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R  E  S  U  M  E  N 

 

 

En esta tesis se estudió el papel que tiene la desensibilización en la regulación del receptor 

α1D adrenérgico humano. Éste receptor es un subtipo de los receptores α1 adrenérgicos que 

forman parte de la gran familia de receptores acoplados a proteínas G. El receptor 

adrenérgico α1D se caracteriza por tener actividad constitutiva y una expresión reducida en 

la membrana plasmática, además de tener un papel fisiológico fundamental. 

 La información estructural de los dominios que determinan la función y señalización de 

este subtipo es escasa, por lo que se decidió estudiar el papel de la región del carboxilo 

terminal del receptor en estos procesos, para lo cual se estudió el receptor truncado en el 

amino y carboxilo terminal (∆1-79 y ∆441-572, (∆N-∆C)) y fue comparado con el receptor 

truncado en el amino terminal (∆1-79, (∆N)). Estos receptores truncos fueron establemente 

expresados en los fibroblastos Rat-1, también fueron detectados por fotomarcaje y estudios 

de unión a ligando y mostraron una actividad intrínseca, aumentada por la noradrenalina en 

la liberación de calcio intracelular y la producción de fosfatos de inositol. La activación de 

la proteína cinasa C atenuó la función de ambos receptores α1D ∆N y ∆N-∆C; por estudios 

de marcaje metabólico con fosfato radiactivo y la inmuprecipitación del receptor indicaron 

que son fosfoproteínas, cuyo estado basal de fosforilación incrementa por la noradrenalina 

y esteres de forbol. Además estos receptores fueron desensibilizados por la activación de 

otros receptores presentes en la célula. Los resultados de esta investigación demuestran que 

la región del carboxilo terminal del receptor no es esencial en su actividad señalizante ni en 

la desensibilización del receptor α1D adrenérgico humano.  

 



“Desensibilización del receptor α1D adrenérgico humano” 
 

I.-INTRODUCCIÓN 

 

Los receptores adrenérgicos forman parte de la gran familia de receptores acoplados 

a las proteínas G (GPCRs) o de siete dominios transmembranales. Estos receptores tienen 

un papel fundamental en la regulación fisiológica, mediando las acciones de la adrenalina y 

la noradrenalina. En el genoma humano existen tres familias de receptores adrenérgicos: α1, 

α2 y β, y cada una presenta tres subtipos codificados por genes diferentes: α1A, α1B, α1D; α2A, 

α2B y α2C; β1, β2 y β3 (Hieble, 1995). Esta clasificación se ha corroborado por estudios 

farmacológicos, bioquímicos y moleculares. La distribución de estos subtipos es diferente 

en los tejidos y varía entre las especies. 

El estudio del receptor α1D adrenérgico (RA-α1D) tiene una gran relevancia, debido a que 

participa en procesos fisiológicos como la presión arterial y la contracción muscular, así 

como en la fisiopatología de la hipertensión (Gisbert, 2000, 2002; Piascik, 1995; Tanoue, 

2002), una enfermedad que tiene una alta incidencia en la población. A pesar de ello, el 

avance en el conocimiento del receptor α1D ha sido lento y complicado por la falta de 

fármacos selectivos (agonistas), la carencia de anticuerpos específicos para el receptor, 

además de presentar un acoplamiento menor a la vía de señalización en comparación a los 

otros subtipos de RA. Esto último se debe a su localización, predominantemente en 

vesículas intracelulares y tan sólo una pequeña población en la membrana plasmática 

(Chalothorn et al, 2002; McCune et al, 2000). Se ha reportado que la eliminación de los 79 

aminoácidos del extremo amino terminal del receptor aumenta la densidad de RA-α1D en la 

membrana plasmática, lo cual sugiere que esta secuencia regula su localización (Pupo, 

2003; Hague, 2004). También se ha observado que puede formar heterodímeros con los 
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receptores α1B y β2 adrenérgicos, lo cual promueve que se movilice hacia la membrana y 

que se modifique su comportamiento farmacológico (Hague et al, 2004, 2006). 

La función de los receptores α1 adrenérgicos es regulada por diferentes mecanismos 

moleculares, uno de los más importantes es la fosforilación, ya que modula su sensibilidad 

a las catecolaminas y su respuesta celular. La fosforilación es considerada como el primer 

paso de la desensibilización (pérdida de la función o apagado de la señal). Los receptores α1 

adrenérgicos son regulados diferencialmente por la fosforilación mediada por diferentes 

cinasas, entre ellas la proteína cinasa C (PKC).  

En nuestro laboratorio hemos demostrado que el RA-α1D es una fosfoproteína, cuyo 

estado de fosforilación se asocia a la desensibilización homóloga (dependiente del agonista) 

y a la heteróloga (independiente del agonista) (García-Sáinz et al, 2001, 2004; Rodríguez-

Pérez et al, 2009). Sin embargo, no existe información de los dominios estructurales que 

determinan la función y regulación de este subtipo. Por tal motivo, decidimos abordar este 

aspecto, generando dos líneas celulares que expresan establemente dos formas truncas del 

RA-α1D humano: 1) en una de ellas se eliminó los primeros 79 aminoácidos de la región 

amino terminal, llamada ∆N; y 2) sin las regiones amino y carboxilo terminal denominada 

∆C-∆N. La construcción ∆N fue utilizada como una herramienta auxiliar o control, para 

compararlo con el RA-α1D carente del carboxilo terminal, y así determinar si esta región es 

esencial para la regulación, debido a que contiene múltiples sitios probables de 

fosforilación. Una vez generadas las construcciones truncas (∆N y ∆N-∆C) del receptor α1D 

adrenérgico humano, fueron transfectados establemente en las células Rat-1, obteniéndose 

una alta expresión (2 pmol/mg de proteína membranal). Estas construcciones fueron 

analizadas por inmunoprecipitación y fotomarcaje. En ambas aumentó la actividad 

intrínseca al estimular con noradrenalina y se atenuó la capacidad para activar a la PKC, así 

como por la activación de otra familia de GPCRs y receptores con actividad de cinasa de 

tirosina (RTKs). El marcaje con fosfato radiactivo indicó que el estado de fosforilación 

aumentó en presencia de noradrenalina y por la activación directa de la PKC con ésteres de 

forbol, en ambas formas truncas del receptor α1D adrenérgico. Los resultados indican que el 

carboxilo terminal no es esencial para la actividad, fosforilación o desensibilización de este 

receptor. 
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II.-MARCO TEÓRICO-CONCEPTUAL 

 

II.1 Comunicación Celular 

 

A lo largo de la evolución los organismos han desarrollado una compleja y eficiente 

red de comunicación celular, que les ha permitido sobrevivir, crecer y adaptarse a diferentes 

circunstancias o estímulos, manteniendo un estado de homeostasis con el entorno celular.  

La comunicación entre las células puede llevarse a cabo directamente o a distancia, y 

es de varios tipos: endocrina u hormonal, en la cual las glándulas de secreción interna vierten 

la hormona al torrente sanguíneo 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 actúa sobre la misma célula o células de la misma estirpe; sináptica o neurotrasmisión, 

que ocurre en las células nerviosas donde la información va de una célula a otra a través del 

espacio sináptico; neuroendocrina, en donde una célula formada a partir de tejido nervioso 

secreta su mensajero a la circulación; 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; García-Sáinz, 

1996) 

Durante la comunicación celular existe un intercambio de información del exterior al 

interior de la célula, a través de cascadas de señalización secuenciales que propagan el 

mensaje para desembocar en una respuesta biológica integral. 

La célula emplea diferentes mecanismos de señalización para mantener y coordinar 

íntegramente su función, para lo cual procesa y transfiere información de sus alrededores, en 

una sucesión de eventos moleculares. En esta transmisión de las señales participan diversos 

mensajeros químicos, al presentarse algún cambio extracelular. Los primeros en actuar son 

conocidos como mensajeros primarios (hormonas, neurotrasmisores, autocoides, etc.). Estos 

mensajeros son de diferente naturaleza química (lipídica, peptídica o de amina) y viajan por 

el organismo para desencadenar una serie de eventos intracelulares, a través de la activación 

de receptores u “oídos celulares”, los cuales son moléculas sensoras que reciben, detectan y 

pasan el mensaje al interior de la célula. Después de la interacción del mensaje con el 

receptor se activan proteínas efectoras que generan o movilizan a los segundos mensajeros –
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moléculas intermediarias- que activan otro grupo de proteínas y cambios en la expresión de 

genes, produciéndose así una amplificación de la señal que culminará en una determinada 

respuesta celular. Finalmente el ligando se disocia reversiblemente prosiguiendo a la 

inactivación o degradación. (Alberts et al, 2002; García-Sáinz, 1996; Norman y Litwack, 

1997; Downword, 2001). 

 

II.2 Receptores Celulares 

 

          El reconocimiento de un mensaje bioquímico en una célula es llevado a cabo por 

proteínas 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 

músculo esquelético. Desde entonces, quedó acuñado el término de receptor como una 

entidad física capaz de recibir y trasmitir información de hormonas, neurotrasmisores y 

fármacos para producirse una respuesta celular. 

Los receptores pueden localizarse en el citosol o en la membrana plasmática y se 

clasifican en dos grandes grupos:  

1) Los receptores intracelulares o citosólicos, cuyos ligandos son permeables a la membrana 

plasmática, tienen la particularidad de que una vez activados entran al núcleo y se unen al 

material genético por medio de sitios de reconocimiento al DNA. Entre ellos están 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 señal:  

-Receptores de siete dominios transmembranales, que interaccionan con proteínas G o 

GPCRs. Son activados por un grupo diverso de ligandos que incluyen hormonas, péptidos, 

aminoácidos, iones y fotones. 

-Receptores con actividad enzimática, los cuales a su vez se subdividen de acuerdo al tipo de 

enzima involucrada en: a) con actividad de cinasa de tirosina (o RTKs), la mayoría 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 transformación β (TGF-β); y c) 

con actividad de guanilil ciclasa como el factor natriurético auricular (ANF). 
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-Receptores canal (o canales iónicos activados por ligando), que permiten el paso de iones a 

través de la membrana plasmática. A este tipo de receptores pertenecen los receptores del 

ácido γ–amino butírico (GABA) tipo A, los receptores para el N-Metil-D-aspartato (NMDA) 

y los de la glicina (Alberts et al, 2002; García-Sáinz, 1996). 

 

II.3 Receptores Membranales 

 

II.3.1- Receptores acoplados a proteínas G 

 

Los receptores acoplados a proteínas G son receptores transmembranales de la membrana 

celular. Esta familia de receptores es la más abundante en la naturaleza; intervienen en una 

gran gama de procesos fisiológicos (visión, olfacción, inmunidad, percepción sensorial, 

neurotrasmisión y otros más). En el genoma humano se han detectado alrededor de mil 

genes que codifican para los GPCRs. Además se estima que aproximadamente el 50 por 

ciento de los fármacos de uso cotidiano en la medicina están dirigidos hacia ellos (Howard, 

2001).  

Los receptores pertenecientes a esta familia presentan una región amino terminal que es 

extracelular, una región carboxilo terminal intracelular y una región hidrofóbica integrada 

por siete dominios transmembranales de α–hélices, interconectados por tres asas 

intracelulares y tres asas extracelulares que son hidrofílicas (Dixon, 1994). La mayoría de 

los GPCRs presenta un enlace disulfuro conservado entre dos cisteínas (en las asas 

extracelulares) probablemente para estabilizar la conformación del receptor. Las regiones 

extracelulares y transmembranales participan en la unión a ligando, mientras que la región 

intracelular es importante para la activación de las proteínas G y la regulación. En la 

Figura.1 se muestra la estructura del receptor de la rodopsina, como ejemplo de los GPCRs. 
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Figura 1.- Modelo estructural del
GPCR: la Rodopsina. Regiones
características: un C-terminal que es
citosólico y un N-terminal que es
extracelular; tres asas intracelulares (C-I,
C-II y C-III); tres asas extracelulares (E-
1, E-II y E-III). 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 acídicos y
en azul los básicos; El receptor se
encuentra inmerso en la membrana
plasmática, MP. (Teller et al, 2001). 

INTRACELULAR 

MPMP 

EXTRACELULAR 

Los GPCRs se han agrupado en diversas familias con base en la homología en la 

secuencia, estructura y propiedades funcionales. Se han propuesto varios sistemas de 

clasificación 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 o 2), de Adhesión (previamente incluido en B o 2), de Frizzled (F o 5) y del Glutamato (C 

o 3). Los primeros dos sistemas de clasificación cubren al repertorio completo, pero no 

incluyen a las familias recientemente descubiertas como en el último 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 científica encargada de definir los criterios para la 

nomeclatura, clasificación y farmacología (Ford, 2005). En la Tabla I se destacan algunas 

características de cada familia.  
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Tabla I.- Características de las diversas familias de los GPCRs. 

 
 

SISTEMA DE 
CLASIFICACIÓN 

 

 
FAMILIA 

(semejante a) 

 
CARACTERÍSTICAS 

 

 
LIGANDOS/RECEPTORES 

 
A, 1 o R 

 
 
 

 

 
 
 
 

     Rodopsina 

 
Es la familia de GPCRs más 
abundante. Entre sus características 
principales se encuentra  un motivo 
NSxxNPxxY en el TMVII, y el 
motivo  DRY o D(E)-R-Y(F) entre 
el TM III y el IL2. La mayoría 
presenta una cisteína palmitoilada 
en C-terminal. 
Sus ligandos son generalmente 
péptidos, cuya sitio de unión 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, muscarínico);   
-Opsinas (del pigmento visual, opsinas,  
encefalopsinas, melanopsinas); melatonina; y MECA 
 (melanocortina, de diferenciación endotelial, 
canabinoides y adenosina). 
-Oxitocina, gonadotropina, tirotropina, vasopresina. 
-Somatostatina, opioides, neuropéptidos. 
-Quimiocinas, angiotensina y bradicinina. 
-Olfatorios, entre muchos más. 
 

 
B, 2 o S 

 
 

 
 
 

          Secretina 

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

 
 
 
- Secretina, calcitonina, glucagón, hormona paratiroidea,  

 
C, 3 o G 

 

 

 
 
 

        Glutamato 

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

 
 
 
                        mGlu, GABA, gustativos tipo I 

 
             B y 2, o S 

 
 
 

 
 

Adhesión 

 
Presentan dominios que participan 
en la adhesión. En el N-ter tiene 
sitios ricos en  glicosilación, 
prolinas y cisteínas. 
 

 
Latrotroxina, CD 

 
 
 

F, 5 o F 

 
 

“Frizzled”/Gustativo 
2 

Presentan secuencias consenso: IFL 
en el TMII, SFLL en el TMV, y 
SxKTL en el TMVII. Los 
receptores gustativos tipo II se 
encuentran en la lengua y paladar, 
presentan un N-terminal corto. Los 
receptores Frizzled se encargan de 
controlar la proliferación, 
migración y destino celular 
mediando las señales de proteínas 
secretorias durante el desarrollo, 
conocidas como Wnts. 

                    
 

FZD1-10,  SMOH, TAS2R1-16 

 

 
 

7



II.3.1.1. Proteínas G 

 

Las proteínas G tienen actividad de GTPasa, por lo que requieren guanosin 

trifosfato (nucleótido de guanina) para su funcionamiento y se encuentran involucradas en 

distintas vías intracelulares. Entre los miembros de esta familia de proteínas se incluyen: 1) 

factores de iniciación y elongación en la síntesis de proteínas; 2) proteínas G monoméricas 

de bajo peso molecular (20-30 kDa) como Ras, Rho, Rab, Rac y Ran, que participan en el 

control de funciones celulares como la proliferación celular, el rearreglo del citoesqueleto 

y/o el tránsito vesicular; y 3) proteínas G heterotriméricas encargadas de transducir las 

señales de los GPCRs.  

Las proteínas G heterotriméricas están constituidas por tres subunidades: α de 45-47 

kDa, β de 35 kDa y γ de 7-9 kDa. La subunidad α contiene dos dominios, uno involucrado 

en la unión e hidrólisis de GTP (dominio G), y otro dominio helicoidal que cubre al GTP en 

el centro de la proteína. La subunidad Gα determina la especificidad del efector y se agrupa 

en cuatro subfamilias: Gq la que activa a la fosfolipasa C (PLC-β); Gs, media la 

estimulación de la adenilato ciclasa; Gi, que inhibe a la adenilato ciclasa y G12/13 que 

activan proteínas G pequeñas. La subunidad  β tiene una estructura provista de 7 láminas  

β-plegadas. La subunidad γ interactúa con la subunidad β a través de un espiral enrollado en 

su amino terminal y entonces toda la base de β hace contacto. Las subunidades βγ forman 

una unidad funcional, que no es disociable excepto por desnaturalización (Hamm, 1998). El 

complejo βγ es un modulador importante de varias isoformas de la PLC-β y de la adenilato 

ciclasa, efectores que regulan la concentración intracelular de segundos mensajeros 

(fosfatos de inositol y AMPc, entre otros) (Ford, 1998). Existen alrededor de 27 miembros 

de la subunidad α, 5 de la β y 14 de la γ que pueden formar distintas combinaciones 

funcionales (Fig 2). 

La subunidad α presenta un sitio de ADP ribosilación dependiente de NAD+ que es 

catalizado por las toxinas bacterianas, la toxina Pertussis (PTX) y la toxina del Cólera 

(CTX). Estas toxinas se han utilizado para identificar el tipo de proteína 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).  
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Figura 2.- Funciones de las proteínas G. Los GPCRs llevan a cabo su vía de señalización a través de su

activación por un ligando propio de cada receptor y al acoplamiento a un subtipo de proteína G determinada

que estimulará positivamente o negativamente a un efector, originándose así una respuesta biológica. 

(Marinissen y Gutkind, 2001) 

 

La interacción de la proteína G con el receptor activado, promueve el intercambio 

de GDP unido a la subunidad α por GTP y la disociación subsecuente del complejo α-GTP 

del heterodímero βγ. La terminación de la señal ocurre cuando el GTP unido a la subunidad 

α es hidrolizado a GDP, y la subunidad α se reasocia al complejo βγ, lo que inicia un nuevo 

ciclo. La cinética de este ciclo es regulada por receptores, efectores, proteínas regulatorias o 

los reguladores de la señalización de la proteína G (RGS), las cuales aceleran o desaceleran 

la velocidad, mediante la actividad GTPasa, de la señalización a través del ciclo de la 

proteína G (Helper y Gilman, 1992; Neer, 1995) (Fig. 3). Un solo receptor puede activar 

múltiples moléculas de proteína G, amplificando el evento de unión del ligando. A pesar de 

tener funciones individuales, todas las proteínas G operan por el mismo mecanismo básico. 
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Figura 3.-Ciclo de activación e 
inactivación de las proteínas G. La 
proteína G fluye entre dos estados: 1) 
activo, cuando se encuentra disociado en 
βγ y α unida a GTP, o 2) inactivo, asociado 
en un heterotrimero donde α está unida al 
GDP. (Gilman, 1987; Neer, 1995)  
EFECTO
 EFECTOR



II.3.2. Receptores con actividad de cinasa de tirosina 

 

Los receptores con actividad de cinasa de tirosina (RTKs) son proteínas integrales 

de la membrana plasmática. La mayoría de los RTKs consisten de una sola cadena 

polipeptídica, 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 RTKs, 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 más (Hubbard, 2007). 

 

La estructura general se puede dividir en tres segmentos: 1) región extracelular; 2) 

región transmembranal y 3) región intracelular o señalizante. La región 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 están 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).  

 

 

Figura 4.- Estructura de los RTKs. 
Las estructuras de los RTKs monomérica
(izquierda) y heterotetramérica (derecha). Esta
última consiste de dos dímeros idénticos unidos
por puentes disulfuro que forman el tetrámero
α2β2. (Tomado de Hupfeld y Olefsky, 2007) 
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Existe una gran variedad de ligandos para los RTKs que se fijan en el dominio 

extracelular, provocando un cambio conformacional y su activación, que inicia la 

señalización intracelular. La unión del ligando induce la dimerización del receptor 

promoviendo la yuxtaposición de los dominios citoplásmicos, lo que facilita la 

transfosforilación de las tirosinas por la activación del dominio de cinasas de tirosina. La 

fosforilación también puede ocurrir en otras fosfotirosinas dentro región citoplásmica pero 

fuera del dominio cinasa. Estas fosfotirosinas forman sitios para el reconocimiento y 

reclutamiento de proteínas adaptadoras (Grb2, Shc) que participan en cascadas de 

señalización intracelulares, a través de sus dominios conservados, SH2 (región de 

homología a Src) y PTB (regiones de unión a fosfotirosina), estos consisten de secuencias 

cortas de aminoácidos p-Yxxø y NPxp-Y, respectivamente. Estos dominios a través del 

reconocimiento específico de determinadas fosfotirosinas, permiten a las proteínas de las 

que forman parte la unión a los RTKs activados y a otras proteínas intracelulares que hayan 

sido a su vez fosforiladas en residuos de tirosina (Schlessinger, 2007). 

 
El repertorio de los diferentes dominios y proteínas celulares que se unen a los 

RTKs, determinan las vías de señalización que son activadas por ellos. Las principales 

cascadas de señalización, activadas por estos receptores, son la vía de proteína cinasa 

activada por mitogénos (MAPK) y la vía de la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K).  
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II.4. Las catecolaminas 

Las catecolaminas endógenas adrenalina, noradrenalina y dopamina actúan por su origen y 

efectos como neurotrasmisores en el sistema nervioso y/o hormonas en el sistema 

endocrino. 

II.4.1 Síntesis y almacenamiento 

Las catecolaminas se sintetizan a partir de los aminoácidos, tirosina o fenilalanina, 

que entran a la célula proveniente de la circulación sanguínea. 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 (l-dopa). La l-dopa es convertida a dopamina 

por la l-amino ácido descarboxilasa. A continuación, la dopamina entra al gránulo 

neurosecretor donde se convierte en noradrenalina. Esta última formada dentro del gránulo 

debe salir para convertirse en adrenalina por la acción de la feniletanolamina N-

metiltransferasa (PNMT). La adrenalina en el citosol se almacena en gránulos de secreción 

(Fig. 5) (Norman y Litwack, 1997). 

 

II.4.2. Funciones fisiológicas 

La adrenalina y la noradrenalina tienen un importante papel regulatorio 

neuroendocrino. Bajo ciertas circunstancias de alerta, el hipotálamo envía señales en forma 

de impulsos nerviosos que viajan a través de las fibras nerviosas simpáticas 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 gránulos o vesículas de secreción 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 activación de sus receptores compartidos. En general, se les atribuyen funciones 

excitadoras a los receptores α e inhibitorias a los β, entre las que destacan: 

-el aumento en la glucogenólisis y la gluconeogénesis en el hígado;  

-el efecto inotrópico positivo y cronotrópico en el corazón; 

-la secreción de amilasa por las glándulas salivales;  
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-la relajación de la musculatura uterina;  

-el aumento en la conversión de triglicéridos a ácidos grasos y glicerol en el tejido adiposo; 

-la elevación de la presión sanguínea; 

-la broncodilatación en los pulmones; 

 

 

 
 
Figura 5.- Biosíntesis, almacenamiento y liberación de las catecolaminas. En el 
recuadro de la izquierda se muestran las vías de síntesis de la noradrenalina (NE) y 
adrenalina (EP). En el recuadro de la derecha se muestra la biosíntesis, almacenamiento y 
liberación del gránulo neurosecretor. (Modificado de Norman y Litwarck, 1997) 
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II.5 Receptores Adrenérgicos  

 

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 aminoácidos), características farmacológicas, y a su 

mecanismo de acción (generación de segundos mensajeros). Cada familia se divide en tres 

subtipos: α1  (α1A, α1B, α1D), α2 (α2A, α2B y α2C) y β (β1, β2 y β3) (Fig. 6). La homología en su 

secuencia y características estructurales similares sugieren que estos receptores están 

relacionados evolutivamente, originándose de un gen ancestral común y que 

subsecuentemente divergieron por duplicación genética, para generar las distintas 

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

 

RECEPTORES ADRENÉRGICOS

α1 α2
β

α1A α1B α1D α2A α2B α2C β1    β2 β3

Gq/11
Gi Gs Gs/Gi

RECEPTORES ADRENÉRGICOS

α1 α2
β

α1A α1B α1D α2A α2B α2C β1    β2 β3

Gq/11
Gi Gs Gs/Gi

 

Figura 6.-Subtipos de receptores adrenérgicos y las proteínas G a las que se acoplan. 

 

II.5.2 Estructura de los Receptores Adrenérgicos 

 

La secuencia de aminoácidos de los receptores adrenérgicos indica que hay siete 

agrupamientos hidrofóbicos de 20-25 residuos cada uno, separados por secuencias de 

aminoácidos hidrofílicos. Ambos tipos de regiones están conservadas en los receptores 

acoplados a proteínas G. La secuencia total de los receptores adrenérgicos tiene una 
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longitud de 466-572 aminoácidos, 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 adición de 

polisacáridos, la tioesterificación con ácidos grasos (palmitíco o mirístico) y la 

fosforilación.  

El extremo amino terminal se localiza extracelularmente, contiene sitios consenso 

de glicosilación ligados a asparagina (N-glicosilación) y estos sitios varían en número entre 

un receptor y otro. El extremo carboxilo terminal está localizado intracelularmente y 

contiene sitios consenso para la fosforilación por cinasas de serina/treonina.  

Las regiones transmembranales (TM) están 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 

tamaño, son similares entre los subtipos de receptores. Las asas extracelulares primera y 

segunda contienen una cisteína, muy conservada también en otros GPCRs (Audet y 

Bouvier, 2008).  

Los dominios citosólicos están involucrados en el acoplamiento funcional de los 

receptores y las proteínas G. Los segmentos de la tercera y segunda asas intracelulares 

determinan la especificidad de las interacciones receptor-proteína G. Dominios específicos 

del receptor pueden activar directamente a la proteínas G, y en el estado inactivo del 

receptor estos dominios pueden estar ocultos de la proteína G por otros dominios. Los 

cambios conformacionales del receptor, inducidos por la unión del agonista, probablemente 

hacen que estos dominios sean accesibles a la proteína G (Kobilka, 1992). El análisis 

funcional de receptores adrenérgicos mutantes y las predicciones moleculares sugieren que 

la Arg254 y la Lys258 en la tercera asa citoplásmica, así como la Leu151 en la segunda asa 

citoplásmica, conforman los determinantes estructurales envueltos en el acoplamiento de 

las proteínas G (Greasly, 2001). 

 En la unión 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 unión 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 aromático (o catecol) con sus 

grupos hidroxilo y una cadena β–hidroxietil. Con base en estos componentes Easson y 

Stedman (1930), propusieron una de las primeras teorías sobre la relación entre estructura y 

actividad, estableciendo que estos tres grupos químicos son puntos de contacto para la 

interacción con los receptores adrenérgicos (Fig. 7). Con el desarrollo de la cristalografía, el 

modelaje molecular y mediante estudios de mutagénesis sitio dirigida, este modelo ha 

tenido algunas variaciones en cuanto a la especificidad del subtipo. El Asp125 que 

interacciona con el grupo amino del receptor α1B adrenérgico en el TM3 está altamente  

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

conservado en todos los GPCRs que unen amina

unen por puentes de hidrógeno con los grupos m

también están conservados (Hwa, 1996) y un grup

y TM7, además participan en la unión al ligand

interacción con el anillo catecol. En la Figura 8 se
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Figura 7.-Modelo de la interacción
receptor-agonista. De acuerdo a la
hipótesis de las catecolaminas
interactúan con el receptor en tres puntos
de contacto: 1) la amina protonada de la
noradrenalina interacciona con el ácido
aspártico (ASP) en el TM3, 2) el β-
hidroxilo en un centro quiral interactúa
con una asparagina (ASN) en el TM6, y
3) el anillo aromático a través de los
grupos OH con las serinas (SER) en el
TM5.
s biogénicas; las serinas en TM5 que se 

eta- y para-hidroxilo del anillo catecol, 

o de aminoácidos aromáticos en los TM6 

o, la Phe310 (Chen, 1999) a través de la 

 muestra un modelo molecular. 



 

 
Figura 8.-Modelo molecular de los receptores α1 adrenérgicos. El modelado ejemplifica los 
aminoácidos del receptor adrenérgico del subtipo α1 involucrados en la unión con agonistas. 
(Tomado de Pérez, 2007) 
 

II.5.3 Farmacología 

El conocimiento de las propiedades farmacológicas ha permitido descubrir la 

existencia de heterogeneidad de receptores α1 entre tejidos y especies, así como el 

desarrollo de fármacos con aplicaciones clínicas. 

Dale en 1906 hace por primera vez mención de un mecanismo receptivo para la 

adrenalina, demostrando que la administración de una dosis de ergot bloquea la capacidad 

de la adrenalina para incrementar la presión sanguínea pero sin efecto en la aceleración 

cardíaca. 

El descubrimiento de la existencia de familias de receptores adrenérgicos tuvo su 

origen en 1948 por Alhquist, quien al observar los efectos antagónicos (contracción-

relajación) de los análogos de la adrenalina a diferentes concentraciones, y los atribuyó a la 

presencia de dos poblaciones de receptores designados como α y β. Este descubrimiento 

vino a modificar la idea de la presencia de una sola población de receptores e inició la 

clasificación en los diferentes subtipos de receptores adrenérgicos de acuerdo a sus 
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propiedades farmacológicas, que toma en cuenta la afinidad del receptor por ciertos 

compuestos agonistas y antagonistas.  

Se han utilizado varios radioligandos para estudiar la unión de los RA-α1 entre los 

que destacan 3H-prazosina y 125I-HEAT por su alta afinidad y selectividad. Las 

catecolaminas muestran una afinidad 20 veces mayor por el RA-α1D que sobre los otros dos 

subtipos de receptores α1 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 α1A; el AH1110 y la ciclozasina para el α1B; la noradrenalina y el 

BMY7378 para el α1D (Michel, 1995). Además de estos fármacos, se han identificado otros 

como el 5-metil-urapidil y la niguldipina, antagonistas para los α1A, con una selectividad 

100-500 veces más alta que para el α1B, y muy baja para el α1D. La tamsulosina tiene una 

alta selectividad por los α1A seguida por los α1D (García-Sáinz, 1995). La mayoría de las 

imidazolinas presentan mayor afinidad por el α1A, (Horie, 1995). En cuanto a la 

sensibilidad a la cloroetilclonidina, el receptor α1B es el más sensible seguido por el α1D y el 

α1A (Huerta-Bahena, 1982).  

 

II.5.4 Mecanismos de Señalización 

 
Sistema de los fosfoinosítidos/calcio. 

 

El mecanismo de transducción de la señal comienza cuando el ligando 

(noradrenalina o adrenalina) se une al receptor adrenérgico α1, y a través del acoplamiento 

con una proteína Gq/11 activa a la fosfolipasa C (PLC-β), que promueve la hidrólisis de 

fosfatidil inositol 1, 4 bisfosfato (PIP2), un fosfolípido localizado en la membrana 

plasmática, produciendo dos segundos mensajeros, el diacilglicerol (DAG) y el inositol 1, 

4, 5 trisfosfato (IP3). Este último interacciona con un receptor canal intracelular del retículo 

endoplásmico, con la concomitante liberación de calcio intracelular. El calcio liberado y el 

DAG estimulan a la PKC que, junto con otras cinasas, propagan la señal intracelularmente 

(Fig. 9). 
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El DAG permanece en la membrana y su

DAG lipasa, liberando ácido araquidónico o puede

una DAG cinasa. El recambio de fosfoinosítidos

actividad de la PKC. Esta familia de enzimas jueg

trasmisión de la información de un gran número de

una serie de procesos celulares que llevan a u

metabolismo, secreción, contracción, actividad ne

(Berridge, 1989). La activación de la PKC a través

inhibe las acciones α1 adrenérgicas observándos

fosfínositidos (Corvera, 1984, 1986) paralelo a 

Lundenberg, 1985). Los RA-α1 presentan la siguien

α1d >α1b >>α1a (Vazquez-Prado y García-Sáinz, 199
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Figura 9.- Sistema de fosfoinositidos/
calcio. El receptor (R) es activado por
la unión de una hormona (H), se
promueve el intercambio de GDP por
GTP unido a la proteína Gq activando a
la fosfolipasa C (PLC), a su vez
convierte el fosfatidil inositol 1,4
bisfosfato (PIP2) en IP3 y DAG. El IP3
se une a sus receptores canal y causa la
liberación de calcio del retículo
endoplásmico, y junto con el DAG
activa a la PKC (Lehninger, 2005).  
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II.5. Regulación   

 
Desde que el receptor es activado, hasta el desencadenamiento de la respuesta 

biológica, experimenta una serie de procesos que regulan positivamente o negativamente su 

función, tales como la desensibilización, la resensibilización, la fosforilación, la 

desfosforilación, la internalización, el reciclamiento, la degradación y el cambio en el 

número de receptores. Los procesos mencionados ocurren con cierta velocidad, grado de 

atenuación/activación y duración. Los pasos iniciales (activación y acoplamiento al sistema 

de transducción) se llevan a cabo en segundos a minutos y requieren de la unión de 

proteínas 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 desfosforilación, por fosfatasas específicas para su 

degradación o reciclaje. Hay además cambios en la biosíntesis (transcripción-traducción) de 

los receptores (Fig. 10). 

 

 

 

 

 

Síntesis
 
Figura 10.-Regulación de los receptores adrenérgicos. 
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II.5.1. Desensibilización  
 

La desensibilización es un mecanismo de adaptación en los sistemas biológicos, a 

través del cual se reduce la respuesta de la célula a estímulos sucesivos y/o prolongados. 

Este proceso sucede después del estímulo hormonal y generalmente se asocia a la 

fosforilación del receptor, catalizada por diferentes cinasas que actúan de manera 

simultánea o secuencial. La fosforilación del receptor produce el desacoplamiento de la 

proteína G y la disminución en su función es atenuada o abatida (Lefkowitz, 1998; García-

Sáinz, 1999). 

Existen dos formas de desensibilización: la homóloga específica del agonista y la 

heteróloga o por agentes diferentes a los que activan al receptor. Cabe destacar que ambas 

desensibilizaciones pueden ocurrir simultáneamente en una célula. 

La desensibilización homóloga 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 desensibilización participan las cinasas 

de GRKs y las arrestinas. 

Las GRKs son una familia de siete cinasas de serina/treonina que fosforilan a los 

receptores acoplados a proteínas G, sólo cuando se encuentran unidos al agonista, 

probablemente debido a que los sitios de fosforilación quedan expuestos como 

consecuencia del cambio conformacional que adoptan al ser activados.  

Las GRKs muestra una organización similar, con un dominio catalítico, una región 

carboxilo terminal que contribuye a la señalización y translocación de la cinasa a la 

membrana plasmática, 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 señal de proteínas G). Con base en su secuencia y función, esta familia 

de cinasas está subdividida en tres grupos: 1) GRK1 (cinasa de rodopsina), GRK7 (cinasa 

opsina); 2) GRK2 (cinasa 1 del receptor β-adrenérgico), GRK3 (cinasa 2 del receptor β-

adrenérgico); y 3) GRK4, GRK5, GRK6 (Ferguson, 2001). La fosforilación catalizada por 

estas cinasas incrementa la afinidad del receptor por las arrestinas (Krupnic, 1998).  

Las arrestinas contribuyen a la desensibilización, ya sea desacoplando directamente 

al receptor o favoreciendo su/la endocitosis. La unión de las arrestinas y el receptor a 
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moléculas de clatrina inicia la internalización del receptor fosforilado dentro de vesículas. 

Posteriormente, para su reciclamiento y resensibilización 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 plasmática o bien sean 

degradados en los lisosomas (Zhan, 1997). 

Los elementos estructurales que contribuyen a la unión de las arrestinas incluyen: 1) 

una región acídica, 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 región básica ubicada en el extremo amino terminal, que participa 

directamente en la interacción con el receptor y tiene un papel regulador por medio de la 

interacción con la región acídica, y 3) dos dominios centrales que participan directamente 

en la unión específica y selectiva del receptor (Gurevitch, 1995).   

La desensibilización heteróloga o no específica de agonista, consiste en la 

atenuación de la respuesta de un receptor determinado, por la activación de receptores 

diferentes. Los GPCRs también pueden ser fosforilados por cinasas dependientes de 

segundos mensajeros, como la PKC por el Ca2+ y la PKA por el AMPc. Estas cinasas no 

sólo afectan a receptores estimulados por su agonista, sino también a otros receptores, lo 

que promueve una comunicación cruzada entre ellos (“cross-talk”). La activación de las 

cinasas de las diferentes vías de transducción es suficiente para causar la fosforilación de 

algunos receptores y la activación de éstos por su agonista no afecta la cinética de 

fosforilación.  

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: Ca2+ y DAG. A) Las isoformas 

clásicas, PKCα, PKCβI, PKCβ y PKCγ, son reguladas por Ca2+ y DAG; B) las isoformas 

nuevas, PKCδ, PKCε, PKCθ y PKCη son insensibles a Ca2+ y C) las isoformas atípicas, 

PKCζ y PKCλ, no son reguladas ni por Ca2+ 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 y ésteres de forbol, y un dominio 

C2 que une grupos de fosfatidilserina de manera dependiente de Ca2+. La isoformas nuevas 
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contienen el dominio C1 y un dominio semejante C2 no funcional, que no contiene la 

región de unión a calcio; las atípicas no contienen ninguno de estos dos dominios. Cuando 

es activada, la PKC se transloca a la membrana plasmática en donde se une a fosfolípidos. 

Las PKCs tienen una expresión 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 α1B, se ha visto que la activación del receptor por noradrenalina promueve su 

desensibilización, la fosforilación e internalización con la participación de PKC. Los 

blancos potenciales de esta cinasa son el receptor y la PLC, y su activación atenúa la 

actividad del recambio de fosfoinositidos (Corvera y García-Sáinz, 1984; Corvera et al, 

1986; García-Sáinz, 1985, 1986; Leeb-Lundberg, 1987; Lattion, 1994). En el RA-α1B los 

sitios de fosforilación se han localizado e involucran a las Ser404, Ser408 y Ser410 cuya 

fosforilación se asocia a las GRKs y a la Ser394 y Ser400 corresponden a la fosforilación 

mediada por PKC (Diviani et al, 1996, 1997). 

 

II.4.6.2 Internalización 

Los receptores adrenérgicos se encuentran generalmente inmersos en la membrana 

plasmática. Estos son internalizados rápidamente después de la estimulación por su 

agonista, por un fenómeno 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 lípidos “raft”; y 3) 

endocitosis independiente de clatrina y caveolas. Se detallará la primera por ser la vía 

principal llevada a cabo por los receptores  adrenérgicos.  

Los receptores adrenérgicos activados por su agonista generalmente entran a la vía 

dependiente de clatrina, que es promovida por la fosforilación de los receptores, seguida 

por la unión de las arrestinas, y a continuación son distribuidos en zonas de la membrana 

plasmática (pits) formadas por el reclutamiento de proteínas 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 región que contiene un 

sitio de unión que interacciona con proteínas endocíticas a través de motivos denominados 

“cajas de clatrina”. Posteriormente, estas regiones recubiertas de clatrina son invaginadas e 

interactúan específicamente con la proteína adaptadora AP-2, (que pertenece a una familia 

encargada de mediar la formación de vesículas en diferentes localizaciones celulares); este 

proceso es dependiente de la dinamina, una proteína con actividad de GTPasa que se 

encarga de constreñir la membrana plasmática e inducir el desprendimiento de la vesícula. 

Las vesículas endocíticas formadas contienen a los complejos receptor-ligando, y se 

encuentran encapsuladas por una cobertura de clatrina. Se han identificado más de 30 

proteínas 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 ahí 

pasarán a otros compartimentos dependiendo la ruta elegida. Los GPCRs pueden también 

estar por un tiempo internalizados en los denominados endosomas tardíos (o cuerpos 

multivesiculares), antes de direccionarse hacia alguna de las vías postendocíticas. La 

compartamentalización de los receptores en diferentes vesículas marcará su destino celular, 

por lo que la internalización es considerada parte fundamental del proceso de 

desensibilización. 

 

II.4.6.3 Reciclaje y Degradación  

 

La ruta de reciclaje se encarga de restaurar los GPCRs en la membrana plasmática, para lo 

cual el receptor es pasado a una vesícula asociada a fosfatasas (o endosoma de 

reciclamiento), que media la desfosforilación de los receptores, y a continuación son 

reciclados a la membrana plasmática, en un estado resensibilizado en el cual son totalmente 

funcionales. La otra vía 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 

ubiquitinación al proteosoma. 

En la última vía existe una atenuación de la respuesta a largo plazo mediante un 

proceso conocido como “down regulation” o regulación a la baja, donde participan 
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mecanismos transcripcionales y postranscripcionales que provoca una reducción en el 

RNAm y degradación de la proteína), provocando una disminución en el número total de 

receptores en la membrana (Bunemann, 1999). 

Existen determinantes moleculares dentro de los diferentes GPCRs que parecen 

regular el tráfico en y hacia compartimentos intracelulares. Se han localizado algunos 

aminoácidos presentes en dominios intracelulares de los receptores que marcan y median la 

endocitosis y la distribución (sorting) de estos receptores. Estas secuencias actúan como 

sitios de reconocimiento para componentes de la maquinaria proteíca, involucrada en el 

proceso de tráfico 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 señal de secuestro. Por ejemplo, PDZ y NSF que dirigen a los receptores hacia 

la vía de reciclaje, y la nexina-1 o GASP (GPCR-asociated sorting protein) que lo hace a la 

degradación (Trejo, 2005). 

Varias proteínas de la familia de las proteínas G pequeñas participan en este proceso 

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

Las Rab GTPasas son el grupo más diverso de proteínas G pequeñas semejantes a la 

familia de Ras, se encuentran constituidas por más de 60 miembros. Las proteínas Rab 

controlan una variedad de procesos celulares como endocitosis, fusión endosomal y 

exocitosis. La familia de Rab GTPasas se distingue por tener un motivo Rab F; son 

modificadas postraduccionalmente por la adición de dos grupos geranil al extremo C-

terminal, lo que permite su asociación con la membrana. El estado de activación de estas 

proteínas está regulado por proteínas activantes de GTPasas (GAPs), que aceleran la 

hidrólisis del GTP a GDP, o por factores de intercambio nucleótidos de guanina (GEFs) 

que catalizan el intercambio del GDP unido por GTP. Las Rab se localizan en 

compartimentos de las vías endocítica y exocítica, además diferentes isoformas están 

unidas en las membranas de diferentes organelos; así, Rab 1 y 2 se localizan en vesículas 

que median el trasporte del retículo endoplasmático al aparato de Golgi; Rab 4, 5 y 11 se 

localizan en endosomas tempranos; Rab 7 y 9 se localizan en endosomas tardíos y en 

lisosomas. Rab 5 tiene una importante participación en la endocitosis y tráfico de GPCRs, 

esta GTPasa se encuentra localizada en la membrana plasmática, vesículas cubiertas de 

clatrina y endosomas tempranos (Seachrist y Ferguson, 2003). 
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II.4.6.4 Interacciones intermoleculares 

Oligomerización entre receptores 

El concepto que se tenía tradicionalmente de que los GPCRs funcionan como 

entidades individuales (monómeros), es decir que a un sólo receptor se le une un ligando, 

ha cambiado en los últimos tiempos. Existe evidencia bioquímica, biofísica y 

farmacológica que sugiere que varios receptores pueden encontrarse interaccionando 

físicamente formando agrupaciones (complejos oligoméricos o dímeros). Se han 

encontrado diferentes combinaciones de dímeros entre los GPCRs, incluyendo a los 

receptores adrenérgicos, los cuales se pueden dar entre el mismo tipo de receptores 

(homodímeros), entre subtipos o entre receptores de diferentes familias (heterodímeros). La 

dimerización puede modificar las propiedades físicas, farmacológicas y funcionales y en 

algunos casos se ha visto que es esencial para la función desempeñada por estos receptores. 

La dimerización puede involucrar la interacción con la región extracelular, los dominios 

transmembranales y/o el carboxilo terminal; y la naturaleza de la asociación entre los 

oligómeros puede involucrar uniones covalentes (como enlaces disulfuro) y/o interacciones 

no covalentes (hidrofóbicas). 

Se ha cuestionado si los GPCRs existen como dímeros preformados (constitutivos) 

o si son unidades dinámicas que son asociadas en presencia del ligando. La evidencia 

experimental muestra que pueden existir los tres escenarios: 1) los dímeros 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 formación y función del dímero. 

Tanto la homo- como la heterodimerización constitutiva parece ocurrir dentro del 

retículo endoplásmico (RE), por lo tanto la dimerización puede ser un requerimiento común 

para que los GPCRs pasen los puntos de control de calidad a lo largo de la vía biosintética. 

Uno de los mejor caracterizados es el del receptor del ácido γ-aminobutírico metabotrópico 

B (GABABR), cuando es funcional, es un heterodímero compuesto de dos unidades 

homólogas GABAB1 y GABAB2, cada una tiene una función diferente: GABAB1 provee el 

sitio de unión y GABAB2, promueve el transporte a la superficie celular de GABAB1 y el 

eficiente acoplamiento a la proteína G. Se ha demostrado que el GABAB2 sirve para 

enmascarar el motivo de retención al retículo endoplásmico, localizado en carboxilo 

terminal del GABAB1. (Pin, 2004) 
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En los primeros reportes se encontró que los tres subtipos de receptores α1 

adrenérgicos existen como monómeros, dímeros y oligómeros detectados por western blot 

(Vicentic, 2002); más tarde, esto fue confirmado con las metodologías de BRET y FRET 

que utilizan agentes bioluminiscentes (luciferasa) o fluorescentes (proteína verde 

fluorescente), unidos a los receptores. A la fecha, se han encontrado diferentes parejas de 

heterodímeros entre los adrenérgicos incluyendo: β1/β2, β1/α2A, α1A/α1B, α1B/α1D y α1D/β2 

(Hague, 2004; Mercier, 2002; Stanasila, 2003; Uberti, 2003; Xu, 2003). 

 

La heterodimerización de los receptores adrenérgicos α1 es subtipo específico, el 

receptor α1B interactúa con α1A y α1D, pero no interactúan α1A y α1D. En el caso de la 

heterodimerización α1B/α1D, el α1B se comporta como una chaperona, promoviendo la 

expresión membranal del α1D y observándose un perfil farmacológico diferente (Uberti, 

2003; Hague, 2004).  

Estos encuentros sugieren que los heterodímeros forman complejos funcionales con 

distintas especificidades y propiedades de señalización, en el cual cada receptor individual 

puede ser responsable para las funciones específicas.  
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III.-ANTECEDENTES  

 
El receptor adrenérgico α1D fue descubierto (Perez et al, 1991) gracias al desarrollo 

de nuevas técnicas y estrategias moleculares (clonación, agentes químicos más selectivos 

para cada subtipo y de mejores métodos bioquímicos de detección). 

Aunque en un principio hubo controversia con respecto a que el receptor 

adrenérgico α1D fuera en realidad un nuevo subtipo distinto al α1A (Lomasney et al, 1991), 

muchos trabajos han constatado la existencia de este tercer subtipo de receptor adrenérgico. 

Este encuentro llevó a que se modificara la clasificación 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) α1D fue de rata 

(Lomasney et al, 1991; Perez et al, 1991) y casi inmediatamente se obtuvieron las 

secuencias del receptor α1D 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 α1D son muy parecidas, presentando entre ellas un alto grado de identidad (83-

85%). Sin embargo, varían en cuanto al largo de la cadena de aminoácidos y al peso 

molecular. El receptor de humano es más grande que el receptor de rata (572 respecto a 561 

aminoácidos). El peso molecular estimado del receptor α1D es de 59-60 kDa y el real es de 

70-80 kDa. Estas diferencias pueden deberse al estado de N-glicosilación de las argininas 

del extremo amino terminal. La principal diferencia estructural entre los receptores de 

diferentes especies se sitúa en las regiones carboxilo y amino terminales.  

El estudio del receptor adrenérgico α1D humano ha sido complicado debido a que la 

expresión y el acoplamiento al sistema de transducción es deficiente, en comparación con 

los otros dos subtipos. Además, no hay anticuerpos selectivos ni fármacos específicos que 

reconozcan al receptor. El agente más selectivo utilizado hasta el momento, para 

caracterizarlo farmacológicamente, es el BMY7378, que actúa como antagonista (Goetz et 

al, 1995). 

Aún así, el RA-α1D se ha expresado en diferentes líneas celulares, por lo que se ha 

obtenido información sobre su funcionamiento. La presencia del receptor adrenérgico α1D 

en diferentes tejidos se ha observado por la distribución del RNA mensajero. El receptor  
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α1D humano es abundante en: aorta, corteza cerebral y próstata, también hay en pulmón, 

corazón, riñón y bazo (Price et al, 1994); el receptor α1D de rata está presente ampliamente 

en vasos deferentes, aorta, corteza cerebral e hipocampo.  

El receptor se acopla al sistema de fosfoinosítidos/Ca2+ vía proteínas Gq a través de 

la activación de la PLC, pero menos eficientemente que los otros subtipos.  Se ha visto que 

el receptor de rata exhibe actividad intrínseca independiente del estímulo del agonista, y 

que algunos antagonistas pueden actuar como agonistas inversos, disminuyendo el nivel 

basal en la liberación de calcio (García-Sáinz y Torres-Padilla, 1999). De la misma manera, 

presenta un nivel basal alto de producción de fosfatos de inositol.  

La localización del receptor dentro de la célula es peculiar, ya que siendo un 

receptor de membrana celular, se le ha encontrado predominantemente en vesículas 

intracelulares (McCune et al, 2000; Chalothorn et al, 2002). En este comportamiento se 

involucra la señal dada por su amino terminal (Pupo et al, 2003; Hague et al, 2004).  

En trabajos recientes de nuestro laboratorio se demuestra que el receptor α1D de rata 

y humano se desensibiliza y es susceptible de fosforilarse por PKC (García-Sáinz et al, 

2001, 2004). El receptor de rata y el de humano son también fosforilados por la acción de 

agentes no adrenérgicos como la endotelina, el ácido lisofosfatídico y por algunos factores 

de crecimiento, lo que sugiere una modulación heteróloga (García-Sáinz et al, 2001; 

Rodríguez-Pérez et al,  2009). Además, es capaz de heterodimerizarse con el receptor α1B y 

con el receptor β2, lo que promueve una redistribución 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 contracción del músculo 

liso (Gisbert, et al, 2000; Ibarra, et al, 1997; Tanue, 2002c; Villalobos-Molina e Ibarra, 

1996). 
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IV.-JUSTIFICACIÓN 

 

La información acerca de la regulación del receptor α1D adrenérgico es mínima en 

comparación con la de otros subtipos. Nuestro grupo de investigación está interesado en 

establecer el mecanismo molecular de la desensibilización de este receptor, y el papel que 

juega la fosforilación en este proceso.  

En nuestro laboratorio hemos demostrado que el RA–α1D es una fosfoproteína, cuyo 

estado de fosforilación se asocia a la desensibilización homóloga (dependiente de agonista) 

y heteróloga (independiente del agonista), esta última ha sido poco explorada en este 

receptor. Sin embargo, la información de los dominios estructurales que determinan la 

función y la regulación de este subtipo es escasa (prácticamente nula). Por tal motivo, 

decidimos abordar este aspecto. La estrategia experimental consistió en generar dos líneas 

celulares que expresan establemente dos formas mutantes del RA-α1D: un receptor al que se 

le eliminaron los primeros 79 aminoácidos del amino terminal, denominado ∆N; y otro sin 

el carboxilo y sin el amino terminales, o ∆N∆C. La construcción ∆N fue utilizada como una 

herramienta para aumentar su expresión en membrana, para compararlo con el RA-α1D 

carente tanto del amino como del carboxilo terminales, y así determinar si esta última 

región es esencial para la regulación, debido a que tiene múltiples sitios posibles de 

fosforilación. 

 

 

V.-HIPÓTESIS 

 

La desensibilización del receptor α1D adrenérgico humano es dependiente de su extremo 
carboxilo terminal. 
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VI.-OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

Estudiar la desensibilización del receptor α1D adrenérgico humano y la participación del 

dominio carboxilo terminal en este proceso. 

 

Objetivos Particulares 

 
• Construcción de formas truncas del receptor α1D adrenérgico humano:  

           1) sin los primeros 79 aminoácidos del amino terminal (∆N); y 

           2) sin el carboxilo terminal y sin el amino terminal (∆N-∆C), que no tiene del  

               aminoácido 441 al 572, ni los aminoácidos 1 al 79. 

• Expresión estable de las diferentes formas truncas del receptor α1D adrenérgico 

humano en las células Rat-1. 

• Identificación de los receptores α1D adrenérgicos humanos truncos por fotomarcaje. 

• Determinación de la cantidad de receptores α1D adrenérgicos humanos expresados 

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

• Análisis funcional de cada una de las construcciones del receptor α1D adrenérgico 

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

inositol. 

• Determinación del grado de fosforilación del receptor α1D adrenérgico humano y 

relacionarlo con su desensibilización. 

• Caracterizar la desensibilización homóloga y heteróloga del receptor α1D 

adrenérgico humano. Esta última por la activación 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 ácido lisofosfatídico (LPA). Así 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-I) 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 (Ácido Lisofosfatídico), 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 (Ácido Etilen-di-amino-tetra-acético), EGTA (Ácido 

Etilen Glicol tetra-acético), β-Glicerofosfato,  Formato de amonio y de sodio, PMSF 

(Fluoruro de Fenil Metil Sulfonilo), SDS (Dodecil sulfato de sodio), PPO (2,5-difenil 

oxazol) y Tritón X-100 fueron de Sigma; BIM (bis-indolil-maleimida I) y LY294002 (2-(4-

morfolinil)-8-fenil-4H-1-benzopirano-4-1) fueron Calbiochem. Fura-2AM acetometil ester 

fue de Molecular Probes. El ácido fórmico fue de Fulka; [125I]-aril azido prazosina 

(2200Ci/mmol) y [2,3-3H]-mio-Inositol (22.9Ci/mmol) se compraron de New England 

Nuclear. La [3H]-tamsulosina (56.3 Ci/mmol) fue donada por Yamanouchi Europe. La 

proteína 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 el plásmido fueron de Qiagen. El kit de 

ligación 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 plásmido 

pcDNA1neo conteniendo al receptor α1D adrenérgico humano nativo fue donado por el Dr. 

Marvin L. Bayne (Merck). El anticuerpo monoclonal dirigido contra un epítope de la 

hematoglutinina (HA) fue de Covance (# de catálogo: MMS-101P). Un anticuerpo 

policlonal de conejo dirigido contra una región dentro del carboxilo terminal del receptor 

α1D adrenérgico de rata (secuencia: LREWRLLGPLQR) fue generado en el laboratorio 

(García-Sáinz, 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 DH5α adquirida de Invitrogen; Medio de cultivo LB (medio de Luria Bertani), 

peptona de caseína y 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 µg/mL, estreptomicina 100 µg/mL, penicilina 100 

U/mL y anfoterecina B 0.25 µg/mL a 37 °C bajo una atmósfera de 95 % aire/5 % CO2. 

 

 
 
VIII.-METODOLOGÍA 
 
 
Construcción de los receptores adrenérgicos α1D truncos (∆N, sin la región amino 
terminal, 1-79) y (∆N-∆C, sin las regiones amino y carboxilo terminales, ∆1-79 y ∆441-
572).  
 
Para construir la forma truncada ∆N (∆1-79) del receptor α1D adrenérgico humano, se 

eliminaron los primeros 79 aminoácidos, por medio de la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), utilizando como templado al plásmido pcDNA1neo que contenía al RA-

α1D humano nativo. El oligonucleótido sentido 5’-

TAGCTAGCGACGTGAATGGCACGGCGGCCGTCG-3’ y oligonucleótido antisentido 

5’-ATAGAATTCTTAAATATCGGTCTCCCGTAGGTTGC-3’ fueron utilizados para 

amplificar la región correspondiente a los primeros 79 aminoácidos, con la incorporación 

de los sitios de restricción NheI y Eco RI en el extremo 5’- y 3’-, respectivamente. El DNA 

modificado fue entonces digerido con NheI y EcoRI, purificado y ligado dentro de estos 

sitios de restricción en el plásmido pCEFL-HA. Para generar el receptor trunco ∆N (∆1-79) 

∆N-C (∆1-79∆441-572), se eliminaron del RA-α1D nativo los aminoácidos del 1 al 79 

(como se describió arriba) y también del 441 al 572 por PCR, utilizando el oligo sentido 5´-

TAGCTAGCGACGTGAATGGCACGGCGGCCGTCG-3’ y el oligo antisentido 5’-
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ATAGAATTCTCAGGCCCGCCAGTGGTGGCCGTAGACACGC-3’ con la 

incorporación de los sitios NheI y EcoRI en el 5’y en el 3’, respectivamente. La PCR se 

realizó en presencia de DMSO al 3 % (debido al alto contenido de GCs). El producto de 

PCR fue digerido con NheI y  Eco RI, purificado, y ligado dentro de los sitios de restricción 

NheI y Eco RI del plásmido pCEFL-HA (Ver Anexo I). Los cDNAs obtenidos de ambas 

construcciones, fueron introducidos por transformación de las células competentes de E. 

Coli cepa DH5α como a continuación se describe:   

 
-Transformación 

1) Las células competentes DH5α y el plásmido pCEFLP-HA, que contenía insertado al 

receptor α1D adrenérgico humano (∆N o ∆N-C), fueron mezclados (cada construcción por 

separado) e incubados en hielo por 10 min, pasado este tiempo se sometieron a un choque 

térmico de 42 °C por 45 s. 

2) Inmediatamente después se adicionó 1 mL de medio LB y se dejaron incubando en 

movimiento (250 rpm) a 37 °C por 1 h.  

3) La mezcla se centrifugó a 5000 rpm y el botón se resuspendió en 200 µL de medio LB.  

4) Las células trasformadas se plaquearon en una caja Petri de LB-agar con ampicilina (100 

µg/mL), y se agitó a 37 °C hasta el siguiente día. 

-Cultivo bacteriano 

 1) Se colocó una colonia de las células transformadas en 2 mL de medio líquido de LB con 

ampicilina (100 µg/mL), manteniéndose en agitación a 250 rpm y a 37 °C por toda la 

noche.  

2) El cultivo de la colonia transformante se vació en un matraz de 500 mL, en un volumen 

de 100 mL del mismo medio, y se incubó hasta el día siguiente.  

-Obtención del plásmido 

1) El cultivo bacteriano anterior se centrifugó a 6000 rpm a 4 °C por 20 min.  

2) El paquete de bacterias se disolvió en 4 mL del amortiguador P1 o de resuspensión (Tris-

HCl 50 mM, pH 8.0; EDTA 10 mM; RNAasa A 100 µg/mL), y el sobrenadante se eliminó.  

3) A lo anterior se adicionaron 4 mL de amortiguador P2 o de lisis (NaOH 200 mM, SDS 1 

%), se mezcló y se dejó reposando 5 min a temperatura ambiente.  
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4) Después se agregó el amortiguador P3 o de neutralización (3.0 M de acetato de potasio, 

pH 5.5) agitando ligeramente y se incubó en hielo por 15 min.  

5) A continuación, el botón bacteriano de cada construcción (del paso 4) se centrifugó a 

11,000 rpm y 4 °C durante 30 min; mientras tanto, se equilibró y lavó  una columna con 4 

mL del amortiguador QBT (NaCl 750 mM; MOPS 50 mM, pH 7.0; etanol 15 %; Tritón X-

100 0.15 %).  

6) El sobrenadante se pasó a través de un filtro Whatman del No. 4 y se aplicó en una  

columna previamente equilibrada para la purificación de plásmidos.  

7) La columna con el sobrenadante fue lavada con 10 mL del amortiguador QC o de lavado 

(NaCl 1.0 M, Tris-HCl 50 mM pH 8.5, etanol 15 %). 

8) El DNA se eluyó con 5 mL de QF  (NaCl 1.25 M, Tris-HCl 50 mM pH 8.5, etanol 15 

%). 

 9) El DNA eluído se precipitó con 3.5 mL de isopropanol, se mezcló y centrifugó a 11,000 

rpm por 30 min. 

10) El DNA precipitado se lavó dos veces con 2 mL de etanol al 70 %, se secó a 

temperatura ambiente por 12 h y se resuspendió en 300 µL de agua.  

11) La cantidad de plásmido obtenido de cada construcción se cuantificó y visualizó en un 

espectrofotómetro Beckman a una longitud de onda de UV a 260 y 280 nm y por geles de 

agarosa al 1 %. 

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

 

La obtención del plásmido de las construcciones truncadas, fue confirmada por 

secuenciación automatizada del DNA en la Unidad de Biología Molecular del Instituto de 

Fisiología Celular, UNAM. La información obtenida de la secuenciación fue corroborada 

por alineamiento utilizando el programa BLAST y por la digestión con enzimas de 

restricción; los fragmentos obtenidos por los sitios de corte fueron analizadas por 

electroforesis en geles de agarosa al 1 %. 
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Generación de las líneas celulares que expresan establemente a los receptores 
adrenérgicos α1D truncados ∆N y ∆N-∆C.  
 

 Las células Rat-1 silvestres se sembraron en placas de 6 pozos y se mantuvieron a 37 °C y 

5 % CO2 en medio DMEM con 10 % suero fetal bovino y antibióticos.  

-Transfección 

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

2) Mientras se hicieron dos mezclas: una contenía al plásmido purificado (1.5 µg) con el  

receptor α1D humano en 400 µL de Optimem, y la otra mezcla tenía a la Lipofectamina 

2000 (15 µL) en 400 µL de Optimem; y se dejaron reposar 5 min. Después ambas mezclas 

se juntaron e incubaron a temperatura ambiente por 30 min.  

3) La mezcla del plásmido con la lipofectamina se agregó a las células Rat-1 y se incubaron 

por 6 h a 37 °C.  

4) La mezcla de transfección se retiró; las células se lavaron con PBS y se les colocó el 

medió DMEM con suero al 10 %. 

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

 

-Selección 

1) La selección se hizo por dilución limitante, la cual consistió en tratar de crecer una sola 

célula en un pozo (de una caja de 48), manteniendo el cultivo celular en presencia del 

antibiótico G418 (600 µg/mL).  

2) A los dos meses, a las células sobrevivientes se les cambio la concentración de G418 a 

300 µg/mL. Las colonias celulares sobrevivientes fueron expandidas. 

 3) Por último, se eligió solo una colonia de las células Rat-1 que expresaron al receptor α1D 

adrenérgico humano, de cada una de las construcciones truncas del receptor α1D 

adrenérgico humano. La funcionalidad de cada colonia se obtuvo a través de medir la 

generación de los segundos mensajeros (calcio intracelular y fosfatos de inositol) al 

estimular con NA. 
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Medición de la liberación de calcio intracelular 

1) Las células con el receptor α1D adrenérgico humano se cultivaron en cajas Petri de 10 

cm, hasta que tuvieran una población del 90 % de confluencia. 

2) Las células se dejaron en ayuno (sin suero) de 12-18 h. 

3) Al día 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, KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 

mM, KCl 4.75 mM, BSA 0.05 %, glucosa 10 mM, CaCl2 1.3 mM) con Fura 2-AM (5 µM) 

por 1 h a 37 °C.  

4) Las células incubadas con Fura-2AM se lavaron dos veces con PBS, se despegaron con 

500 µL de tripsina (por menos de 5 min),  se resuspendieron con 10 mL del amortiguador 

Kreb-Hepes-BSA, se lavaron tres veces por resuspensión y centrifugación (3,000 rpm por 5 

min) con el mismo amortiguador. La pastilla celular se llevó a un volumen de 10 mL del 

mismo amortiguador.  

5) Para la medición de la liberación de calcio, se colocó 1 mL de las células en suspensión 

y 1 mL del Krebs en una celda, la cual se puso dentro del espectrofluorómetro (AMINCO-

Bowman Serie 2) y se prosiguió a estimular con los tratamientos correspondientes. Las 

células se mantuvieron en suspensión y agitación a 37 °C durante la obtención de los 

trazos. 

6) Los trazos fueron registrados a las siguientes longitudes de onda: 340 nm de excitación y 

510 nm de emisión con intervalos de 0.5 segundos. La cuantificación de calcio se obtuvo de 

la relación de fluorescencia máxima y mínima de acuerdo a la ecuación: [Ca2+]i = Kd [(R-

Rmin)/(Rmax-R)][Sf/Sb2]; en donde Kd es la constante de afinidad del Fura-2AM (224 

nM); R es la lectura de fluorescencia en unidades arbitrarias; Rmin = Fluorescencia 

mínima, determinada al agregar el EGTA 5 mM, y Rmax=Fluorescencia máxima obtenida 

al lisar las células con TritónX-100 al 1 %; Sf y Sb son los coeficientes de proporcionalidad 

del Fura, libre Sf y unido al Ca2+ Sb en la longitud de onda 2 (Grynkiwicz, 1985). Los datos 

se analizaron con el programa Prim3.0/GraphPad. 
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Cuantificación de la producción de fosfatos de inositol 

1) Las células transfectadas con el receptor α1D humano fueron resembradas en placas de 

seis pozos; al estar al 100 % de crecimiento se dejaron incubando con 750 µL de medio 

DMEM sin inositoles, 1 % de SBF y con 3 µCi/mL de [3H] mio-Inositol por 18 h a 37 °C y 

a 5 % de CO2.  

2) El día del experimento se retiró el medio a las células por aspiración, fueron lavadas dos 

veces con PBS y preincubadas por 20 min con 2 mL/pozo de la solución Krebs-Ringer-

Hepes LiCl2 20 mM pH 7.4 (Hepes 20 mM, NaCl 120 mM, KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 

mM, KCl, 1.3 mM CaCl2) a 37 °C; a continuación se estimuló con 20 µL NA y/o 

BMY7378 10 µΜ por 15 min. 

3) La reacción se detuvo con 300 µL de ácido perclórico frío al 30 %. Las células se 

rasparon con un gendarme, se pasaron a tubos de ensayo, donde se neutralizaron con 1 mL 

de una solución de KOH 1.5 M y Hepes 75 mM, y se les ajustó el pH entre 7.3-7.8. 

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

4) Los  fosfatos de inositol totales fueron separados por cromatografía de intercambio 

aniónico, utilizando una columna con 1.5 mL de resina hidratada (Dowex AG1-X8), 

previamente equilibrada con el amortiguador de regeneración (formato de amonio 2 M y 

ácido fórmico 0.1 M). Los sobrenadantes se pasaron por la columna aplicando 

amortiguadores de diferente fuerza iónica (después de colocar cada amortiguador, se hizo 

un lavado con agua). Se aplicó primero el 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 (ácido fórmico 0.1 M y formato de amonio 1 M) (modificado de Berridge, 

1983).  

5) Las muestras se colectaron en viales, se les adicionó 5 mL de tritosol (PPO, xileno 60 %, 

tritón 25.7 %, etilenglicol 3.7 % y etanol 10.6 %) y se cuantificaron como DPM 

(desintegraciones por minuto) en el contador de centelleo Beckmann LS600SE. 
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Preparación de las membranas 
 

1) Las células  Rat-1 que expresan al receptor α1D humano se sembraron en seis cajas Petri 

(10 cm). Una vez confluentes fueron lavadas dos veces con PBS frío e incubadas 20 min en 

1 mL de una solución de lisis pH 7.5 (Hepes 20 mM; EDTA 1 mM,  pirofosfato de sodio 10 

mM, Na3VO4 1 mM, β-glicerofosfato 10 mM, MgCl2 2 mM, inhibidores de proteasas 

(leupeptina 20 µg/mL, bacitracina 50 µg/mL, inhibidor de tripsina  20 µg/mL y PMSF 100 

µg/mL) a 4°C. 

 2) Las células fueron raspadas con un gendarme y puestas en un homogenizador de vidrio 

previamente enfriado. La ruptura celular consistió en homogenizar los lisados celulares, 

con un vástago de teflón adaptado a un taladro, subiendo y bajando 40 veces (todo se hizo 

sobre hielo).  

3) El homogenado celular se colocó en tubos corex de 15 mL y se centrifugó a 3,800 rpm 

por 20 min a 4 °C.  

4) El sobrenadante se pasó a otro tubo y el botón se volvió a homogenizar y a centrifugar 
(como en el paso 2). 

5) Los sobrenadantes se centrifugaron a 11,000 rpm a 4 °C por 20 min. 

6) Las membranas se resuspendieron en 250 µL del amortiguador Tris 50 mM-MgCl2 10 
mM pH 7.5.  

7) La concentración de proteína membranal (mg/mL) se determinó por el método 

modificado de Lowry (1951), utilizando albúmina bovina como estándar. 

Ensayo de unión a radioligando 
 
1) Las membranas plasmáticas (25 µg), aisladas previamente, se incubaron con diferentes 

concentraciones del radioligando [3H]-tamsulosina, y en presencia o ausencia de una 

concentración fija del antagonista selectivo de los receptores α1D adrenérgicos, el 

BMY7378 10 µM, en un volumen final de 250 µL del amortiguador de unión (Tris 50 mM 

y MgCl2 10 mM, pH 7.5) por 1h en un baño de agua a 37 °C con agitación constante. 
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2) La reacción se detuvo con 5mL del amortiguador de unión frío y a continuación, 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 viales de vidrio con líquido 

de centelleo o tritosol. 

 3) La radiactividad de las muestras se cuantificó en un contador de centelleo Beckmann 

LS600SE. La unión específica fue > 90 % del total de la unión. La unión no específica fue 

determinada en presencia de BMY7378. El cálculo y el análisis para determinar la Kd y la 

Bmax fueron realizados con los programas EBDA de Biosoft-Elsevier (Cambridge, UK) y 

Prim3.0/GraphPad. 

 

Fotomarcaje 

1) Las membranas plasmáticas (50 µg) se disolvieron en el amortiguador de fotomarcaje 

(Tris/HCl 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM pH 7.5, MgCl2 10 mM, adicionado con 

inhibidores de proteasas) e incubadas con [125I]-azido-iodo-prazosina 6 nM con o sin 

BMY7378 10 µM, en un volumen final de 100 µL (en tubos eppendor), manteniéndose 

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

2) La reacción se detuvo con 700 µL del amortiguador y las muestras fueron expuestas a 

radiación UV con una Ė=6000 µJ 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 

aspiró y desechó el sobrenadante. Una parte de las muestras se usaron para detectar el total 

de los receptores fotomarcados (tratados a partir del paso 5 en adelante), y las otras 

muestras se inmunoprecipitaron como se menciona a continuación:  

5) El botón membranal fue solubilizado en 500 µL del amortiguador de fotomarcaje, con 

tritón 1.5 % e incubado en hielo por 1h. Pasado el tiempo las muestras se centrifugaron a 

13,000 rpm a 4 °C por 15 min, para la inmunoprecipitación, el sobrenadante se colocó en 

tubos eppendor con la proteína A o G sefarosa y se dejaron toda la noche a 4 °C en 

agitación. Al día siguiente, las perlas de sefarosa se lavaron con el amortiguador de lavado 
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(Hepes 50 mM, NaCl 100 mM, NaH2PO4 50 mM, NaF 10 mM, SDS 0.05 % y tritón x-100 

1.0 %, pH 7.2) por resuspensión y centrifugación (13,000 rpm, 15 min.). 

 6) El complejo del receptor inmunoprecipitado fue solubilizado con 25 µL de la solución 

SDS 10 %-Urea 8 M y con 25 µL de Laemli 2x y 5 % de β-mercaptoetanol (Tris 1 M pH 

6.8, glicerol 20 %, SDS 0.04 % y azul de bromofenol 0.01 %). A continuación las muestras 

se hirvieron por 5 min a ebullición 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 reducción. Posteriormente los geles se colocaron en papel celofán dulce y se 

secaron mediante calor y vacio durante 2 h. 

7) Los geles se expusieron en una placa de autorradiografía y fueron analizados empleando 

el programa Image Quant del aparato Thyphoon del sistema Phosphor Imager de Molecular 

Dynamics. 

* Cabe mencionar que, en las condiciones empleadas, la eficiencia de inmunoprecipitación 

de los receptores fotomarcados fue del 17±3 % utilizando el anticuerpo policlonal, y de 4±1 

%, con el anticuerpo monoclonal dirigido contra el epítope HA. 

Ensayo de fosforilación 

1) Las células  que expresan al receptor α1D humano se sembraron en placas de seis pozos y 

se dejaron llegar a confluencia. Posteriormente se incubaron con el medio de cultivo 

DMEM sin suero y sin fosfatos por toda la noche dentro de una incubadora a 37 °C. 

2) Al día siguiente las células se marcaron con [32P] Pi (50 µCi/mL) por 3 h a 37 °C. 

3) Las células se estimularon con los tratamientos correspondientes, y se paró la reacción 

aspirando el medio, colocándolas sobre hielo y lavándolas dos veces con PBS frío. 

 4) Después se les agregó 500 µL del amortiguador de lisis pH 7.4 (Tris-HCl 50 mM, 

pH7.4; NaCl 150 mM; EDTA 5 mM pH 8.0; Tritón x-100 1.5 %, pirofosfato de sodio 10 

mM, NaF 50 mM, Na3VO4 100 µM, β-glicerofosfato 10 mM, PMSF 100 µg/mL, fosfo-

serina 1 mM, fosfo-tirosina 1 mM, fosfo-treonina 1 mM, inhibidores de proteasas) y se 

incubaron 1 h a 4°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 a 4 °C en la microfuga.  

6) Los sobrenadantes se colocaron en tubos eppendor que contenían a la proteína A (20 µL) 

o G (25 µL) sefarosa y un anticuerpo dirigido contra la región carboxilo terminal del 

receptor α1D (5 µL) o contra la hemaglutinina (HA) (10 µL), respectivamente; se colocaron 

en una caja de acrílico y se dejaron en agitación por 24 h a 4°C.  

7) Después se hicieron dos lavados (resuspensión y centrifugación a 13,000 rpm por 5 min 

a 4 °C) con el amortiguador de lavado frío (Hepes 50 mM, NaCl 100 mM, NaH2PO4 50 

mM, NaF 10 mM, SDS 0.05 % y tritón x-100 1.0 %, pH 7.2); entre cada lavado las 

muestras se agitaron vigorosamente y el sobrenadante se eliminó por aspiración.  

8) A los receptores fosforilados e inmunoprecipitados se les agregó la solución de carga 

(Laemli 2x con 5 % de β-mercaptoetanol (Tris 1 M pH 6.8, glicerol 20 %, SDS 0.04 % y 

azul de bromofenol 0.01 %) (25 µL) y SDS al 10 % con urea 8 M (25 µL)); después las 

muestras se hirvieron por 5 min y se centrifugaron a 11,000 rpm durante otros 5 min.  

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

desnaturalizantes. 

10) Los geles se acomodaron sobre celofán dulce, se secaron y expusieron en una placa de 

autorradiografia del sistema Phosphor Imager de Molecular Dynamics.  

11) La visualización y detección se realizó empleando el programa Image Quant del 

aparato denominado Thyphoon del sistema Phosphor Imager de Molecular Dynamics. 

Análisis de fosfoaminoácidos 

1) El análisis de fosfoaminoácidos consistió en una fosforilación (descrita anteriormente), 

con la siguiente variante: las células se crecieron a confluencia en cajas Petri (10 cm) y se 

marcaron con 200 µCi/mL de [32P] Pi; después se estimularon con los tratamientos 

correspondientes e inmunoprecipitaron con 20 µL del anticuerpo dirigido contra la región 

carboxilo terminal del receptor α1D y 40 µL de proteína A sefarosa. 
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2) Las muestras se corrieron en un gel de acrilamida al 10 %, y se transfirieron a 

membranas PVDF, previamente humedecidas en metanol al 100 %. La transferencia se 

realizó en presencia del amortiguador (Tris 12 mM, glicina 9.7 mM, 20 % de metanol). 

3) La membrana con el receptor fosforilado y transferido a la membrana PDVF, fue 

colocada en una placa de autorradiografía del sistema Phosphor Imager de Molecular 

Dynamics. La banda correspondiente al receptor se identificó y se cortó sobreponiendo la 

membrana PVFD y la imagen visualizada por el programa Image Quant, en el aparato 

Thyphoon del sistema Phosphor Imager de Molecular Dynamics. 

4) La membrana de PVDF con el receptor se humedeció en metanol 100 %, se lavó con 

agua desionizada y se colocó en criotubos; después se agregaron 200 µL de HCl 6 N, se 

pasaron por el gas desprendido del nitrógeno líquido y se hidrolizaron en un bloque térmico 

a 110 °C durante 1h.  

5)  Posteriormente las muestras se centrifugaron al máximo (13,000 rpm) y el sobrenadante 

se pasó a tubos eppendor nuevos donde fueron liofilizados al vacío, por varias horas en el 

aparato speed-vac;  

6) El botón de las muestras se disolvió en 6 µL del amortiguador pH 1.9 (ácido fórmico 2.2 

% y ácido acético glacial 7.8 %) con los estándares de los fosfoaminoácidos (p-serina, p-

tirosina y 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 cátodo), y esperando a que se secara entre cada aplicación (de 0.5 µL 

c/u) sobre placas de celulosa hasta completar 3 µL. 

8) La electroforesis de 2D se corrió en una cámara de Hoefer SuperSub: la primera 

dimensión se realizó con el amortiguador pH 1.9 (ácido fórmico 2.2 %-ácido acético glacial 

7.8 %) por 25 min a 750 V, se enjuagó la cámara y se puso el amortiguador para la segunda 

dimensión pH 3.5 (piridina 0.5 %-ácido acético glacial 5 %) a 750 V por 15 min. La 

conexión entre la fase móvil (amortiguador) y la fija (placa celulosa) fue a través de dos 

puentes de papel Whatmann de 3 MM doble (20 x 10 cm), colocados a 5 mm del punto de 

aplicación; se colocó una placa de vidrio sobre ellos. 
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9)  Posteriormente las placas se secaron a 65 °C. La visualización de los fosfoaminoácidos 

fríos (sin marca) se realizó rociando las placas con ninhidrina 0.25 % en acetona y 

dejándolas secar 10 min a 65 °C; se expusieron en una placa de autorradiografía del sistema 

Phosphor Imager de Molecular Dynamics (Metodología basada en Boyle et al, 1991; 

Vázquez-Prado et al, 1997) 

10) La detección de los fosfoaminoácidos fosforilados (marcados) fue empleando el 

programa Image Quant del aparato Thyphoon del sistema Phosphor Imager, de Molecular 

Dynamics. 

 

Análisis Estadístico 

La comparación estadística entre los grupos se realizó por el análisis de varianza con la 

prueba de Newman-Keuls utilizando el programa GraphPad Prism 4. 
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the carboxyl terminus: intrinsic activity, agonist-mediated 
activation, and desensitization” 
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IX.-RESULTADOS 
 
 
Funcionalidad de las formas truncas del receptor α1D adrenérgico humano  
 
 

El papel del carboxilo terminal en la desensibilización del receptor α1D adrenérgico 

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

terminal) y ∆N-∆C (sin el amino y sin el carboxilo terminales) (Fig. I). 

   

A CBA CB

 
 

     Figura I.- Esquema del receptor α1D adrenérgico humano y sus formas truncas. En (A) el 
receptor completo, los receptores truncos: ∆N, sin los primeros 79 aminoácidos del amino terminal (B), y 
∆N∆C, sin los primeros 79 aminoácidos y sin los últimos 134 aminoácidos del carboxilo terminal. 
 

Los receptores α1D se acoplan a la vía de señalización del sistema de recambio de 

los fosfoinosítidos/calcio, por lo que la funcionalidad de los receptores truncos fue 

analizada por la capacidad de los RA-α1 de generar los segundos mensajeros: Ca2+ y 

fosfatos de inositol, en respuesta a NA. La estimulación con 10 µM de NA (Fig. IIA y IIC) 

indujo un incremento inmediato en la [Ca2+]i que fue similar en ambas construcciones. 

Cuando las células se incubaron con el BMY7378, antagonista selectivo del subtipo α1D, se 

bloqueó la respuesta de la NA, de forma dependiente de la concentración (datos no 

mostrados). Además del bloqueo, se observó en ambas construcciones una disminución en 

el nivel basal al estimular con el BMY7378, es decir, tuvo un comportamiento de agonista 

inverso, característica que ha sido observado para este subtipo (García-Sáinz y Torres-

Padilla, 1999) (Fig. IIB y IID). 
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Figura.-II Efecto de la NA y el BMY7378 en la liberación de calcio intracelular. Trazos
representativos de cambios en la [Ca2+]i de los fibroblastos que expresan establemente al RA-α1D, ∆N (A y B) o el
RA-α1D truncado en ambos extremos ∆N∆C (C y D) estimulados (flecha) con NA 10 µM o con BMY7378 10
µM. La respuesta fue similar en ambas construcciones (p<0.001 vs basal). Los trazos fueron directamente
exportados del espectrofluorómetro y son representativos de al menos seis experimentos. 
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Figura.-IV Curvas de la saturación 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 µM) y con varias concentraciones de [3H]-tamsulosina. La cantidad de receptores para la forma ∆N
(panel superior) fue de 1995 + 260 fmol/mg proteína y para ∆N∆C (panel inferior) de 1750 + 265
fmol/mg proteína. Las constantes de afinidad fueron de 0.39 + 0.07 nM y 0.53 + 0.10 nM
respectivamente. Las gráficas son representativas de cuatro experimentos con preparaciones de
 
Detección de las construcciones del receptor adrenérgico α1D humano 

Por marcaje de fotoafinidad se confirmó que las formas truncas expresadas en las 

células Rat-1 corresponden al subtipo receptor α1D. El ensayo se realizó 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 [125I]-aril azido prasozina, antagonista 

irreversible unido a un compuesto sensible a la luz, y en presencia o en ausencia BMY7378 

(agente selectivo del subtipo α1D) para asegurar que la unión fuera específica. Se puede 
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observar en la Fig. VA que el receptor ∆N  (flecha superior) presenta una masa molecular 

de 65 kDa y la forma ∆N∆C (flecha inferior) de 45 kDa; además, en presencia del 

BMY7378 no se observa la banda correspondiente al receptor, lo que índica la preferencia 

por este antagonista selectivo. También se observó una banda inferior de ~50 kDa en ∆N y 

una de ~35 kDa en ∆N∆C (no observada en este gel), cuyo marcaje fue casi totalmente 

bloqueado por BMY7378, estas bandas pueden ser fragmentos proteolíticos del receptor. 

Además, se probó la capacidad para inmunoprecipitar y la especificidad de dos anticuerpos 

para el receptor (Fig. VB). El anticuerpo dirigido contra la región 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 está dirigido contra el epítope de 

hematoglutinina (HA), carriles 2 y 4. 
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Desensibilización Homóloga 

 

Los tres subtipos de receptores α1 adrenérgicos son sensibles a la desensibilización 

por la activación de la PKC, por lo que se analizó 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 concentración, incrementando 5-6 veces la concentración 

de calcio intracelular sobre el nivel basal, con una EC50 de 0.3-1 µM para el receptor ∆N y 

una EC50 0.15-0.50 µM para ∆N∆C (Fig. VIA y VID). El estímulo con TPA en la 

liberación de [Ca2+]i  desensibilizó de manera concentración-dependiente  (sin cambios en 

la EC50), y sin abatirse totalmente el efecto de NA (Fig. VIC y VIF) en ambas 

construcciones. La activación de la PKC indujo una disminución inmediata en la 

concentración basal del calcio  (Fig. VIB y VIE), es decir, bloqueó la actividad adrenérgica 

intrínseca del receptor al igual que el antagonista BMY7378. 
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oncentración de calcio intracelular  ([Ca2+]i).  
que expresan las diferentes formas truncas del receptor α1D
E y F) ∆N∆C. En el panel izquierdo se muestran las curvas
ncia (●) y en presencia de TPA 1 µM (○) por 15 min. En el
presentativos al estimular con NA 10 µM y con TPA 1 µM o
ás NA (línea punteada) (p<0.001vsBasal). Las células fueron

álculo por cambios en la fluorescencia. 



Estos hallazgos fueron confirmados por la determinación experimental de fosfatos 

de inositol totales (Fig. VIIA y VIIB). La NA incrementó la producción de fosfatos de 

inositol. Estas acciones fueron claramente bloqueadas por la activación de la PKC con 

TPA. 
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Figura.-VII Producción de fosfatos de inositol. 
El efecto de la NA y el TPA fue cuantificado en cada construcción, ∆N (A) y ∆N∆C (B). Los
datos son el promedio ± D.E. de seis experimentos independientes. El basal representa a las
células sin estímulo y su respuesta fue considerada como el 100%.*p < 0.001 vs. Basal, **p <
0.001 vs. NA. 

 
 

 

Los experimentos de marcaje metabólico con [32P] Pi de ambas construcciones 

fueron realizados para detectar a los receptores fosforilados, y si ésta fosforilación es 

incrementada por la NA y el TPA. Los receptores ∆N 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 observó una fosforilación en el estado basal, la 

cual se incrementó al estimular con NA o TPA (Fig. VIII panel superior). La 

fosforilación del ∆N∆C fue demostrada utilizando el anticuerpo contra HA, 

observándose una fosforilación basal que también fue incrementada en presencia de NA 

o TPA (Fig. VIII, panel inferior), aunque la magnitud del incremento fue menor. 
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Figura VIII.- Fosforilación del receptor α1D adrenérgico humano. Células Rat-1 con 
el receptor ∆N (A) y ∆N∆C (B). Las células fueron estimuladas con NA 10 µM o con TPA 1 
µM por 5 min. Las barras son el promedio y las líneas verticales representan la D.E. de cinco 
experimentos usando diferentes preparaciones. La autorradiografía es la demostrativa de los 
efectos para cada tratamiento. *p < 0.001 vs. Basal, **p < 0.05 vs. Basal. 

 

 

 

De acuerdo al análisis de fosfoaminoácidos del RA-α1D ∆N inmunoprecipitado y 

fosforilado, se observa (Fig. IX) una fuerte señal en la fosfoserina tanto al estimular con 
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NA y TPA como en el nivel basal. La fosforilación en fosfotreoninas y fosfotirosinas no 

fue evidente bajo nuestras condiciones experimentales, aunque no se descartaría la 

participación de la fosfotreonina que ligeramente se observa marcada, pero no es 

suficientemente claro ni consistente. 

 

 

 

 

Figura IX.- Determinación de los fosfoaminoácidos del receptor α1D adrenérgico humano.
Autorradiografía representativa de los fosfoaminoácidos marcados con 200 µCi/mL de [32P] Pi (izq) y
placa de celulosa donde se detectan los aminoácidos con ninhidrina (der), en estado basal y tratados con
NA y TPA. 
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Desensibilización Heteróloga* 

 

 Existe evidencia que los receptores α1B adrenérgico son fosforilados y 

desensibilizados por otros GPCRs y RTKs, pero debido a la expresión membranal 

deficiente del subtipo α1D no se había estudiado hasta ahora la comunicación entre estos 

receptores. 

 Los receptores a los factores de crecimiento pertenecen a familia de los RTKs. 

Entre los que se analizó su participación en la desensibilización del receptor α1D 

adrenérgico, están los receptores de: EGF, PDGF, IGF-I e insulina. La respuesta 

adrenérgica fue disminuida claramente al preincubar previamente con los factores de 

crecimiento, en ambas construcciones (Fig. X). La disminución 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 liberación de calcio intracelular (datos no 

mostrados). 

 La activación de otros receptores endógenos pertenecientes a los GPCRs fue 

analizada, observándose una disminución en la respuesta a NA al pretratar con endotelina 

(ET), bradicinina (BK), ácido lisofosfatídico (LPA) y esfingosina-1-fosfato (S1P). Las 

construcciones ∆N y ∆N∆C tienen un comportamiento similar como se observa en la (Fig. 

XI). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

______________________________________________________________ 

*NOTA: Algunos datos aún no están publicados 
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Figura. X. Efecto de los factores de crecimiento sobre la respuesta a NA. La liberación de [Ca2+]i 
de las células que expresan las diferentes formas truncas del receptor α1D humano ∆N (panel superior) y 
∆N∆C (panel inferior). Las células fueron incubadas en ausencia de cualquier agente (basal) o con NA 10 µM 
o preincubadas 15 min con EGF 100 ng/mL, PDGF 50 ng/mL, IGF-I 100 ng/mL o Insulina 100 ng/mL y 
después se adicionó 10 µM. Las barras son el promedio y las  líneas 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 ∆N; *p < 0.001 vs. Basal, **p < 0.001 vs. NA *** p < 0.01 vs NA en ∆N∆C. 
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Figura. XI. Efecto de la Bradicinina, Endotelina, LPA y Esfingosina-1 fosfato sobre la 
respuesta a NA. La liberación de [Ca2+]i de las células que expresan las diferentes formas truncas del 
receptor α1D humano ∆N (panel superior) y ∆N∆C (panel inferior). Las células fueron incubadas en ausencia 
de cualquier agente (basal) o con NA 10 µM o preincubadas 15 min con BK 100 nM, ET 100 nM, LPA 1 µM 
o SP 100 nM y después se adicionó 10µM de NA. Las barras son el promedio y las líneas 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 ∆N;  *p < 0.001 vs. Basal, **p < 0.05 vs. NA, *** p < 0.001 vs NA en ∆N∆C. 
 

 

 

 
 

59



X.-DISCUSIÓN 

 

En este estudio se analizó la participación del carboxilo terminal en la señalización 

del RA-α1D humano. Hasta el momento no se tenía información sobre el papel del carboxilo 

terminal en la desensibilización del RA-α1D, por tal motivo en el presente trabajo se 

eliminó gran parte de esta región. La construcción del RA-α1D truncado en el amino 

terminal (∆N) fue indispensable para comparar los cambios en el receptor carente del 

carboxilo terminal (∆N∆C), debido a que el nivel de expresión del RA-α1D humano nativo 

es extremadamente bajo, tanto endógenamente como en sistemas de sobreexpresión. () En 

las construcciones del RA-α1D truncadas utilizadas en este trabajo se logró obtener un nivel 

de expresión mucho mayor y de magnitud similar, observándose un aumento en el número 

de sitios de unión (2pmol/mg de proteína membranal) en relación con el receptor nativo (40 

fmol/mg de proteína) (García-Sáinz et al, 2004) sin que se altere la afinidad por el 

radioligando [3H]-tamsulosina.  

Los RA son receptores de superficie celular que al ser activados por sus ligandos 

son internalizados, se ha visto que el RA-α1D se localiza mayoritariamente en vesículas 

intracelulares en ausencia del agonista a diferencia de los otros dos subtipos que se 

encuentran preferencialmente en la membrana plasmática (Chalothorn et al, 2002; McCune 

et al, 2000). La localización peculiar del RA-α1D ha sido atribuida al extremo amino 

terminal, al intercambiar esta región con otros receptores se observa una disminución en la 

densidad membranal de estos (Hague et al, 2004a). La truncación del amino terminal 

incrementa la traslocación a la membrana plasmática (Petrovska et al, 2005; Pupo et al, 

2003) y nuestros resultados apoyan que efectivamente la región amino terminal contiene 

determinantes estructurales que intervienen en su localización celular. 

Asimismo, ambas construcciones presentaron un acoplamiento adecuado al sistema 

de transducción de la señal, que se reflejó en la elevación de la concentración del calcio 

intracelular y en la producción de fosfatos de inositol al ser estimuladas por la NA; aunque 

con ligeras diferencias en la temporalidad durante la liberación de Ca2+
i como respuesta. La 

actividad constitutiva característica de este receptor (García-Sáinz y Torres-Padilla, 1999; 

Gisbert et al, 2000; Noguera et al, 1996;) fue evidente al monitorear la concentración 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 apreció una disminución en el nivel 

basal de Ca2+
i, el primero actuando como agonista inverso y el segundo bloqueando la 

respuesta adrenérgica,  

Los tres subtipos de RA-α1 son fosfoproteínas que se encuentran fosforilados en su 

estado basal, la cual aumenta en presencia de NA y ésteres de forbol (García-Sáinz et al, 

2001, 2004; Leeb-Lundberg et al, 1985; Vázquez-Prado et al, 2000). En este trabajo hemos 

detectado la fosforilación en ambos receptores truncados, a pesar de las dificultades en 

lograr inmunoprecipitar al RA-α1D ∆N∆C, cuya fosforilación es similar a la del RA-α1D ∆N 

pero con una respuesta de menor magnitud.  

La fosforilación de los RA-α1 se asocia a su desensibilización tanto homóloga 

(García-Sáinz et al, 1999, 2001, 2004; Leeb-Lundberg et al, 1985, 1987; Vázquez-Prado et 

al, 1996, 1997, 2000), como heteróloga (Casas-Gónzalez, et al, 2000; García-Sáinz et al, 

2004; Gónzalez-Arenas et al, 2006; Medina et al, 2000; Molina-Muñoz, 2008; Romero-

Ávila et al, 2004; Rodríguez-Pérez et al, 2009). Y en nuestros resultados claramente se 

observó un bloqueo de la respuesta adrenérgica promovida por la activación de la PKC. La 

fosforilación 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). 

Aún se tiene poca evidencia sobre la isoforma de la PKC involucrada en el bloqueo 

de las acciones adrenérgicas; por experimentos de coinmunoprecipitación del RA-α1B e 

isoformas de la PKC, se vieron involucradas las isoformas α, δ y ε (Alcántara et al, 2001), y 

al parecer estas mismas participan en la regulación del RA α1D (datos preliminares del 

laboratorio). 

Los RA-α1 presentan sitios probables de fosforilación en diferentes regiones del 

receptor, en especial en el carboxilo terminal y en la tercera asa intracelular. En trabajos 

anteriores con el RA-α1B se mostró que el carboxilo terminal es indispensable para mediar 

la fosforilación y desensibilización, además los sitios implicados se localizan en esta región 

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 desensibilización y la fosforilación del RA α1A es 

independiente del carboxilo terminal (Price et al, 2002), lo cual se observó al intercambiar 

las colas carboxilo terminal de los RA α1A y α1B en receptores quiméricos (Vázquez-Prado 
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et al, 2000), al parecer depende de la tercera asa intracelular (trabajo del laboratorio en 

preparación). Aunque en un análisis del fosfoproteoma en una línea celular de tejido no 

maligno de hígado 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-α1D esta región no es indispensable para su 

señalización. Existen trabajos previos del laboratorio que indican una sensibilidad 

diferencial al TPA entre los tres subtipos de receptores α1 adrenérgicos, siendo el más 

susceptible el RA-α1D siguiéndole el RA-α1B y el RA-α1A (Vázquez-Prado y García-Sáinz, 

1996; Vázquez-Prado et al, 1997, 2000; García-Sáinz et al, 2001, 2004). Las regiones 

carboxilo terminal de los RA-α1 difieren en secuencia, además de no encontrarse 

conservados los sitios de fosforilación del receptor α1B, lo que podría explicar el particular 

modo de regulación de cada uno de ellos. 

Los estudios futuros irán enfocados a caracterizar la fosforilación sitio específica, es 

decir a localizar los sitios donde ocurre la fosforilación; aunque existe la posibilidad que 

varios de ellos tengan una función redundante, existen sitios potenciales para PKC 

localizados tanto en el carboxilo como en la tercera asa intracelular (lugar donde también 

existe un número importante de sitios consenso para PKC) (Ver Anexo III y IV). Además, 

existe el reporte que la desensibilización del RA-α2A se encuentra localizada principalmente 

en esta región (Liang et al, 2002). También existe la posibilidad de que la desensibilización 

no dependa fundamentalmente de la fosforilación (Pao y Benovic, 2002). 

En un trabajo realizado en el laboratorio (Rodríguez-Pérez et al, 2009) en paralelo a 

este, se muestra que la activación de los RTKs inducen una desensibilización del RA-α1D 

asociada a la fosforilación del receptor, dependiente de las cinasas PI3K y PKC. Con este 

antecedente decidimos comparar los efectos en la desensibilización de los RTKs (EGF, 

PDGF, IGF-I e insulina) sobre el receptor ∆N∆C. Los resultados fueron similares al 

receptor ∆N, en cuanto al bloqueo de la respuesta adrenérgica, aunque no hemos realizado 

aún experimentos con inhibidores o de fosforilación en esta construcción.  

Por otro lado, tratamos de ver los efectos sobre la respuesta adrenérgica al activar 

algunos miembros de los GPCRs que se acoplan a diferentes proteínas G. La estimulación 
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de los receptores para LPA, SP1, BK y ET causó en todos los casos una disminución en la 

respuesta a NA. La interpretación en este caso es más complicada debido a que ellos 

también se acoplan a la vía de fosfoinosítidos/calcio, y la disminución en el nivel de calcio 

intracelular puede deberse a la depleción en las pozas celulares; también el RA α1D de rata 

(García-Sáinz, 2001) y de humano (datos preliminares del laboratorio) son susceptibles de 

fosforilación por estos agentes. 

En realidad aún falta mucho por explicar al respecto de la comunicación cruzada 

entre estos receptores. En el laboratorio se tiene el antecedente de los trabajos con el RA-

α1B que indican que es desensibilizado por estos agentes, aunque con variaciones en la 

regulación.  

Lo sorprendente e interesante es que este receptor α1D sin tener ni el amino terminal 

ni el carboxilo terminal (∆N∆C) es totalmente funcional, presenta un comportamiento muy 

similar al receptor ∆N 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 desensibilización del RA-α1D. Cabe mencionar que a pesar de que se han 

hecho múltiples estudios en los GPCRs donde se estudian determinantes estructurales no se 

había reportado alguno en que se eliminan ambos extremos terminales. 

Otros estudios muestran que las sintrofinas se asocian a dominios PDZ en la región 

carboxilo terminal del receptor RA-α1D, al sustituir esta región de interacción por alaninas 

disminuye el nivel de expresión proteica, así como la señalización de este receptor (Chen, 

2006). Este dato se podría interpretar como contrario a nuestros resultados, en los que 

detectamos un nivel relativamente alto de expresión y totalmente funcionales. Esto se 

podría explicar de diferentes maneras, desde el contexto celular (células Rat-1 contra 

HEK293) hasta el tipo de sustitución o variación en el nivel de expresión; pero al parecer 

una mejor explicación sería la propuesta por Chen y colaboradores (2006), en la que otra 

secuencia presente en el carboxilo terminal, llamada PEST que actúa como una señal 

proteolítica, estaría descubierta y sensible a la degradación que ellos observan. Esta 

hipótesis no contradice nuestros resultados ya que nosotros eliminamos ambas regiones 

(Anexo IV). Por otro lado, las proteínas distrofinas (sintrofinas, distrobrevina y utrofina) 

forman complejos con el RA-α1D, y el knock-out de algunas isoformas de las sintrofinas 

resulta en la pérdida de función del RA-α1D en células de músculo liso de aorta, con una 
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reversión en el incremento de presión sanguínea mediada por este receptor (Lissand et al, 

2008).  

Estos hallazgos abren la posibilidad de una regulación 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 aún más por la maquinaria molecular de un tipo celular específico, 

en el cual la asociación del receptor con proteínas de andamiaje promuevan la interacción 

con otras proteínas, formando complejos de señalización especializados (o signalosomas) 

en respuesta a estímulos específicos, y que en un determinado contexto celular se favorezca 

cierta conformación del receptor, donde regiones de la estructura del mismo estén 

regulando de manera diferencial su actividad a distintos niveles.  

El receptor α1D tiene una importante participación en la fisiología y patogenésis de 

la hipertensión, 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 contráctil del tejido vascular media la contracción en arterias tales como la 

aorta, carótida 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-α1D en ratones 

knock out se observa una resistencia a la hipertensión inducida por sal y un fenotipo 

hipotenso (Sanbe, 2009;Tanue 2002a, 2002b, 2002c). 

En conclusión, la principal aportación de esta tesis es que el RA-α1D sin amino y sin 

carboxilo terminales es funcional; expresa una densidad de receptores alta; tiene actividad 

constitutiva; es activado por el agonista; su acción puede ser bloqueada por la activación de 

otros receptores (RTKs y GPCRs) a través de la PKC principalmente, y la desensibilización 

está asociada en parte a la fosforilación. Además, nuestro trabajo contribuye, utilizando un 

enfoque estructural, a la comprensión del proceso de regulación de este receptor en la 

fisiología celular; y a que las futuras aplicaciones clínicas, tomen en cuenta que el 

desarrollo de fármacos esté dirigido a otras regiones del receptor, por ejemplo hacia las asas 

intracelulares.  
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XI.-CONCLUSIÓN 
 
 
 
El receptor adrenérgico-α1D humano carente del amino y carboxilo terminales: 
 
 

1) Expresa un número mayor de receptores membranales que el receptor nativo;  
 
2) Es funcionalmente activo;  

 
3) Presenta actividad intrínseca;  
 
4) Es fosforilado por la NA y por el TPA, aunque en menor grado; 

 
5) Es desensibilizado por el agonista y por otras familias de receptores no adrenérgicos 

pero que principalmente llevan a una activación de la PKC. 
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ANEXO I 

pC EFL-HA 
6089pb 

Hin d ll 
Bam HI 
HA 
Nhel 
8]111 
EcoRI 
No" 

I 

V.r tor ,l e ~~l) r ~s:ioll pCEFL-HA. L os receptores adrenérg1co, "1D humanos ill y illilC fu eron 1llsertados entr e los sitios de 
restncc1ón NheI y EcoRl El epítope HA (YPYD VPDYA) se encuentra 10cal1zado entre B amHI y NheI , es deC![, se encuentra de! lado 
am1no tenll1nal de! receptor T ambi én se obs erva: la r eS1stenc1a a amp1ci11ll a (Amp) y a neOm1C1lla (Neo) , el onge n de replicac1ón (Qi) 
y e! S1tiO de multiclonac1ón (1!CS). El plásffi1do fu e otorgado por la Dra. Guadalupe R eyes-Cruz de! CINVESTAV-IPN 

ANE...'\O I 

pCEFL-HA 
6089pb 

/ 

HlncJlI 
BamHI 

_ HA 

MCS 111"1 
89111 
EeoRI 
N" 

I 

V~t lo , de U p!'fsiOll pCFFL-HA LOI receptores a,¡"'nkgico. "¡D humano. lIN 'J lINlIC fueron Insertadol entre 101 utios & 

rertncción Nbe! 'J EcoRl El ephope HA (YPYDVPDYA) se encuentra 10calLu do entre BamHI y Nhel,", decIr, le encuenlr" del lado 
arDlno termmal del receplor También se ObSefVi C la ,"",sttocla a amplcLlina (Amp) 'J a neomltina (Neo), el ongen de replicaclÓll «(Xi) 
yol sibO de multlclonaclóo (MeS) El plámnd<> fue oto.-ga d<> por la Drn Guadalupe Reyel-Out del CINVEST AV-IPN 



 

ANEXO n 

• 
M.,."C • 

An~li.io ,I~ r.stricrión ,I~ loo phSlni,loo ,I~I R "I.-" m Inlln ~no , En e! pane!1zqU1 erdo se muestra e! plásm1 do punficado 
de la dos construcc1Ones truncas de! r eceptor; y en e! panel der echo: e! patrón de r estncc1ón con las enZimas BamHly XbaI, 
10 que produjo dos fragm entos, e! vector de 6kb y un 1lls erto de 1482pb y uno de 1082pb, correspondi entes al ilNy al illilC, 
respectivam ente. Los marcadores de peso de lkb y lpb 

ANEXO n 

• 
Lllit..C • 

An~lisio ,I~ r.rtri rrión ,1.100 I'I~sIni,lo o ,I~I R-\-" m Inlln ~n o . En e! pane! 1zqU1 erdo se muestra e! plásm1 do punficado 
de l a dos construcc1Ones truncas de! r eceptor; y en e! panel der echo: e! patrón de r estncc1ón con las enZimas BamHly XbaI. 
10 que produjo dos fragm entos. e! vector de 6kb y un 1lls erto de 1482pb y uno de 1082pb. correspondi ente s al t..Ny al illt..C. 
respectivam ente . Los marcadores de peso de lkb y lpb 
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ANEXO V 
Predicción sitios fosforilación para serina/treonina en el 

receptor a lD adrenérgico humano 

Predicción de Serinas en el COOH terminal: 
Fosfo-serina Secuencia consenso Score 
Ser406 YPCS SREFK (0.936) 

Ser441 HWRASTSGL (0.915) 

Ser452 DCAPSSGDA (0.987) 
Ser492 RKPPSAFRE (0.889) 

Ser518 VSSLSHKIR (0.967) 

Ser537 CAQRSEVEA (0.951) 

Predicción de Serinas en el Tercera asa intracelular: 
Fosfo-serina Secuencia consenso Score 
Ser283 VVAR STTRS (0.961) 

Ser287 STTR SLEAG (0.991) 

Ser323 HGMR SAKGH (0.947) 
Ser334 RSSL SVRLL (0.960) 

Ser341 LLKF SREKK (0.943) 

Sec"e ncia conscens o de fosfor ilac OS n par a PKC: 
Anól ¡ ~, " ," ¡,!ld O , n N, tPh o,2 . O Ihttp ://wvom.cb, .dtu .dKjN, tPh o,' 

-(R/K}- (R!K)-X- (SIT )-B- (R!K)-(R!K}-

ANE . .'''OV 
Predicción sitios fosforilación para serina/treonina en e l 

receptor a ,c adrenérgico humano 

Predicción de Serinas en el COOH terminal: 
Fosfo-serina Secuencia consenso Score 

Ser406 YPCSSREFK (0 . 936) -
Ser441 HWRASTSGL (0 . 915) 

Ser452 DCAPSSGDA (0 . 987) -Ser492 RKPPSAFRE (0 . 889) -
Ser518 VSSLSHKIR (0 . 967) 

Ser537 CAQRSEVEA (0 . 951) 

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

Ser283 VVARSTT RS 
Ser287 STTRSLEAG 
Ser323 HGMR SAKGH 
Ser334 RSSLSVRLL -
Ser341 LLKF SREKK 

SecuenCIa COn"tMO di fosforilocén poro PKC: 

-(RiK}(RIK}-X-(S/T }B- (RIK}(RIK) 

Score 
(0 . 961) 
(0 . 991) 
(0 . 9 4 7 ) 
(0 . 960) 
(0 . 943) 



 

ANE.XO VI 

•••••••••••••••••••••••••••••••• -. ••••••••••••••••••••••• . ...... 

E~1I1lctnl'a lid R tCtlltOI' A (h't n t l'gico-IJID hmnano, En mor~do se de~t~c ~n los sitios prob~bl es de 
fo~fori1 ~ción por PKC t~nto en el e:\.1rem o c~rboxi1o tenlliml (ros~) com o enl~ tercer~ ~s~ intr~celllbr (~znl 

d~ro) , 

ANE:\:OVI 

• !J!,. • • • ---c. • • , , , -----• f!),!) A 

, , --~ 
1\ ~ " • -_ ..... 

• \ l l A ~T .- ..... 'IP'I'I''-'_ 
~ ( • G ---O , "Q'I ,I~~ 
~--_ .... ...... , ,,. ,, ... . " - • a ',. _ 1!':If __ 

Esnll('t1l1ll lid Rt('tlIIOl' A dJ.,t ui l'gi('o..-u.m IlIunano. Eu 1II00'ado se destacan los si tios 1)I 'ob~b l es de 
fosfOl'ilacióu pOI' PKC. tau to 0.'11 el e;d rem o cluboxilo tenllinal (l'Osa) COIUO eu la tt.'l'cel'a asa illtJ'acelular (a211.1 
d aJO). 
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