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RESUMEN 

Este estudio se realizó para determinar: 1) las acciones moduladoras de receptores acoplados a 
proteínas G y de receptores con actividad de cinasa de tirosina sobre el nivel de fosforilación 
del receptor uIB-adrenérgico Y 2) si la regulación heteróloga de la fosforilación del receptor 
uIB-adrenérgico modifica su actividad. Se utilizaron fibroblastos Rat-l transfectados con el 
receptor uIB-adrenérgico Y la modificación en el estado de fosforilación del receptor se 
determinó mediante el marcaje metabólico de las células con ¡J2P1P¡ e inmunoprecipitación del 
receptor con un anticuerpo específico dirigido contra un segmento del carboxilo terminal. La 
estimulación con el agonista NE o la activación directa de la PKC con TP A aumentaron 
significativamente la fosforilación basal del receptor uIB-adrenérgico; la respuesta al TPA fue 
mayor respecto a la obtenida con NE. La activación de los receptores ETA de endotelina 
estimuló la fosforilación del receptor uIB-adrenérgico; el efecto fue de mayor magnitud que el 
de la NE y fue inhibido con el antagonista específico de los receptores ET A, BQ-123. La PKC y 
cinasa(s) de tirosina intervienen en la fosforilación del receptor promovida por la endotelina, ya 
que la respuesta fue disminuida parcialmente con inhibidores de la PKC (estaurosporina) y de 
cinasas de tirosina (genisteína) y bloqueado casi por completo por la acción combinada de 
ambos inhibidores. El análisis de fosfoaminoácidos del receptor uIB-adrenérgico 
inmunoprecipitado de las células tratadas con endotelina, mostró principalmente fosfoserina y 
cantidades pequeñas de fosfotreonina, pero no se detectó fosfotirosina, lo que sugiere que la(s) 
cinasa(s) de tirosina activada(s) por la endotelina actúan en un paso previo a la fosforilación del 
receptor. La activación de los receptores B2 de bradicinina incrementó significativamente la 
fosforilación del receptor uIB-adrenérgico, aunque el nivel de respuesta fue mucho menor al 
obtenido con NE y endotelina. La fosforilación del receptor uIB-adrenérgico también fue 
aumentada de manera importante por la activación de los receptores de EGF y PDGF. Los 
efectos del EGF y PDGF fueron bloqueados por los inhibidores selectivos de la actividad de 
cinasa de tirosina del receptor, AG1478 y AG1296, respectivamente. La acción del EGF fue 
inhibida casi por completo en presencia de wortmanina (inhibidor específico de la PI3K), 
estaurosporina o Ro-318220 (inhibidores de la PKC), lo que sugiere la participación secuencial 
de las cinasas PI3K y PKC. Los receptores de PDGF actúan por una vía en la que interviene 
principalmente la PKC y en la que la PI3K no parece contribuir de manera importante; el efecto 
del PDGF fue suprimido totalmente en presencia de estaurosporina, pero no fue modificado por 
el tratamiento con wortmanina. El aumento en la fosforilación del receptor uIB-adrenérgico 
inducido por la activación de los receptores ETIA, de EGF y PDGF promueve la 
desensibilización heteróloga del receptor. La movilización de Ca2

+ intracelular y/o el 
acoplamiento del receptor uIB-adrenérgico a la proteína Gq/ II producido por la NE fueron 
inhibidos significativamente por el pretratamiento con endotelina, EGF y PDGF. Por su parte, 
la fosforilación del receptor uIB-adrenérgico estimulada por bradicinina no modifica la 
actividad del receptor. Los resultados indican que existe un "cross-talk" importante entre las 
vías desencadenadas por los receptores ETIA, B2 (acoplados a Gq/ll ), de EGF y PDGF (con 
actividad de cinasa de tirosina) y los receptores uIB-adrenérgicos en fibroblastos Rat-l. Este 
tipo de regulación puede tener implicaciones fisiológicas importantes, ya que los receptores 
uIB-adrenérgicos se expresan en numerosos tejidos y muchas de las acciones de las 
catecolaminas son mediadas por la activación de estos receptores. 
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ABSTRACT 

This study was performed to determine: 1) the modulator actions of G protein-coupled 
receptors and receptors tyrosine kinase on phosphorylation ofthe uIB-adrenergic receptor, and 
2) whether the heterologous regulation ofthe uIB-adrenergic receptor phosphorylation leads to 
modification in their activity. We used Rat-I fibroblasts transfected with the uIB-adrenergic 
receptors (ulB-ARs) and the receptor phosphorylation was assessed by metabolic labeled of 
the cells with ¡J2P1P; and irnmunoprecipitation of receptor with an antiserurn raised against the 
carboxyl terminal ofthe uIB-AR. Stimulation ofcells with NE or TPA significantly increased 
basal phosphorylation of ulB-adrenergic receptor. The response induced by TPA was greater 
than that of NE. Activation of ET A receptors by endothelin stimulated the phosphorylation of 
uIB-ARs. The effect of endothelin was greater than that of NE and was inhibited by the 

selective antagonist for ET A receptors, BQ-123. The PKC and tyrosine kinase( s) mediated the 
endothelin-induced phosphorylation receptor, since response was reduced partially with 
inhibitors of PKC (staurosporine) or tyrosine kinases (genistein) and almost completely 
blocked by the combined treatment of both inhibitors. The phophoaminoacid analysis of the 
ulB-AR phosphorylated immunoprecipitated from cells treated with endothelin revealed 

mainly phosphoserine and small amounts of phosphothreonine, but phosphotyrosine was not 
detected, suggesting that the tyrosine kinase( s) activated by endothelin act in a previous step to 
phosphorylation receptor. The activation of B2 receptors by bradykinin significantly increased 
ulB-AR phosphorylation, however the bradykinin-induced response was smaller as compared 
with NE or endothelin. The uIB-AR phosphorylation was also markedly increased by the 
activation of EGP and PDGP receptors. The effects of EGP and PDGP were prevented by the 
selective inhibitors of tyrosine kinase activity of the receptor, AG1478 and AG1296, 
respectively. The phosphorylation of uIB-AR induced by EGP was almost completely 
inhibited by wortmannin (specific inhibitor of the PI3K), staurosporine or Ro-318220 
(inhibitors of the PKC), suggesting the sequential action of PI3K and PKC. The PKC 
activation is essential in the PDGP signaling pathway that leads to phosphorylation of 
UIB-AR, but the PI3K does not seem to play an important role in the action of PDGP. The 
response of PDGP was completely blocked by staurosporine, but it was not modified by 
selective inhibition of PI3K with wortmannin. The phosphorylation of ulB-AR promoted by 
activation of ET lA, EGP and PDGP receptors leads to heterologous desensitization of the 
receptor. The intracellular Ca2+ mobilization or Gq/I I coupling receptor mediated by NE were 
significantly impaired by pretreatment with endothelin, EGP or PDGP. In contrast, the 
bradykinin increased the phosphorylation of uIB-AR without inducing their desensitization. 
These results show that exists an important "cross-talk" between signaling pathways activated 
by ET lA, B2 receptors (coupled to Gq/II ) or growth factor receptors (with intrinsic tyrosine 
kinase activity) and uIB-ARs in fibroblasts Rat-\. Since the ulB-adrenergic receptors are 
expressed in numerous tissues and many of the actions of the catecholamines are mediated by 
activation of these receptors, this type of regulation can have important physiological 
implications. 
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INTRODUCCION 

Las respuestas celulares a las catecolaminas (epinefrina y norepinefrina) son mediadas por 
activación de receptores membranales específicos. A la fecha se han identificado 9 subtipos de 
receptores adrenérgicos: al (alA, aIB, aID), a2 (a2A, a2B, a2c) y ~ (~¡, ~2, ~J). Estos receptores 
pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteínas G que se caracterizan por presentar 
un extremo amino terminal extracelular, segmentos de residuos de aminoácidos hidrofóbicos 
que forman siete dominios transmembranales, conectados por tres asas extracelulares y tres asas 
intracelulares, y un extremo carboxilo terminal intracelular. El sitio de unión para el agonista se 
localiza dentro de los dominios transmembranales y las regiones citosólicas intervienen en el 
acoplamiento con las proteínas G (Dohlman y col., 1991; Strader y col., 1994). 

Aunque los receptores adrenérgicos pueden activar diferentes vías de transducción de la señal, 
los receptores ~-adrenérgicos se acoplan principalmente a la proteína Gs, activan a la adenilato 
cic1asa y aumentan los niveles intracelulares de AMPc; los receptores a2-adrenérgicos 
interactúan con la proteína G¡ y disminuyen la actividad de la adenilato cic1asa y el nivel 
intracelular de AMPc. Los receptores al-adrenérgicos se acoplan a las proteínas Gq y Gil (GqlJJ) 
y activan a la fosfolipasa C-~ (PLC~), que cataliza la hidrólisis de fosfatidilinositol 4,5,­
bifosfato (PIP2) e induce la formación de los segundos mensajeros: inositol I ,4,5-trifosfato (IPJ ) 

y diacilglicerol (DAG), responsables de la movilización de calcio intracelular y de la activación 
de la proteína cinasa e (PKC), respectivamente (Summers y McMartin, 1993) (Fig. 1). 

La unión del agonista al receptor induce un cambio en la conformación del receptor que le 
permite acoplarse a la proteína G y formar el complejo de alta afinidad: agonista-receptor­
proteína G. La interacción del receptor con la proteína G promueve el intercambio de GDP por 
GTP en la sub unidad a. La subunidad a unida a GTP se disocia de las subunidades ~y; tanto la 
sub unidad a como el dímero ~y regulan la actividad de las moléculas efectoras (adenilato 
ciclasa o PLC~). La unión de GTP a la subunidad a y la disociación del complejo ~y también 
reduce la afinidad del receptor por el agonista. La actividad intrínseca de GTPasa de la 
subunidad a, que hidroliza al GTP a GDP, regresa al sistema a su estado basal (Gilman, 1987; 
Neer, 1995). 
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Fíg. 1 Vías de Transducción de la Señal de los Receptores Adrenérgicos. A, agonista; 
R-a" receptor a¡-adrenérgico; R-a" receptor a,-adrenérgico; R-P, receptor p-adrenérgico; 
AC, adenilato ciclasa; PLCP, fosfolipasa C-P; PKC, proteína cinasa C; PKA, proteína cinasa A; PIP" 
fosfatidilínosiltol 4,5-bifosfato; IP 3' inositol, 1,4,5-trifosfato; DAG, diacilglicerol. 

Regulación de la Actividad de los Receptores Adrenérgicos 

La eficacia con la cual los receptores adrenérgicos transducen las señales extracelulares es 
regulada dinámicamente. Existen mecanismos de control que por un lado permiten que la 
célula responda rápidamente al agonista y por el otro la protegen de variaciones extremas y 
sostenidas en el ambiente externo. La estimulación prolongada del receptor es seguida por una 
disminución en la sensibilidad al agonista (desensibilización). 

Se han identificado 2 patrones generales de de sensibilización: desensibilización homóloga 
que se caracteriza por una disminución de la respuesta, limitada al receptor ocupado por el 
agonista y desensibilización heteróloga en la cual la estimulación de un receptor por su 
agonista disminuye la respuesta de otros receptores (Benovic y col., 1988; Hausdorff y col., 
1990). 

Los receptores /3-adrenérgicos, en particular el subtipo /32, se han utilizado como sistema 
modelo para el estudio de los mecanismos que participan en la desensibilización. 

En la desensibilización homóloga intervienen 3 procesos importantes: a) el desacoplamiento 
rápido (segundos a minutos) del receptor de la proteína G, sin pérdida en el número de 
receptores; b) el secuestro, a los pocos minutos de estimulación por el agonista, los receptores 
son secuestrados en compartimientos intracelulares, en donde permanecen inaccesibles al 
agonista; y c) la "down regulation", después de la estimulación prolongada por el agonista 
(horas) se presenta una disminución en la cantidad total de receptores, debido a la reducción en 
su síntesis o al aumento en su degradación. Estos tres eventos parecen ser regulados 
independientemente (Hausdorff y col., 1990; Lohse y col., 1990) (Fig. 2). 
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Fig. 2 Modelo de la Desensibilización del Receptor p-Adrenérgico. 1) Unión del agonista 
y activación del receptor; 2) fosforilación del receptor por pARK; 3) unión de p-arrestina al receptor 
fosforilado y desacoplamiento de la protelna Gs; 4) secuestro del receptor en vesículas cubiertas 
de clatrina; 5) internalización en endosomas; 6) resensibilización del receptor; 7) degradación del 
receptor en lisosomas. 

Un evento fundamental que interviene en la desensibilización rápida es la fosforilación del 
receptor, catalizada por al menos dos clases de cinasas con especificidad por residuos de serina 
y treonina: las cinasas activadas por segundo mensajero, como la proteína cinasa A (PKA) Y 
la proteína cinasa e (PKC) y las cinasas de los receptores acoplados a proteína G (GRKs). 

Papel de las GRKs en la Desensibilización 

Se han identificado seis miembros de la familia de las GRKs: GRKl o rodopsina cinasa, 
GRK2 o cinasa 1 del receptor ¡3-adrenérgico (¡3ARK1), GRK3 o ¡3ARK2, GRK4, GRK5 Y 
GRK6. Estas cinasas se caracterizan por reconocer y fosforilar sólo a los receptores en su 
conformación activa (ocupados por el agonista), por lo que intervienen principalmente en la 
desensibilización homóloga. La presencia de varias GRKs en la célula sugiere que la 
fosforilación de un receptor puede ser mediada por más de una de estas cinasas. En particular 
la GRK2 y GRK3 presentan un rango amplio de especificidad por el sustrato, por lo que 
pueden regular la actividad de diversos receptores (Premont y col., 1995; Pitcher y col., 1998). 

La actividad y localización celular de las GRKs son reguladas por diferentes mecanismos. En 
estado inactivo la GRK1, GRK2 Y GRK3, se localizan en el citosol y cuando el sistema es 
activado se translocan a la membrana plasmática. El proceso es promovido por la interacción 
con el dímero ¡3y de las proteínas G, que es liberado de la subunidad a en respuesta a la 
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estimulación del receptor, y con el fosfolípido PIP2. Tanto el complejo ~y como el PIP2 se unen 
a un segmento con homología con la proteína plecstrina (dominio PH), localizado en el 
extremo carboxilo terminal de las cinasas, lo que produce su asociación con la membrana y 
aumenta su actividad catalítica. Los dominios PH intervienen en las interacciones proteína­
proteína o proteína-fosfolípidos y están presentes en diversas proteínas implicadas en la 
transducción de seftales. La asociación con la membrana plasmática para el resto de las GRKs 
incluye modificaciones postransduccionales que promueven la unión de Iípidos, como la 
famesilación (GRKI) y palmitoilación (GRK4 y GRK6) de residuos de cisteína presentes en el 
carboxilo terminal, o interacciones electrostáticas entre aminoácidos básicos del carboxilo 
terminal y fosfolípidos membranales (GRK5) (Inglese y col., 1993; Premont y col., 1995; 
Pitcher y col., 1998; Rebecchi y Scarlata, 1998). 

La fosforilación del receptor por las GRKs produce el desacoplamiento parcial de la proteína G 
y permite la interacción de proteínas reguladoras, arrestinas, que al unirse al receptor 
fosforilado previenen por completo su acoplamiento con la proteína G. Estas proteínas 
constituyen una familia de la cual se han identificado 4 miembros: 2 arrestinas visuales 
(arrestina y C-arrestina) que se localizan principalmente en la retina y participan en la 
modulación de la fototransducción y 2 arrestinas no visuales (~-arrestina 1 y ~-arrestina 2) que 
se distribuyen ampliamente y pueden intervenir en la regulación de diversos receptores 
(Inglese y col., 1993; Krupnick y Benovic, 1998). 

En la mayoría de los receptores acoplados a proteínas G los sitios potenciales de fosforilación 
por GRKs se localizan principalmente en el carboxilo terminal y en un subgrupo de ellos 
(muscarínicos m, y ml, u2A-adrenérgicos y de FSH) en la tercera asa intracelular. Estas 
regiones participan en el acoplamiento del receptor con la proteína G, por lo que su 
modificación por fosforilación puede interferir directamente en el acoplamiento con la proteína 
G (Ishii y col., 1994; Eason y col., 1995; Haga y col., 1996). 

Los sitios exactos de fosforilación por las GRKs sólo se han identificado en un número 
limitado de receptores. Por ejemplo, la GRKI, GRK2 y GRK5 fosforilan residuos específicos 
del extremo carboxilo terminal de la rodopsina (Ser34

, Ser338 y Ser43
) y del receptor 

~2-adrenérgico (Thr384
, Ser393

, Ser96
, Ser40

', Ser407 y Ser411
) (Hausdorffy col., 1989; Ohguro y 

col., 1996; Fredericks y col, 1996). 

El papel de las GRKs y de diferentes cinasas en el proceso de desensibilización se ha 
examinado en células intactas por varias estrategias que incluyen: 1) el uso de inhibidores de 
las cinasas; 2) la sobreexpresión de una mutante dominante negativa de la GRK2, que es capaz 
de unirse al receptor ocupado por el agonista pero no presenta actividad catalítica, y por lo 
tanto actúa como inhibidor competitivo de las GRKs endógenas y 3) la supresión selectiva de 
cinasas individuales con oligodeoxinucléotidos antisentido (Kong y col., 1994; Shih y Malbon, 
1994). 

De esta forma, se ha demostrado la participación de las GRKs en la desensibilización 
homóloga en diferentes receptores acoplados al sistema de adenilato ciclasa. En células 
transfectadas con los receptores adrenérgicos (~" ~2 Y u2A-adrenérgicos), muscarínicos m2 y 
o-opioides, la sobreexpresión de GRK2, GRK3 o GRK5 aumenta significativamente la 
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fosforilación y desensibilización inducida por el agonista y el efecto es bloqueado por la 
coexpresión de una mutante dominante negativa de GRK2. En células tiroideas, en las que la 
GRK5 parece ser la iso forma predominante, la sobreexpresión de esta cinasa aumenta 
significativamente la desensibilización del receptor de tirotropina y su supresión con 
oligodeoxinucléotidos antisentido inhibe el efecto (Pippig y col., 1993; Kurose y Lefkowitz, 
1994; Pei y col., 1995; Jewell-Motz y Liggett, 1996; Nagayama y col., 1996; Freedman y col., 
1995; Schlador y Nathanson, 1997). 

Papel de las Cinasas Activadas por Segundos Mensajeros en la Desensibilización 

El estudio de la participación de las proteínas cinasas en la desensibilización de muchos de los 
receptores acoplados a proteína G es complicado ya que además de las GRKs, las cinasas 
activadas por segundos mensajeros (PKA y PKC) intervienen en la regulación de estos 
receptores. Estas cinasas suministran una vía de retroalimentación negativa para regular la 
sensibilidad del receptor por el cual fueron activadas y de esta manera pueden participar en la 
desensibilización homóloga. Sin embargo, estas enzimas también pueden modular a los 
receptores no ocupados por el agonista y contribuir de manera importante en la 
desensibilización heteróloga (Lohse y col., 1993). 

Durante la estimulación por el agonista, las cinasas activadas por segundo mensajero son 
translocadas del citosol a diferentes sitios subcelulares, incluyendo la membrana plasmática. 
Esta translocación requiere de moléculas específicas denominadas receptores para cinasas C 
activadas (RACKs) y proteínas de anclaje de la cinasa A (AKAPs), que dirigen a las cinasas a 
los sitios membranales en donde se localizan sus receptores sustrato. Además, la especificidad 
de las diferentes isoenzimas de PKA y PKC parece ser determinada, al menos en parte, por la 
asociación con proteínas de anclaje particulares (Mochly-Rosen, 1995; Del!' Aqua y Scott, 
1997). 

De acuerdo a su estructura y sensibilidad a diferentes cofactores las isoenzimas de la PKC se 
agrupan en tres subfamilias: 1) convencionales (a, ~I, ~II Y y) que son activadas por ci+, 
DAG, fosfatidilserina y ésteres del forbol; 2) nuevas (o, E, 1") Y O) no presentan el dominio de 
unión a Ca2+ y son activadas por DAG, fosfatidilserina y ésteres del forbol; 3) atípicas (l, y A) 
son insensibles al DAG, Ca2

+ y ésteres del forbol. Otra enzima descrita (PKDIPKCIl) presenta 
características estructurales y funcionales diferentes a las de las sub familias de PKC; es 
dependiente de fofolípidos, insensible al Ca2+ y activada por ésteres del forbol. El dominio 
catalítico de la PKD presenta poca similitud en su secuencia con los dominios cinasa de la 
familia de la PKC; la región NH2-terminal contiene regiones ricas en cisteína, que unen ésteres 
del forbol y DAG, semejantes a las de las PKCs nuevas y clásicas, además de una posible 
región transmembranal y un dominio PH, que no se encuentran en las PKCs (Valverde y col., 
1994; Hofmann, 1997). 

La desensibilización homóloga de los receptores ~I y ~2-adrenérgicos puede ser mediada por la 
PKA y por las GRKs. Ambos subtipos de receptores contienen la secuencia de aminoácidos 
RRSS, identificada como secuencia consenso para la acción de PKA, en la tercera asa 
intracelular y en el extremo carboxilo terminal; la PKA parece actuar preferentemente en el 

INTRODUCCION 7 



sitio de la tercera asa intracelular. Además, el carboxilo terminal de estos receptores contiene 
sitios blanco para la fosforilación por GRK2 y GRK3. La eliminación de estos sitios por 
mutación reduce el grado de desensibilización del receptor (Hausdorff y col., 1989; Lefkowitz 
y col., 1990; Kennelly y Krebs, 1991; Freedman y col., 1995; Post y col., 1996). 

La participación de la PKC en la regulación de la actividad del receptor se ha estudiado en 
células tratadas con ésteres del forbol, como el TPA (4~-forbol 12-miristato 13-acetato), que 
activan directamente a la enzima. La PKC cataliza la fosforilación de proteínas sustrato que 
contienen las secuencias consenso: (S/T)-X-(KIR) o (KiR)-(S/T). El receptor ~2-adrenérgico 
presenta 2 sitios consenso para la fosforilación mediada por PKC, uno localizado en la tercera 
asa intracelular y el otro en el carboxilo terminal; la fosforilación del sitio presente en la 
tercera asa intracelular parece ser la responsable de la desensibilización heteróloga inducida 
por TPA (Johnson y col., 1990; Kenelly y Krebs, 1991; Bouvier y col., 1991). 

SECUESTRO 

Además del desacoplamiento de los receptores de la proteína G, a los pocos minutos de 
estimulación por el agonista se presenta una disminución en la cantidad de receptores 
membranales, por un proceso que ocurre en dos etapas: 1) secuestro, los receptores son 
mantenidos en un compartimiento asociado a la membrana plasmática, en donde permanecen 
alejados del agonista, y 2) interna1ización, los receptores son aislados en vesículas 
intracelulares (Sibley y col., 1986; Cowlen y col., 1988; von Zastrow y Kobilka; 1992). 

El análisis de estos procesos usualmente se realiza con radioligandos hidrofilicos que no 
atraviesan la membrana; la disminución en la unión de estos ligando s se toma como medida del 
secuestro o internalización de los receptores inducida por el agonista. Sólo recientemente, por 
microscopía confocal e inmunocitoquímica, se ha podido examinar la localización subcelular 
de los receptores y distinguir el secuestro de la internalización, por lo que, al igual que en la 
mayor parte de la literatura, se utilizará indistintamente ambos términos. 

Una vía importante de internalización de receptores como los ~2 y uIB-adrenérgicos, 5HTIA de 
serotonina, el receptor del péptido liberador de gastrina y V 2 de vasopresina, es la endocitosis 
mediada por vesículas cubiertas de clatrina. Se ha descrito una vía alternativa dependiente de 
caveolas para varios receptores, incluyendo a los ETA de endotelina, AT IA de angiotensina, 
B2 de bradicinina y de colecistocinina A. En células pancreáticas la estimulación por el 
agonista induce la migración del receptor de colecistocinina A a un compartimiento 
membranal, diferente de las caveolas o de las vesículas de clatrina (von Zastrow y Kobilka, 
1992, Hocher y col., 1992; Chun y col., 1994; Roettger y col., 1995a,b; Fonseca y col., 1995; 
Berry y col., 1996; Zhang y col., 1996; de Weerd y Leeb-Lundberg 1997; Barak y col., 1997). 

Varios estudios de mutagénesis sugieren la participación de diferentes dominios intracelulares 
del receptor en la internalización. La eliminación de regiones con cantidades elevadas de 
residuos de serina y treonina, del carboxilo terminal de los receptores ~2-adrenérgicos, AT lA, 

de TRH, de colecistocinina A, de neurotensina y del péptido liberador de gastrina, o de la 
tercera asa intracelular de los receptores muscarinicos mio m2 y m), bloquea la internalización 
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inducida por el agonista. La sustitución de un sólo aminoácido en el carboxilo terminal del 
receptor H2 de histamina (Thr3IS) y del receptor de neurotensina (Thr422 o Thr42S) inhibe su 
intemalización (Hausdorffy col., 1991; Benya y col., 1993; Nussenzveig y col., 1993; Moro y 
col., 1993; Chabry y col., 1995; Thomas y col., 1995; Fukushima y col. 1997). 

La presencia de un residuo hidrofóbico (Z) en la secuencia DR YXXI(V)XXZ, localizada en la 
segunda asa intracelular de muchos de los receptores acoplados a proteínas G, parece ser una 
señal importante para la intemalización de los receptores muscarínicos mI, ~2-adrenérgicos y 
B2 de bradicinina (Moro y col., 1994; Prado y col., 1998). 

Asimismo, el residuo de tirosina de la secuencia NPXX2_3 Y, presente en la zona citoplasmática 
del séptimo dominio transmembranal de la mayoría de los receptores acoplados a proteínas G, 
se ha implicado en el secuestro de algunos receptores. La mutación de la Tyr326 en el receptor 
~2-adrenérgico (Y326A) y de la Tyr348 en el receptor etlB-adrenérgico (Y348A), incluidas en 
esta secuencia, bloquea la intemalización. Sin embargo, una mutación similar no afecta el 
secuestro del receptor AT1A o del receptor para el péptido liberador de gastrina (Slice y col., 
1994; Barak y col., 1994; Ménard y col., 1997; Thomas y col., 1995; Gabilondo y col., 1996; 
Wang y col., 1997). 

Ya que las regiones que contienen residuos de serína, treonina y tirosina son importantes para 
la intemalización de distintos receptores, la fosforilación por diferentes cinasas puede ser una 
señal de inicio para el proceso. El secuestro de los receptores muscarínicos m2 y 
~2-adrenérgicos es facilitado por la coexpresión de GRK2 y disminuido por una mutante 
dominante negativa de la enzima. En células HEK-293 transfectadas con una mutante del 
receptor ~2-adrenérgico (Y326A) deficiente en el secuestro, la cotransfección de GRK2, GRK3 
o GRK5 restablece el secuestro. La capacidad de la GRK2 para promover el secuestro de los 
receptores muscarínicos m2 Y ~2-adrenérgicos es aumentada por la coexpresión de ~-arrestinas 
y una mutante dominante negativa de la ~-arrestina 1 inhibe la intemalización de los receptores 
~2-adrenérgicos y muscarínicos mI, m3 Y ffi4, lo que indica un papel importante de las 
arrestinas en la regulación del proceso (Tsuga y col., 1994, 1998; Ferguson y col., 1995, 1996; 
Ménard y col., 1996, 1997; Schlador y Nathanson, 1997; VogIer y col., 1999). 

Las ~-arrestinas probablemente actúan como moléculas adaptadoras que dirigen a los 
receptores a las vesículas cubiertas de c1atrina. En estado inactivo las ~-arrestinas son 
fosfoproteínas que se localizan principalmente en el citosol y durante la estimulación del 
receptor por el agonista son translocadas a la membrana plasmática, en donde se unen al 
receptor fosforilado y lo desacoplan de la proteínas G. Las ~-arrestinas son desfosforiladas en 
la membrana plasmática y sólo en esta forma son capaces de transportar a los receptores a las 
vesículas cubiertas de c1atrina, en donde interactúan directamente con la c1atrina. Para la 
intemalización de los receptores se requiere además de la dinamina, una GTPasa que 
interviene en la formación de las vesículas cubiertas de c1atrina (Gurevich y col., 1995; 
Damke, 1996; Goodman y col., 1996; Ferguson y col., 1996; Zhang y col., 1996, 1997; 
Krupnick y col., 1997; Lin y col., 1997). 
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RESENSIBILIZACION 

Aún cuando en algunos tipos celulares el secuestro puede contribuir a la desensibilización del 
receptor, se ha propuesto que tiene un papel más importante en la recuperación de la actividad 
de los receptores desensibilizados (resensibilización) y en su reciclaje a la membrana 
plasmática. Por medio del secuestro los receptores son conducidos a los endosomas, en donde 
son desfosforilados por una fosfatasa específica para receptores acoplados a proteína G (GRP), 
cuya actividad es aumentada por el ambiente ácido del endosoma. Posteriormente los 
receptores son reciclados a la superficie celular por un mecanismo que aún no se ha 
caracterizado (Pitcher y col., 1995; Krueger y col., 1997; Koenig y Edwardson, 1997). 

Diferentes evidencias apoyan la importancia del secuestro en la recuperación de la actividad 
del receptor. La resensibilización del receptor ~2-adrenérgico es inhibida por el bloqueo del 
secuestro (con concanavalina A o sacarosa hiperosmótica) o por mutaciones en el receptor. El 
receptor ~2-adrenérgico presente en los endosomas se encuentra menos fosforilado que en la 
membrana plasmática y no es resensibilizado si se bloquea el reciclaje a la membrana con 
monensina. La inhibición de la intemalización disminuye el nivel de desfosforilación del 
receptor B2 de bradicinina y la desfosforilación y el reciclaje del receptor de sustancia P son 
esenciales para su resensibilización (Sibley y col., 1986; Yu y col., 1993; Barak y col., 1994; 
Pippig y col., 1995; Blaukat y col., 1996; Garland y col., 1996). 

Ya que la eficacia de la resensibilización de los receptores requiere de la intemalización, el 
sinergismo de la ~ARK y la ~-arrestina puede ser igualmente importante en la regulación de la 
resensibilización como lo es para la disminución de la transducción de la señal de los 
receptores. En células HEK-293 transfectadas con el receptor ~2-adrenérgico el secuestro es 
inhibido por una mutante dominante negativa de la ~-arrestina y esto se acompaña de la 
disminución en la desfosforilación y resensibilización del receptor. Asimismo, en células 
transfectadas con la mutante del receptor ~2-adrenérgico (Y326A), la sobreexpresión de la 
~ARK y ~-arrestina restablece la falla en el secuestro y facilita su resensibilización, mientras 
que la sobreexpresión de la mutante dominante negativa de la ~-arrestina bloquea el efecto 
(Ferguson y col., 1996; Zhang y col., 1997). 

La intemalización no parece ser un requisito común para la resensibilización de todos los 
receptores acoplados a proteína G. Por ejemplo, la resensibilización del receptor muscarínico 
l1L¡ aparentemente ocurre en la membrana plasmática y la intemalización del receptor retarda 
de manera importante la recuperación del receptor; una mutante del receptor (T399A) 
deficiente en la intemalización se resensibiliza más rápido que el receptor silvestre 
(Bogatekewitsch y col., 1996). 

También se ha propuesto la participación de la PKC en el proceso de resensibilización. En 
células A431 la supresión de la actividad de la PKC con oligodesoxinucleótidos antisentido o 
con inhibidores específicos inhibe la recuperación de la actividad de los receptores 
~z-adrenérgicos. La activación de la PKC con ésteres del forbol induce la fosforilación y 
activación de la fosfatasa 2B que probablemente es la responsable de la desfosforilación y 
resensibilización del receptor ~2-adrenérgicos en estas células (Shih y Malbon, 1996). 
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Fig. 3 Modelo de la Desensibilizaci6n y Resensibilizaci6n de los Receptores Acoplados a 
Proteinas G. A, agonista; E, efector; p-arr, p-arrestina; GRP, fosfatasa de receptores acoplados a 
proteínas G; PP, sitios de fosforilación para GRKs 

A partir de la información obtenida con el receptor P2-adrenergico se puede plantear un 
modelo para explicar la serie de eventos que ocurren en la intemalización del receptor. La 
fosforilación del receptor por las GRKs promueve la translocación de la p-arrestina a la 
membrana plasmática y su unión al receptor, 10 que produce el desacoplamiento del receptor 
de la proteína G y el inicio de la intemalización. A la vez la p-arrestina es desfosforilada en la 
membrana plasmática por una fosfatasa cuya naturaleza se desconoce. El complejo receptor 
fosforilado-p-arrestina se desplaza a las vesículas cubiertas de clatrina, en donde la p-arrestina 
se une a la clatrina. La hidrólisis de GTP por la dinamina permite la separación de estas 
vesículas de la membrana plasmática. El receptor y la p-arrestina dentro de las vesículas de 
clatrina se desplazan hacia los endosomas. La disminución del pH endosomal promueve la 
asociación de la fosfatasa de receptores acoplados a proteínas G (GRP) con el receptor y su 
desfosforilación subsecuente. Posteriormente el receptor es reciclado a la membrana 
plasmática para iniciar un nuevo ciclo de activación y desactivación (Fig. 3). 
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"DOWN REGULATION" 

Además de los eventos rápidos de desacoplamiento y secuestro, durante la desensibilización se 
presenta una disminución en la cantidad total de receptores celulares, por un proceso que se 
conoce como "down regulation". Este evento se presenta durante la estimulación prolongada 
(horas) por el agonista y puede deberse al aumento en la degradación de los receptores y/o a la 
disminución en su síntesis. En algunos tipos celulares la recuperación del nivel normal de 
receptores membranales es mucho más lenta que su desaparición y requiere de la síntesis de 
proteínas, lo que sugiere que los receptores son degradados proteolíticamente por la fusión de 
las vesículas de secuestro con lisosomas. La estimulación persistente del receptor también 
produce una disminución significativa en los niveles del mRNA que codifica para el receptor, 
debido a la desestabilización del mensajero (Bouvier y col., 1989; Hadcock y col., 1988; 
Karoor y col., 1996). 

Regulación del Receptor uIB-Adrenérgico 

En comparación con los receptores ~-adrenérgicos, existe poca información acerca de los 
mecanismos que participan en la desensibilización de los receptores a I-adrenérgicos, y en 
general de los receptores acoplados a la vía de recambio de fosfoinosítidos. Esto se debe a la 
complejidad de los eventos intracelulares que intervienen en la transducción de la señal 
mediada por estos receptores. Además de la vía de recambio de fosfoinosítidos, otras vías de 
transducción de la señal, como la PLD específica para fosfatidilcolina y la PLA2, también 
pueden ser activadas por la estimulación de estos receptores. Las diversas interacciones de 
retroalimentación que se establecen entre estas vías, así como las dificultades metodológicas 
para el análisis de la cinética de la síntesis y degradación de los fosfatos de inositol ha 
obstaculizado el estudio de la desensibilización de los receptores acoplados al recambio de 
fosfoinosítidos y ha conducido a reportes muy variados acerca de su susceptibilidad a la 
desensibilización (Minneman, 1988; Wojcikiewicz y col., 1993). 

A pesar de esto, se ha confirmado la desensibilización rápida de estos receptores en distintos 
tipos celulares. En células DDTl-MF2 de músculo liso la desensibilización de la respuesta 
inducida por la norepinefrina se asocia con la fosforilación y desacoplamiento de los 
receptores ul-adrenérgicos. La modificación del receptor muy probablemente es catalizada por 
la PKC, que es activada por el diacilglicerol formado como resultado de la estimulación del 
sistema (Leeb-Lundberg y col., 1985, 1987). 

Diferentes evidencias apoyan el papel de la PKC en la desensibilización de los receptores 
al-adrenérgicos. La activación directa de la enzima con ésteres del forbol (TPA) disminuye las 
respuestas al-adrenérgicas en varios sistemas. Los subtipos de receptores al-adrenérgicos 
presentan diferente sensibilidad a los efectos reguladores de la PKC en hepacitos de especies 
que los expresan endógenamente. En fibroblastos Rat-1 transfectados con el subtipo alD se 
observa la mayor sensibilidad y en células con el subtipo alA la menor sensibilidad al efecto 
bloqueador del TPA (Corvera y García-Sáinz, 1984; Leeb-Lundberg y col., 1985, 1987; 
Cotecchia y col., 1985; García-Sáinz y Macías-Silva, 1995; Vázquez-Prado y García-Sáinz, 
1996). 
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Estas variaciones en la desensibilización mediada por PKC muy probablemente se deben a 
diferencias estructurales entre los subtipos de receptores al-adrenérgicos en la segunda y 
tercera asas intracelulares y en el carboxilo terminal, regiones en las que se encuentran sitios 
blanco para la fosforilación por PKC y cuya proporción varia de acuerdo al subtipo de 
receptor: el aJO presenta seis, el alB cuatro y el alA tres secuencias consenso para PKC. La 
eliminación por mutación del carboxilo terminal del receptor alB-adrenérgico previene la 
fosforilación y desensibilización inducida por TP A. En esta región del receptor se han 
identificado a los residuos Ser404, Ser408 y Ser410 como sitios de fosforilación para PKC 
(Lattion y col., 1994; Diviani y col., 1997). 

Otros ejemplos de receptores acoplados al recambio de fosfoinosítidos que actúan como 
sustrato para PKC incluyen a los muscarínicos mI Y m3, NK2 de neurocinina A, de 
colecistocinina pancreáticos, AT1A de angiotensina, histaminérgicos HI y serotoninérgicos 
5-HT lA. Los sitios blanco para la fosforilación por PKC se ubican en el carboxilo terminal 
(receptores ATIA, muscarinicos mI y de tromboxano A2) o en la tercera asa intracelular 
(receptores 5HTIA y de colecistocinina pancreáticos) (Alblas y col., 1995; Lembo y Albert, 
1995; Haga y col., 1996; Oppermann y col., 1996; Rao y col., 1997; Smith y col., 1998; 
Fujimoto y col., 1999). 

Aunque distintas evidencias sugieren el papel de la PKC en la desensibilización homóloga, los 
datos no son concluyentes. Por ejemplo, la estimulación aguda con TPA produce la 
fosforilación y desensibilización de los receptores aIB-adrenérgico, ATIA e histaminérgicos HI. 
Sin embargo, la disminución en la concentración celular de PKC, o el bloqueo de su actividad 
por tratamiento con inhibidores de la cinasa, no modifica la desensibilización inducida por el 
agonista. Esto sugiere que la desensibilización homóloga de estos receptores puede requerir de 
la participación de isoenzimas de la PKC que son insensibles a la activación por TPA, o de 
cinasas diferentes como las GRKs (Smit y col., 1992; Lattion y col., 1994; Oppermann y col., 
1996; Vázquez-Prado y García-Sáinz, 1996). 

En células COS-7 y HEK-293 transfectadas con el receptor aIB-adrenérgico, la coexpresión de 
la GRK2 o GRK3 aumenta significativamente la fosforilación y desensibilización homóloga 
del receptor y el efecto es bloqueado por la coexpresión de una mutante dominante negativa de 
estas cinasas. Una reducción de la respuesta del receptor también se presenta por la 
coexpresión de las ~-arrestinas. Al igual que en muchos receptores, el carboxilo terminal del 
receptor aIB-adrenérgico parece ser el dominio de interacción para las GRKs y ~-arrestinas, ya 
que la eliminación por mutación de un segmento del carboxilo terminal que contiene sitios 
blanco para las GRKs disminuye significativamente la fosforilación y desensibilización del 
receptor inducida por el agonista. Recientemente se han identificado en esta región residuos 
específicos (Ser404 , Sel08 y Ser41 <) para la fosforilación catalizada por GRK2 (Lattion y col., 
1994; Diviani y col., 1996, 1997). 

Es probable que tanto la PKC como las GRKs intervengan en la desensibilización del receptor, 
aunque su contribución y mecanismos de regulación pueden variar en distintos receptores. Las 
GRKs juegan un papel importante en la desensibilización homóloga de los receptores 
aIB-adrenérgicos, ETA y ETB de endotelina, ATIA y muscarinicos mI, mientras que la 
desensibilización heteróloga de estos receptores es mediada por la PKC. Diferentes estudios de 
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mutagénesis indican que la PKC interviene en la desensibilización homóloga de los receptores 
5-HT1A, del péptido liberador de gastrina y de tromboxano A2. En el caso del receptor NK2 de 
neurocinina A, la PKC participa en la regulación homóloga y heteróloga. Esta variabilidad 
también se observa de acuerdo al tipo celular; en células CHO y HEK-293 transfectadas con el 
receptor AT1A, la desensibilización homóloga del receptor es mediada por las GRKs, pero no 
por la PKC, mientras que en células mesangiales la PKC es esencial en este tipo de 
desensibilización. Esto indica que los receptores pueden ser regulados de manera diferente en 
distintas líneas celulares, lo que puede relacionarse con diferencias en el complemento celular 
de cinasas y fosfatasas que actúan sobre el receptor (Pfeilschifter y col., 1990; Barker y col., 
1995; Benya y col., 1995; Alblas y col., 1995; Lembo y Albert, 1995; Haga y col., 1996; 
Oppermann y col., 1996; Diviani y col., 1996, 1997; Freedman y col., 1997; Spurney, 1999). 

En algunos sistemas la acción coordinada de ambas cinasas puede ser necesaria para la 
desensibilización homóloga del receptor. La PKC es capaz de fosforilar y activar a la GRK2 
"in vitro ", y en células transfectadas con la GRK2 la estimulación con el agonista o con TPA 
promueve la translocación de la cinasa a la membrana y aumenta su actividad. Así, es 
probable que la PKC y las GRKs actúen de manera secuencial en el proceso de 
desensibilización; la PKC puede activar y dirigir a la membrana a las GRKs, que a su vez 
pueden ser las responsables de la fosforilación del receptor ocupado por el agonista (Chuang y 
col., 1995; Winstel y col., 1996). 

Por otro lado, también se ha demostrado la participación de la PKC en el proceso de secuestro. 
La estimulación de la PKC restablece la falla en el secuestro de la mutante del receptor 
uIB-adrenérgico (Y348A), de manera similar a lo que se observa en la mutante del receptor 
132-adrenérgico (Y326A) por la sobreexpresión de la GRK2. En células HEK-293 transfectadas 
con el receptor u IB-adrenérgico, la estimulación con norepinefrina o la activación directa de la 
PKC con TPA promueve el secuestro de receptor en endosomas y la inhibición selectiva de la 
enzima bloquea el efecto. Resultados similares se observan en otros sistemas de transfección 
(células CHO) o en células que expresan endógenamente el receptor uIB-adrenérgico (células 
DDT1 MF-2). Sin embargo, el nivel de contribución de la PKC en el secuestro del receptor 
depende de la naturaleza del estímulo (agonista vs TPA) y de si el receptor es transfectado o 
expresado naturalmente en la célula, lo que sugiere que las vías de internalización o 
mecanismos de regulación pueden ser específicas del tipo celular (Cowlen y Toews, 1988; 
Scherer y col., 1990; Benya y col., 1995; Fonseca y col., 1995; Zhu y col., 1996; Wang y col., 
1997). 
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"CROSS-TALK" ENTRE RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G 
y RECEPTORES CON ACTIVIDAD DE CINASA DE TIROSINA 

Además de sus acciones metabólicas, los receptores acoplados a proteínas G pueden inducir el 
crecimiento y diferenciación celular, mediante la activación de la vía de proteínas cinasas 
activadas por mitógenos (MAPKs). Clásicamente esta vía se ha asociado a la transducción de 
señales de los receptores con actividad de cinasa de tirosina. Sin embargo, en los últimos años 
se ha demostrado la existencia de múltiples interacciones reguladoras entre los receptores 
acoplados a proteínas G y los receptores con actividad de cinasa de tirosina y se ha identificado 
a las MAPKs como integradores para las señales mitogénicas originadas de ambos tipos de 
receptores (Gutkind, 1998). 

Las MAPKs constituyen una familia de cinasas con especificidad por residuos de serina y 
treonina que se agrupan en tres subfamilias: 1) las MAPKs (p44 mapk y p42mapk

) o cinasas 
reguladas por señales extracelulares, ERKs (ERKI Y ERK2); 2) las cinasas Jun N-terminal 
(JNKs) o cinasas activadas por estrés (JNKJSAPKs); 3) las p38 MAPKs. La activación de 
estas cinasas es iniciada por las proteínas G monoméricas, Ras (Ras, Rac y cdc42) que 
promueven la fosforilación y estimulación secuencial de diferentes enzimas: las MAPK cinasas 
cinasas (MAPKKKs), que fosforilan y activan a las MAPK cinasas (MAPKKs), que a su vez 
estimulan a las MAPKs. Las vías de las JNKs y p38 MAPKs son desencadenadas por 
estímulos que causan estrés celular (radiación UV, choque osmótico, estrés oxidativo, etc.) y 
por mediadores inflamatorias, mientras que las ERKs son activadas por factores de crecimiento 
(Cobb y Goldsmith, 1995; Kyriakis y Avruch, 1996; Ip y Davis, 1998) (Fig. 4). 

Receptores con Actividad de Cinasa de Tirosina 

Los receptores para factores de crecimiento epidérmico (EGF) y derivado de plaquetas 
(PDGF) son miembros representativos de la familia de receptores con actividad de cinasa de 
tirosina. Estos receptores presentan un sólo dominio extracelular de unión al ligando, una 
región transmembranal y un dominio intracelular con actividad de cinasa de tirosina. La unión 
del ligando induce la dimerización de moléculas receptoras y la autofosforilación en residuos 
de tirosina, lo que crea sitios de unión para diferentes proteínas con actividad enzimática, 
como la fosfolipasa Cy (pLCy), la fosfatidilinositol 3-cinasa (pI3K), la proteína activadora de 
GTPasa (GAP), cínasas de tirosina de la familia Src (Src, Yes y Fyn), Y fosfatasas de tirosina 
(SHPI y SHP2) o para proteínas adaptadoras, como Shc, Grb2, Crk, Nck, Cbl y Gabl. La 
autofosforilación de residuos específicos del dominio citoplásmico determina la interacción 
del receptor con secuencias particulares de las proteínas blanco, que se conocen como 
dominios SH2, SH3 y PH, debido a la homología de su secuencia con la región no catalítica de 
la cínasa de tirosina Src y de la proteína plecstrina, respectivamente (Schlessinger y Ulrich, 
1992; Galisteo y col., 1995; Pawson, 1995). 
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Fig_ 4 Esquema de las Cascadas de Activaci6n de las Cinasas Activadas por Mit6geno. 
MAPKKKs (MAPK o ERKcinasas cinasas); MAPKKs (MAPK cinasas); MLKS (cinasas de origen 
mezclado; PAKs (p21 cinasas activadas) 

La transducción de la señal del receptor es iniciada por la activación de la GTPasa 
monomérica, Ras. La activación de Ras es precedida por la unión al receptor de la proteína 
adaptadora Shc, que al ser fosforilada en un residuo de tirosina se asocia a un complejo 
formado por una segunda proteína adaptadora (Grb2) y el factor de intercambio de nucleótidos 
de guanina de Ras (Sos). El complejo Grb2-Sos se asocia a la membrana plasmática, en donde 
Sos promueve el intercambio de GDP por GTP en Ras. La proteína Ras activa (Ras-GTP) 
interactúa con la serina/treonina cinasa Raf-I, previamente activada por Iranslocación a la 
membrana. La cinasa Raf-I fosforila y activa a MEK (MEKl/MEK2) que fosforita residuos de 
treonina y tirosina de ERK 1/2 e incrementa su actividad enzimática. Las ERKs modulan la 
actividad de enzimas (pLA2, cinasa ribosomal S6) o se translocan al núcleo, en donde 
fosforitan factores de transcripción que controlan la expresión de genes específicos 
(Schlessinger y Ulrich 1992). 

Varias respuestas inducidas por los receptores de EGF y PDGF son mediadas por los 
fosfoinosítidos generados como resultado de la asociación al receptor y activación de las 
enzimas PLCy y PI3K. La PLCy cataliza la hidrólisis de PIP2 y produce IP) y DAG, que 
incrementan el nivel de Ca2

+ intracelular y la actividad de la PKC, respectivamente. La 
interacción de la subunidad reguladora (P85) de la PI3K con el receptor y el aumento en la 
actividad de la sub unidad catalítica de la enzima promueve la fosforilación de PIP2 y produce 
PI(3,4,5)PJ, que al ser desfosforilado por una fosfatasa específica da lugar a PI(3,4)P2. Ambas 
moléculas pueden actuar como segundos mensajeros de las respuestas mediadas por la PI3K 
(Rhee y Bae, 1997; Rameh y Cantley, 1999). 
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Las PI3Ks son enzimas que catalizan la fosforilación de fosfolípidos en la posición 3 del anillo 
inositol. De acuerdo a su estructura y especificidad por el sustrato se agrupan en tres clases. 
Las PI3Ks de la clase I son heterodímeros compuestos de una subunidad reguladora (P85) y 
una subunidad catalítica (p 110) e incluyen a las isoenzimas PI3Ka, PI3K~, y PI3K8 (clase lA) 
que intervienen en la transducción de las señ.ales de los receptores con actividad de cinasa de 
tirosina. Otro miembro identificado es la PI3Ky (clase lB), constituida por una subunidad 
adaptadora (P101) y una subunidad catalítica (pllOy), que es activada por el complejo ~y de 
las proteínas G heterotriméricas e interviene en las respuestas mediadas por los receptores 
acoplados a proteínas G. Aunque estas cinasas son capaces de fosforilar "in vitro" a PtdIns 
(PI), PI(4)P Y PlPl, actúan selectivamente sobre el PIP¡ "in vivo". Las PI3Ks de la clase 11 
(PI3KC2a y PI3KC2~) son monómeros de 170-210 kDa que fosforilan a PI y PI(4)P. Por su 
parte, la cinasa de la clase III es un heterodímero formado por las subunidades reguladora 
(Pl0l) y catalítica (PISO) y utiliza como sustrato únicamente al PI (Stoyanov y col., 1995; 
Stephens y col., 1997; Rameh y Cantley, 1999). 

Se ha demostrado que los receptores acoplados a proteínas G utilizan moléculas efectoras 
similares a las de los receptores con actividad de cinasa de tirosina para la transducción de 
señ.ales mitogénicas (Gutkind, 1998). 

Dependiendo del tipo celular y de la proteína G activada, los receptores acoplados a proteínas 
G pueden utilizar diferentes vías para estimular a las ERKs. Por ejemplo, en células COS y 
fibroblastos la activación de las ERKs inducida por diferentes receptores acoplados a 
G¡ (alA-adrenérgicos, muscarínicos ml, dopaminérgicos D¡, Al de adenosina y del ácido 
lisofosfatídico) se correlaciona con el incremento en la fosforilación en tirosina de la proteína 
adaptadora Shc, asociación subsecuente con el complejo Grb2-Sos, activación de Ras y 
estimulación de la cascada RafIMEKlERK. Estas respuestas aparentemente son iniciadas por 
el complejo ~y liberado de la proteína G¡, ya que la sobreexpresión de ~y induce la 
fosforilación de Shc y la activación de las ERKs. Además, la expresión de un péptido derivado 
del carboxilo terminal de la GRK2 (~ARKlct), que une y secuestra a los dímeros ~y libres, 
inhibe la fosforilación de Shc y la activación de las ERKs inducida por los receptores 
alA -adrenérgicos y muscarínicos ml, en células COS-7 y del ácido lisofosfatídico en este 
sistema y en células Rat-l. La fosforilación en tirosina y activación de Shc mediada por ~y 
parece ser uno de los eventos iniciales en la vía de activación de la cascada de las ERKs, que 
utilizan diferentes receptores acoplados a G¡ (van Corven, 1993; Crespo y col., 1994; Koch y 
col., 1994; Hordijk y col., 1994; Faure y col., 1994; van Biesen y col., 1995; Touhara y col., 
1995; Ito Y col., 1995; Luttrell y col., 1996). 

Varios estudios indican la participación de cinasas de tirosina de la familia Src en la activación 
de la proteína Shc. La fosforilación de Shc y la formación subsecuente del complejo 
Shc-Grb2-Sos, mediada por la sobreexpresión de ~y o por la estimulación de los receptores de 
trombina, del ácido lisofosfatídico, muscarínicos ml Y a¡-adrenérgicos son bloqueadas por la 
inhibición de cinasas de tirosina de la familia Src. La estimulación de estos receptores 
incrementa la autofosforilación y activación de la cinasa Src y la respuesta es inhibida por la 
sobreexpresión de una mutante dominante negativa de Src o de la cinasa Csk, que regula 
negativamente a las cínasas de la familia Src. Esto sugiere que Src o alguna cinasa relacionada 
(Lyn, Fyn, Syk o Y es), pueden fosforilar a Shc en respuesta a la señ.al mediada por las 
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subunidades ~y (van Corven y col., 1993; Chen y col., 1994; Luttrell y col., 1996; Wan y col., 
1996; Delia Rocca y col., 1997). 

Se ha sugerido que la PI3Ky actúa como intermediario en la activación de Src inducida por el 
complejo ~y. La PI3Ky, ya sea directamente o mediante el PIP3 formado, es capaz de unirse a 
los dominios SH2 y SH3 de las cinasas Src y activarlas (Touhara y col., 1995; Stoyanov y col., 
1995; Hawes y col., 1996; Lopez-Ilasaca y col., 1997). 

A partir de esta información se ha propuesto un modelo para la estimulación de las ERKs 
producida por los receptores acoplados a la proteína G¡. El receptor activado promueve el 
intercambio de GDP por GTP en la subunidad Gu¡ y la disociación del complejo ~y. El dímero 
~y liberado puede activar a la PI3Ky, que estimula a las cinasas Src y favorece la formación 
del complejo Shc-Grb2-Sos, activación de Ras y estimulación de la cascada RafIMEK/ERKs 
(Hawes y col., 1996; Luttrell y col., 1996; Lopez-Ilasaca y col., 1997). 

Los receptores acoplados a la proteína Gq/ II utilizan distintas vías para la regulación de las 
ERKs, cuya especificidad depende del ambiente celular. Por ejemplo, los receptores UIB­
adrenérgicos y muscarínicos mi transfectados en células COS y CHO utilizan una vía 
independiente de Ras que es mediada por la subunidad u de las proteínas Gq/ II (GUq/lI) y 
dependiente de la PKC. La activación de ERK1I2 es inhibida por la expresión de una mutante 
dominante negativa de Raf-I y por la disminución en la concentración celular de PKC, pero no 
es modificada por una mutante dominante negativa de Ras. Una vía similar se ha descrito para 
la estimulación de ERKs por los receptores A TI en miocitos cardiacos. Puesto que Raf-l 
puede ser fosforilada directamente por la PKC, ésto representa un mecanismo potencial para la 
activación de ERK1I2. Sin embargo, existen reportes de que la activación de las ERKs puede 
ser sólo parcialmente o totalmente independiente de la PKC. Esto probablemente se debe a las 
múltiples interacciones moduladoras que ejercen diferentes isoenzimas de la PKC en la vía de 
las ERKs (Kolch y col., 1993; Faure y col., 1994; Hawes y col., 1995; van Biesen y col., 1996; 
Zou y col., 1996; Schonwasser y col., 1998). 

En células HEK-293 los receptores ulB-adrenérgicos activan a ERK1I2 por una vía que 
incluye la estimulación de la PLC~ por GUq/ll, la activación de las cinasas Src y en la que 
participa Ras. La sobreexpresión de una mutante dominante negativa de Src o de la cinasa Csk 
inhibe la fosforilación de ERK1/2 inducida por el receptor. Como se mencionó anteriormente 
la fosforilación de Shc catalizada por las cinasa Src es un evento importante en la activación 
de Ras y estimulación subsecuente de la cascada Raf/MEK/ERKs. Distintos miembros de la 
familia de cinasas Src (Src, Fyn, Lyn o Syk) se han sugerido como intermediarios en la 
estimulación de ERKs por algunos receptores acoplados a la proteína Gq/ II (Chen y col., 1994; 
Wan y col., 1996; Sadoshima e !zumo, 1996; Simonson y col., 1996; Dickic y col., 1996; 
Delia Roca y col., 1997). 

Otra cinasa que puede intervenir en la transmisión de la seflal del receptor a la cascada de las 
ERKs es la cinasa de tirosina Pyk2. Esta enzima es activada en respuesta a la activación de 
distintos receptores o a estímulos que aumentan el nivel de calcio intracelular y/o que activan 
a la PKC. La Pyk2 forma un complejo con la cinasa Src, que se une al sitio principal de 
autofosforilación de Pyk2 (Tyr402) e induce la fosforilación de uno o más residuos de tirosina, 
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lo que aumenta la actividad de Pyk2 y crea sitios de unión para la proteína adaptadora Grb2. 
De esta forma, Pyk2 puede directa o indirectamente, mediante la fosforilación de Shc, reclutar 
al complejo Grb2-Sos a la membrana plasmática en donde se localiza Ras. Esta enzima 
interviene en la estimulación de ERKs inducida por los receptores u I B-adrenérgicos en células 
HEK-293, de bradicinina en células PCI2, ATI en células de músculo liso vascular y de 
endotelina en astrocitos (Lev y col., 1995; Dickic y col., 1996; Della Roca y col., 1997; 
Cazaubon y col., 1997; Sabri y col., 1998; Blaukat y col., 1999). 

Diferentes mecanismos de regulación y distinto nivel de acoplamiento a la vía de ERKs 
también se han demostrado entre los subtipos de receptores adrenérgicos. En células NIH3T3 
transfectados con cada uno de los subtipos de receptores ul-adrenérgicos, la estimulación de 
los receptores UIA y uIB-adrenérgicos aumenta la actividad de ERK1I2, pero la respuesta no se 
observa en las células con el receptor uID-adrenérgico. La estimulación de las ERKs se 
correlaciona con la activación de Ras; la señal de los receptores UIB y uIA-adrenérgicos es 
transmitida por GUqll1 y por el dímero ~y, respectivamente. Asimismo, la estimulación de 
estos receptores produce la activación de PI3K, que ocurre en un paso previo (receptor UIB ) o 
posterior (receptor UIA) a la activación de Ras. La PI3K también interviene en las respuestas 
mitogénicas de los receptores ul-adrenérgicos en células de músculo liso vascular (Hu y col., 
1996, 1999). 

Distintas evidencias indican que la transmodulación de los receptores con actividad de cinasa 
de tirosina, como los de EGF y PDGF, representa un mecanismo importante para la activación 
de las ERKs inducida por los receptores acoplados a proteínas G. En células de músculo liso 
vascular la estimulación de los receptores de angiotensina II promueve la fosforilación en 
tirosina de los receptores de PDGF y EGF, Y su asociación con la proteínas Shc y Grb2. En 
células Rat-I y COS la estimulación de los receptores de endotelina, ácido lisofosfatídico o 
trombina aumenta la fosforilación del receptor de EGF y la actividad de ERK1I2; la respuesta 
es bloqueada por tratamiento con un inhibidor específico del receptor de EGF (AGI478) o por 
la coexpresión de una mutante dominante negativa del receptor. En células PCI2 la entrada de 
Ca2+ extracelular inducida por bradicinina o por despolarización membranal contribuye de 
manera importante en la fosforilación del receptor de EGF y activación de las ERKs 
(Linseman y col., 1995; Daub y col., 1996, 1997; Rosen y col., 1996; Zwick y col., 1997; 
Eguchi y col., 1998; Herrlich y col., 1998). 

Aún cuando no se han determinado los mecanismos que intervienen en la activación de los 
receptores de EGF y PDGF, se ha sugerido la participación de las cinasas Src y de PKC. La 
fosforilación del receptor de EGF inducida por los receptores del ácido lisofosfatídico y 
u2-adrenérgicos en células COS y por el receptor A TI en células de músculo liso vascular es 
mediada por Src. En células HEK-293 los receptores muscarínicos mI activan al receptor de 
EGF por un mecanismo dependiente de PKC. Sin embargo, varios estudios indican que la 
PKC regula negativamente al receptor, lo que sugiere que isoformas específicas de PKC 
pueden contribuir de manera diferente en la modulación del receptor (Luttrell y col., 1997; 
Tsai y col., 1997; Zwick y col., 1997; Eguchi y col., 1998; Li Y col., 1998). 
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JUSTIFICACION 

La desensibilización es un proceso fundamental para la regulación de la actividad de los 
receptores adrenérgicos. En comparación con el sistema p-adrenérgico, existe poca 
información de los mecanismos moleculares que participan en la desensibilización de los 
receptores u¡-adrenérgicos. 

La primera evidencia que indica un papel importante de la PKC en la regulación de la 
actividad de los receptores u¡-adrenérgicos se obtuvo de la demostración de que el tratamiento 
con TPA bloquea las acciones mediadas por estos receptores en hepatocitos de rata (Corvera y 
García-Sáinz, 1984; Corvera y col., 1986). Esto fue confirmado en células DDTl MF-2, en las 
que la inhibición de la respuesta se acompañó de la fosforilación del receptor (Leeb-Lundberg 
y col., 1985, 1987). 

Si bien los receptores u¡-adrenérgicos se acoplan a la misma vía de transducción de la señal, 
existen diferencias funcionales entre los distintos subtipos de receptores. Se ha reportado que 
el subtipo U¡A se acopla más eficientemente a la PLCp y produce un nivel de respuesta mayor, 
que el subtipo uIB-adrenérgico (Schwinn y col., 1991). Esta variabilidad también parece 
operar en la regulación de la actividad de los subtipos de receptores. El grado de 
desensibilización inducida por la activación de PKC con TPA es mayor en los hepatocitos de 
rata (que expresan el subtipo UIB), respecto al de los hepatocitos de cobayo (que expresan el 
subtipo UID) Y de conejo (que expresan el subtipo alA). En fibroblastos Rat-l transfectados 
con cada uno de los subtipos de receptores se observa que el subtipo UID es el más sensible y 
el subtipo U¡A es el menos sensible al efecto bloqueador del TPA (García-Sáinz y Macías­
Silva, 1995; Vázquez-Prado y García-Sáinz, 1996). 

Aún cuando estos datos indican la participación de la PKC en la desensibilización homóloga 
de los receptores u¡-adrenérgicos, los datos no son concluyentes Por ejemplo, existen reportes 
de que la estimulación aguda con TPA produce la fosforilación y desensibilización homóloga 
del receptor y que la PKC fosforila a los receptores u¡-adrenérgicos "in vitro" (Leeb-Lundberg 
y col., 1985, 1987; Bouvier y col., 1987). Sin embargo, la disminución en la concentración 
celular de PKC o el bloqueo de su actividad por el tratamiento con el inhibidor Ro-318220, no 
modifica la desensibilización inducida por la estimulación con el agonista (Lattion y col., 
1994; V ázquez-Prado y García-Sáinz, 1996), esto sugiere que en este sistema la 
desensibilización inducida por el agonista puede requerir de la participación de isoenzimas de 
la PKC que son insensibles a la activación por TP A o de otro tipo de cinasas. 

El objetivo de esta tesis fue estudiar los mecanismos que intervienen en la regulación 
heteróloga del receptor u¡B-adrenérgico, utilizando como sistema modelo fibroblastos Rat-I 
transfectados con el receptor. En particular se investigó la contribución de la PKC y la posible 
participación de otras cinasas en la fosforilación y desensibilización del receptor 
u¡B-adrenérgico, inducida por la activación de diferentes receptores presentes endógenamente 
en las células Rat-l. 
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HIPOTESIS 

La actividad de los receptores alB-adrenérgicos puede ser modulada por receptores acoplados a 
las proteínas G y por receptores con actividad de cinasa de tirosina. Las señales 
desencadenadas por estos receptores aumentan el nivel de fosforilación del receptor 
alB-adrenérgico e inducen su desensibilización. La PKC contribuye de manera importante en 
la regulación heteróloga del receptor adrenérgico. 
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La Activación de los Receptores El A de Endotelina Induce la Fosforilación 

de los Receptores a.,B-Adrenérgicos en Fibroblastos Rat-1 (*) 

(*) Trabajo Publicado en: THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 
(1997),272 (43): 27330-27337 
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Activation of Endothelin ET A Receptors Induces Phosphorylation of 
u1b-Adrenoreceptors in Rat-1 Fibroblasts· 

José Vázquez-Prado~, Luz del Carmen MedinaH, and J. Adolfo García-Sáinz~'¡ 

From the tDepartment ofCe// Biology, Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autónoma de México, 
Apartado Posta/70-248, México, D. F. 04510 and the §Department ofBi%gy ofReproduction, División de CBS, 
Universidad Autónoma Metropolitana-lztapalapa, Av. Michoacány Purísima, México, D. F. 09340 

The effect of endothelin-l on the phosphorylation of a'b-adrenoreeeptors, trnnsfeeted into rat-l 
fibroblasts, was studied. Basal a'b-adrenoreeeptor phosphorylation was markedly inereased by endothelin-
1, norepinephrine, and phorbol esters. The effeet of endothelin-l was dose dependent (EC50 '" 1 nM), 
reaehed its maximum S min nfter stimulation, and was inhibited by BQ-123, an antagonist selective for 
ETA reeeptors. Endothelin-l-indueed a'b-adrenoreeeptor phosphorylation was at!enuated by 
staurosporine or genistein and essentially abolished when botb inhibitors were nsed together. The effect of 
norepinephrine was not modified by eitber staurosporine or genistein alone, and it was only partially 
inbibited wben botb were used togetber. These data suggest the partieipation of protein kinase C and 
tyrosine kinase(s) in endothelin-l-iodueed receptor phospborylation. However, phosphoaminoacid analysis 
revealed the presenee of phosphoserioe aod traces of phosphothreonine, but not of phospbotyrosine, 
suggesting that the putative tyrosine kinase(s), aetivated by endothelin, eould aet io a step previous to 
receptor phospborylation. The effeet of endothelin-l on a'b-adrenoreeeptor phosphorylation was not 
mediated through pertussis toxin-sensitive G proteins. Calcium mobilizatioo iodueed by norepinephrine 
was diminished by endotbelin-!. Norepinephrine and endothelin-l inereased ("SIGTPyS binding to control 
membranes. The effeet of norepinephrine was abolished in membranes obtained from eells pretreated with 
endotbelin-l. Interestingly, genistein plus staurosporine inhibited this effect of the endotbelial peptide. 
Endothelin-l did not induce a'b-adrenoreeeptor internalization. Our data indieate tbat aetivation of ETA 

reeeptors by endotbelin-l induces a'b-adrenoreeeptor phosphorylation and alters G protein eoupling. 

alb-Adreooreceptors (aIB-ARs)1 beloog to the seveo transrnernbrane dornaios G proteio­
coupled family of receptors that rnodulate phosphoinositide turnover (for reviews, see Refs. 
1-3). Uppercase (aIB) is used when referring io general to this subtype or to receptors 
characterized pharmacologically in cells or tissues that naturally express thern, and lowercase 
(alb) is used exclusively, when referring to cloned receptors, as suggested by the International 
Union of Pharmacology (IUPHAR) (4). It is generally accepted that their function and cellular 
distribution (internalizationlrecycling) are, at least partially, regulated by 
phosphorylationldephosphorylation processes. The roles that different serine-threonine kinases 
specific for G protein-coupled receptors (GRKs) and second rnessenger-regulated kinases (like 
proteio kinase A and PKC) play in such events have been extensively studied but rernain yet 
only partially knowo, and sorne aspects oftheir function are still controversial (for reviews, see 
Refs. 5 and 6). The cornplexity of the problern of assigniog roles to specific isoforms is 
exernplified by the ability of rnessenger-regulated kinases to rnodulate the activity of GRKs 
(crosstalk) (reviewed in Ref. 7). 

*This researeh was par1ially supported by a grant from Dirección General de Asuntos del Personal Académico (IN 
200596). The eosls of publieation of Ihis artiele were defrayed in part by the payment of page eharges. This article must 
therefore be hereby marked "advertisement" in aeeordanee with 18 U.S.C. Seetion 1734 solely to indieate this fael. 
~ To whom eorrespondence and requests for reprints should be addressed: Insl. Fisiologia Celular, UNAM, Apartado 
Postal 70-248, México, D. F. 04510. Tel.: 525-622-5612; Fax: 525-622-5613; E-mail: 
agarcia@ifcsunl.ifisiol.unam.mx. 
I The abbreviations used are: alb-AR, ulb-adrenergic receptor; ET-I, endothelin-l; TPA, tetradecanoylphorbol acetate; 
GRK, G protein-coupled receptor kinase; PTX, pertussis toxin; IP3, ¡oositol 1,4,5-trisphosphate; DMEM, Dulbecco's 
modified Eagle's medium; Gpp(NH)p, guanylylimidodiphosphate; EGF, epidermal grow1h factor; GTPyS, guanosine 
59-0-(3 -th i otri phosph ate j. 
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Phosphorylation of uIB-ARs seems to be a key regulatory step for the shutdown of their 
function and takes place in the presence of agonist or after the activation of second 
messenger-regulated kinases, such as PKC (8-12). Activation of PKC with phorbol esters 
blocks ulB-adrenergic actions in cells that naturally express this subtype, such as hepatocytes 
(13-16) and DDTI MF2 smooth muscle cells (8). Likewise, such effect has been observed in 
cells transfected with this receptor subtype (9, 10, 17). GRK2 and GRK3 have been involved 
in homologous desensitization of Ulb-AR in COS-7 cells cotransfected with both the receptor 
and the kinases (10). 

On the other hand, in rat-I fibroblasts, endothelin increases IP¡ production and activates PKC 
(18). Interestingly, many olher signaling processes are also activated by this endothelial 
peptide. Thus, endothelin inhibits adenylyl cyclase through pertussis toxin-sensitive 
GTP-binding proteins, turning off lhe activity of protein kinase A (19, 20). It also stimulates 
the phosphorylation of several proteins in tyrosine residues and activates the 
mitogen-activated protein kinase pathway in rat-l fibroblasts and other cell types (19-21). The 
expression of c-fos and other cellular responses induced by activation of endothelin receptors 
involve stimulation of c-src (22). Focal adhesion kinase is phosphorylated in cells responding 
to endothelin (23, 24). Rho-mediated endothelin-I stimulation of phospholipase D in rat-I 
fibroblasts has also been recently reported (25). 

The ability of endolhelin receptors to elicit activation of different cellular pathways allows 
them to influence the activity of other receptors present in the same cel\. Recently, it has been 
elegantly demonstrated that ET -1 transmodulates positively lhe activity of epidermal growth 
factor receptors in rat-I fibroblasts (26). In this study, it was observed that activation of ETA 

receptors elicited phosphorylation of epidermal growth factor (EGF) receptors and its 
association with Grb-2 and Shc; i.e. ET-l induces the activation of EGF receptors in the 
absence of its ligand (26). 

In previous studies, we demonstrated that tetradecanoylphorbol acetate (TP A) attenuates the 
action of ulb-ARs transfected into rat-l fibroblasts (17). It has already been demonstrated that 
in these cells, activation of PKC by phorbol esters results in the phosphorylation of this 
transfected receptor (9, lO). In the present work, the effect of activation of endothelin ETA 

receptors (that are endogenously expressed in rat-I cells) on the phosphorylation of ulb-ARs 
was examined. Since it is known that ET-I induces activation oftyrosine kinases in rat-I cells, 
the signaling pathways that participate in such effect were explored. 

EXPE~ENTALPROCEDURES 

Materials-{-)-Norepinephrine, endothelin, TPA, prazosin, DL-propranolol, staurosporine, 
wortmannin, guanylylimidodiphosphate (Gpp(NH)p), GDP, and protease inhibitors were 
obtained from Sigma Chemical Co. Phentolamine was a generous gift from Ciba-Geigy. 
BQ-123 and genistein were from Research Biochemicals Inc. EGF, Dulbecco's modified 
Eagle's mediurn (DMEM), fetal bovine serurn, trypsin, antibiotics, and olher reagents used for 
cell culture were from Life Technologies, Inc. AryI-I25I-azidoprazosin (2200 Ci/rnrnol), 
eHlprazosin (77.9 Ci/mmol), eSS1GTPyS (1250 Ci/rnrnol), e 2P1NAD+ (800 Cilrnrnol), and 
e 2p]p; (8500-9120 Cilrnrnol) were from NEN Life Science Products. Sepharose-coupled 
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protein A was from Upstate Biotechnology. Fura-2/AM was from Molecular Probes. PTX was 
purified from vaccine concentrates as described (27). The carboxyl-tenninal peptide of the 
uwAR was obtained from Multiple Peptide Systems. Polyvinylidenedifluoride membranes 
were obtained from Bio-Rad. 

Cel! Lines and Culture-Rat-I fibroblasts transfected with the hamster Ulb-AR (28), 
generously provided to us by Drs. R. J. Lefkowitz, M. G. Caron, and L. Allen (Duke 
University), were cultured in glutamine containing high glucose DMEM supplemented with 
10% fetal bovine serum, 300 ~g of the neomycin analog per mi, G-418 sulfate, 1 00 ~glml 
streptomycin, 100 units/ml penicillin, and 0.25 ~glml amphotericin B at 37 oC under a 95% 
airl5% CO2 atmosphere as described previously (17). In the present experiments, cells at 
confluence were serum deprived in unsupplemented DMEM for 24 h. 

Photoaffinity Labeling o[ the awAR-Membranes (100 ~g) from rat-I cells expressing 
Ulb-AR (2-2.5 pmol/mg protein), prepared as described previously (17), were incubated in the 
dark with 6 nM aryl-I25I-labeled azidoprazosin essentially as described by Lattion et al. (9) for 
I h at room temperature; then I mi of 50 mM Tris-HC!, pH 7.4, 150 mM NaCI, 5 mM EDTA 
containing pro tease inhibitors (Ieupeptin 20 ~glml, aprotinin 20 ~glml, phenylmethylsulfonyl 
fluoride 100 ~glml, bacitracin 500 ~glml, and soybean trypsin inhibitor 50 ~glml) was added, 
and the. tubes were exposed to UV light for 3 mino After this treatrnent, membranes were 
centrifuged at 12,700 x g for 15 min, washed, and electrophoresed in 10% 
SDS-polyacrylamide gel under reducing conditions. The specificity of the labeling was 
detennined using phentolamine or prazosin as competitors. 

Immunoprecipitation of awAR-Irnmunoprecipitation of Ulb-AR was standardized using 
photoaffinity-Iabeled membranes. Rabbit antiserum against the decapeptide of the carboxyl 
tenninus sequence of the hamster Ulb-AR was obtained by irnmunizing rabbits with the 
indicated peptide coupled to keyhole limpet hemocyanin. Serum samples with a titer aboye 
1 :5000, as detennined by enzyme-linked irnmunosorbent assay (peptide), were used. 
Membranes were solubilized with 1 mi of solubilization buffer (lO mM Tris-HC!, pH 7.4, 
50 mM NaCI, 5 mM EDTA, 1.0% Triton X-lOO, 0.05% SDS, 50 mM NaF, 100 mM Na3 V04, 
10 mM ~-glycerophosphate, 10 mM sodium pyrophosphate, 1 mM phosphoserine, 1 mM 
phosphothreonine, and the previously mentioned protease inhibitors at the concentrations 
indicated) for I h at 4 oC; the extracts were centrifuged at 12,700 x g for 15 min at 4 oC, and 
the supematants were transferred to new tubes containing 1 O ~I of immune serum and 40 ~I of 
Sepharose-coupled protein A (1: 1 (v/v) slurry). Tubes were incubated ovemight at 4 oC. Beads 
were washed five times (1 mVeach) with 50 mM Hepes, 50 mM NaH2P04, 100 mM NaC!, pH 
7.2, containing 1.0% Triton X-lOO, 0.05% SDS, and lOO mM NaF; once with 50 mM Tris, 
0.15 M NaCl, pH 7.4; and once with 10 mM Tris, 0.15 M NaCI, pH 7.4. Washed beads were 
boiled in 1 00 ~I of Laernmli sample buffer containing 5% mercaptoethanol and 
electrophoresed in 10% SDS-polyacrylamide minigels, transferred to nitrocellulose, and 
exposed to X-Omat x-ray film (Eastrnan Kodak Co.) at -80 oC with an intensifYing screen. 
Autoradiographs were analyzed with the Collage software, version 2.0. 
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Phosphorylation 01 awAR-Rat-l fibroblasts expressing the alb-AR were grown to 
confluence in lO-cm culture dishes and serum starved for 24 h. On the day of the experiment, 
cells were maintained in phosphate-free DMEM during I h and then incubated in 3 mi of the 
same medium containing ¡J2P1P¡ (0.05 mCilml) for 3 h at 37 oC. Labeled cells were stimulated 
with ET-l, norepinephrine, EGF, or TPA as indicated; then they were washed twice with 
ice-cold phosphate-buffered saline and solubilized with 1.0 mi of ice-cold solubilization 
buffer. The plates were maintained for I h on ice; then the extracts were centrifuged at 12,700 
x g for 15 min, at 4 oC, and the supematants were transferred to new tubes containing 10 ¡.¡I of 
anti-alb-AR antiserum and 40 ¡.¡I of Sepharose-coupled protein A and irnmunoprecipitated as 
described aboye. The effect of staurosporine, genistein, and wortmannin on the 
phosphorylation of alb-AR was assayed by preincubating these agents in labeling medium for 
the time and concentrations indicated in the figures. The amount of phosphorylated receptor 
was determined by densitometric analysis of autoradiographs or by PhosphorImager analysis. 
At least three independent experiments were performed for each treatrnent. Data were 
analyzed and plotted using cornmercial software (Prism 2.01, GraphPad Software). 

PTX Treatment 01 the Cells-Transfected rat-l fibroblasts, in lO-cm dishes, were incubated for 
16-24 h with or without PTX (100 ng/ml). The presence ofPTX was continued throughout the 
phosphorylation periodo Pertussis toxin-catalyzed ADP-ribosylation was carried out as 
described previously (29). 

Phosphoaminoacid Analysis-Immunoprecipitated phosphorylated receptors were transferred 
to polyvinylidene difluoride membranes and hydrolyzed in 0.2 mi of 6 N HCI at 110°C for 
1.5 h. Samples were then centrifuged at 12,700 x g for 5 min, and the acid supematants were 
evaporated to dryness in a vacuum concentrator (Speed Yac). Hydrolyzed samples were 
solubilized in a mixture of cold phosphoaminoacid standards (Ser(P), Thr(P), and Tyr(P), 
25 nmol each) and analyzed by two dimensional thin layer cellulose electrophoresis, using 
750 V for each dimension (30). 

Membrane Preparation and [35S]GTPyS Binding-Ovemight serum-deprived confluent 
cultures were treated with the different agents to be tested, washed, and scraped with a rubber 
policeman in buffer containing 20 mM Hepes, pH 7.5, 5 mM EDTA, 100 ¡.¡M Na3V04, 
10 mM p-glycerophosphate, 10 mM sodium pyrophosphate, 2 mM MgCh, and the previously 
mentioned protease inhibitors at the concentrations indicated. Membranes were prepared 
according to the method of Mattingly et al. (31) and resuspended in binding buffer (50 mM 
Tris, 10 mM MgCh, 1 mM EDTA, pH 7.5). ¡JsS1GTPyS binding was performed as described 
by Wieland and Jakobs (32) with minor modifications. In brief, membranes were preincubated 
in binding buffer supplemented with 100 ¡.¡M Gpp(NH)p, 100 ¡.¡M GDP, and 
1 mM dithiothreitol for 30 min at 30 oC in a shaking water bath. After this preincubation, 
membranes were washed and resuspended in binding buffer without nuc\eotides. The binding 
reaction was carried out in a volume of 250 ¡.¡I for 30 min at 30 oC in the same buffer 
containing 0.2 nM ¡JsS1GTPyS. The reaction was initiated by the addition of membranes 
(25 ¡.¡g of protein/tube) and terminated by the addition of 2 mI of ice-cold binding buffer 
without EDTA and filtration on Whatrnan GF/C filters using a Brandel harvester. Nonspecific 
binding was determined in the presence of 100 ¡.¡M Gpp(NH)p and represented '" 1 0% of total 
binding. Filters were washed three times and dried, and radioactivity was measured with a 
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liquid scintillation counter. Statistical analysis between comparable groups was perfonned 
using analysis of variance with Newman-Keuls analysis. 

[Ca2+}¡ Measurements-Confluent fibroblasts were incubated overnight in DMEM without 
serum and antibiotics. Cells were loaded with 5 11M Fura-2/ AM in Krebs-Ringer-Hepes 
containing 0.05% bovine serum albumin, pH 7.4, for l h at 37 oC. Cells were detached by 
gentle trypsinization (17). Fluorescence measurements were carried as de-scribed, but the 
excitation monochromators were set at 340 and 380 nm, with a chopper interval of 0.5 s, and 
the emission monochromator was set at 510 nm. [Ca2+]¡ was calculated according to the 
method of Grynkiewicz et al. (33) using the software provided by AMINCO-Bowman; traces 
were directly exported to the graphs. 

Surlace Receptors-Intact cell receptor binding assays were perfonned as described by 
Diviani et al. (10) by incubating cell monolayers grown in 24-well clusters containing 1 nM 
[3H]prazosin. Incubation was at 4 oC for 12-15 h. After binding, cells were washed three times 
with ice-cold phosphate-buffered saline, scraped, and counted. Phentolamine (10 11M) was 
used to detennine nonspecific bindingwhich was '" 10% oftotal binding. 

RESULTS 

Photoaffinity Labeling and Immunoprecipitation 01 the ulb-AR-A polyclonal rabbit antibody 
directed against the last lO amino acids of the hamster uwAR carboxyl tenninus was 
generated and used for irnmunoprecipitation. To define that the receptor was 
irnmunoprecipitated, membranes where the receptor was labeled by photoaffinity cross-linking 
with aryl-125I-azidoprazosin were used. Photoaffinity labeling of the rat-l membranes resulted 
in a major band with a molecular weight of", 85,000 (Fig. la), which is within the expected 
size for the Ulb-AR (9, 10). As anticipated, the labeling was blocked with phentolamine 
(Fig. la) and prazosin (data not shown), confinning the identity of the receptor. Other minor 
bands were also observed after prolonged exposure of the gels: a band of high molecular 
weight (>150,000), which may correspond to aggregates of receptors or oligomers (34); and 
two other faint bands with molecular weights of", 40,000 and '" 25,000. These later two bands 
do not seem to correspond to the receptor since they were also observed when the labeling was 
perfonned in the presence of fshentolamine (Fig. la). Fig. lb shows that the Ulb-AR is 
immunoprecipitated from aryl_l 5I-azidoprazosin-labeled membranes; the procedure was very 
reproducible and most efficient when the incubation with the antibody was perfonned 
overnight at 4 oC (70-80% of the labeled receptor was irnmunoprecipitated under these 
conditions; range of 3 detenninations in 3 experiments using different membrane preparations) 
compared with 1 h at the same temperature (Fig. lb). Coirnmunoprecipitation of the high 
molecular weight band and of the nonspecific band with a molecular weight of", 40,000 was 
observed in sorne of the experiments. No irnmunoprecipitation of Ulb-AR was detected when 
preirnmune serum was used as control in the same conditions under which a maximum 
efficiency was achieved with irnmune serum (Fig. lb). Antiserum against Ulb-AR identified 
the receptor in Western blots ofmembranes obtained from uwAR-transfected rat-I fibroblasts 
but no signal was detected in membranes from ula-AR-transfected cells (data not shown). 
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FIG. l. Photoaffinity labeling and irnmunoprecipitation oC the alb-AR. In a, membranes from transfected rat-
1 fibroblasts were labeled witb aryl-'''I-aúdopra2osin ("I-azido-pz) in tbe absence (-) or presence (+) of lO ~M 
phentolamine (phent). A representative autoradiograph offive performed witb similar results is presented. b, aryl­
'''I-azidoprazosin-labeled membranes (membranes) were solubilized, and tbe alb-AR imrnunoprecipitated as 
described under "Experimental Procedures"; tbe irnmunoprecipitation was optimized by evaluating different 
conditions including buffers, incubation times, and quantity of protein A used; as an exarople, tbe evaluation of 
different amounts of Sepharose-coupled protein A (protein A. IJI of al: 1 (v/v) slurry) and two incubation times 
(16 and 1 h) are shomt; as a control, preirnmune scrum was used (pre-imm). A representative autoradiograph of 
at least three independent experiments is shown. 

uwAR Phosphorylation-It can be observed in Fig. 2 Ihat a labeled band with a molecular 
weight of "" 85,000 was irnmunoprecipitated from rat-I cells metabolically labeled with 
radioactive phosphate. Such basal receptor phosphorylation was markedly increased in cells 
treated for 5 min with 10 I!M norepinephrine, 10 nM ET -1, or l I!M TP A. The 
ET -1-stimulated u]b"AR phosphorylation took place very rapidly, reaching its maximum at 
5 min (Fig. 3, a and b) and gradually decreasing afterward. The effect was dependent on the 
concentration of ET-l used, with an apparent ECso of"" 1.3 nM (Fig. 4, a and b). The 
stimulation of Ulb-AR phosphorylation by 10 nM ET-l was inhibited in a concentration­
dependent fashion by BQ-123 (Fig. 4, d and e), a selective ETA receptor antagonist 
(ICso "" 235 nM, K¡ "" 25 nM). The K¡ obtained is within what has been observed for ETA 

receptors (35), which is the subtype present in rat-I cells (36). No effect of the antagonist on 
the basal phosphorylation of the Ulb-AR was detected (data not shown). The action of 
norepinephrine was also dose dependent, showing an apparent ECso of 25 nM; the effect of 
norepinephrine was of a smaller magnitude Ihan that of ET -1 (Fig. 4, a and e) but had a very 
similar time course (Fig. 3, a and b). 
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FIG. 2. Effeels of norepinephrine, ET-l, and TPA on C<'b-AR phosphorylation. Rat-I fibroblasts expressing 
C<'b-ARs were metabolieaIly labeled wi!h [32p]p; and ineubated for 5 mio in !he absenee of any agent (B), or wi!h 
lO J.lM norepinephrine (NE), lO nM ET-I or 1 J.lM TPA. A representative autoradiograph ofimmunopreeipitated 
Ct'b-ARs is shown. Prestained molecular weight markers (leDa) are indieated at!he left. 
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FIG. 3. Time eourses of the effeels of ET-l and norepinephrine on C<'b-AR phosphorylation. Rat-I 
fibroblasts expressing Ct'b-ARs were metabolieaIly labeled wi!h [32p]p; and ineubated for!he times indieated wi!h 
10 J.lM norepinephrine (NE)or 10 nM ET -1. Data in a represent !he mean ± S.E. of tbree independent experiments 
in eaeh case. Representative autoradiographs for!he effeets ofET-1 or norepinephrine are shown in b. 
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FIG. 4. Dose-response curves for Ihe effeets of ET -1 and norepinephrine on Cllb-AR phosphorylalion and 
effeel of Ibe ETA-seleclive anlagonisl, BQ-123, on Ihe aetion of ET-l. Ral-I fibroblasts expressing <l'b-ARs 
were metabolieally labeled wilb [32p]p; and ineubated wilb Ibe indieated eoneentrations of ET-I or 
norepinephrine (NE) for 5 mino Data in a represenl Ibe mean ± S.E. of tbree independenl experiments; 
represenlative autoradiograpbs for Ibe effeets of ET-I and norepinephrine are shown in b and e, respeetively. 
Data in d represenl Ibe effeel of BQ-123 on Ibe phospborylation of Cl'b-AR indueed by ET-1. The ETA antagonisl 
waS preineubated for 10 min before Ibe stimulation wilb ET-1. A representative aUloradiograph is sbown in e. 

As indicated before, sorne effects of ET-l have been reported to be rnediated by activation of 
PKC, whereas other actions seern to involve tyrosine kinases. Therefore, we investigated the 
participation of these enzymes in the events that lead to the phosphorylation of lhe <llb-AR. 

Preincubation of the cells wilh either the tyrosine kinase inhibitor, genistein, or the PKC 
inhibitor, staurosporine, inhibited only partially the <lwAR phosphorylation elieited by ET-l 
(Fig. 5, a, b, e, and f, and Fig. 5, c-f; respeetively). None of these inhibitors blocked the <lw 

AR phosphorylation indueed by norepinephrine (Fig. 5, e and j). When these inhibitors were 
used together, they essentially abolished the phosphorylation of the <llb-AR induced by ET-l 
and reduced the effect of norepinephrine (Fig. 5, e and j). No effect of the inhibitors on the 
basal phosphorylation of the <llb-AR was deteeted (data not shown). Wortmannin (100 nM) 
did not affeet the Ulb-AR phosphorylation indueed by either norepinephrine or ET-l 
(Fig.5e). 
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FIG. 5. Effee! of genistein, staurosporine, and wortmannin on ET-¡- and norepinephrine-induced 
phosphorylation of the (l,o-AR. Rat-I fibroblasts expressing (l,o-ARs were metabolieally labeled with [32p]p¡ 
and preineubated with the indicated eoneentrations of genistein (a) or staurosporine (e) for 30 min before the 
addition of 10 nM ET -1. Representative autoradiographs for the effeets of genistein (G1) or staurosporine (S1) 
are sbown in b and d, respeetively. In both autoradioagraphs, a sample in whieh the eells were ineubated without 
an agent is presented at the right. In e, the eells were preineubated for 30 min in the presenee of 10 f1M genistein 
(+G1), 300 nM staurosporine (+S1), both inhibitors (+GT+S1) or lOO nM wortrnarmin (+W) before the addition 
of lO nM ET-I (so lid bars) or lO f1M norepinephrine (NE. open bars) for 5 min; representative autoradioagraphs 
are shown in! Plotted data are the meaos ± S.E. of3-4 independent experiments in triplieate. 

Phosphoaminoacid Ana/ysis and Effects 01 PTX and EGF-To get a more c1ear picture of the 
effect of ET-l on the phosphorylation of CXlb-AR, phosphoaminoacids were analyzed. It was 
observed lhat in aH the experimental conditions tested Ser(P) was lhe major 
phosphoaminoacid detected wilh only trace amounts of label in Thr(P). We were unable to 
detect Tyr(P) in any of three independent experiments performed for each experimental 
condition (Fig. 6). 
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FIG. 6. Pbosphoaminoacid analIsis by two-dimensional separation. Rat-l fibroblasts expressing Cllb-ARs 

were metabolically labeled witb [' plp¡ and incubated for 5 min in tbe absence of agent (E) or in tbe presence of 
10 J.lM norepinephrine (NE), 10 nM ET-I, or I J.lM TPA. Irnmunoprecipitated phosphorylated receptors were 
transferred to polyvinylidene difluoride membranes and hydrolyzed, and phosphoaminoacids were analyzed by 
two dimensional !hin layer cellulose electrophoresis. Representative autoradiographs are presented in which !he 
resolutions of cold Thr(P) and Tyr(P) are indicated. ADP-ribosylation of membranes from control and PTX­
treated cells is shown. 

PTX-sensitive G proteins participate in sorne actions ofET-l (24). Therefore, we investigated 
the effect of PTX pretreatrnent on lhe phosphorylation of Cl.lb-ARs induced by stirnulation of 
endothelin receptors. For lhis purpose, cells were incubated in serum-free DMEM for 16-24 h 
with 100 nglrnl PTX, and the phosphorylation of Cl.lb-AR was assayed as before. This whole 
cell treatrnent essentially inactivated all PTX-sensitive G proteins as evidenced by the virtual 
absence of in vitro PTX-catalyzed ADP-ribosylation in rnernbranes frorn toxin-treated cells 
(Fig. 7c). The stirnulations of Cl.lb-AR phosphorylation induced by norepinephrine, ET-l and 
TPA were not different in PTX-treated cells as cornpared with control cells (Fig. 7, a and b). 

It has recently been shown that ET-I induces tyrosine phosphorylation and activation of EGF 
receptors in rat-l fibroblast (26); therefore, we tested whether the phosphorylation of Cl.lb-AR 

induced by activation of ETA receptors was rnediated by the EGF receptors. We were unable 
to observe a consistent stirnulation by EGF of Cl.lb-AR phosphorylation (data not shown). 
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FIG. 7. Effee! of PTX on ET-l-, norepinephrine-, or TPA-induced phosphorylation of the alb-AR. Rat-I 
fibroblasts expressing alb-ARs were preincubated for 16-24 h in tbe absence (apen bars) or presence of 0.1 
"g/mi PTX (salid bars) and were metabolically labeled witb ["P]P;. Cells were incubated for 5 mio in tbe 
absence of agonist (B) or in tbe presence of 10 ¡.¡M norepinephrine (NE), lO nM ET -1, or 1 ¡.¡M TP A. Results in a 
were normalized to the amount of signal obtained in the absence of PTX and agonist (B, open bar, 100%) and 
plotted data represent tbe meaos ± S.E. of!bree independent experiments in eaeh case. In b, representative 
autoradiographs (alb-AR phosphorylation) are presented. In e, a representative autoradiograph of in vitra PTX­
eatalyzed ADP-ribosylation ofmembranes from control and PTX-treated eells is shown. 

Functional Consequences-To obtain information on !he functional consequences of ET -1-
induced Ulb-AR phosphorylation, the effect of ET-I on the ability of norepinephrine to 
increase [Ca2+]¡ was sludied. It can be observed that ET-I increased [Ca2+]¡ and dose­
dependently inhibited the effect of norepinephrine on this pararneter (Fig. 8). However, this 
effect was not selective for the ulb-adrenergic action since after!he initial challenge with ET-
1, its own action (second challenge) was also decreased; !his was particularly clear when high 
concentrations of ET-I were used in !he first challenge (data not shown). Similarly complex 
was the sludy of!he effect of ET-I on ulb-AR-mediated 1P3 production. ET-I stimulated 1P3 

production, and even after several washes the levels of !his second messenger remained 
markedly elevated, making it difficult to evaluate the ulb-adrenergic action (data not shown). 
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FIG. 8 Effeet of ET-! on norepinephrine-indueed [Ca'+], inerease. Rat-! fibroblasts expressiog <llb-ARs were 
loaded with Fura·2/AM and [Ca'+], recorded. Traces were directly iruported from the fluorometer computer. 
Norepioephrine (lO ~M, NE) was added 5 mio after the addition of ET·l. Data are representative of 3 
experiments using different cultures. 

¡JSS]GTPyS binding was studied to determine whether activation of ETA receptors induces any 
effect on <llb-AR-G protein coupling. In membranes trom control fihrohlasts, norepinephrine 
and ET-l were clearly ahle to increase ¡JsS]GTPyS binding in vitro (p < 0.01 and p <0.001 
versus their basal, respectively) (Fig. 9, top). When membranes trom norepinephrine-treated 
fibroblasts were used, the catecholamine was no longer able to stimulate the binding of the 
radiolabeled nuc\eotide, and ET-I induced a small, marginal effect (Fig. 9, top).1n membranes 
trom ET-I-treated cells, neither norepinephrine nor ET-I induced any increase of[3sS]GTPyS 
binding (Fig. 9, top). Since the combination of genistein and staurosporine was able to inhibit 
ET -I-mediated <llb-AR phosphorylation in whole cells, the in vivo effect of these protein 
kinase inhibitors on agonist-stimulated ¡JsS]GTPyS binding to membranes was tested. These 
protein kinase inhibitors by themselves did not block the in vitro effects of norepinephrine 
(p <0.001 versus its basal) and ET-I (p < 0.001 versus its basal) on this parameter in control 
membranes (Fig. 9, bottom). In membranes trom cells incubated with the protein kinase 
inhibitors and norepinephrine, the catecholamine (p< 0.05 versus its basal) and ET-I 
(p < 0.001 versus its basal) increased ¡JsS]GTPyS binding (Fig. 9, bottom). However, the 
effects were clearly smaller than those observed in membranes trom cells incubated without 
norepinephrine. In membranes trom cells incubated with the protein kinase inhibitors and 
ET-I, norepinephrine (p < 0.001 versus its basal), but not ET-I, increased ¡JsS]GTPyS binding 
in vitro (Fig. 9, bottom). Finally, we studied comparatively the effect of norepinephrine and 
ET-I on surface <llb-AR. It can be observed that norepinephrine induced a small decrease in 
surface receptors but, in contrast, ET -1 did not produce any decrease (Fig. 10). 
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FIG. 9. In vilro agonist-stimulated ("S(GTPyS binding to membranes from cells preincubated with agonists 
and protein Idnase inhibitors. Ral-I tibrobl.sts expressing CLlb-ARs were ineub.led wilboul (IOp) or wilb 
lO ~M genislein and 300 nM staurosporine (+GT+ST, bottom) for 30 mino The eells were ineubaled for 5 min in 
Ihe absenee ofagonisl (tirsl group in e.eh panel) or presenee of 10 ~M norepinephrine (NE, seeond group in e.eh 
panel) or 10 nM ET-I (ET-I, Ibird group in e.eh panel), and membranes were prepared. In vitro ¡"SjGTPyS 
binding lo membranes was performed in Ibe .bsenee of any agenl (B), 10 ~M norepinephrine (NE) or 10 nM 
ET -1 (ET -1). Plotted are Ihe means ± Ibe S.E. of 15-20 delermin.lions using membranes oblained from 3 
differenl cultures. 
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FIG. lO. Effect oC norepinephrine and ET-l on suñace U'b-AR. Rat-I flbroblasts expressing (l'b-ARs were 
incubated without agent or with lO JlM norepinephrine (solid circ1es) or 10 nM ET-I (open circ1es) for the times 
indicated, and ['H]prazosin binding was perforrned as described under "Experimental Procedures." Data were 
nonnalized to the surface receptor density observed in cells incubated without agonist (100%). Plotted are the 
means ± S.E. of 3 experiments performed in triplicate with 3 different ceH cultures. 

DISCUSSION 

In the present work, lhe phosphorylation of Ulb-AR, expressed by stable transfection in rat-l 
fibroblasts, was studied. Our resuIts clearly show lhat activation of ET A receptors, 
endogenously expressed in these cells, leads to phosphorylation of Ulb-ARs. The effect of 
ET-I was of greater magnitude than that of norepinephrine (homologous), suggesting lhat a 
strong process of rapid heterologous regulation takes place in these cells. This effect of ET-I 
seems to involve the participation of serine/threonine and tyrosine kinases, since it is partialIy 
blocked by staurosporine and genistein, and it is almost completely inhibited when these 
inhibitors acted togelher. The temporal course for the uwAR phosphorylation induced by 
ET -1 stimulation is similar to lhe time course detected for the translocation of PKC-o and 
PKC-& isoforms in neonatal ventricular myocytes stimulated with ET-I (37). The isoforms of 
PKC detected in rat-I fibroblasts (38) and in neonatal ventricular myocytes (37) are the same 
(i.e. u, o, &, and 1; isoforms), which suggests the possibility that o and & PKC-isoforms could 
be involved in lhe phosphorylation of Ulb-ARs induced by activation of ETA receptors in rat-I 
celIs. Moreover, lhe experiments in neonatal ventricular myocytes showed that lhe 
translocation of o and & PKC isoforms is stronger in lhe cells activated with ET -1 than in those 
in which phenylephrine was used (37). CoincidentalIy, in the present study the action ofET-1 
was also stronger lhan lhat of norepinephrine. These data further suggest lhat the effect of 
ET-I on lhe phosphorylation state of Ulb-ARs could be mediated, at least in part, by the 
activation of PKC. Consistent with our present findings, it has been reported that TPA elicits a 
stronger phosphorylation of Ulb-ARs than an homologous stimulus (9). 
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Several studies have demonstrated the cross-regulation between receptors coupled to different 
signal transduction pathways. For example, activation of adenylyl cyclase counterregulates 
phosphoinositide tumover through phosphorylation of phospholipase C by protein kinase A 
(39), actions of ~-adrenergic receptors can be inhibited by insulin, and this effect seems to 
involve ~-adrenergic receptor tyrosine phosphorylation (40, 41). Similarly, as already 
mentioned, G-protein-coupled receptors (ETA receptors) can influence the activity of tyrosine 
kinase receptors (EGF receptors) (26). Cross-regulation between receptors coupled to the same 
transduction pathway (particularly receptors coupled to phosphoinositide tumover and 
intracellular calcium mobilization) has been difficult to substantiate due to the labile 
characteristics of the mediators involved and their pools and to the recovery period required to 

I elicit maximum calcium responses. The direct effect on the receptors has been studied to a 
lesser extent, but some examples have already suggested cross-regulation at this leve!. For 
example, it has been shown that ET -1 induces intemalization of thrombin receptors via a 
PKC-mediated process (42). In addition, cross-regulation between several members of 
Iymphocyte chemotactic receptors involving phosphorylation and the possible participation of 
PKC has recently been shown (43). 

Endothelin seems to be able to cross-regulate the activity of coexpressed receptors in different 
cell systems, and in some cases PKC activation seems to participate. In neuroblastoma-glioma 
hybrid cells, ET-l induces partial heterologous desensitization ofthe calcium response elicited 
by ATP and has no influence on the response elicited by bradykinin (44). In rat urinary 
bladder, the endothelial peptide potentiates the contractions evoked by exogenous ATP in a 
selective way since it did not modify the contractions induced by acetylcholine, 
5-hydroxytryptamine, prostaglandin F2u or bradykinin (45). In cardiac myocytes, ET-l 
enhances the ca1cium transients triggered by ATP, and this effect was sensitive to inhibitors of 
protein kinase C; it also inhibits a K+ current by means of a PKC-dependent mechanism (46). 

The participation of serine/threonine and tyrosine kinases in the ET -1-induced 
phosphorylation of Ctlb-AR is supported by the partial inhibition achieved by staurosporine 
and genistein. The partial blockade obtained by each inhibitor suggest that such kinases acted 
by independent pathways in the phosphorylation of the receptor, and neither seemed to be 
mediated by PTX-sensitive G proteins. Phosphoaminoacid analysis revealed mainly the 
presence of Ser(P) and trace amounts of Thr(p) in basal and stimulated conditions, coincident 
with previous reports for the norepinephrine- and phorbol ester-stimulated phosphorylation of 
Ctlb-AR in DDTl MF-2 cells (11) and in vitro PKC-mediated phosphorylation ofthe receptor 
(12). The absence of Tyr(P) in the phosphoaminoacid analysis suggests that a putative 
genistein-sensitive kinase could act in a step previous to the phosphorylation of the receptor. 
However, we cannot discard the possibility that the detection of this phosphoaminoacid could 
have remained under the limits of detection of our assay. Norepinephrine-induced Ctlb-AR 
phosphorylation was not inhibited by staurosporine or genistein, and only a partial blockade 
was observed when both inhibitors were used together. Current ideas suggest that GRKs play 
a major role in homologous desensitization of Ctlb-ARs (10). At this point, it is not c1ear why 
the combination of staurosporine and genistein partially inhibits norepinephrine-induced 
Ctlb-AR phosphorylation. Further experiments will be required to address this point. However, 
the effect of the inhibitors is also observed on the ability of norepinephrine to stimulate 
¡J5SJGTPyS binding in membranes from cells pretreated with the catecholamine. Thus, there 
seems to be a relationship between these two parameters. 
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Our functional data indicate that activation of ETA receptors alters the ability of 
norepinephrine to increase [Ci+]¡. These experiments are complicated since the response to a 
new addition ofET-l was also decreased, and the strong effect ofET-l on this parameter may 
even lead to depletion of the intracellular ca1cium stores. However, even in these experiments, 
it is clear that low concentrations of endothelin-l that induced small increases in [Ca2+]¡ 
(compare, e.g., 0.1 nM ET-l with 10 nM ET-l) markedly inhibited the effect of 
norepinephrine. Such action cannot be attributed to ca1cium depletion. Moreover, the 
¡JsS]GTPyS binding data strongly suggest that activation of ETA receptors alters the functional 
interaction of Ib-AR with G proteins. Such alteration was avoided when staurosporine and 
genistein were present during the incubation of the cells with ET -1. Again, there seems to be a 
re\ationship between receptor phosphorylation and catecholamine-stimulated [3sS]GTPyS 
binding. 

In rat-I fibroblasts, participation of cytosolic tyrosine kinases in the signaling pathways 
activated by endothelin is supported by the observation that in v-src-transformed cells, tbe 
accumulation of lP3 and calcium induced by endothelin was dramatically amplified; in 
contrast, thrombin-dependent responses were only slightly reduced (31). Focal adhesion 
kinase is subjected to tyrosine phosphorylation in rat-I fibroblasts stimulated with endothelin, 
and this effect was attenuated when the activity of PKC was down-regulated or inhibited. 
Besides, pp42 and pp44 forms of mitogen-activated protein kinase are also phosphorylated in 
residues of tyrosine, and this effect is reduced by pretreatment with PTX, whereas the 
mentioned tyrosine phosphorylation of focal adhesion kinase remained intact (24). On the 
other hand, rat -6 fibroblasts, overexpressing PKC-p 1, showed an increased ca1cium signaling 
in the presence of endothelin; in this case, an increase in the number of ETA receptors was 
detected (47). It is possible that GRKs could be activated by ETA receptors; however, GRKs 
are reported to phosphorylate only receptors in the agonist-occupied state; tbe participation of 
these kinases in the heterologous phosphorylation of ulb-ARs seems unlikely. However, we 
have no evidence on the activation ofGRKs after ET-l stimulation, and we cannot discard the 
possibility of their participation. Recently, a role for Rho in mediating endothelin and phorbol 
esters stimulation of phospholipase D has been determined in rat-I fibroblasts (25). Besides, 
phospholipase D seems to be regulated by PKC and protein kinase D in these cells (48), and 
GRK2 is also modulated by PKC, opening the possibility of regulation of Ulb-AR by different 
kinases activated in cascade after the stimulation ofET-l receptors. 

Our studies on surface receptors also gave sorne interesting results. In rat-l fibroblasts, 
norepinephrine induced a relatively modest and slow decrease in surface receptors. This is 
consistent with data obtained by another group using the same cell type (9) but differs from 
observations for these receptors in other cells (49, 50). Cell differences may exist in the rates 
and regulation of receptor intemalization and recycling. Nevertheless, in our experiments a 
dissociation between receptor phosphorylation and intemalization is evidenced; i.e. activation 
of ETA receptors markedly stimulated ulb-AR phosphorylation but did not induce clear loss of 
surface receptor binding. The possibility that phosphorylation of specific serine/threonine 
residues of the ulb-AR could be important in receptor intemalization cannot be ruled out. In 
fact, it has been observed that TPA induces ulb-adrenoreceptor intemalization (49, 50) and 
that catecholamine-stimulated intemalization is inhibited by staurosporine (49). 
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In surnmary, our data indicate that 1) activation of endothelin ETA receptors induces the 
phosphorylation of Ulb-ARs, 2) receptor phosphorylation takes place mainly in serine residues, 
3) PKC and tyrosine kinases seem to participate in such effect, and 4) ET-I-induced Ulb-AR 
phosphorylation alters receptor-G protein coupling. ETA and ulB-ARs coexist in many cells, 
where it could be anticipated that the activation of ET -1 receptors may regulate the actions of 
uIB-ARs. 
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Abstract. The aelion of bradykinin was sludied in ral-I flbroblasls slably expressing a'b-adrenoeeplors. 
It was observed Ihal bradykinin and kallidin markedly inerease eytosol ealcium eoneenlralion, bul Ihal Ihe 
B, agonisl, des-Arg' -bradykinin, only mimieked Ihis effect lo a minimal extenl. Antagonisls, selective for 
the B, subtype, sueh as Hoe 140, bloeked Ihis effeet of bradykinin and kallidin. Similarly, bradykinin and 
kallidin stimulaled Ihe produc!ion of inositol phosphales and B, anlagonists bloeked their aetions. The 
possibility thal bradykinin eould modulate a'b-adrenoeeptors was studied. It was observed that bradykinin 
and kallidin inereased a'b-adrenoeeptor pbosphorylalion and tbat sueh effeel was also bloeked by Hoe 140. 
Inlerestingly, Ibe ability of norepinepbrine to inerease intraeellular ealeium eoneentralion was nol altered 
by pretrealmenl of tbe eells witb bradykinin, Le. bradykinin indueed a'b-adrenoeeptor phosphorylation 
but Ibis did not lead lo receptor desensilization. 

1. Introduction 

Protein phosphorylation is a well-known cardinal event in the regulation of cellular 
functioning. The properties (i.e. activity, intracellular location, etc.) ofmany proteins, such as 
those involved in the control of metabolism or in signal transduction are critically influenced 
by phosphorylation. Among those proteins involved in signal transduction, G protein-coupled 
receptors are important targets ofprotein kinases [1,2). 

awadrenoceptors are members of lhe seven transmembrane domains G protein-coupled 
families of receptors that modulate phosphoinositide turnover and calcium signalling [3-5]. 
The function of these receptors seems to be regulated by phosphorylationldephosphorylation 
reactions. Agonist stimulation induces homologous desensitization of these receptors, which is 
associated to receptor phosphorylation [6-11); there is evidence that kinases specific for the 
agonist-occupied G protein-coupled receptors, such as GRK2 and GRK3 participate in this 
desensitization [lO). In addition, activation of non-adrenergic receptors can also lead to 
alb-adrenoceptor (heterologous) desensitization [7,11-13]. We have previously shown that 
endothelin through ET A receptors induces the phosphorylation and desensitization of 
a¡b-adrenoceptors in rat-I fibroblasts; protein kinase e and putative protein tyrosine kinase(s) 
seem to participate in this type of desensitization. However, the inforrnation lhat exists about 
this process is very limited. 

Bradykinin is a nonapeptide local mediator, prototypic member of the kinins. This peptide 
mediates important physiological functions such as smooth muscle contraction, cell growth or 
ion transport in a large variety of cells [14,15). It also participates in pathophysiological 
processes such as pain sensation, hypotension and edema forrnation [14). The actions of 
bradykinin are mediated through two types of receptors, B¡ and B2; most of its physiological 
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actions involve the B2 subtype [14, 15]. In the present paper we show that activation of 
bradykinin Bl receptors induces phosphorylation of ulb-adrenoceptors. 

2. Materials and Methods 

Bradykinin, kallidin (Lys-bradykinin), des-Arg9 -bradykinin, Nu-adamantaneacetyl-D-Arg­
[Hyp3, Thi5

,8, D-Phe ]-bradykinin, des-Arg9 -[Leu8]-bradykinin, (-)-norepinephrine, endothelin, 
protease inhibitors and all other reagents, unless stated otherwise, were obtained from Sigma 
Chemical Co. Hoe 140 and des-ArgIO-Hoe 140 were from Research Biochemicals 
Intemational. Dulbeeco's modified Eagle's mediurn (DMEM), fetal bovine serurn, trypsin, 
antibiotics and other reagents used for cell culture were from Gibco BRL. Myo-[2-3H]inositol 
(22.9 Ci/rnmol) and ¡Jlp]p¡ (8500-9120 Cilrnmol) were from New England Nuclear. 
Sepharose-coupled protein A was from Upstate Biotechnology and Fura-2/AM was from 
Molecular Probes. 

Rat-I fibroblasts transfected with the hamster ulb-adrenoceptor [16], were generouslyprovided 
to us by Drs. RJ. Lefkowitz, M.G. Caron and L. AlIen (Duke University). The cells were 
cultured in glutamine-containing high glucose DMEM supplemented with 10% fetal bovine 
serurn, 300 ¡.tglml of the neomycin analog, G-418 sulfate, 100 ¡.tglml streptomycin, 100 U/mi 
penicillin and 0.25 ¡.tglml amphotericin B at 37°C under a 95% air/5% COl atmosphere, as 
described previously [11, 17]. In the present experiments, cells at confluence were serum­
deprived in unsupplemented DMEM for 24 h. 

Receptor phosphorylation studies were performed as described in detail [11]. In brief, cells 
were maintained in phosphate-free DMEM during 1 h and then incubated in 3 mI ofthe same 
mediurn containing elp]p; (0.05 mCilml) for 3 h at 37 oC. Labeled cells were stimulated as 
indicated, then they were washed twice with ice-cold phosphate buffered saline and solubilized 
with 1 mi of ice-cold solubilization buffer [11]. The extracts were centrifuged and the 
supematants transferred to tubes containing anti-ulb-adrenoceptor antiserum and Sepharose­
coupled protein A and irnrnunoprecipitated as described [11]. The amount of phosphorylated 
receptor was determined by Phosphorlmager analysis. At least three independent experiments 
were performed for each treatrnent. Data were analyzed and plotted using cornrnercial software 
(Prism 2.01, GraphPad Software). 

Intracellular calcium concentration ([Ca2+];) was quantified as described [17]. In brief, 
fibroblasts were incubated ovemight in DMEM without serurn and antibiotics. Cells were 
loaded with Fura-2/AM in Krebs-Ringer-HEPES containing 0.05% bovine serum alburnin, 
pH 7.4 for 1 h at 37°C. Fluorescence measurements were performed with excitation 
monochromators set at 340 and 380 nm, with a chopper interval of 0.5 s, and the emission 
monochromator set at 510 nm. The [Ca2+]¡ was calculated according to Grynkiewicz, el al. 
[18] using the software provided by AMINCO-Bowman; traces were directly exported to the 
graphs. K; values were calculated according to Cheng and Prusoff [19]. 

Production of eH]inositol phosphates was performed essentially as described [17]. Briefly, 
cells were labeled with eH]inositol (6 ¡.tCilml) for 18-24 h in 1 mI of inositol-free DMEM 
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containing 1 % fetal bovine serum. Cells were washed twice with Krebs-Ringer-HEPES buffer 
containing 1.3 mM CaClz and preincubated for 20 min in buffer containing 10 mM LiCI. 
Incubations with the agents to be tested were for 15 min and were terminated by the addition 
ofperchloric acid. ¡JH]inositol phosphates were separated by Dowex AGI-X8 chromatography 
[20]. Total ¡JH]inositol phosphate production is presented. 

3. Results and Discussion 

Previous studies have shown that there is clona! variation in the presence of endogenous 
bradykinin receptors in rat-I fibroblasts. In sorne clones, a small number of receptors have been 
found [21] whereas in others no binding sites or functional responses have been detected [22]. 
In addition, it has been reported that the expression of sorne genes, such as the ras oncogene, 
markedly increases the expression of bradykinin receptors in these cells [21]. Therefore, we 
investigated the presence of endogenous bradykinin receptors in rat-I fibroblasts stably 
expressing u¡b-adrenoceptors, by studying two functional responses, i.e. the ability of 
bradykinin to increase [Caz+]¡ and to induce the production of ¡JH]inositol phosphates. 

It can be observed in Fig. 1 that bradyk:inin and kallidin increased in concentration-dependent 
fashion [Caz+]¡; in these cells; both natural agonists had similar potency (EC50 - 50 nM) and 
equal efficacy. In contrast, the B¡-selective agonist, des-Arg9-bradykinin only induced a 
marginal increase in [Caz+]¡, (Fig. 1, upper panel). The effect of lOO nM bradykinin on this 
parameter was inhibited in concentration-dependent fashion by the Bz antagonists, Hoe 140 
and Nu-adamantaneacetyl-D-Arg_[Hyp3,Thi5

,8, D-Phe7]-bradykinin; the former was 
consistently more potent than the lalter (K¡ values 3.5 nM and 18 nM, respectively) 
(Fig. 1, middle panel). Des-ArglO-Hoe 140, a B¡-selective antagonist, only partially inhibited 
the effect of bradyk:inin at the highest concentration tested whereas des-Arg9-[Leus]­
bradykinin, another B¡-selective antagonist, was completely ineffective in the range of 
concentrations tested (Fig. 1, middle panel). The effect of kaIlidin on [Caz+]; was al so 
completely blocked by Hoe 140 (Fig. 1, lower panel). The antagonists by themselves did not 
modify basal [Ci+];. The data clearly indicated that bradykinin receptors of the Bz subtype 
were present in rat-I fibroblasts stably expressing u¡b-adrenoceptors. 
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FIG. 1. Errect oC bradykinin agonists and aotagooists 00 intracellular rree calcium coocentration. Upper 
panel: cells were incubated in Ihe presenee of different concentralions of bradykinin (closed circles), kallidin 
(c1osed triangles) or des-Arg'-bradykinin (open circles). Data are Ihe changes in intracellular calciurn in response 
to Ihe agents; basal [Ca'+]" was 128 ± 19 nM. Plotted are the means ± S.E.M. of3-7 experirneots using different 
cell cultures. Middle panel: cells were incubated for I mio in Ihe presence of different concentrations of the 
antagonists: Hoe 140 (solid circles), Na-adamantaoeacetyl-D-Arg-[Hyp', Thi"', D-Phe]-bradykinin (solid 
triangles), des-ArglO-Hoe 140 (open circles) or des-Arg'-[Leu']-bradykinin (open triangles); after tbis 
preiocubation 100 nM bradykinin (BK) was added. Data are Ihe changes in intracellular calciurn io response to 
bradykinin as compared to the effect of tbat of bradykinin alone (100%). Plotted are tbe means ± S.E.M. of 3-4 
experirnents using different cell cultures. Lower panel: cells were preincubated for I mio in the absence of 
antagonist (dashed colurnos) or presence of 1 ¡1M Hoe 140 aod challenged witb lOO nM bradykinin (Ieft group) or 
lOO nM kallidin (right group). Data are Ihe changes in intracellular calciurn in response to tbe agents; basal [Ca'+], 
was 101 ± 15 nM. Plotted are the means ± S.E.M. of 3 experirnents using different cells cultures. 
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FIG. 2. Effeet of bradykinin agonists and antagonists on ['H[inositol phosphate produetion. Cells were 
ineubated in tbe absenee or presenee (solid colurnos) of 1 J.1M Hoe 140 witb no otber agent (left group), 
100 nM bradykinin (middle group) or 100 nM kallidin (rigbt group). Plotted are tbe means ± S.E.M. of 5-7 
experiments using different cell cultures. 

The ability ofbradykinin to increase [Ca2+]¡ was observed in buffer containing 2.5 mM EGTA 
(data not shown) which indicated that ca\cium mobilization from intracellular stores was 
involved. Therefore, the ability of these agents to stimulate the production of ¡JH]inositol 
phosphates was tested. Bradykinin and kallidin stimulated the production of ¡JH]inositol 
phosphates and their effects were completely blocked by Hoe 140 (Fig. 2). The data confirmed 
that these cells endogenously express B2 bradykinin receptors and further indicated that these 
receptors are coupled to phosphoinositide turnover and calcium mobilization, as observed in 
many other models [14, 15, 22]. It should be mentioned that the effect of bradykinin on this 
parameter is relatively small (40-50% over basal), since in the same experiments 
lO nM endothelin was able to increase ¡JH]inositol phosphate production up to 2.5-fold (data 
not shown). 

We next examined (he possibility that activation of B2 bradykinin receptors may lead to 
uwadrenoceptor phosphorylation. As shown in Fig. 3, bradykinin induced phosphorylation of 
the adrenergic receptor in a concentration-dependent fashion. The maximum increase 
was - 40-50% over basal and it was observed at concentrations between 1 and 3 ¡.t.M, with an 
EC50 of - 500 nM. Kallidin was also able to induce uwadrenoceptor phosphorylation and the 
effect of both natural agonists, bradykinin and kallidin, was completely blocked by the B2 
antagonist, Hoe 140 (Fig. 4). The antagonist by itself was without effect on the basal receptor 
labeling. These data c\early indicate that the same B2 receptors mediate both actions of 
bradykinin, increase in [Ca2+]¡ and induction of adrenoceptor phosphorylation. The 10-fold 
difference in EC50 values observed for these effects of the peptide is not surprising. This 
difference suggests that bigger receptor occupation than calcium mobilization is required to 
induce receptor phosphorylation, or expressed in other words, that a small generation of IP3 
could be sufficient to increase [Ca2+]¡ but that other factors are important to induce receptor 
phosphorylation. 
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FIG. 3. Effect of bradykinin on a'b-adrenoceptor phosphorylation. Cells were incubated in tbe absence 
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FIG. 4. Effect of bradykinin agonists and antagonists on alb-adrenoceptor phosphorylation. CeUs were 
incubated in fue absence or presence (solid colurnos) of I ¡tM Hoe 140 wifu no other agent (left group, basal), 
1 f1M bradykinin (middle group) or 1 ¡tM kallidin (right group). Plotted are the means ± S.E.M. of 4-5 
experiments using different ceU culruues. In fue lower panel a representative autoradiograph is presented. 

We next studied the functional consequences of bradykinin induced adrenoceptor 
phosphorylation by examining the effect of norepinephrine on [Ca2+J¡. As shown in 
Fig. 5, \O ~M norepinephrine induced a marked increruse in [Ca2+)¡. When cells were 
pretreated with l ~M bradykinin the effect of norepinephrine wrus not affected. Under the same 
conditions, \O nM endothelin markedly decreased the effect of norepinephrine on this 
parameter (Fig. 5). It should be mentioned that even lower concentrations of endothelin that 
induce a much smaller effect on [Ca2+J¡ were able to diminish c\early the effect of 
norepinephrine (data not shown, pleruse see [11]). In addition, we studied if the actions of 
smaller concentrations of norepinephrine were affected by the action of the peptide without 
observing any c\ear effect (data not shown). The possibility that a longer exposure to 
bradykinin (up to 15 min) could be required to affect the action of the catecholamine was 
tested without success (data not shown). It was clear, therefore, that in spite of inducing 
receptor phosphorylation, bradykinin did not lead to ulb-adrenoceptor desensitization in rat-I 
fibroblrusts. 
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FIG. 5. Effeet oC bradykinin and endothelin on the inerease in intraeellnlar ealeium indueed by 
norepinepbrine. Cells were challenged with 10 f,lM norepinephrine (NE), I 11M bradykinin (BK) or 
10 nM endothelin (ET). Data were directly imported from the fluorometer computer and are representative 
of 3 experiments using different cell cultures. 

Our results are consistent with data previously published in DDT1 MF-2 celIs in which it was 
observed that bradykinin induced a smalI effect on phospholipid labeling and also 
phosphorylation of ulb-adrenoceptors [7]. However, sorne marginal desensitization of the 
ulb-adrenergic action was detected in those experiments [7]. It is possible, therefore, that the 
strength of the signal generated by bradykinin could be insufficient to desensitize 
uwadrenergic action in rat-I fibroblasts but that in olher celIs where ulb-adrenoceptors and 
B2 bradykinin receptors are coexpressed, such interaction may have functional consequences. 
Nevertheless, it is clear lhat receptor phosphorylation does not necessarily indicate receptor 
desensitization. In [act, it has been observed that overexpression of GRK5 and GRK6 markedly 
increases uwadrenoceptor phosphorylation but does not affect the receptor-mediated responses 
[10]. AdditionalIy, our data clearly indicate lhat agonist-induced calcium mobilization is not 
sufficient to induce desensitization of uwadrenoceptors. Activation of protein kinase e and 
putative protein tyrosine kinase(s) seem to mediate ulb-adrenoceptor phosphorylation induced 
by heterologous stimuli [11]. Interestingly, bradykinin is able to activate protein kinase e [23] 
and there is also evidence that the kinin induces protein tyrosine phosphorylation [24]. 

In surnmary, our data indicate that bradykinin B, receptors are endogenously expressed in rat-l 
fibroblasts and that activation of such receptors induces increases in [ea'+];, phosphoinositide 
turnover and leads lO ulb-adrenoceptor phosphorylation. 
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ABSTRACT. The effeel of EGF and PDGF on Ihe phosphorylalion and fune!ion of tt'b-adrenoeeplors 
Iransfeeled inlo Ral-1 fibroblasls was sludied. EGF and PDGF inereased Ibe phosphorylation of Ihese 
adrenoeeplors. Tbe effeet of EGF was bloeked by AG1478 and Ibat of PDGF was bloeked by AG1296, 
inhibitors oC the intrinsic tyrosine kinase activities oC their receptors. Wortrnannin, 3n inhibitor oC 
phosphatidylinosilol-3-kinase, bloeked the tt'b-adrenoeeplor phosphorylalion indueed by EGF bul nol Ihat 
indueed by PDGF. Staurosporine and Ro 31-8220, inhibilors of prolein kinase C, bloeked the adrenoeeplor 
phosphorylation indueed by EGF and Ihe effee! of PDGF was eompletely prevenled by slaurosporine. The 
ability of norepinephrine to inerease I"SJGTPyS binding in membrane preparations was used as an index 
of Ihe funelional eoupling of Ihe ttlb-adrenoeeplors and G proleins. Norepinephrine-stimulaled I"SJGTPyS 
binding was markedly deereased in the membranes from eells pretreated wilh EGF or PDGF. Our data 
indieate that: 1) ae!ivalion of EGF and PDGF reeeplors indueed phosphorylation of tt'b-adrenoeeptors, 
2) phosphatydylinositol-3-kinase is involved in Ihe EGF response, but does not seem to playa major role in 
Ihe ae!ion of PDGF, 3) protein kinase C medialed this aetion of bolh growlh faelors, 
and 4) the phospborylalion of tt'b-adrenoeeplors indueed by EGF and PDGF leads to desensilizalion of 
receptor. 

INTRODUCTION 

uwAdrenergic receptors (u I b-ARs) are members of the superfarnily of the seven 
transmembrane domains G-protein-coupled receptors. These receptors couple to Gq/II protein 
to stimulate phospholipase C activity, which induces hydrolysis of phosphatidylinositol 
4,5-bisphosphate and the subsequent formation of inositol 1,4,5-trisphosphate and 
diacylglycerol, which mediate the intracellular Ca2+ release and activation of protein kinase C 
(pKC), respectively (\ -3). 

Similar to most receptors of this superfarnily, the activity of ulb-ARs is tightly regulated. 
Agonist stimulation results in rapid attenuation of receptor responsiveness (desensitization), 
and receptor phosphorylation seems to be an essential event in this process (4-7). Homologous 
desensitization, in which only the receptors occupied by agonist reduces its responsiveness, 
involves phosphorylation ofthe receptor by G protein-coupled receptor kinases (GRKs) (4-7). 
Receptor phosphorylation by GRKs promotes the binding of arrestin proteins, which in tum 
uncouple the receptor from the G-protein and enhances their sequestration (6-7). Heterologous 
desensitization, in which the stimulation by an agonist attenuates the response to an unrelated 
agent, mainly involves phosphorylation of receptor and other signaling entities by second 
messenger-activated kinases, such as protein kinase A (pKA) and PKC (4-7). Agonist-induced 
phosphorylation of the ulb-AR seems to be mediated by GRK2 and GRK3 isoenzymes (8), 
whereas the phosphorylation of receptor by PKC mainly participates in heterologous 
desensitization (9-10). 
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Growth factor receptors, such as epidermal growth factor receptor (EGF-R) and platelet­
derived growth factor receptor (pDGF-R) have intrinsic tyrosine kinase activity. Agonist 
binding to these receptors induces their dimerization and autophosphorylation of multiple 
tyrosine residues within its intracellular domain. The autophosphorylated receptor provides 
specific binding sites for SH2 domain-containing adaptor proteins, such as Shc and Grb2. 
Formation of the receptor-Shc-Grb2 complex leads to activation of the guanine nucleotide 
exchange factor, Sos, which in turn activates the RaslRafIMAP kinase cascade. Another class 
of receptor-associated proteins consists of enzymes, including, Src family members, the 
protein tyrosine phosphatases SHP-2 and SHP-I, phospholipase Cy and phosphoinositide 
3-kinase (PI3K) (11-14). 

Numerous evidences have suggested that the transmodulation of growth factor receptors 
represent an important event in specific responses mediated by G-protein-coupled receptors in 
different cell types. Thus, stimulation of Rat-l cells with entothelin-l, lysophosphatidic acid 
or thrombin induces a rapid increase in tyrosine phosphorylation of EGF-R and pl85neu

, that 
results in activation of the MAP Kinase. AG 1478, a selective EGF-R kinase inhibitor and 
expression of dominant-negative EGF-R mutants, decrease the ability of these G-protein­
coupled receptors to induce mitogenic responses (15, 16). In COS-7 cells the activation of 
G¡- or Gq-coupled receptors induces phosphorylation of EGF-R associated with assembly of 
Shc and Grb2 (17, 18). Angiotensin TI elicits rapid phosphorylation of PDGF-R and EGF-R 
and subsequent formation of Shc-Grb2 complex and MAP kinase activation in vascular 
smooth muscle cells (19, 20). Furthermore, CaH-dependent EGF-R activation following 
membrane depolarization or stimulation of bradykinin receptor and nicotinic acetylcholine 
has been observed in PC12 cells, suggesting that the EGF-R can functions as an integrator of 
different Ca2+-mediated signals in neuronal cell (21, 22). 

Although much attention has been focused on how activation of G-coupled receptors 
transmodulates receptors with endogenous tyrosine kinase activity, the information that exists 
about cross-talk from growth factor receptors to G-protein-coupled receptors is limited. 
Nevertheless, Malbon and coworkers (23-25) had provided ample evidence that the 
/32-adrenergic receptor (/3z-AR) is cross-regulated by activation of the insulin receptor. 
Stimulation of DDT1 MF-2 cells with insulin attenuates /32-AR-mediated activation of 
adenylyl cyclase and increases /32-AR receptor phosphorylation (23). Insulin promotes the 
phosphorylation of the /32-AR, both in vivo and in vi/ro, and the main residues for 
insulin-induced phosphorylation were identified at Tyr350, Tyr354 and Tyr364 (24, 25), 
indicating that the /32-ARs are substrates ofthe insulin receptor kinase activity. 

The present study was designed to investigate the possible cross-talk from EGF and PDGF 
receptors to awARs expressed in Rat-l fibroblasts. We provided evidence that the activation 
ofEGF and PDGF receptors leads to phosphorylation and desensitization of awARs. 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Materials-Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM), G418, fetal bovine serum and 
others reagents used for cell culture were obtained from Life Technologies Inc. 
(-)-Norepinephrine, staurosporine, wortmannin, Ro-318220, GDP, GTPyS and protease 
inhibitors were from Sigma. PDGF-BB, EGF, tyrphostins AGI478 and AGI296 were from 
Calbiochem. ¡J5SjGTPyS (1250 Cilmmol), ¡J2PjPi (8500-9120 Ci/rnmol) were from NEN Life 
Science Products. Protein A-Sepharose beads were from Upstate Biotechnology and 
fura-2/AM was from Molecular Probes. 

Cell Culture-Rat-I cells transfected with the hamster ulb-AR (26) were a generous gift from 
Drs. R.J. Lefkowitz, M.G. Caron and L. Allen (Duke University). Cells were grown at 
confluence in lO-cm culture dishes in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum, 
G418 (300 Jlg/ml), streptomycin (100 Jlg/ml), penicillin (100 units/ml) and amphotericin B 
(0.25 Jlg/ml) under a 5% C02, 95% air atmosphere at 37 oC. Cells were serum-starved 
ovemight in all experiments. 

Determination 01 awAR Phosphorylation-Rat-I cells expressing the Ulb-ARs were 
incubated in phosphate-free DMEM for I h, and then labeled in the same medium containing 
¡J2PjPi (50 JlCilml) for 3 h at 37 oC, as described previously (10). In brief, following treatment 
with inhibitors and agonists, as indicated, cells were washed with ice-cold phosphate-buffered 
saline and Iysed for I h on ice in Iysis buffer containing 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 50 mM 
NaC!, 5 mM EDTA, 1% Triton X-lOO, 0.05% SDS, 50 mM NaF, lOO f.1M Na3V04, 

lO mM ~-glycerophosphate, lO mM sodium pyrophosphate, I mM phosphoserine, 1 mM 
phosphothreonine and protease inhibitors (20 Jlg/ml leupeptin, 20 Jlg/ml aprotinin, 100 f.1g/ml 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 500 Jlg/ml bacitracin, 50 Jlg/ml soybean trypsin inhibitor). Cell 
Iysates were centrifuged at 12,700 x g for 15 min and the supemants were incubated with the 
anti-ulb-AR antiserum and protein A-Sepharose ovemight at 4 oC. After five washed with 
50 mM Hepes, 50 mM NaH2P04, 100 mM NaCI, pH 7.4, 1% Triton X-lOO, 0.05% SDS, 
100 mM NaF followed by a final wash with 50 mM Tris, 150 mM NaCI, pH 7.4, the immune 
complex were denatured by boiling in SDS-sample buffer containing 5% ~-mercaptoetanol, 
and subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. The gels were dried and exposed for 
3-24 h at -70 oC using X-Omat x-ray films and intensifying screens. The level of receptor 
phosphorylation was assessed in the same gels with a Molecular Dynamics PhosphorImager 
and Imagequant software. 

Membrane Preparation and r5SjGTPyS Binding-Confluent ce lis were stimulated in the 
absence (control) or presence of EGF (lOO ng/ml) or PDGF (50 ng/ml) for 15 min at 37 oC. 
The reaction was terminated by washing with ice-cold PBS and addition of I mI of ice-cold 
solubilization buffer (50 mM Tris, ISO mM NaCl, pH 7.5, 5 mM EDTA, 100 J.1M Na3V04, 

10 mM ~-glycerophosphate, 10 mM sodium pyrophosphate, plus protease inhibitors as in Iysis 
buffer). Membranes were prepared according to the method of Mattingly et al. (27). 
¡J5SjGTPyS binding was performed as described by Wieland and Jakobs (28) with minor 
modifications. Briefly, membranes were resuspended in binding buffer (50 mM Tris, pH 7.4, 
lO mM MgCh, I mM EDTA, 100 mM NaCI, 1 mM DTT, I J.1M GDP, 0.1% bovine serum 
albumin), the binding was performed at 25 oC for 30 min in a volume of 250 JlI of binding 
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buffer contammg 0.2 nM ¡J5SlGTPyS. The reaction was initiated by the addition of 
membranes (25 Ilg of protein/tube) and terminated by rapid filtration through Whatrnan GF IC 
filters followed by three washes of the filters with ice-cold buffer (50 mM Tris, lO mM 
MgCIz, pH 7.5). The filters were dried and the radioactivity was measured by liquid 
scintillation. Nonspecific binding was determined in the presence of unlabeled GTPyS 
(30 ¡.tM) and represented 10% of total binding. Statistical analysis between comparable groups 
was performed using analysis ofvariance with Newman-Keuls post test. 

RESULTS 

EGF-induced Phosphorylation 01 awAR-Rat-1 cells were exposed for 5 min to vehicle 
(basal) or different concentrations ofEGF (0.01-100 nglml). EGF induced the phosphorylation 
of Ulb-ARs receptor in a dose-dependent manner (EC50 - I ngl mi) with a maximal increase of 
60-70% over basal (Fig 1, upper panels). The response to EGF was relatively rapid, reaching a 
maximum at 15-30 min and then decreased at 60 min of stimulation (Fig. 1, lower panels). 

The role of the EGF-R tyrosine kinase in this effect was studied by the use of tyrphostin 
AGl478, a highly specific inhibitor of the EGF receptor kinase (29). Treatment of cells with 
AGI478 for 30 min inhibited EGF-induced phosphorylation of Ulb-AR in a concentration­
dependent manner with an IC50 of - 332 nM (Fig. 2). The response to EGF was blocked in 
presence of AG 1478 (5 IlM) but remained unaffected by the same concentration of tyrphostin 
AG1296, a specific inhibitor of PDGF-R tyrosine kinase activity (Fig. 3). The inhibitors by 
themselves were without effect on basal receptor phosphorylation (data not shown). 

EGF-mediated Ulb-AR Phosphorylation Occurs Through Activation 01 PI3K-Since PI3K is 
an important mediator of cellular process modulated by EGF, we examined the role of this 
kinase on phosphorylation of the Ulb-AR stimulated by EGF. Rat-I cells were preincubated 
for 30 min with increasing concentrations of wortmannin (0.1-100 nM), an inhibitor of 
PI3K (30), followed by EGF treatrnent (10 nglml) for 5 mino Fig 4 shows that wortmannin 
inhibited EGF-induced Ulb-AR phosphorylation in a dose-dependent manner (IC5o - 5 nM). A 
consistent inhibition was detected at concentrations as low as 1 nM and an almost complete 
blockade was observed at 100 nM wortmannin, which is within the range of concentrations 
required for inhibition of PI3K activity (30). Wortmannin (100 nM) was without effect on 
basal receptor phosphorylation (data not shown). These results indicate that the 
phosphorylation of Ulb-ARs induced by EGF is mediated through PI3K. 
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FIG. 1. Time course and dose-response of Ihe effeel of EGF on a,.-AR phosphorylation. Rat-I fibroblasts 
expressing a'b-ARs were metabolieally labeled wilb [32p]p, and ineubated for lbe times and doses indieated of EGF. 
Data represent the mean ± S.E. of 3-4 independent experiments by triplieated in eaeh case. Representative 
autoradiographs for lbe effeets of EGF are shown. 
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FIG. 2. Effee! of AG1478 on EGF-indueed phosphorylation of u'b-AR. Ra!-I fibroblasts expressing U'b-ARs 
were metabolically labeled witb [32p]p¡ and preincubated witb tbe doses indicated of AGI478 for 30 mio before EGF 
(100 ng/mI) trealmenl. Data represent tbe mean ± S.E. of 3-4 independent experiments performed by triplicated. 
A representative autoradiograph is presented. 
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FIG. 3. Effee! oC AG1478 and AG1296 on EGF- and PDGF-indueed phosphoryla!ion of ulb-AR. Rat-I 

fibroblasts expressing U'b-ARs were metabolically labeled witb [32p]p¡ and preincubated witb tyrphoslins (5 f!M) 

for 30 mio, followed by EGF (lOO ng/mI) or PDGF (50 ng/mI) stimulalion. Data represent tbe mean ± S.E. of 
!bree independent experiments. A representative autoradiograph is shown. 
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FIG. 4. Dose-response of effeel of Worlmannin on EGF-indueed phosphorylation of alb-AR. Rat-I 
fibroblasts expressing alb-ARs were metabolically labeled witb [32pJP; and preincubated at tbe doses indicated of 
wortmannin for 30 min, followed by EGF (lOO ng/mI) stimulation. Data represent tbe mean ± S.E. of 
4-5 independent experiments. A representative autoradiograph is ShOWD. 

EGF-induced awAR Phosphory/ation Requires Activation 01 PKC-Previous studies have 
shown PI3K-dependent activation of PKC (reviewed in 31 and 32). Therefore, we examined 
the contribution of PKC in fue EGF signaling pafuway that leads to phosphorylation of 
Ctlb-ARs. Treatment of Rat-I cens with the specific inhibitors of PKC, staurosporine and 
Ro 31-8220, for 30 min, reduced the EGF-stimulated phosphorylation of Ctlb-ARs in a 
concentration-dependent manner. The lCso values were - 5 nM and - 12 nM for staurosporine 
and Ro 31-8220, respectively (Fig. 5). These date indicate that, beside PI3K, PKC 
significantly contributes in fue EGF-mediated phosphorylation ofthe Ctlb-AR. 

PDGF-induced Phosphory/ation 01 awAR in Rat-l Cel/s-To detenninate whether the 
Ulb-AR phosphorylation was limited to fue EGF-R or cornmon to other receptors with intrinsic 
tyrosine kinase activity, similar studies were perfonned using PDGF. Rat-I cens were exposed 
to PDGF (50 ng/ml) for 5 mino Similar to EGF, PDGF markedly increased Ulb-AR 
phosphorylation. In fact, the increase in Ctlb-AR phosphorylation induced by PDGF was 
90-100% aboye basal (Fig. 3) consistently bigger that that induced by EGF. Treatrnent of the 
cens for 30 min with AGI296 (5 ¡.tM), a specific inhibitor ofPDGF-R tyrosine kinase activity, 
significantly inhibited Ulb-AR phosphorylation induced by subsequent exposure to PDGF 
(50 ng/ml) for 5 min (Fig. 3); the response ofPDGF was not altered by AG 1478 (Fig. 3). 
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FIG. 5. Dose-response of effeel of Slaurosporine and Ro 31-8220 on EGF-indueed phosphorylalion of 
a,,-AR. Rat-I fibrobIasts expressing alb-ARs were metaboIically labeIed with ["P]P, and preincubated at !he 

doses indicated of staurosporine (ST) or Ro 31-8220 (Ro) for 30 min, followed by EGF (lOO ng/mI) stimuIation. 

Data represent the mean ± S.E. of four independent experiments. Representative autoradiographs are shown. 

Roles 01 PKC and PI3K in PDGF-induced Phosphorylation 01 awARs-To examine the role 
of PI3K in the PDGF-induced Ulb-AR phosphorylation, we assessed fue effect of PI3K 
inhibition by wortmannin. As shown in Fig. 6, treatment of Rat-l cells for 30 min with 
100 nM wortmannin prevented receptor phosphorylation induced by EGF, but did not affect 
the phosphorylation of uwARs in response to PDGF. 

We next studied the involvement ofPKC in the effect ofPDGF. Rat-I cells were incubated for 
30 min with staurosporine (300 nM), followed PDGF stimulation (50 ng/ml, 5 min). The 
treatment with the inhibitor completely blocked Ulb-AR phosphorylation induced by PDGF 
(Fig. 6), indicating that PKC activation is a critical step in the PDGF signaling pathway that 
leads to phosphorylation OfUlb-ARs. 
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FIG. 6. Effec! of Staurosporine and Wortmannin on PDGF-induced phosphorylation of a'b-AR. Rat-l 
fibroblasts expressing a'b-ARs were metabolically labeled witb [J2P]P; and preincubated witb staurosporine 
(ST, 300 nM) or wortmannin (WT, 100 nM) for 30 min, followed by PDGF (50 ng/mI) or EGF (lOO ng/mI) 
stimulation. Data represent tbe mean ± S.E. of furee independent experiments. A representative autoradiograph is 
shown. 

Functiona/ significan ce 01 the phosphory/ation 01 awARs induced EGF and PDGF-The 
effects of EGF and PDGF on alb"AR coupling to G proteins by measuring receptor-mediated 
stimulation of ¡JsSjGTPyS binding to membranes were studied. Membrane preparations were 
obtained from Rat-I cens preincubated by 15 min in absence (control) or presence of 
norepinephrine (10 IlM), EGF (lOO ng/ml), PDGF (50 ng/ml). As shown in Fig. 7, in 
membranes from control cens the norepinephrine significantly stimulated ¡JsSjGTPyS binding. 
Norepinephrine-stimulated ¡JsSjGTPyS binding was markedly decreased in the membranes 
from cens pretreated with the adrenergic a~onist. Similarly, in membranes from cens 
pretreated with EGF or PDGF the increase in [ 5SjGTPyS binding induced by norepinephrine 
was significantly decreased (Fig. 7). 
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FIG. 7. In vi/ro agonlst-stimulated ["SIGTPyS binding to membranes from cells preincubated with agonists. 
Rat-1 fibroblasts expressing a..-ARs were treated for 15 min in the absence (control) or in the presence of 
norepinephrine (NE, 10 flM), EGF (10 ng/ml) or PDGF (50 ng/ml) and membranes were prepared. In vitro 
["S]GTPyS binding to membranes was performed in the presence of either vehicle (basal) or norepinephrine 
(NE, 10 flM). Plotted are tbe means ± the S.E. of 15-20 determinations using membranes obtained from four 
different cultures. 

DISCUSSION 

Our present data show lhat EGF and PDGF induce phosphorylation of uwARs. The 
adrenoceptor phosphorylation induced by lhese growth factors seerns to involve lhe tyrosine 
kinase activities oftheir receptors as evidenced by lhe ability oftyrphostin AGI478 and AGI296 
to inhibit lhe actions. The selectivity of these inhibitors was evidence by lhe absence of cross 
inhibition. 

lt is known that Rat-I cells endogenously express functional EGF-R and PDGF-R (l5, 16). 
Stimulation of these receptors leads to activation of their intrinsic tyrosine kinase activities and 
subsequently to autophosphorylation of specific residues in lheir intracellular domains. PI3K and 
other signaling and adaptor proteins, associate wilh phosphotyrosine residues on the receptors 
initiating the signaling cascades (33). 

Of particular interest in our study were the roles of PI3K and PKC. PI3K is a family of enzyrnes, 
which has been grouped into three rnajor cIasses. Class 1 PI3Ks are heterodimers composed of a 
catalytic subunit of 110-120 kDa and a 50-IDO kDa adaptor subunit. Activation ofClass 1 PI3Ks 
is controlled by receptors wilh intrinsic tyrosine kinase activity (Class IA) or G protein-coupled 
receptors (Class IB). In Class IA PI3K isoforms, the adaptor p85 subunit interacts with 
phosphorylated tyrosine motifs whereas PI3Ky interacts wilh heterotrimeric G proteins via lhe 
plOl protein (reviewed in 31). 
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The mechanism through which PI3K stimulates PKC activity likely involves a direct 
interaction with the phosphoinositides generated by PI3K. Phosphatidylinositol 
(3,4)-bisphosphate or phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate has been reported to activate 
novel PKC (o, E and l]) and atypical PKC (1; and 1..) isoforms (31, 32, 34). An intermediary 
kinase, such as the recently identified phosphoinositide-dependent protein kinase-I or PDKI 
(35,36) may also participate in the control ofPKC. PKDI, which binds with high affinity to 
phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate, phosphorylates the activation loop sites of PKCI; 
and PKCo in vitro and in a PI3K-dependent manner in vivo (37, 38). Interestingly, classical 
PKCa" ~I and ~II bind directly to PDKI coexpressed in HEK 293 cells (37), raising the 
possibility of general control ofthe PKC family by PDKl. 

Our data show that EGF induces a,lb-AR phosphorylation through a PI3K and PKC-dependent 
pathway. The almost complete inhibition of receptor phosphorylation observed in presence of 
either a PI3K inhibitor (wortmannin) or PKC inhibitors (staurosporine and Ro 31-8220) 
suggests that these enzymes act sequentially in the same signaling pathway. In accord with 
current ideas our data suggest that: a) EGF activates its receptor which autophosphorylates in 
tyrosine residues, b) this allows the association and activation of PI3K, which c) leads to 
activation of PKC, either via interaction with 3-phosphoinositides or phosphorylation by 
PDKI, and d) PKC catalyzes the phosphorylation Ofa,lb-ARs. A model is presented in Fig. 8. 

We have previously shown that PKC plays an important role in the phosphorylation of 
a,wARs induced by activation of endothelin ETA receptors in these cells (lO). No effect of 
wortmannin was observed on this action of endothelin, which is consistent with our suggestion 
that EGF-R transmodulation did not playa major role in this effect. However, it is c1ear from 
our data that multiple pathways may contribute to a,wAR phosphorylation and that several of 
them may marginally contribute to the overall effect. 

The activation of PDGF-R also significantly stimulated a,wAR phosphorylation. The PDGF 
response was strongly attenuated by AG1296, but no was affected by AG1478. Here, the PI3K 
inhibitor wortmannin did not block the effect of PDGF, suggesting that PI3K plays a minor 
role in this effect and that other pathway is involved. In contrast, treatment of cells with 
staurosporine before PDGF stimulation completely prevented the adrenoceptor 
phosphorylation. Thus, the a,wAR phosphorylation induced by PDGF c1early involved a 
PKC-dependent pathway. It is possible that this action of PDGF may involve activation of 
PLCy. Several cellular responses induced by PDGF, such as growth and development (39), 
activation of PLD (40) and chemotaxis (41) occurs through PLCy-mediated pathways. In 
Rat-I fibroblasts has been reported that the serine/threonine kinase PKD act downstream of 
PKC in the PDGF signaling mediated by PLCy (42, 43). It is therefore possible that PKD may 
participate in the a,lb-AR phosphorylation, a view that needs further exploration. 

Our data provide evidence of differences in the growth factor signaling pathways that lead to 
a,lb-AR phosphorylation. This is not unexpected since studies in Rat-I cells and other cell 
types have shown differences in the signal transduction pathways for EGF and PDGF 
receptors. For example, in Rat-I cells PDGF activates PLD and phosphatidylcholine-specific 
PLC but EGF has no affect on this PLC activity and stimulates PLD only weakly; similarly, 
the activation ofPLCy induced by PDGF is much bigger than that induced by EGF (44, 45). 
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FIG. 8. Model ofRegulation Mechanisms of EGF and PDGF·induced Phosphorylation of a,.-AR. 

The phosphorylation of Ulb-AR promoted by EGF and PDGF was associated to receptor 
desensitization, as evidenced by the ¡J5SjGTPyS binding assays. The data show that 
pretreatment of the cells with EGF and PDGF induced a substantial reduction in the coupling 
efficiency of Ulb-ARs and G proteins. This is relevant since not all Ulb-AR phosphorylations 
are clearly associated to desensitization (46). 

In conclusion, our data indicate that: 1) activation of EGF and PDGF receptors promote 
phosphorylation of Ulb-ARs, 2) PI3K is involved in the EGF response, but does not seem to 
playa major role in the action of PDGF, 3) PKC plays a important role in mediating this 
action of both growth factors, and 4) the phosphorylation of Ulb-AR induced by EGF and 
PDGF leads to adrenoceptor desensitization. These results indicate that a cross-talk exists 
between the pathways activated by EGF- and PDGF-receptors and Ulb-ARS in Rat-I 
fibroblasts. This process could be of physiological relevance in the regulation of cell 
responsiveness to adrenergic agonists. 
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DISCUSION 

Los resultados de esta tesis demuestran que los receptores ulB-adrenérgicos son modulados 
por diferentes estímulos no adrenérgicos. Este tipo de regulación heteróloga ("cross-talk") es 
ejercida no sólo por receptores que se acoplan a proteínas G (endotelina y bradicinina) sino 
también por receptores con actividad de cinasa de tirosina (EGF y PDGF). La fosforilación del 
receptor u I B-adrenérgico es incrementada por la activación de estos receptores, aunque existen 

¡ diferencias en la magnitud del efecto yen las consecuencias funcionales sobre la actividad del 
receptor. La mayor estimulación de la fosforilación del receptor ulB-adrenérgico es producida 
por la endotelina y la de menor magnitud por la bradicinina. La modificación del receptor 
inducida por la activación de los receptores de endotelina, EGF y PDGF se correlaciona con la 
desensibilización del receptor adrenérgico, pero el efecto no es promovido por los receptores 
de bradicinina. 

Regulación del Receptor ulu-Adrenérgico por la Endotelina 

Se ha descrito que la fosforilación del receptor ulB-adrenérgico inducida por el agonista es 
mediada principalmente por las GRKs (GKK2 y GRK3), mientras que la PKC interviene en la 
respuesta estimulada por los ésteres del forbol (TPA) (Lattion y col., 1994; Diviani y col., 
1996). Nuestros resultados confirman esta idea, ya que: a) la norepinefrina (NE) indujo un 
incremento significativo en la fosforilación del receptor, que fue insensible al bloqueo de la 
actividad de PKC con el inhibidor estaurosporina y b) la estimulación directa de la enzima con 
TPA produjo una respuesta mayor que la de NE. 

Los fibroblastos Rat-I expresan endógenamente receptores de endotelina que se acoplan a la 
proteína Gq/II y aumentan el recambio de fosfoinosítidos. Nuestros resultados muestran que la 
estimulación con endotelina incrementa significativamente el nivel de fosforilación del 
receptor ulu-adrenérgico; la respuesta fue más rápida y de mayor magnitud que la inducida 
por la NE. La endotelina ejerce su acción por activación de los receptores ET lA, ya que la 
respuesta fue suprimida por el antagonista selectivo BQ123. 

La observación de que la fosforilación del receptor uIB-adrenérgico estimulada por la 
endotelina es inhibida parcialmente con los inhibidores de la PKC (estaurosporina) y de 
cinasas de tirosina (genisteína) y bloqueada casi totalmente por la acción combinada de ambos 
inhibidores, sugiere la participación de ambos tipos de cinasas en el proceso. Las células Rat-I 
expresan diferentes iso enzimas de PKC (u, O, E Y 1; ) y la endotelina induce la translocación 
rápida a la membrana plasmática de la PKCu, o y E (García-Sáinz y Alcántara-Hernández, 
1998), lo que sugiere que estas isoenzimas pueden ser las responsables de la modificación del 
receptor. 

Por su parte, la actividad de cinasa sensible a genisteína puede corresponder a algún miembro 
de la familia de las cinasas Src. En miocitos cardiacos de rata la endotelina promueve la 
activación rápida de Src, Yes y Fyn a los pocos minutos de estimulación y la respuesta es 
bloqueada por genisteína (Kovacic y col., 1998). Un dato importante es que la PKCo es 
fosforilada en tirosina en respuesta a diferentes estímulos, como el carbacol, sustancia P, 
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citocinas, factores de crecimiento y ésteres del forbol. La fosforilación en tirosina de la enzima 
se ha atribuido a la acción de las cinasas Src y Fyn (Li y col., 1994; SoItoff y Toker, 1995; 
Denning y col., 1996; Zang y col., 1997). 

Esta información permite proponer que la endotelina, mediante la estimulación de cinasas de 
tirosina Src, aumenta la actividad de isoenzimas específicas de PKC que fosforilan al receptor 
u I s-adrenérgico (Fig. 5). 

Los mecanismos que intervienen en la activación de Src por los receptores acoplados a la 
proteína Gq/ II no se han determinado. Sin embargo, se ha sugerido que la estimulación de las 
cinasas Src producida por bradicinina y bombesina requiere de la participación de fosfatasas 
de tirosina, ya que la activación de las cinasas Src es bloqueada por la inhibición de la 
actividad de estas fosfatasas. La cinasa de adhesión focal (F AK) también parece intervenir en 
la estimulación de Src mediada por los receptores acoplados a Gq/II. En cultivos primarios de 
astrocitos, la endotelina induce la fosforilación en tirosina y activación de F AK Y en células 
Swiss 3T3 el tratamiento con bombesina, bradicinina y endotelina incrementa la asociación de 
F AK con Src. La unión de F AK a Src puede alterar las interacciones intramoleculares de los 
dominios SH2 y SH3 que mantienen a la enzima en su conformación inactiva y producir su 
activación (Rodríguez-Femández y Rozengurt, 1996; Cazaubon y col., 1997; Thomas y col., 
1998; Salazar y Rozengurt, 1999). 

El análisis de fosfoaminoácidos del receptor uIB-adrenérgico fosforilado por la endotelina 
reveló cantidades elevadas de residuos de fosfoserina, niveles bajos de fosfotreonina, pero no 
se detectó fosfotirosina. Esto apoya el punto de vista de que la(s) cinasa(s) de tirosina 
activada(s) por la endotelina actúan en un paso previo a la estimulación de la PKC, que es la 
responsable de catalizar la fosforilación del receptor. Además, se ha demostrado la 
fosforilación por PKC de residuos de serina específicos (Ser404

, Ser40S y Ser4!O) localizados en 
el carboxilo terminal del receptor uIs-adrenérgico (Diviani y col., 1997). 

La fosforilación del receptor ulo-adrenérgico inducida por la endotelina se asocia con la 
disminución en la actividad del receptor. Tanto la movilización de Ca2+ intracelular, como 
el nivel de acoplamiento del receptor a la proteína Gq/ II estimulados por la NE fueron 
reducidos significativamente por el pretratamiento con endotelina. El efecto de la endotelina 
fue prevenido por estaurosporina y genisteína, lo que confirma la participación de tirosina( s) 
cinasa(s) y de la PKC en la regulación del receptor. 

El papel de la PKC en la regulación heteróloga ejercida por los receptores ETIA también se ha 
demostrado en el caso de los receptores de angiotensina. En células HEK 293 transfectadas 
con los receptores ET IA y ATIA, el pretratamiento con endotelina inhibe la activación de la 
PKCprr producida por los receptores AT lA. Por su parte, la estimulación de los receptores 
ATIA no modifica la respuesta de los receptores ETIA, lo que sugiere la acción selectiva de la 
PKC en la desensibilización heteróloga de receptores particulares (Feng y col., 1998). 
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Fig. 5 Modelo de los Mecanismos de Regulación de los Receptores de Endotelina 
y Bradicinina sobre el Receptor a'B-Adrenérglco 

La especificidad en el "cross-talk" entre distintos receptores acoplados a la proteína Gq/II 

puede depender de la acción de isoenzimas específicas de PKC. La variación en la expresión 
celular de distintas isoenzimas de PKC y en la selectividad por el sustrato de las cinasas 
individuales puede traducirse en diferencias en la fosforilación y desensibilización heteróloga 
de receptores particulares. 

La unión de las isoenzimas de PKC con proteínas de anclaje suministra un mecanismo para la 
regulación de su actividad y especificidad por el sustrato. En estado inactivo las PKCs se 
localizan en el citosol y cuando el sistema es activado se translocan a diferentes sitios 
subcelulares, mediante la unión a las proteínas RACKs (receptores para cinasas C activadas). 
La estimulación de la enzima induce un cambio conformacional que expone sus sitios 
autorreguladores pseudo-RACK y pseudo-sustrato y permite la unión de RACK. Además de 
promover la translocación de la PKC, las RACKs pueden incrementar su actividad catalítica, 
mediante la estabilización de la forma activa de la enzima. La compartamentalización 
intracelular restringe la acción de isoformas de PKC individuales sobre sustratos definidos, lo 
que probablemente determina la especificidad fisiológica de estas cinasas. Se han identificado 
RACKs que interactúan selectivamente con la PKCI3II (RACKI) o con la PKCE (RACK2) y 
se ha planteado que existen RACKs específicas para cada una de las isoenzimas de PKC 
(Ron y col., 1994, 1995; Mochly-Rosen, 1995; Csukai y col., 1997). 

La distribución subcelular de las isoformas de PKC puede variar de acuerdo al tipo celular y a 
la naturaleza del estímulo. Por ejemplo, en células NIH 3T3 transfectadas con diferentes 
isoenzimas de PKC, el tratamiento con TPA induce la translocación de la PKCa y PKCE a la 
membrana plasmática y de la PKCI3II a filamentos de actina; en las células 13 pancreáticas la 
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PKCu y PKCI: son translocadas a la membrana plasmática por la estimulación con glucosa y 
en miocitos cardiacos la activación de los receptores u I-adrenérgicos promueve la 
movilización de la PKC~I al núcleo, de la PKC~II a la región perinuclear y a la membrana 
plasmática y de la PKCE a filamentos de actina. La diversidad en la localización subcelular 
probablemente se correlaciona con respuestas celulares particulares mediadas por cada una de 
las isoformas de PKC (Goodnight y col., 1995; Mochly-Rosen, 1995; Yedovitzky y col., 
1997). 

Una estrategia que se utiliza para determinar el papel de isoenzimas de PKC individuales es el 
bloqueo selectivo de la translocación con péptidos que contienen la secuencia de unión de 
RACK presente en la enzima. De esta forma, se ha descrito la participación de la PKCu y 
PKCE en la secreción de insulina inducida por glucosa en células ~ pancreáticas, de la PKCE y 
PKC8 en la regulación de las respuestas inducidas por el factor de crecimiento neuronal o por 
TPA en células PCl2 y de la PKC~ en la inhibición de la actividad de los canales de Ca2+ 

tipo L inducida por TPA en miocitos cardiacos (Hundle y col., 1997; Yedovitzky y col., 1997; 
Zhang y co l., 1997). 

Regulación del Receptor ulo-Adrenérgico por la Bradicinina 

Ya que existen reportes contradictorios acerca de la expresión y actividad de los receptores de 
bradicinina en diferentes clonas de fibroblastos Rat-l (Roberts y Gullick., 1989; Prado y col., 
1997), se determinó la presencia de estos receptores en los fibroblastos Rat-I transfectados 
con el receptor ulB-adrenérgico, valorando la movilización de calcio intracelular y la 
producción de fosfatos de inositol-['H] en respuesta a la estimulación con bradicinina. Los 
resultados muestran que los receptores de bradicinina (el subtipo B2) se expresan 
endógenamente en los fibroblastos Rat-l y que su activación aumenta el recambio de 
fosfoinosítidos y la movilización de calcio intracelular. 

La activación de los receptores B2 con los agonistas bradicinia y kalidina aumentó la 
fosforilación del receptor u'B-adrenérgico y el efecto fue bloqueado por el antagonista 
selectivo HOE 140. Sin embargo, la magnitud de la respuesta fue mucho menor que la 
producida por la endotelina. Aún cuando no se investigó cuáles son las enzimas que 
intervienen en la fosforilación del receptor, la demostración de que la bradicinina aumenta el 
recambio de fosfoinosítidos e induce la movilización de Ca2+ intracelular, sugiere que la PKC 
puede tener un papel importante. Además, se ha descrito que la bradicinina activa isoenzimas 
específicas de PKC en células Rat-l yen otros tipos celulares (Chen y col., 1995; Levesque y 
col., 1997; García-Sáinz y Alcántara-Hemández, 1998) (Fig. 5). 

La fosforilación de los receptores u'B-adrenérgicos producida por la activación de los 
receptores B2 no induce su desensibilizaciÓn. El efecto de la NE sobre la movilización de 
ci+ intracelular no fue modificado por el pretratamiento de las células con bradicinina, 
mientras que en las mismas condiciones la endotelina claramente disminuyó la respuesta. Es 
probable que la magnitud de la señal desencadenada por los receptores B2 no sea suficiente 
para inhibir la actividad del receptor o que realmente la modificación del receptor inducida por 
los receptores de bradicinina no promueva su desensibilización. Existen ciertos antecedentes 
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que sugieren que este puede ser el caso, ya que se ha reportado que las cinasas GRK5 y GRK6 
aumentan significativamente la fosforilación de los receptores ulB-adrenérgicos sin modificar 
su actividad (Diviani y col., 1996). Por lo tanto, una conclusión importante es que no todos los 
estímulos que aumentan la fosforilación del receptor promueven su desensibilización. 

La contribución de la fosforiJación del receptor en el proceso de desensibilización puede variar 
en diferentes receptores acoplados a proteínas G. Por ejemplo, en células HEK 293 

, transfectadas con el receptor ~-opioide, la estimulación con el agonista induce un incremento 
~ rápido en la fosforilación del receptor, que no se correlaciona con la desensibilización de la 

inhibición de la adenilato ciclasa mediada por el receptor. La sobreexpresión de GRK3 y 
l3-arrestina 2 aumenta significativamente el nivel de fosforilación del receptor, pero no 
modifica la desensibilización inducida por el agonista. Al igual que para los receptores 
serotoninérgicos 5HT 2 Y SSt2B de somatostatina, la internalización del receptor parece ser el 
mecanismo principal de la desensibilización de los receptores ~-opioides (Vouret-Craviari y 
col., 1995; Beaumont y col., 1998; El Kouhen y col., 1999). 

En el caso de la desensibilización del receptor de LH en membranas de folículos ováricos, que 
ocurre de manera independiente de la fosforilación del receptor, la unión de la l3-arrestina al 
receptor es suficiente para bloquear la actividad de la adenilato ciclasa estimulada por el 
agonista. De igual forma, la unión de las GRKs al receptor de la hormona paratiroidea es 
capaz de inhibir el recambio de fosfoinosítidos inducido por el agonista, en ausencia de la 
fosforilación del receptor; la sobreexpresión de una mutante dominante negativa de la GRK2 
bloquea la respuesta del receptor silvestre y de una mutante del receptor que no presenta los 
sitios de fosforilación para las GRKs, PKA y PKC. Así, en algunos sistemas la 
desensibilización puede ser mediada por la asociación de las GRKs y/o de las arrestinas con el 
receptor, que directamente impiden el acoplamiento con la proteína G e inhiben la 
transducción de la señal (Larnm y col., 1994; MukheIjee y col., 1999; Dicker y col., 1999). 

En estudios recientes se ha explorado la posibilidad de que otras proteínas accesorias puedan 
interactuar con regiones específicas del receptor y modular su actividad. Se ha identificado 
una proteína denominada ATRAP (proteína asociada al receptor AT 1) que se une al carboxilo 
terminal del receptor AT lA de angiotensina. Esta proteína interactúa específicamente con el 
receptor AT IA, pero no se une a los receptores AT2 de angiotensina, muscarínicos m3, B2 de 
bradicinina, ETIB de endotelina o 132-adrenérgicos. La sobreexpresión de ATRAP en células 
COS-7 transfectadas con el receptor ATIA inhibe la estimulación de la PLCI3 inducida por la 
activación del receptor. Asimismo, se ha descrito que la proteína reguladora de complemento, 
gClq-R (receptor para las cabezas globulares de Clq) se une a la región rica en arginina del 
carboxilo terminal del receptor u IB-adrenérgico y esta interacción produce la redistribución 
del receptor de la membrana plasmática al citosol y reduce su nivel de expresión ("down 
regulation") (Daviet y col., 1999; Xu y col., 1999). 

Esta información indica la diversidad en los mecanismos de regulación de la actividad de los 
receptores acoplados a proteínas G. La asociación de distintas proteínas citosólicas con 
regiones específicas del receptor puede determinar las características particulares de 
modulación del receptor. 
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Regulación del Receptor alB-Adrenérgico por el EGF y PDGF 

Se ha demostrado que distintos receptores acoplados a proteínas G, incluyendo a los 
alB-adrenérgicos, ET A de endotelina y B2 de bradicinina, intervienen en la traducción de 
señales mitogénicas en diferentes tipos celulares. Las respuestas mitogénicas se han asociado a 
la activación de los receptores con actividad de cinasa de tirosina. Sin embargo, en los últimos 
años se han acumulado evidencias que demuestran un nivel importante de "cross-talk" entre 

l las vías de transducción desencadenadas por ambas clases de receptores y se ha descrito que la 
~ transmodulación de los receptores de EGF y PDGF es un mecanismo por el cual los receptores 

acoplados a proteínas G producen sus acciones mitogénicas. 

Aunque existe poca información, también se ha demostrado que los receptores acoplados a 
proteínas G pueden ser modulados por receptores con actividad de cinasa de tirosina. Un 
ejemplo que se ha estudiado en detalle es el receptor P2-adrenérgico, que es fosforilado y 
desensibilizado por la acción de insulina (Malbon y Karoor, 1998). 

Los receptores de EGF y PDGF se expresan endógenamente en las células Rat-I (Daub y col., 
1996), por lo que se examinó su posible acción moduladora sobre el receptor aIB-adrenérgico. 
La estimulaCÍón con EGF y PDGF incrementó significativamente la fosforilación del 
receptor a'B-adrenérgico. La respuesta requiere de la actividad de cinasa de tirosina de los 
receptores de EGF y PDGF, ya que fue suprimida con los antagonistas específicos AGI478 y 
AG1296, respectivamente. 

La unión del agonista a moléculas receptoras individuales induce su dimerización y 
autofosforilación de residuos de tirosina específicos, a los que se unen distintas proteínas 
adaptadoras y efectoras, como las cinasas PLCy y PI3K, que intervienen en la transducción de 
la señal. La PLCy estimula la hidrólisis de fosfoinosítidos y la activación de la PKC, mientras 
que la PI3K produce los segundos mensajeros PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P] (Schlessinger y Ullrich, 
1992; Rhee y Bae, 1997; Rameh y Cantley, 1999). 

El EGF induce la fosforilación del receptor alB-adrenérgico por una vía que involucra a 
las cinasas PI3K y PKC. El bloqueo casi total de la fosforilación del receptor en presencia 
del inhibidor selectivo de la PI3K (wortmaruna) o de los inbibidores de la PKC 
(estaurosporina y Ro-318220) sugiere la acción secuencial de estas enzimas en la vía de 
transducción de la señal del receptor de EGF. La PI3K activada probablemente estimula a la 
PKC, que a su vez fosforila al receptor aIB-adrenérgico. 

Es probable que la activación de la PKC ocurra por la interacción directa con el PI(3,4)P2 y el 
PI(3,4,5)P], generados por la PI3K. Se ha demostrado que estos fosfoinosítidos son capaces de 
activar a iso enzimas de PKC nuevas (o, E y 11) Y atípicas (1; yA.) (Nakanishi y col., 1993; 
Toker y col., 1994). Una cinasa intermediaria, como la proteína cinasa-I dependiente de 
fosfoinosítidos (PDKI) también puede intervenir en el control de la PKC. La PDKI se une con 
alta afinidad al PI(3,4,5)P] y fosforila a la PKCI; y PKCo "in vitro" y de manera dependiente 
de PI3K "in vivo". Además, las PKCs clásicas (a, PI y PII) se unen directamente a la PDKI, 
lo que sugiere que la enzima puede ejercer un control general sobre diferentes isoenzimas de 
la PKC (Alessi y col., 1997; Stephens y col., 1998; Le Good y col., 1998; Chow y col., 1998). 
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Fig. 6 Modelo de los Mecanismos de Regulación de los Receptores de EGF 
y PDGF sobre el Receptor Q'B-Adrenérgico 

A partir de esta infonnación se puede proponer un modelo para explicar los eventos que 
conducen a la fosforilación del receptor uIB-adrenérgico mediada por el EGF. La unión del 
EGF a su receptor promueve la autofosforilación en residuos de tirosina, lo que pennite la 
asociación y activación de la PI3K. El PI(3,4)P2 Y PI(3,4,5)P3 pueden estimular, de manera 
directa o mediante la activación de la PDKI, a la PKC que cataliza la fosforilación del 
receptor de uIB-adrenérgico (Fig. 6). 

El receptor de PDGF utiliza una vía diferente para promover la fosforilación del 
receptor ulB-adrenérgico, en la cual la PKC es esencial y la PI3K no contribuye de 
manera importante. La acción del PDGF fue suprimida totalmente en presencia de 
estaurosporina, pero no fue modificada por el tratamiento con wortmanina. El bloqueo de la 
respuesta por la estaurosporina fue consistentemente mayor que el obtenido sobre el efecto del 
EGF. El PDGF tal vez ejerce su acción mediante la estimulación de la PLCy, hidrólisis de 
fosfoinosítidos y activación de la PKC. La PLCy es activada como resultado de la interacción 
de uno de sus dominios SH2 con la pTyr1021 del receptor activado y la fosforilación en tirosina 
de la enzima por el dominio cinasa del receptor. Varias de las respuestas celulares inducidas 
por el PDGF, como el crecimiento, desarrollo y quimiotaxis son mediadas principalmente por 
la activación de esta vía (Yeo y col., 1994; Higaki y col., 1996; Ji y col., 1997). 

Existen evidencias de que en varios tipos celulares, incluyendo a los fibroblastos Rat-l, la 
proteína cinasa D (PKD) actúa en un paso posterior a la PKC, en la vía de transducción de la 
señal del receptor de PDGF mediada por la PLCy. La PKD es fosforilada y activada" in vitro" 
por ésteres del forbol o DAG y en células intactas la estimuJación con agonistas mitogénicos, 
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que promueven el recambio de fosfoinosítidos y la formación de DAG, incrementa la 
actividad de la enzima por un mecanismo dependiente de PKC. Mediante la cotransfección de 
PKD con diferentes mutantes constitutivamente activas de diferentes isoformas de PKC se ha 
demostrado que la PKD es estimulada específicamente por isoenzimas de PKC nuevas (PKCE 
y PKCTl). En células Swiss 3T3 el tratamiento con PDGF aumenta la actividad de la PDK 
mediante la estimulación de la PLCy, formación de DAG y activación de la PKC (Zugaza y 
col., 1996, 1997; Van Lint y col., 1998). 

r Esta información permite sugerir la posible participación de la PKD en la fosforilación del 
receptor uIB-adrenérgico inducida por el PDGF, lo que sería interesante confirmar en un 
estudio posterior (Fig. 6). 

Los resultados indican que el EGF y el PDGF activan vías diferentes para la regulación 
del receptor UI B-adrenérgico en las células Rat-l. Se han descrito diferencias en la 
estimulación de otras vías de transducción de la señal por estos factores de crecimiento. Por 
ejemplo, en los fibroblastos Rat-l y otros tipos celulares, el PDGF activa a la fosfolipasa D 
(PLD) Y a la fosfolipasa específica para fosfatidilcolina (PLC-C), pero el EGF no modifica la 
actividad de la PLC-C y sólo estimula ligeramente a la PLD. Un dato importante es que la 
activación de la PLCy inducida por PDGF es mucho mayor que la producida por el EGF, lo 
que apoya el punto de vista de la participación de esta enzima en la acción moduladora del 
PDGF sobre el receptor uIB-adrenérgico (Yeo Y col., 1994; Veo y Exton, 1995; Zugaza y col., 
1996; Hess y col., 1997; van Dijk y col., 1997). 

Los estudios funcionales muestran que la fosforilación del receptor al B-adrenérgico 
inducida por el EGF y PDGF se correlaciona con su desensibilización. El tratamiento con 
EGF y PDGF redujo significativa el nivel de acoplamiento del receptor con la proteína Gql11 

inducido por la NE. 

En conclusión, los resultados de este estudio indican que en fibroblastos Rat-l los receptores 
uIB-adrenérgicos son fosforilados significativamente como consecuencia de la activación de 
los receptores ETIA de endotelina y en menor grado por la estimulación de los receptores B2 

de bradicinina. La acción de los receptores ET lA es mediada por la activación secuencial de 
cinasas de tirosina y de la PKC, que cataliza la fosforilación principalmente de residuos de 
serina del receptor. La modificación del receptor inducida por los receptores ETIA, pero no por 
los B2 de bradicinina, promueve su desensibilización. Un incremento importante en el nivel de 
fosforilación del receptor uIB-adrenérgico, que se correlaciona con la disminución en su 
actividad, también se presenta en respuesta a la estimulación de receptores con actividad de 
cinasa de tirosina, como los de EGF y PDGF. Diferentes mecanismos intervienen en los 
efectos moduladores de estos factores de crecimiento; la PI3K participa en la respuesta del 
EGF, pero no parece contribuir significativamente en la acción del PDGF, mientras que la 
PKC juega un papel importante en la acción de ambos factores de crecimiento. 

Los resultados aportan información acerca de diferentes interacciones moduladoras que 
ocurren a nivel del receptor uIB-adrenérgico, que puede ayudar a explicar la manera en que la 
célula puede procesar e integrar la información que recibe de agonistas que activan múltiples 
vías de transducción de la señal. 
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que promueven el recambio de fosfoinosítidos y la formación de DAG, incrementa la 
actividad de la enzima por un mecanismo dependiente de PKC. Mediante la cotransfección de 
PKD con diferentes mutantes constitutivamente activas de diferentes isoformas de PKC se ha 
demostrado que la PKD es estimulada específicamente por isoenzimas de PKC nuevas (PKCE 
y PKCll). En células Swiss 3T3 el tratamiento con PDGF aumenta la actividad de la PDK 
mediante la estimulación de la PLCy, formación de DAG y activación de la PKC (Zugaza y 
col., 1996, 1997; Van Lint y col., 1998) . 

. ¡ 

, Esta información permite sugerir la posible participación de la PKD en la fosforilación del 
receptor al B-adrenérgico inducida por el PDGF, lo que seria interesante confirmar en un 
estudio posterior (Fig. 6). 

Los resultados indican que el EGF y el PDGF activan vías diferentes para la regulación 
del receptor alo-adrenérgico en las células Rat-l. Se han descrito diferencias en la 
estimulación de otras vías de transducción de la señal por estos factores de crecimiento. Por 
ejemplo, en los fibroblastos Rat-I y otros tipos celulares, el PDGF activa a la fosfolipasa D 
(PLD) Y a la fosfolipasa específica para fosfatidilcolina (pLC-C), pero el EGF no modifica la 
actividad de la PLC-C y sólo estimula ligeramente a la PLD. Un dato importante es que la 
activación de la PLCy inducida por PDGF es mucho mayor que la producida por el EGF, lo 
que apoya el punto de vista de la participación de esta enzima en la acción moduladora del 
PDGF sobre el receptor alB-adrenérgico (Yeo Y col., 1994; Yeo y Exton, 1995; Zugaza y col., 
1996; Hess y col., 1997; van Dijk y col., 1997). 

Los estudios funcionales muestran que la fosforilación del receptor alo-adrenérgico 
inducida por el EGF y PDGF se correlaciona con su desensibilización. El tratamiento con 
EGF y PDGF redujo significativa el nivel de acoplamiento del receptor con la proteína Gq/I I 
inducido por la NE. 

En conclusión, los resultados de este estudio indican que en fibroblastos Rat-I los receptores 
als-adrenérgicos son fosforilados significativamente como consecuencia de la activación de 
los receptores ET lA de endotelina y en menor grado por la estimulación de los receptores B2 
de bradicinina. La acción de los receptores ETIA es mediada por la activación secuencial de 
cinasas de tirosina y de la PKC, que cataliza la fosforilación principalmente de residuos de 
serina del receptor. La modificación del receptor inducida por los receptores ETIA, pero no por 
los B2 de bradicinina, promueve su desensibilización. Un incremento importante en el nivel de 
fosforilación del receptor als-adrenérgico, que se correlaciona con la disminución en su 
actividad, también se presenta en respuesta a la estimulación de receptores con actividad de 
cinasa de tirosina, como los de EGF y PDGF. Diferentes mecanismos intervienen en los 
efectos moduladores de estos factores de crecimiento; la PI3K participa en la respuesta del 
EGF, pero no parece contribuir significativamente en la acción del PDGF, mientras que la 
PKC juega un papel importante en la acción de ambos factores de crecimiento. 

Los resultados aportan información acerca de diferentes interacciones moduladoras que 
ocurren a nivel del receptor alB-adrenérgico, que puede ayudar a explicar la manera en que la 
célula puede procesar e integrar la información que recibe de agonistas que activan múltiples 
vías de transducción de la señal. 
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