como en la tercera asa intracelular (lugar donde también
existe un numero importante de sitios consenso para PKC) (Ver Anexo Il y IV). Ademas,
existe el reporte que la desensibilizacion del RA-aya se encuentra localizada principalmente
en esta region (Liang et al, 2002). También existe la posibilidad de que la desensibilizacion
no dependa fundamentalmente de la fosforilacion (Pao y Benovic, 2002).

En un trabajo realizado en el laboratorio (Rodriguez-Peérez et al, 2009) en paralelo a
este, se muestra que la activacion de los RTKs inducen una desensibilizacion del RA-oup
asociada a la fosforilacion del receptor, dependiente de las cinasas PI3K y PKC. Con este
antecedente decidimos comparar los efectos en la desensibilizacion de los RTKs (EGF,
PDGF, IGF-I e insulina) sobre el receptor ANAC. Los resultados fueron similares al
receptor AN, en cuanto al blogueo de la respuesta adrenérgica, aungue no hemos realizado
aun experimentos con inhibidores o de fosforilacion en esta construccion.

Por otro lado, tratamos de ver los efectos sobre la respuesta adrenérgica al activar
algunos miembros de los GPCRs que se acoplan a diferentes proteinas G. La estimulacién
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de los receptores para LPA, SP1, BK y ET causé en todos los casos una disminucién en la
respuesta a NA. La interpretacion en este caso es mas complicada debido a que ellos
también se acoplan a la via de fosfoinositidos/calcio, y la disminucion en el nivel de calcio
intracelular puede deberse a la deplecion en las pozas celulares; también el RA o,p de rata
(Garcia-Sainz, 2001) y de humano (datos preliminares del laboratorio) son susceptibles de
fosforilacion por estos agentes.

En realidad adn falta mucho por explicar al respecto de la comunicacion cruzada
entre estos receptores. En el laboratorio se tiene el antecedente de los trabajos con el RA-
aug que indican que es desensibilizado por estos agentes, aunque con variaciones en la
regulacion.

Lo sorprendente e interesante es que este receptor a.ip Sin tener ni el amino terminal
ni el carboxilo terminal (ANAC) es totalmente funcional, presenta un comportamiento muy
similar al receptor AN y puede intercomunicarse con otro grupo de receptores coexistentes
en este contexto celular. Todo ello hace suponer que las asas intracelulares juegan un papel
crucial en la desensibilizacion del RA-a;p. Cabe mencionar que a pesar de que se han
hecho multiples estudios en los GPCRs donde se estudian determinantes estructurales no se
habia reportado alguno en que se eliminan ambos extremos terminales.

Otros estudios muestran que las sintrofinas se asocian a dominios PDZ en la region
carboxilo terminal del receptor RA-a4p, al sustituir esta regién de interaccion por alaninas
disminuye el nivel de expresion proteica, asi como la sefializacion de este receptor (Chen,
2006). Este dato se podria interpretar como contrario a nuestros resultados, en los que
detectamos un nivel relativamente alto de expresion y totalmente funcionales. Esto se
podria explicar de diferentes maneras, desde el contexto celular (células Rat-1 contra
HEK293) hasta el tipo de sustitucién o variacion en el nivel de expresion; pero al parecer
una mejor explicacion seria la propuesta por Chen y colaboradores (2006), en la que otra
secuencia presente en el carboxilo terminal, llamada PEST que actia como una sefal
proteolitica, estaria descubierta y sensible a la degradacion que ellos observan. Esta
hipbtesis no contradice nuestros resultados ya que nosotros eliminamos ambas regiones
(Anexo 1V). Por otro lado, las proteinas distrofinas (sintrofinas, distrobrevina y utrofina)
forman complejos con el RA-aip, Yy el knock-out de algunas isoformas de las sintrofinas

resulta en la perdida de funcion del RA-oup en células de masculo liso de aorta, con una
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reversion en el incremento de presion sanguinea mediada por este receptor (Lissand et al,
2008).

Estos hallazgos abren la posibilidad de una regulacién modular, es decir que existan
secuencias en las diferentes regiones del receptor que interaccionan con dominios proteicos
de la maquinaria celular y que bajo, ciertas condiciones estén expuestas y activas, y bajo
otras estén encubiertas o enmascaradas por otros dominios y por lo tanto inactivas. El
panorama se complica aun mas por la maquinaria molecular de un tipo celular especifico,
en el cual la asociacion del receptor con proteinas de andamiaje promuevan la interaccion
con otras proteinas, formando complejos de sefializacion especializados (o signalosomas)
en respuesta a estimulos especificos, y que en un determinado contexto celular se favorezca
cierta conformacion del receptor, donde regiones de la estructura del mismo estén
regulando de manera diferencial su actividad a distintos niveles.

El receptor ayp tiene una importante participacion en la fisiologia y patogenésis de
la hipertension, como se ha venido descubriendo en diversos estudios; por ejemplo 1) se
sabe que un incremento en este receptor o un acoplamiento entre el receptor y la
maquinaria contractil del tejido vascular media la contraccion en arterias tales como la
aorta, carGtida y mesentérica de ratas hipertensas (Gisbert, 2002; Villalobos-Molina e
Ibarra, 1996, Villalobos-Molina et al, 1999); y 2) al eliminar el gen del RA-a3p en ratones
knock out se observa una resistencia a la hipertension inducida por sal y un fenotipo
hipotenso (Sanbe, 2009; Tanue 2002a, 2002b, 2002c).

En conclusion, la principal aportacion de esta tesis es que el RA-ouip Sin amino y sin
carboxilo terminales es funcional; expresa una densidad de receptores alta; tiene actividad
constitutiva; es activado por el agonista; su accién puede ser bloqueada por la activacion de
otros receptores (RTKs y GPCRs) a través de la PKC principalmente, y la desensibilizacion
estd asociada en parte a la fosforilacion. Ademas, nuestro trabajo contribuye, utilizando un
enfoque estructural, a la comprension del proceso de regulacion de este receptor en la
fisiologia celular; y a que las futuras aplicaciones clinicas, tomen en cuenta que el
desarrollo de farmacos esté dirigido a otras regiones del receptor, por ejemplo hacia las asas

intracelulares.
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X1.-CONCLUSION

El receptor adrenérgico-ouip humano carente del amino y carboxilo terminales:

1)
2)
3)
4)

5)

Expresa un nimero mayor de receptores membranales que el receptor nativo;
Es funcionalmente activo;

Presenta actividad intrinseca;

Es fosforilado por la NA y por el TPA, aunque en menor grado;

Es desensibilizado por el agonista y por otras familias de receptores no adrenérgicos
pero que principalmente llevan a una activacion de la PKC.
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ANEXOI

Hindll

Vector de expresion pCEFL-HA Los receptores adrenérgicos oy, humanos AN y ANAC fueron insertados entre los sitios de
restriceidn Mhel v EcoRL El epitope HA (YPYDVEDYA) se encuentra localizado entre BamHI v Mhel, es decir, se encuentra del lado
amino terminal del receptor También se observa laresistencia a ampicilina (Amp) ¥ a neomicina (INeo), el ongen de replicacton (Or1)
v el mtio de multicl onacién (MCS). El plasmido fue otorgado porla Dra. Guadalupe Reyes-Cruz del CINVESTAV-IFIN
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Analisis derestriccion de los plasmidos del RA-ojphumanoe. En el panel izquierdo se muestra el plastmide purificado

de la dos construcciones truncas del receptor; ¥ en el panel derecho: el patrén de restriccidn con las enzimas BamHI v Xbal,
lo que produjo dos fragmentos, el vector de ékb v un inserto de 1482pb v uno de 1082ph, correspondientes al ANy al ANAC,
respectivam ente. Los marcadores de peso de 1kb v 1ph.
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Ffecto de los mlabidores de las emasa PEC v PISK
En el panel supenor se muestra laliberacién de calcio intracelular, 1zquierdala forma AN v ala derecha ANAC,
v en el mfen or autorradiografia de la fosforilacién de AN en presencia de los inhibidores pre incubados 30 min
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Prediccion de Serinas en el COOH terminal:

Fosfo-serina Secuencia consenso
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Prediccion de Serinas en el Tercera asa intracelular :

Fosfo-serina Secuencia consenso
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Secuencia conscenso de fosforilacion para PKC:
-(RACHR/K X (S /T }-B- (R/K)-(R/K )
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Analisis realizado en NetPhos2 0 (http/

Prediccion sitios fosforilacion para serina/treonina en el
receptor q,, adrenérgico humano

v chs.dtu.dk/MNetPhos
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Esttuctura del Receptor Advenérgico-¢;;, hwmano. En morado se destacan los sifios probables de
fosforilacion por PEC. tanto en el extremo carboxilo terminal (rosa) como en la tercera asa intracelular (azul

claro).
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