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2 cascada de recambic de fosfoincsiticos calcio, a2 ravds de une prolelna

ibie a ioing perlussis gue aciive a ia foslolipase CB. La tradicining, sl
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N
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ageniste naturel de ssics rsceplorss, promueve ia lberacidn de calcio de
ressrvorios Intracelulares v & influjo de esste ion, provenients de! espacio
gxiraceiuiar. En el presanizs rabajc, se sxoresé sl recapior para pradicining tdpo B2
numane de forma funcional en cédlules s291 por infeccidn con Dbaculovirus
recombinantas. En ssle modslo celular se estudid la regulacion de ios racepioras
o2, quedando demosirade una desensibilizacién homdloga dependiente de una
cinasa(s) con especificidad por residucs de tiroging, sensibles a genisteina.

Los receplores 52 recombinantes, detectados con un anticuerpo dirigide
contra sy carpoxio terminal en una preparacién membranal separada
sleciroforélicarmente v transferida a nitrocsiuicsa, twvisron un pesc molecular de
75 a2 80 kDa. Lz disiribucién celular de los recepiores B2 se determind por
microscopia confocal, un anticuerpo dirigido contra un péptido de la sagunda asa
sxtraceluiar demosird la presencia de los receptorss en ia membrana plasmatica
de las céiuias si21. La abundancia de ios recepfores B2 en oreraracicnes
membranaies v su aiinidad por [3}-3]-: radicinina se determiné mediante analisis de
unién de ests iigandc radiactivo, demosirandose una unidn saiurable v especifica
con una Kd de 0.68 nM; se detectaron 2.57 pmol de receptores por miligramo de
proteing, 2 las B4 h postinfeccidn. La activacidn de los recepiores B2 indujo un
incremente en la conceniracién infracelular de calcic ([Ca *')), en células
infectades con &l virus recombinants, v promovié la unidn de [*SIGTAYS a una
Dreparacion de membranas derivadas de estas célules. La magnitud de la
respuesia fue dependienie de & conceniracién de tradicinina {con una ECs, de 50

b/ para le mevilizecién de calcic) v se inhibid por N-a-adamantaneaceti-D-Arg’-

[Hyp®, Thi"%-D-Phe’}-Bk, un anizgonisia especiicc para recepicres B2. El

antagonista, aplicado en el punto méxime de la respuesta intracelular, fue capaz
de acelerar ¢l retomo del calcic intracelular hacia niveies basales, sugiriendo que
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an este punio iz moviizacion de [Ta™ ) s aln dependienie ds ‘& coupacidén del

a

recepior. Un agonisla espscifics nara ios recepiorss 371 (Des-2rg®-3k) no induic

- s

2 aciivided de i oradicining scbre los

3

regpuesia en estas célules ni afectd
recepiores B2. La pradicining ne activé la movilizacidn de caicic an células ro
nfsciadas © niectadas con b virus silvesire, demosirande & ausencia de
receptores B2 enddgencs en las céiulas 321, inhitidorss de la aciividad de

cinasas de residucs de tirosing (genisieina v dfosting AS1) Incrementars

o
aciividad, dependisnle ds la presencia de bradicining, de los recepiores 22, sin

[y

desensibilizacién homdloge come resuliade de zplicaciones repetidas de

bredicining. Es interesants notar que la genisisina oravine, en clerde grade, esta

.....

enddgenos para ocicpaming (lamoién acoplados a recambio de fosicirosiiidos-
caicio) ni la moviizacién de ECaQ*'}a-deﬁec%ada al inhibir con tapsigargina a2 ia
ATPasa del reliculc endoplasmico respensable del retome de esle ion a los
reservorios intracelulares. Asf pues, el efecto dei inhibidor de cinasas de tircsina
fue especiiico sobre iz iransduccién de los recepiores B2

=n sl pericdo de tiempo en & gue la genisieing tuvo los sfecios anies
mencionaacs, el nlimerc ge receplores, detectades en la superficie celular por
microscopia confccal, permanecié constanis. La

radicining promovié un
incremento en la fosicrilacion basal del rscselor B2 gue fus acentuade por e
iratamienio con genisteina. ! andlisis de foslcaminodcidos revald la presencia de
fosfosering y trazas de foslolreoning, pero no se detectd fosfotirosina. Eslos daios
sugieren que la exisiencia de una o varias cinasa de tirosina, cuye actividad
respends a la presancia de bradicining vy son inhibidas por fa genisteing, qus
oudieran astar actuande a un nivel previo a la fosforilecidn del receptor. Es
inferesante nolar gue la genisisina previno ef desacoplemienic, dependiente del
agonista, de los receplores B2 v las proleinag G, de acusrds 2 esiudios de unidn de
{%S}GTP@ gn membranas de células pretratadas con bradicining. Nuesiros
rasulizdos sugiersn que le aclividad de los recenforss parz bradicining B2
humancs es modulada negativaments por una ¢ varias cinasas con especificidad
Dot residuos de tresina.
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Byac*ykmit rsceptors, members of he super-family of C-orolein coupled

recepiors, structurally characlerized ov helr seven lransmembrane spenning
ohosphate cascade via an PTX-insensitive

~alices, are coupled ic the ingcsiicl G
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rolein and phosphoiipase © In & wids variely of tssuss. Currently, bradvkinin

e
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racepiors are clasified in tyne Bradykinin, acting on type 2 recepiors,

L ol 1 3 e E ¥ iy B g ; % . " P
shirmuiates the release of calcium frem infracellular sicrage compariments and the

subsegusnt influx of caicium from the extracsiiular space
Tne ‘funclicnal regulation of the numen ozradykinin B2 receplor

cverexpressed in 8i21 cells was studied. Human bradylkinin B2 recepiors were
detected by Weastermn analysis as a band of 75-80 kDa present in mambranes from

recombinant bacucvirus-infeciad cells and iccalized at the plasma membrans, oy

sonfocal microscopy, using an antbcdy against an epiicpe from Es sscond
extracellular icop, B2 recepiors, delected in membrane preparations by [°H-
Bradykinin] binding, showed a Kd of 0.86 nM and an expression level of 2.57
omoimg of protein at 54 h postinfection. in ihese cells, bradykinin induced a
transient increase of iniraceliular calcium {ECa i in fura 2-AM loaded si21 cells,
and prornoted [°S-GTP,S binding o membranes. The sffecis of bradykinin were
dose-depsndent {with an ECs of 30 nM for calclum mebilization) and were
inhibited by Z\-@z-ﬂdzmwsaneacemﬂ—_;-ﬂm-iﬁ-yﬂ n®f D-phe’-Bk, a specific B2
receptor antagonist, Applicalions of the B2 antageonist at the top of the caicium
transient accsleraied the decling of the peak, suggesting that calcium mobilization
at this point was siill influsnced by receptor occupation. No [Ca®™) mobilization was
chicited with 1 whi (Des-Arg’)-Bk, a Bi recepior agonist that did not inhibit the
subseguent action of 100 ni bradykinin. Mo effect of bradykinin was detected i
uninfected celis or ceils infected with the wild type baculovirus. Bradykinin-induced
Ca "} mobllization was increased with genisiein and tyrphostin A51. These
wrosing Kinase Inhibitors did neol medity basel levels of [Ca¥]. Homologous
desensilizetion of the B2 raceplor was observed afier repeated apolications of
bradykinin, which resulted in attenuated changes in intraceliular calcium. Besides,

genistein promoted an increased response 16 a third exposure 1 the agonist when
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epplied after washing the calis thal nad Zeen orevicusly challsnged with two

increasing doses of bradykinin, Genistsin did not a¥ect the [Ca® mohilization

LSANLe

inciuced by astivation of the sndogsrous oioparine G wrotsin-coupled recaptor or

H

|| N 1]
p P : - ™ - 5 Amiemdmad s P . ;
oy thagsigargin, The B2 recepior, dsiscled by confocal microscopy i

unpermeasiized celis, remaired conslant at the surface of cells stimulated with
bradykinin for 10 min, In the presencs or absance of genisisin. Agonist-promoied
nncsphorjation of the 32 receplor was markedﬂy accsniuaied by genistein

trealiment. Phosphcaminoeacid analvsis revealed the oresence of chosphoserine
end iraces of phosphoihrecning, but not phosphoiyrosing, suggesting that the
putative tyrosine kinase(s}, aciivalsd by sradvkinin, could act in & slep pravicus to
recepior phosphorylation. interssiingly, genisisin prevenisd agonist-induced G
protein uncoupling from 32 receptors, detemmined by in vilto bradvkinin-stimuiated
E%SI-G?P,S binding, In membranes from bradykinin pretreated cells. Our rasults
suggesis that tyrosing kinase(s) reguiats the aciivity of the human B2 receptor in

sf21 celle by affecting its coupling fo G proteins and its phosphorviation.
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LE comunicacicn intercelulsr = nGisgensadle para manlerner a
NOrLEOSESIS 8N 108 organismos vives, Esla COMuUricacion, que coording evenios

variedad de células an diversos iejides v crganisrios, cueds ser por coniacio

)
diracto célule a célule o blen 2 distanciz. En @ caso anterior, oroducics

3 gt T I PR 0 2 o~ e . o o, o o [y
sxiraceluiarss, honmonas v neuwrciransmisores zoilan comc sefales. cstas

sustancies son sinielizadas v lberzdes sor céivlas, gensraimente de origen

enaderine o neurcnal, especializadas sn coordingr la funcidn de diverses iglidos

dorde residen ies océlulas que flemen recepicres para 10s rmensajeros

‘nferceiviares. La comunicacién celuler puede sar de in aenadering, gardcrine o

4 ¥

autderine, denendiende del sitic de origen v desiine de iz meléouiz mensaiera

o

iAlberis, 1994]. En general, la sshal enddorina depande de la actividad de

cdlulas glandulares que liberan hormonas, iransporiadas en el torrente

sanguinec, hasta aicanzar a su célule blance. En iz sefial pardcina, Iz célula

slanco esié eh contacto ssirecho con ja cdlulz generadore de ia sehal ¥ g
somunicacidn solamente ocurre con sf grupo de células blanco adyacenies,

como gjemplo de esia viza se encueniran los reurciransmisores Gue prepagan

los impuisos neuronales o de una célula neuronal a umz rmuscular. En ol

r

comuricacién autdering, las células responden 2 susiencias gug son liberadas
por ellas rismas, ejempoio de esta vz se da on lze células en cullivo donde
muchas vecss respondsn a factorss de crecimiento gue elias producen. &n
ocasicnes, la misma substancia pusds aciuar sn dos ¢ mias de estos tipos de
vias de cornunicacidn; cierios péplides funcicnan como neurctransmisores (sefial
paractina) y como hormenas sisidémicas {sehal gndéering) [Albers, 1984,

La evolucién de ios organismes muliicelulares ha sido tepandientz de la
capecidad desarcllada por las células para comunicarss enire elias ¥ CON SU
madio ambients. Las células possen iz habilidad para procesar e integrar una

gran cantidad de informacién tranemitida & través de sefales exracelularas o

[

ofigen y caracieristicas diversas, igies como hormanas, neurciransmiscres i

factores de crecimienio; o bien sefiaies sensoriales como iz luz, ios olores v los

o T e e e e T e g o e
7 e i Y AT s sl Trie Sy Ty oy
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Saborss. Lslas ssfziss o 2rBViesan jz membrans Plasrmdtica, su agoidn esié
A Fd = -
mediada por e &clivacion ds recentores ssPeciicos, sivados er ‘@& surerficia

Seliiar, mismes JUe conglan de un dominic Sxiraceiuiay Sspeciaiizaco an g
“econocimiento v unidn d8l menssjerg Y Cominics intracsiulzres decdicadcs
dlirecia o indiregie Tenie a promover ig generacién de mensajercs infragsly! [Er8s
{conccidos corme Segundos mensajercs). Desde fuegs, cahs menticnar gue

o

exisie ur amplio grupo de Crmonas dpo sstercides que aciiar schre

recapicras intrace ﬁiﬂf&?@& THEMCS GUe pusden HnCionar come facicres de

ranserizoidn, ssia SHIRC NS va 2 ser ratads agul. £l dominic intracsluiar de o 08
recestores de mambrana dueds lsner aclivideg Catalitica, bariicularmenia da

clngsa, como g Cas0 a8 ios reee picres parg ?acwes de crecimisnie, Por otrg
lade, en aiguncs feceplores &l dominig 4 rensmembranal tiens funcidn sfectors (@i
POrD; en 2l caso o BiGUNOs racen picres fipo canal} [lismaa ef af, 1905: va ng et af,
198981 En @réméwm iz ransduceién de sefiaies as Caracierizada por un sistema
rigido que acopla a un receptor con un efecior. Sin embargo, en ia meycria de
ios “ascs, sl rscenior de fnembrana  represents el orimer slemanio de tres ¢
mas Componentes o g sistema de transduceidn ge safiales, donde i0s diversog
slementos interacivan Secuencial y feversiblemenie,
En el caso da ipg feceplores aconiados 2 & proteinas G, de ios que nos
JCUparemos en esle estudio, un agonista 82 e 5 un ‘ecepicr estecifice
sullando an la active cién <2 pro‘einas h heterotriméricas intraceiularss Jue unen
mucs’eéﬁd@s de guanina {pmt@s‘nas G}, mismas Que acitan come ransduciores Y
amplificadores gz iz sefial. Las orotay nas G modulan Ig aciividad de sfeciores
wales como enzimas, canaies iGnicos Yy E‘a‘aﬁspeﬁaﬁiaa’es, resuliande en unz
alieracion rapida en ia Cencentracion de Segungos Mmensajsros (por giemplo
AP, Tosfaios de inoshol, diaci giicerel, 4cido araquidénico y algurics idnes
citosdlicos, particy ularmenie g calcic) [Gudermann t el al 1997].
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. RECERPTORES ACCPLADCS A PROTEINAS &
LY N Sy oy T

&, «aracierislicas gererales:

Miembros de iz familiz de los recepiores aconiados 2 oroteinas G han

sido ideniificades er organismos svolutivamenie jan disieriss como as

s oy st e £ o~ - o g - L TaTala] ; : s —
TECepitres contane enire 106C v 2000 TISmDres, InCivyendo 2 ios receplorss

vara cicres que exceden a ios 1000, Hoy en diz, varics cienios de allos har sido
clonados [Gudemmann sf 2i, 1995, 1967]. Uns comparecién de la ssiruciura
primaria de los recepicrss zcoplados a proieinas G indiza Jue sstas proteinas
tienen un oairdn esirucivral comlir. Tsios recepiores constan de siete dominios

iransmembranales, compuesics de aminoécides hidrofdbices, que forman u

)
0]

helice o, conectados enlre sf por 3 asas exiracelulares ¥ por 3 asas

intracsiviares [Baldwin, 1994; Sirader of af, 19941 E! axdramo aming terminal se

L : LR TE 1 vud PR

lccaliza en la parle exiracslular v s carboxic terminal se sxviends nacia e

clicpiasma. La comparacidn de la secuencia de aminoscidos ds los recepicres
clonades muestre que los segmentos bansmembranales constiiuyen las
regiones con mayoer grado de identidad, misma tue se oierde en los sxirtemes
amine v carboxiie terminales v en las asas axirz & ntracelulares. L2 consiruccidn
Y expresion funcional de raceptorss cuiméricos ¥ de recepfores con un solo
cambio en aigln amincdcide en los ssgmanios iransmemoranales, o en residuos
aftamente conservados an los receptores, ha ilevado a la identificacién de
residuos imporiantes para la unién del ligando [Dohiman et ai, 1991; Strader et
ai, 1884; Wess, 1895],
b) Clasificasidn y diversidad dz los recepiores aconiades a proteinas G:
csta gran familia de recepiorss ha side dividida en 5 subfamiliss de
gouerde a la homologia v 2 las caracisrisiicas del sitio de unidn del ligande. L
familia 1 contiene a & mayoriz de ios recepicres acopiados a proleinas G,
incluyendo a los recepiorss para olorss. Tres subgrupos conforman a esta

familia, 2l grupe 1a perienscer ios recepiores para rodopsina v los recapiores B-



ios 7 gominics transmembranales. B grupeit comprende 2 los recepiorss pare
véptides (formyl Met-Leu-Phe, MLP), cliocings v rombina, cuyo sitio de unidn
ncluye e amine ‘srminal, las asas exfracelulares v la paric superior de ios
Ssgmenios ransmemboranaies del receplor. &l grupcic esta formado por los

‘8 MiemDrecs se

8]

caracierizan Jor un amino terminal largo, su sitic de unién al ligande, snconirad
n ef aminc terming!, ne involucra 2 lus dominios ransmembranaies nero tiene
contactos on ias asas sxiraceiulares 1 v 2. La familie 2, para ligandos de alic

o8se molecular ialss como el glusagon v ia secretire, tiene

ne gstructura similar
al grupo 1c. pero no existe homologia en la secuencia de esios recepiores. Lz
familia S esla compuesta por los recepiores nara giutamaic (metabotrépicos) v
los recsplores que ss aclivan por calcio sxiracsiular. Los recepiores GABRA-B Y
un gruge de recsploras para feromcenas acoplados a proteinas G, han sido
recieniemente incividos en esia familiz, Estas 3 familas de recspiores acoplados
a proieinas G se identifican faclimenie ai comparar su secuencia de
amineécides. La familla 4 comprends a los recoplores para feromonas
acoplaces a la proteina G La familia 5 incluye 2 los recepiorss Smo {nor
smoothened) v los recepicres f'irizzﬂed, invoiucrados en el desarrollo embricnario
y en particuiar en la polaridad v la divisidén ceiular. Finalmente, en una familis
aparte se ha ublcadc a un grups de recepiorss para AMPC que sclamente se
han identificadc en el hongo Dictiostellium discoideum [Bockaer: v Pin, 1999].

Para los fines de esta iesis, de aqui en adelantz nos referiremos
sxclusivamenie a ejempios de recepiorss acoplades 2 proteinas G de! grupc ay
b de ia familia 1, enfre ios que se encuentra el recepior para bradicining B2
humang, suya regulasion ss &l motivo de estucio de aste trabajo.
¢) Estruciura de los recepiorss aconladeos a proteinas G

~ pesar de la gran variedad de recsplorss acoplados 2 proteines G

cides, Iodos eflos comparien homologia estructural. Como se menciond
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Wluchos experimenios s2 han sncaminadeo 2 iocelizar, en lcs recepicrss,

os sitios responsabiss de la unidn del igando. Los resuifados més conlundeniss

S0 s ) F 3 ; 5 1o —— U S
gdefivan o @K@E’JWE"’E{LQS coen renspiores modificados por mutac OTH pgﬂmae. =038

sitics que mueslran pariicipacidn en e unidn de! ligando gensraimente estdn

<
&)
b
in

tiuidos por residuos capacas de formar puentes de hidrdgeno, residucs

: WS f i iy 7
SEIGRGos &t 108 Segmenics ‘ransmermbranaies, ast come residucs altaments

r

. . . 1 . .
conservacos en {08 recepiores, & iCS recenioras ;g-adm ISriCos Y an o8

o Y S

Q.
()
m
)
£
1M

raceplores para aceiilcolina muscarinices, el sitlo de unidn para su ligan

formado por una cavidad ubicada en el centre de los sisic segmenics

wansmempranaigs. Dicha cavided, en {orms de nido, se inserta hasta iz mitad de

ia membrana celular. Los grupos amino de los agonistas se asocian a un 4cido
aspariico ubicade en el tercer ssgmenio ransmembranal, mieniras gue otras
regiones del ligando interacilan con residucs especilicos de los ssgmenios
fransmembranales V y Vi [Ji ef af, 18981

0. MECANISHIOS DE ACTVACION DE LOS RECEPTORES ACCPLADDS A
PROTENAS &:
gien podria supconerse que las caracieristicas de activecién de los
distinios recspiores zcoplados a proteinas G fueran comunes. Sin ambargo,
como se na vistc con la unidn del digande, tambidén exisien variaciones
importantes er ol mecanismo de activacidn. La activacién de ics recepiores para
rogepsing invoiucra cambios en la conformacidén de la proteina que incluven
expansidn lateral en la membrana y exposicién de residuos en la perts
clioplésmica. Por oiro lade, el hecho de que ia solubilizacidn de ios recepiores
Bo-adrenérgicos causa un incremento sn su afinidad por e agonista, ha sugerido
gue la senformacién inactiva de oiros receniores acoplados & proieinas G puede

esiar forzads Dor @i medio que los rodea

< OOET
[Shenker, au%g

Pussto gue los siele dominics transmermbranales de los receniores

i

coplades a pretsines G consiituyen su cuerpo princival, un cambic en la

conformacién de esios dominios es probablemente responsabis de la activacion
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svperimentos sg han encaminado 2 iocalizar, an los recevicres,

ios sitios responsadies de la unién deil figando. Los resuiiados més contundenis

h

cerivan de experimenios con recepicres medificades sor mutacidn punfual. Los

Fl ]

tios cus muestran paricipacién en & unidn del ligando ceneralmente estdn
censtituides por residucs capaces s formar pusniss de hidrdgeno, rasiducs
cargados en los segmenios lransmemiranales, asi como residucs aliamenie
conservados en los recepiores. &n los receslorss Be-adrendrgicss v en s

2 membrana celular. Los grupes amine de los agonisies se asoclan 2 un dcide
aspértice ubicado en el tercer segmenic transmembranal, misriras que ciras
regiones del ligando interactlan con residucs especificos de 0s segmenios
fransmembranales V v Vi [Ji ef 2, 1988].

. MECAMISMOS DE ACTIWACION DE LOS RECEPTCORES ACOPLADOS A
PROTEINAS G:

Bien podria suponerse que ias caracieristicas de aclivacién de los
distinios recepiores accplados a proleinas G fueran comunss. Sin embargoe,
como se ha vislo con la unién dei ligando, también sxisten variacicnes
imporiantes en el mecanisme de aclivacién. La aclivacidn de los recepiores para
rodopsing involucra cambics en ia conformacidn de iz protelna que incluyen
expansion lateral en ia membrang v exposicidén de residuos en la parte
citoplasrmica. Por olre lade, &f heche de que la solutiiizacién de los recepiores
Bo-adrendrgices causa un incremento en su afinidad por el agonista, ha sugerido
gue la conformacién inactiva de olros receplores acoplados a proteinas & pueds
sstar forzada por sl medio gue los rodea [Shenker, 1985

Puesio que los siele deminios transmembranaies de ios receplores

coplados a proteinas G consiituven su cuerpo principal, un cambic en la

confermacién de estos dominios es probadlesments responsable de la activacion
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Je esios recegicres. Por ee*f“pio a mutagenesis dirigica sn amincécidos
' 2} by ~ 1 g Yot e - Tesh
conservecos, ubicados en cslos dominics, lales como gsparticc v gdldialmico an
£

o8 segmentes 1i-14 v ill-24 vy argining v proling en los segmenics i-25 v V-8

.

ha revelaco gue estos aminodcidos son imgooriantess 2n el procese de activacién
‘ ; e ; = ; fad i = ar fe
de los r@@@pé@r@s [Shenicer, 19931, Se ha visic cue cambios sn la orentacién de

los ssgmentos il v V! se asocian con ia conformacidn active & inactiva de ios

.t
recepiores, apargnisments estos movimisnics promueven ef ccukamisnic ¢
Fami A B L N L, R . Py i S e N~ R e
exposicion intracsiular de: sitic de uridn de las proleings & [Famens ef a2/, 1995,

m

transmambranal I, v un aspérico en e dominic ransmembrana! il tambidn son
L H

]
g

&
E
-
o
Q
=5
<

importante
2i, 19961,

acién de los receptores [Oliviers af 2/1994; Scheer ef

Asl mismo, los campics en la conformacidn de los segmentcs
iransmembranaies generalmente afecian a2 conformacior de jas asas
intracelulares 2 v 3, mismas gque constituyen parte de los sitics clave para &
acopiarniento de ias proteinas G v para la activacidn de los recepicrss [Spengler

gf af, 1993; Pin v Sockaer!, 1995; Wess, 1957, Las

o

388 inlracelulares 2, 3 v 4
(esta Uliima cue se forma transitoriamenie por palmitcllacién de! deminio
caroexilo terminal) possen sitics de contacio con las oroteings G v sen cruciales
pars @ ransmisién de ias sefaies producidas por la unién del agonisia [Hedin of
al, 1994, Bilmi ef al, 18841 El grupo de Letkowitz [Kislsberg st af, 1982],
descubrid que la subslitucidn de una alanina, iccalizada &n ia unidn de ia asa
intraceluiar 3 y e segmento transmembranal V1 en ios receplores .
adrenérgices, por cualguier olro amincécide, causa un incramento en la afinidad
por e ageonista, asi comeo la activacidn de las proteinas G an ausencia dal
ligando {esie es un ecjemplo de activacidn constiutiva). Una modificacién
equivalents también produce activacidn constituiiva de los recepiores Bz v -
adrenérgicos [Samama ef a), 1993; Ren ef al, 1993], de ios rscepiores dara
1

By PR H T H 7
ircireping [Kosugl ef a/, 1

(!3

83,1894] v de los receptores de levadurz para

2

feromenas IBoone, 19931

Se cree que la conformacién inactiva de los recepiores permite
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acuvacicn de as zroteinas 3 IShenker, 18881 Diche ce otra forme, 'z unidn dat

agonisiz al rscepicr conduce a ura conformacién activa de ésie gue expone

secuencias citopidsmicas capacs
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de forma sspenténes, lz cordorma aciva gr@ducéemde unea activided basal

(23
&

Ey

receptores para Eimﬁ‘mgoéma ne lo son {(Kosugi &t a#} 19931
-2 unigr. del ligande & ios recepicres promueve la activacidn ds unes
preteina G helerotrimérica, qua reside en o lado intraceluler de la membrans. La

activacion de la proteina G inicia la respuesta conocida como sefial intracelular.

=

igunas pm‘zez‘ﬁas G regulan la conceniracidn de ssgundos mensal

1 nsajeros
pariicularmente ef adencsin menolosfaio ciclico (AMPC) o el calcio. La Hberacién
del ceicic de depés?’a@s ntraceivlarss as inducide por & inosiicl ifostato,

producio de la aclividad de una fosiclipasa sspecifica para &l josfatidil-
inositoi{4,3)bifostate, reguiada por une proteina G. Otras proteinas G controlan
directarnente lz luncidn de algunss canales idnicos an la membrana piasmética.
A continuacién serdn descritas las caracteristicas de los elementos intracelulares

rlicipes de la transduccidn de sefiaiss generadas por los recepiores acopledos
a pm‘&eﬁ'nas G.

V. PROTEINAS G:
Las proteinas & heterctriméricas estén compussias de 3 subunidades:
@ By v Actualmente se conscen cuatro grupos clasificados con base

)

nia
homoiocgia de la secuerncia de amincécidos de ia subunidad o [Hamim y Giichris?
1896; Nimberg of &/, 1295], Esta subunidad o comparie ademas nomclogia con
miembros de una gran familiz de GTPasas que incluyen 2 las proteinas G ds
bajo peso molecular come Rho v Ras, ademés de muchos factores involuerados
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receplores para tirotropina ne o son [Kosug! &t &/, ‘%993}
La unidén del ldgando 2 ios recepicres promusve 2 z¢iivacion de una
proteina G heterotrimérica, gue reside en el lade intraceiular de la membrana. La

activacién de la proteina C inicia la respuesia conocida como sefial intraceiular.

Ll

Algunas prcielnas & reguler 2 concentracidn de segundos mensajercs,
o o : et Bt - ol moimim 1 s T
particularments si adencsin moncfosfato ciclice (AMPC) © &l caicic. La liberacidn

del caicic de depdsitos Intracelulares es inducida por sl incsilcl wifesfat
producio de ia actividad de una fosfolipasa especifica para ol fosfatidil-
inosiiol{4,5)bifosfate, regulada por una oroteina G. Oiras proteinas G controlan
direclamente iz furcidn de algunos canales idnicos en la membrana tlasmaética.
& continuacion seran descritas las caracieristicas de los slemenios intracelulares
participes ds la transduccién de sefizies generadas por ios racepiores acoplados
a proteinas G.

V. PROTEINAS G:
s protelnas G heleroirimérices sstdn compuesias de 3 subunidades:
o, B v v Acluelmente se conccen cuatro grupes clasificados con base 2n iz

nomelegia de la secuencla de aminodcidos ds la subunidad o Mamm v Gilchrist

1896; Nimberg ef &, 1882} Esta subunidad ¢ comparie ademas hemologia con

miembros de una gran familia de 8TPasas que incluven a las oroteinas G de
tajc peso molscular como Rho vy Ras, ademés de muchos faciores involucrados
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Le susunidad o

cuendo tene GOP unide, permanece ascclada gon & dimers By, formando un
nelerolrimars inactive, accplade al recepior. Tabe destacar que an en este

gstade, de recepior acoplado & oroiging G heteroirimérica, la afinidad de dste

sor su ligande es mayor que en el estado desacoplade [Hamm, 1988; Vaughan,
1888]. £l cambio conforma un recepior aclive modifica e

zfinidad de la subunidad o por & GDP. En ssta situecidn, 2l GDP es

reempiazade por GTP, la suburidad o asume su conformacién sctive v se

disocia del recenlor v del dimere {.‘w {Bimb&@.&me’ Y Sknbaumer, ‘i:?%g. £i estado
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“cargada‘"’ con GOP. Le velocidad de hidrdlisis del GTF varla sustanciaimenie de
un subtive ds subunidades o a olre {Carhj, $89¢; Linder, 19€ Ojg. Una vez que el
GTP es hidrolizado a GDP, 1a subunidad « se reasocia con el dimere Byy ss une
nuevamenie al recepior, quedande &b sislema lisic para responder a otro
estimulo (Figura 2). De tal manera que la hidrdlisis dei GTP &8s & su vez un
mecanismo gque cenirela ia duracidn de la activacidn de las subunidades a v del
dimero By. Reclentemente se ha descrito un grupo de proteinas reguiadoras de
la actividad de GTPasz de la subunidad « de las proteinas G heteratr
~a imponancia de este grupo, conocido come profefnas RGS, radice en que
acelers la velocidad intrinseca de GTPasa v acorta la vida media del estade
aclivo de la sucunidad o, modulando sl cicic de la proteines G en forma
independiente del recepior [Ross, 19951,

La subunided o y el dimer ﬁy discciades modulan lz aciividad de
sistemas efeclores egpeciiicos: como la adenilato ciclasa, 'a fosfclivasa CB, |
fosfodiesierasa y ciertos canzles parz caicic v potasic [Bimbaumer, 1992

Clapham vy Neer, 1883; Neer, 1895]. La actividad de estas enzimas sfscioras v

de ios canzies idnicos regula la conceniracidn ceiular de los ssgundcs
L4
mensajeres responsabies de desencadenar respuesias ceiuvlares.
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SOy 2 dlEl 3€ congesn £2 subunicadss o clilerenies que se han dividide
Sampmm it e {3 3 i ‘
an 4 familias: Goe, G, Gog vy Caye. Las subunidades ¢, codificadas por 17 genes
dilerentss [8imon of af 1897; Kehisnbach af &/, 1885; Nimberg st 2/ 1985], son

oroteinas con un peso molscular que va de 38 2 52 kDa v comparien entrs 45 v
85 % de homologia en su sscuencie de aminodcidos. Alguncs tisos de
subunidades Go, satticularmente G, 88 mirigicilan en una glicineg cercana al

amine terminal. L2 asoclacidn 2 & membrana de 'z suburidad Go depends de
medificacionss postraduccicnales fales como miristoilacién v paimitcilacion, asi
como de su ascclacion cen ¢l dimere By, cuya subunidad v tiene incorporado un
grupo iscpreniic inseriade en la membrana. La mirsicilacién s una modificacién
irrgversicie, en lanio que la paimitoliacién es reversible. Algunas subunidades G

puedsn sufrir una o ambas modificaciones, este heche ha llevado a posiular gue
la incorporacion de estos grupos regula ef grado de asociacién z la membrana y

cor ende la aclividad de las protefnas G, pariicularmente de iz subunidad Ga

lvilligan ef ai, 1895]. Las subunidades o ssidn compuesias de dos dominios
principaies: ¢i dominio de GTPasa que incluve al sitie de unién de nuciediidos de

guamﬁnag sl silic de unién al receptor y ¢l sitio de unidn dei dimerc By v un

El dimero By es un compieic protsico cue debide z la asociacién

eslracha entre cada una de sus subunidades ss considers come una unida

[958

funcional. Sus componentes pueden disociarss sclamente balo condicicnes

desnaturalizantes i7 vitro. Se han descrito 3 diferentes tipos de subunidades B v
.
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sclzmenrts un 25% Ze homeiogia

12881 Lazs subunidades v, que tensn un pese de -2 kDe, sulrer modificacicne

posiradiuccionales laiss come isopreniiacidn v metiacidn en ef carboxilo tsrminal.
R

= oy g ] fmen = imd e ] J il Al -
Zstas modificacicnes parmtan g ierzcclon noscUacs ¢el Jdimere Ly oon &

Las subunidades o por su perls, transmilen 2 sefal 2 una protelna gleciors,

1)
)
(3]
-
D

z ¢l dimero B puede oropagar varie de esta infermacion al activar a

A Tt MR o H PR PR S ® il b e Ry Lo M
n efecior distinto {mamm v Gilchrist, 1998; Clapham y Neer, 189835 znlre as

£

independientemenie de la subunidad @, s8 encueniran ias cinasas especificas
para ios recepiores acoplados a proieinas G {(GRK 2 v GRK 3, cuya funcidn se
describe en ia seccidén de desensibilizacidn) que se unen a ia membrana celular
& iravés del dimero Bv. Asi misme, la via ds activacion de iz cinasa activada por
mitdgenos (MAPK) tuede derivar de ia funcién de hetzrodimeros By libres
[Lohse, 1883, Adicicnaimente, e dimerc By pusde lievar a la activacidn ds

L .- : 5 il 5 I IH FE T 4 i 4 One
determinadas isclormas de fosfclipasa CF [Camps of af 1892, Smwcka v

el

Sternwaiss, 18831 da adenilate ciciase Cher ot 2, 1995], de fosfciipasa A2 [Kim
et al, 19881, de fosfatidiinosiic! 3-cinasa [Morris ef 2/, 1995; Zhang st 2/, 1984], v
de varias cinasas de residuos de tirosina como la Tsk, la Bik v la Pyk2 [Tsukada
ef af, 1898; Langhans-Rajasenkaran ef al, 19985; Lev et &/, 1995].

o

dy Azoplamiento de los recepiores a miliinles proleinas G

La expresién de urne varledad de subunidades de proteinas G, v |
zsociacion posible enlre ias distintas variedades, podifa tedricamente dar como
resuftado iz formacidn de cientes de hetercirimeros difereniss. Sin embargo, hay

evidencizs que demuestran que existe sspecificidad e 8! ensamble del dimero

>y Y que no lodas as compinacionss posibies son formadas [Pronin v Gautam,




=
e

=4

-

e

%
- 1 HPE ;o4 fanY - 3 3
1992; Schiridt of 2/, 1992; Garrilsen v Simmonds, 19941
5 s ] . * | N H 4 —
L03 recepicres do sisle dominics iransmembraneales cusdsn aconiarse

con mes de una sroleing 3, dande como resultaco una transduccidn de sefaies

muitiiuncional. Asl cues, los recesctores scopiades 2 oroisings G ne slemprs
Hevan a un solo sfecic direcio sobre unz viz de ransduccidn de safales

generaimenie ia transduccidn lleva 2 2 amgificaciédn de la sefal niciel. Por

. B 1o, z - 3 . Frae nost 1

Sjempio, 108 recepiorss wp-adrendrgicos v los muscarihicos Wiy se acoplan 2

varies oretelnas G de g famiia Gy [Offermarns v Schuitz, 18841, =n muchas
h T r

células, la activacion de esie Upe de rscentores puede, & su vez, inhibic 2 la

asa via Go yo Jy), activar corientes de K7 (wz el dimero 3
\ ¥ L o

Varice recepicres acoplados 2 Sp som capeces de glercer una
transduccidn de sefiales dual; por sjemplo, los recepicres muscariicos m2 v
mé4, ios receplores para dopamina D2, para sercionina entre oiros inhicen 2 la
adeniialo ciclasa y estimulan 2 la fosiolipass G- 'Gudermann &t al 19981 Se

piensa gue sn esle caso las subunidades o median 1z inhibicién de la adeniiaio
ciclasa, mientras que ¢! dimero Bv, libsrade de G, activa a ia Josiol iipasa C.
Algunos recepiores acoplados a Gs {por eiemplo los recepiores para TSH, LH-
CG vy F8H, receptorss para dopamina D1 entre ofros) sstimulan 2 iz fesfclipas

C8 v & iz adenilzio ciclesa [Cudermann ef al, 1998), esio puede interpretarss

come acoplarmiento de dos difersnies proteinas G (Gq v Gyry) © a0 términcs de

¥

a

ia aclivacidn de G gue meduls pesitivamenie la aciividad de iz adeniate
ciclasa, y de la presencia del dimerc By, liberado de G, capaz de activar a
ciertas isoformas de la fosfolipasa CP [Bimbaumer, 19921, £r miocitos cardiacos
ransiectados v en células de insecto si2 se na cbservado qus ios receptores Be-

adrenérgicos, cominmenie accplades a G, pueden acoplarse a proteinas G

sensidles a toxing periussis /perienecientes 2z la ‘amila &)
CGudermann v Schultz],
Ciros patrones de acoplamiento que se han descrito inclutyen al de los

receplores muscarinices (My v M) v al de los recenicres para adencsina Ag,

=

capaces de interaccionar con proteinas G, v Gi. Asi misme, los receploras op-
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Y. RECAMBIO DE FOSFOINOSITIDGS CALTIC:

ios recspicres acoplades a protelnas G, come ya s&

=
o
0
o
5
p \
0
2
5

&
m
Q
0

isociacidn de ias subunidades de las srolelnas G seguids

¢e ol infercambio de GDP oor GTR en lg subunidad Go. Esic pusds resuliar an

2 soetiysnife S
& &

AL AT m
PRk =S SRR QL I 11 i

o

icstolipasas =2 s 2 Go v a Gfy. La fosiolipasa CF actla sobre &l fosiatidil

irocsitol 4,5-bifosiale, a partir del cual se gerera inosiiol 1,4,5-trifosfeio {IP3) v

1

dizci! glicersl. En sste peaso, g ssfial
‘apidamsenis en &l cliosc! vV s2 Une & SUs recepicrss gue se encuentran en el
reticulo endepldsmico, mismes que forman un canal que permile i movilizacidn
de caicio de raeservorios intracelulares. El diacil glicerol activa a miembros de la
familia de la oroteina cinase © {(PKC), alguncs de ios cualss (o,B.v) también
requieran dei caicic iberade (Figura 3) {A%beﬁs, 1884, Berridge, 19831

D

E! diacii glicercl ejerce

apsies diferenies en la ransduccién de sefialss:

por un iado, puedes ser susirato para la produccidn de dcido araguiddnico, buede
aciuar come segunde mensajero o bier viilizese en ia sintesis de sicosancides.
For oiro lado, i sanel més mp@ﬁame dei diachi glicero! consisie en aciivar 2 =
PKC, esta cinasa fosforila residucs de serina v ireoning, modificande la actividad

de diversas proteinas an 'z cdiuia [Alberls, 1994, Clapham, 1995].



oy
&~

(g A vl L f3 Q) sepeUODUBAULOD OU
“Pid Op SLUMO0S] S| B BAOR 019010 108D |© 0p'] 0N0 Jod (A
A g 1f 0) s8IRUOIDUBAUOD ()3 f B SBUNIOIOS] B BARDR UGl 8159
‘oD 8p uoIRIBNN B opueooAosd oonusgdopue onones [ ug
sa101dena) sns B aun 98 £ 4] |19 Joremb poeip A 6] ionpoad ered
OYJSONU-G'y [OHSO0Ul [IDNBISO) Je eZ1joiply ¢ esedyolsos e g0
BSRdI0IS0) Bp SBUMOo0S] SBUNDIE OLI0D ‘S21010818 SOSISAID BIGOS
remoe epend enb Ag oreunp | A (o esedjoisol 8] ¢ eapoe enb
bo peplungns el Y0 PepIUNGNS ¥ ug £) eusiosd B] 8p UgineInosip
B ¢ BAS) onb JRUOIBULIOIIND OIGWED UN uelnNs ‘sopuedl sns m%m.
lod sopeanoe ‘Pr) seulerold v sopejdoor saioideses so rompes  LRL
SOPIISOUINYS0) BP OIGWIEI0) B BWSISIS |90 rwribel g sanbi.]

ok Lt

SO WEA
ﬁ_z.m@_m} W.FN ﬂmmh%—m wﬁ WW .mwhﬂ
RREIIEY iy

= 25

i
LS
L—

>

il

gy

LI

)

't

ey
o (e

Losess

ad

C

w
¥

,
)
)
3
J
J
y
X
>
.
ﬁ
b
;
:
J
|



Ry

P

=xisien tres famillas de fosfolipasas fice C e 8, ia yv iz 8). Todas 2las
en formadas por una sola cadena polipéoiidica. Cage familia de fosis livasz C
estd conformada dor varios subtipos, incrementancdc as! lz diversided de

mecanismes activadorss vy reguladorss tara esiz via de ‘ransduccidn. De |

=

m

iscenzima B s conocen 4 lpos, 2de la vy 4 de le & Lz lsosnzima da tino v es

as aflamente homdloge {4C-80%) v se divide en dos regiones designadas como
£y & esia regidn 2814 seperada por una secuencia co 30

sscuencie {de 40C aminodcidos: que contiene dos dominios SH2 v un dominic
PR 7

ngusan a os dominics SH. Los dominics PH
median i interaccidn de a fosiciipasz con la memirana a través de! fosiatigi

sitcl 4,3-bifosfate. Todes las iscenzimas raquisren de caicic para su actlividad
ENO af, 1993; Lee of al, 1935; Smith f 2/, 19941

=

=l mecanismoe de aclivacién de le fosfolipasa C decende ds i isoforma

de la que se rale. De esta manerz, la fosfoll ipesa C 3 es aclivada nor los
recepicres de 7 dominios fransmembranales z iravéds de 2 subunidad Gogii. La
activacidn de la fosfolipasa C vy estd dada por la fosiorilacién de receptores para
factores de crecimiento, promovida por ia unidn de su ligando, asi como
segundos mensajerss gue la activan directamente (coms &l 4cide fosfatidica v 8l
écide araquidénico). Por su parie, la icsiolipasa C §, cuyo mecanismo de

activacién es el menos conocido, se crae gue responde a receptores acoplados

o
iy

familiz de croteinas Gy La ‘osfolipasa C § también se aciiva oor la proteing

que aclive 2 lz GTPasa para Iz pequefa proteina & Rho iFeng ef ai, 18¢6;

Deniro de ios receplores qus activan z la fosfolipasa C3B, arevés de la



subunicat o, S8 snoueniran: De rscepiores Jara iromboxanc Ag, o
oradicining, Darz bomdesing, pere angiclensing i, Tarz erdoisliirz, los
muscasinicos mt vy m3, ioe w-adrendrgicos v los recepiores rars la hormona
gstimuianie de ia Yroides [Moh ef a/, 1995; Kuang ¢f 2/, 19981,

Entra ios recepicres que activan g !a foslolipasa C B, 2 iravés del dimerc
Bv. se encueniran ios receplorss pars hormere illeinizanis, pare vascorssing,
ios By v los Beadrenédrgicos, los muscarinicos m2 v los receptorss pare
. a2 fosiviicese C 5?; &g aclivade, tanic por

¢ por ¢l dimerc 3v de ias proieinas & en respussia a los

recepicres pars vasoprasing Y2, para hormona lutelnizante, v los receplores
vars ecetilcoling muscarinicos m2. Noh of 2., 1885; Kuang &f 2/, 1896}

=l palmitale de ia subunidad o de la profeine G afecia su asociacion
con & fosiolipasa CB. La ?es?eﬁépasé C 8 gue responds a la subunidad c vy al
dimerc 3y, lo hace a través de sitios distintos de interaceién. Lz subunidad o se
une & regiones del carboxiio terminal de la fosfolipesa C B, mientras que ef siiio
de unidn con of dimero By se sidz ar una regidn que va dei Giu™ a2 12 val®
[Kuang ef ai, 1993},
o) Liberacién y ondas de czlcie:

£ una amplia varedad ds tipos celulares, el caicio citesdiics ((Ca®))
juega un papel esencial como segundc mensajero. Esiz ién no puede
metapciizarse, asi que las cédlulas reguian ios niveles de calcio a través de
numerosas proteinas que lo capturan y/o lo transportan [Tavlor v Broad,

i
=n la via de recambic de fosfoincsftidos-calcic, sl EP& gerivado de la

12 membrana del reticulo sndoplédsmics, su activacidn resuliz en la iheracidn d

caicic almacenado en este organsle, a través del gpore idnico de estos

recepiores. Esla sefal, mediada por el 1P, oueds ncrementer & conceniracién
s

del calcio intracelular de 100 nhi haste T ulM [Berridge, 1898]. En a mavoria

i d
i il
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Sird, 1893; Takamura &f al, 1889; Montero of 8/, 19917, A esia anirada de calcio
ebide a iz depiecidn del caicic de ressrverios intraceiulares, ss e

SCnocs como eniraca capaciiativa. Tsia corrienie shirante de celcic ue

4 |1 e i m~ 13 D A e Pa. e Lot
cesignada come coirienis de calclo activade por lheracidn intracsiviar de caigio
i FER P, Y S CEmes <o 71 & 7 3
{icrac) [Holh v Penner, 1862,71883]. La enirade ds caicio, o su lberacidn de

reserverios infrecelulares, modifica la activided calilar 2 ravés de oroteinas
depencieniss de esle idn.

La liberacién de caicie, 2 ravés de los receptors carz 1P, j:amdasce
breves pulsos de calcie que se dispersan {io que se concce como “hot spots”
puntos calisnies) airededor de la enirada del canal, antes de difundirse 2 todc &

£

chicpiasma. La iiberacién local de calcio genera conceniracicnes clevadas de

@

ssie i0n en @f espacic circundante al recepter gue coentribuven a inhibirlo, La
liberacion local de calclo pusds iniclar une raspuesta mayer v glockal, como las
lamadas ondas y cscileciones de calcio [Berridge st 2/, 1998, En las ondas de
calcie, esle 6n liberado del reticulo sndopidsmico difunde a sitics advaceries,
gonde incrementa la sensibilidad de los recepiores vecinos para IF; {nasta llegar
2 delermmninadas concentraciones arrba de las cuaies su sccidn es hhibitoria),
induciendo asi més liberacién de calcio, lo que se e ha lamade, iberacidn de
calcic inducida por calcic. Las ondas de caloio son aceleradas dramaticamente 2
través del mecanismo de enirada capaciiativa (Figura 4). Por oiro iadg, ciertas
protefnas de! reticulc, conocidas como bombas de calcio {ATPasas), se
encargan de recapiurar el caicio citopidsmico bombeandole hacia & interior del

reticulo. Diversas svidencias experimentales han permitide sugerir gue los

5
(3]
o

éillas inician procssos como
migracién celuiar, exocitosie v liberacién de neurciransm isores, enire ofras

iuncicnes [Clapham, 1995; oerridge, 1989,
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%) Proteine o

s A - d G =, 2 H - M
gstruciura v & su depsndencia de co-acicrss: z) Las isoformes de FKG
§ 4 - ’ mr op X o 54 T ey H H ) P R
convencionates (o 30 Bl v 1, aciivedas oor calele, diaci glicerol v fosfatidhi

- 2 " s - il gk ) s o g, |
sering, ) Las iscienmes de PKE no convencions

Jigcll gilcerol, fosfalidil serina v 4cidos grasos no saturados, ¥ no requisren caic

P o

rare activerse. Esios dos grupos pueden ser aciivedos por ésieres de forbo!

e

(TPA; en susititugién del diact glioersi. Por Ultimo ¢ E! grute ds isoformas de
PRC atipicas (£, % v 1) cue aparentements respenden a fosfaiidil inosito 3.4,3-
irifostalo, producto de la aclividad de iz cinasa que fosforiia en posicidn 3 af
fosfaiidi inositc! (P13KY, de ‘s cusl clenas iscicmas respenden & iz presercia del

nelero dimers By ibre [Lopez-iasaca of &), 18871, Ademds ousden aclivarse por
fosfalidli serina, ‘osiatidil inosiides o© por Zcidos grasos no  saiurades
[Nishizuka,1992,1893; Hung v Sarre, 12931

oy Bam s i ) 3 F 7 H 3 : [y - ] 1 RS P
esiruciure molacuiar de fodas las iscerzimas Je familia Jde la PKD es

similar. Todas silas consisien de unz scla cadena polipeptidica con una regidn
reguiadora en el amino terminal {de 20 2 70 kDa) v un dominic de cinasa en sl

carpexile terminal (de aproximadamente 45 kDa). £ dominic reguiader dispone
as regiones conservadas donde se une of diacll glicerol v los dsteres de forbel
Las isclormas de la PKC convencionales fiensr ademds una regidn de unién
para fosielidl serina v calcic. En ol dominio calalfiico sxiste una sscuencia que
une ATP, misma que se comparie con ¢iro tipo de cinasas, asf come un sitic de
union del substraio v la regidn de transfersncie de fosfatos [Newion,1887; Liv v
Hseckman, 1998].

ara gue ia PKC fesforiie protsinas biance es indispensable que nrimere
se aclive. La aclivacidn de la PKC ccurre en tres etapes. E! primer paso consisis
en la fosforilacidn de la enzima en residucs de serina v treonina, esia
fosioriiacion facilita que ! sitio aclivo ssa zccesibls v se estabilice en unz forma
activa. La PKGCS reculere para activarse de iz fosforiiacidén sn residuos de
tirosina. Posleriormente, @ enzima ss moviiza paricularmente hacie la

membrana plasmética, donde el diasi glicers! provoca un cambio conformacional
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de ia oroteina, esic *aciiite la unidn de fosfaiidii serira v 12 liberacidn parcial del

;)

oseudeosustralo (regidn de g enzime cue en su sstade inactive bioquea 2l sitio
unidn dal susiveio). Tingl e Im emide i
de wnién Jdel susirgio) Finaimenis, s& ssizbiiza la unidn de & BPKC con iz
Y- . . .- o H = 1 ) " i o { [ 3

TMETMDIANE ¥ $8 rBIMUEvYe :;crrmehawm e 31 sseudcsusirate, degande e PKC &
su aclivacidn méxima. Debido a cue las isoformas convencionales de PKC
u a ZCION MaxXiTa. Wwelt a Jue @8 solonmmas convencionae s MR
degenden de calcio, cadz vez que se movilics ssle dn de reservorics
i i sl ¢ prem T orem, 3 e . . Py 2 o - 0
niragsivlares, se unig a @ PRKU gus se encusnira en la membrana. El
] Hpt . a7 Jom Bom mi it I Gratembi~tE } Poml A 2 il Bt A fe

ciaciigiicars:, oroducic de la hidrolisle del fosiatidll inosio! 4.3-%ifoslate, debido a

la activacidn de s recepiores membrangles, desaparsce répidamenie. Por oira

varie, @ nidréiisis de fosfatidll colina pusde gensrer diaciigliicersl, asiz via es més
persistente v resulta de la accidn de faciores de crecimienic o ciiccinas,
pudiendo ser sostenida por varias horas [Liv y Heckman, 19981, Zi diacilglicerc!
producido por ambas vias s capaz de activar 2 la PKC, peroc se procesa de
manera Ciferente. £ diacilglicsrol, producide por ia hidrolisis de fosfatidil incsitol

bifostate, es convertide répidaments an 4cido fosfalidice por una cinasa del diacil

3

5
i

glicsrel, para dar iugar, finalmente, a fosfalidii inositol. A su vez &l diacilglicerc!

proverients de Josfaiidil colina, es un subsiralc pobrs pars l2 cinasa del
diaciigiicersi, de lal manera qus se degrada leniamente por una lipasa [Zsisel,
1993; Fiorin-Chrigtensen ef al, 1892,

Por otre lade, la liberacidn de 4cide araguiddnico, promovida por varios
ligandes, entre cllos la oradicining, paicipa en numercsas funciones celulares.
L2 fosfolivasa As se acliva cuando se incrementa la conceniracién intraceiular de
calcio, aumeniande la concentracidn del dcide araquiddnics intracelular (Khan st
af, 19958]. Locs écidos grasos no saturados, como el 4cide araguidénico, junio
con el dizciiglicers! v fa fosfaiidi colina sinergizan ia aciivacidn de i1z PKC. De
gsta maners, la afinidad de la PKC por el calcic se incrementa cuande e
ciaciighicerol v &
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iipicas, que s2 activan por fosfatidil

serina ¥ poco se conoce aun de los mecanismos gque reguian su actividad.
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se aplique en forma de pulsce repelides © gue s8 encuenire pressnis

continuamente [Ferguscn ef af, 1998]. La desensibilizacidn de los receptores

Q.
D
e}
&

7 2 mrataing ~ il : s Fmafmmionlde
accplades a oproisinas & courrs iniclaimente por la lesforiacidn

reCe

g

tores. I gsie proceso participan tres familias de proteinas reguladorss: ias

S

'==€

Sinasas cuyos susiraics son especificamente mismbros de esia familia de
receplores {conocidas como GRKs por sus siglas en ingiés: “G-nrotein-counled-
recepior kinases”, elemplos de silas son s BARK v 1z cinesa de la rodopsing), les
cinasas regutadas oor segundos mensaiercs (PXA y PKC), v lzs arrestinas (las
visuales y no visuales).

La desensibilizacion puede clasificarse en desensibilizacicn homdloga v
desensibilizacion  helerdloga. lLa desensibilizacién  homéloga depends
estrictaments del agonista, de tal manera que solo ios receptores activados se
desensibilizan, gensraimente como resuliado de su foslorilacidén por GRKs. En
conlrasie, la Jesensibilizacidn heterdloga resultz de ia aclivacidn de otros
recepioras no relacionades e inclusc con sistemas de fransduccién de ssfizies
diferaries. En esie caso participan fundamentalimente lzs cinasas activadas por
sagundos mensajercs (PKC vy PKA}. Asl pues, zste lipc de dessnsibilizacién
ccure en ausencia de la ocupacién de! receptor por su agonisia ﬁ}‘-—éausc?ow? et ai

1980; Fresdman v Letkowitz, 1996; Binemann ef &/, 18881
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activar 2 la PKTE [Liu v Heckman, 1998).
=1
b a0 o sregn e Dom H i fin grm e f H o T
erminarse, dara asegurar & reguiacidn orecise del funcionamiente csiular.
02 f

nivelss posieriorss de la cascada de ransduccién de las sefiaies. Ei vrocese de

terminacion de lg sefial es coneocide como desensitilizacidn. Este nroceso ss

8]

define como la alenuacion ¢ terminacién de i sefial & pesar de que al ssifmule
se aplicie en %orma de puiscs repsiidos © que se encuenire presenis

centinuamente [Ferguson et a), 1386]. La desensibilizacién de los receptores

{0

2000iE00s & oDroleinss

! gourrs inicieiments por la Yosfcrilacidn de les
recepicres. =n osie procesc participan tres famnilias de proieinas reguladoras: ias
cinasas cuyos susirzios son especificaments miembros de esta familia de
receplores (conccidas como GRKs por sus sigias en inglés: “G-protein-coupied-
recepicr kinases”, elemplos de allas son la BARK vy la cinasz de Iz rodopsing), las
cinasas reguladas por seguﬂdcns mansajerce (PKA v PKCY, v les arestinas (ias
visuales v no visuales).

La desensibllizacién puede clasificarse en desensibilizacién homdloga v
dessnsibilizacién  heterdloga. La  desensibilizacién homdioga depende
estriciamenie del agonista, de tai manera que scio los receptores activados se

k!

desensibilizan, gensralmente come resultade de su fosforilacidn por GRKs. En

€

orftraste, la desensibilizacidn heterdloga resulta de la activacién de oirog
recepliores no relacicnades e incluso con sistemas de transduccidn de ssfales
diferentes. En esle case pariicipan fundamenialmeante las cinasas activadas por
segundos mensajeros (PKC y PKA). Asi oues, esie fivo de desensibilizacién
ocurre en ausensia de (a ocupacidn del receptor por su agonisia [Hausdor? ef 2/

1980; Freedman y Lefkowitz, 1888; Binemann ef &f 1888L
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e KA
esle grupe de recepicres. Zslas enzimas, conceidas como  GRKs, fosioriar
residuce de sedrz v eonine, mosirands una afinidac exguisi’a nor ios
recgpiores  activaces. Usualmenie los recepiores no activedos 7o sor
fosloriiados por las 3RKs. Se hen identificade 3 fHpoe de GRKs: GRKY (cihasz

=4
¢e la rodopsing), GRK2 v GRK2 (referides como cinasas g los recemiores B-

adrenérgicos, $-ARKT v 8-A3K2), GRK4, CRKS v GRKS [Stofle! ef ai, 1994:

reing v &l isstfoulo, respectvaments, l2s oras 3RXK esidn ampllarmenis
distribuidas.

Eslas enzimas son reguiadas por factorss m mditiples, la GRK1 estd

28 qu

iscoreniiada {Ingiess of al 1992, misntras cue las BFKS y GRKS esién

palmiteilades. La paimiicilacién, al ser un zrocese revarsible, s considerada un

factor més en la dindmica que reguiz 2 ascciscidn de esizs cinaszs a iz

membrana ceiular. lLa GRKS estd reguiada por  un  mecanismo de
autcfosioriacién que es estimulade nor Tosfolipides Kurapull &7 &/ 18841,

i o=
fau Dl

GRK2 v la GRK3 requisren de fosiolinidos para activarse; un dominic PH en o

-

carboxilo terminal parece ser ol sitic  ds regulacién por fosfolipides. Estas
lscenzimas de las GRKs, fambién se regulan por & dimers By [Cnorate ot &/,
1995; Debburman ef af, 1996]. Mientras que los fosiclipidos por sf scios pusden
activar & eslas enzimas, la estimulacién 2 través del dimers By requiere al mismo
tiempo de la presencia de los fosfolipidos [Pitcher a¢ ai, 1898; Debburman &f ai
1995; Plicher ef &/, 1995]. La movilizaciér de las GRKs ¥ 3 hacia la membrana
puece ser biogueada por la sobrs sxpresion del dominic de unidr 2t dirmara B,
ubicedo en el carboxile terminal de Iz GRKS [Dzaka &f af, 1997].

Varios esiudios han determinado jos sitios de fosforiiacion nor ias GRKs
en diferantes recsplorss acoplados a proteinze G. En receplores {eles como ia

Y

rodopsina [Ogure &f af, 1923, & g’:”ag-ads‘rené'a’gﬂcc v & cyp-adrenérgico [Fredericks
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19877 oa silice de fosferilacién se encueniran en &

N ] aa B, W W 1 bS] T 3 & o, w3 F H4 ; er o, . 1 A e
Rvizarsdam v Mosey 18877, los sitios de Tosforilacidn s ercusnirar an la tercera

=y Patemew 7] = T T a- £ g f n 3.
Dy RS J0 B8 LRAS BR B TeglAsion ¢ (08 receTiorss acopiatos =
oy 1 ] 3 Tony 2 7 L %
wroteinas G: ¢f modsio gl rec CREOF Se~RTrenergice.
=t gl 4 T, H -
=! rscepior 82«&@5’9&3@5@@@@ 8¢ he eshuwdiago como modsio de ios
rsceplorss acceplados & proleinas & no visuales [Lafkowiiz, 19881 E: recspior 3o
s S ST Tl pau@Sm Lioisinags o N0 vislay ;' ! i o = qu:‘Ji 3

o

g

par=y

, SN presencle de adrenaline ¢ noradrenaiing, active 2 una protef
Ge, &l dimers Py libsrade facilita que las GRKs 2 v 3 migren hacia la membrana
plasmatica, donde esias cinasas fosforilan ai receplor en su carboxdio terminal.
Subsecuentemente, profeinas sonocidas como arresiinas se unen al recesior

fostoriiade, impidiendo que swista una interaccidn adicioral enire 2l recepior v ia

i
0]
1]
£
|
)

3
=

sreteina G, a este eslade se 18 conocs como estade desacoplado [Fi

Lefcowitz, 1998; Sterme-Marr v Benovie, 1998; Chuang of 2/, 1898]. La unidn de
‘as arresiinas al rsceplor favorece el dirsccionamienio de ios recepicres S

T -,

adrenérgicos a vesiculas cublerias con clakina , debi

de & gue as arrsslinas
enen dominies de unidn a clalrina an & carbowle tarminal [Ferguscn af &/, 1898;
Cocdman of &), 199€]. La intemalizacidén de estos recepicres es promovica por
dinamina, una prolelna motora gque rodea a las vesiculas cubierias con clatrina v
participa en la constriccién de las vesiculas pare que se #eve 2 cabo el proceso
clasice de endocitosis [Urrutia ef af, 1887]. La intemalizacidn de los recepiores
Bo-adrenérgicos se requisre para su resensibilizacién; o ambiente acide de ics
endosomas hace que ef receptor sufra un cambio conformacional gue permite
gue una fosfaiasa especifica desfosforile a los racepiores [Plicher af af, 1985;
Krueger et aj, 1887!. Esta desfoslorilacién facilita cue ios recepiores sean
reciclados 2 la membrana plasméiice, qusdando as! lsics pars otio ciclo da

fransduccidn de sefigles. Allermnalivamenie, daspuds de ser intemalizado, &
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reciante & intervencidn de un cofactor cue mpide que sige rarsduciarde

i’

: . . e .y ; : .
Imioeriancia  de zglas proeings en a cesensiziizacion ds

= rd £ { ro A 0 Fem P e ] i N
copiades & oreleinas 8 en céiulas nizclas [-Ppig of al, 18898, Zhang ef af
19875,

~a familia de las areslinas incluve por ie menos & mismiros gue han
sido clasificedos de acuerds a su homologia y cigtribucidn dsuiar 1) s arrestina

visuai, localizada principalmenie an la retina, pusde snconirarse

©
o
3
0
[
=
£
0

x5

pineaiss vy lsucociios; 2) fas S-arsstinas | v 2 son mds ubicuas serc ss
encueniran mayoriizriamente en el tejide nerviose v linfético; 3} iz arestina de
ios conos {C o X-arresiing) se sncuentra crincipaimente en los cones de los
folorrecepioras v fambidn en céluias pinealss
arresting-b y £ que se expresan amsliam
Las amesiings son proteinas cifoplesméiicas cue migran hacia g
membrana plasmatica para unirse a los recepicres acopados a proisinas G
activados. Este svenic depende de la fosforilacidn de los receniores vor la GRKs
y promugve su inlemalizacidn. La fosiorilacién del recepior Bo-adrenérgice per ia
GRK2Z incrementa de 10-30 veces iz afinidad de Iz g-arrestina por e recepior,
misntras que la unidn del agonista al recepior diene un menor sfecto en gste fipe
¢g interaccién [Lohse et al, 1992: Gurevich of ai, 1993). Las arrestinas contienen
mdltivies sitios que son sustraio de proteinas cinasas. Los clementos
estructurzles que contribuyen a la unién de ias arrestinas con ios raceptores
incluyen & un dominio deneminade P qus permite el reconocimiento deif recepior

iosforilado; el dominio A que es ! sitio de reconocimicnto de receptor en s

U

forma activada por ai agonista. Fi dominic A de ias srresiinas interacciona con gl
recepior sn miliples sifos que inciuyen a la primera Y 2 & lercera asas
intracelulares [Guravich ef 2/ 1994: Kn upnick el af, 19941, Cuandeo las arrestinas

s& unen al receplor por esics dominics, inducen cambios coniormasionales que
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fogioriiacidn;. Estos camiios conformacionales fambién nemiten 2 nteraccidn

. S o . . o pman o
dg o8 domnios reguMiacores en @ aming terminal (A1) v carbexiio tarminal (RSN
hdermds, ias B-arresiings 1 v 2 contienen &0 s carooln tarminal un doming de

4y Desensibilizzcidn heterslidge v pasel de las proleinas sinasss activadsas
SOV SSTLNCoS mansaieros:

csforfiacidn v regulacidn promevida oor jas orolsfnas cinasas

=Tt

sguiacas por segundss mensajercs se nNa demosirade en muchos recsptores

o

acopiados =z proteinas G iFreedman v Lefkowitz, 19981 Fl eiemzic més
sstudiade ha side & racepior Beradrendrgice, @i cugl ss un excelenie subsraic

para la PKA [Siadel of af 1883; Lohse af &/, 1980. En la mayoria de los cascs,
la fosforilacién por proteinas cinasas activadas por ssgundos mensajeros no
parsce ser influerciada zor la unidn del ligande al recentor. Por egem;—?e, g8 ha

el o 4 o =

intracelular resulta en la fosforiiacién de los recspiores ﬁg—adrenérgﬁccs Dor ia
PRA provocando e desacopiamiento de la proteina G [Lohse, 1890,1982).
Evidencias recientes han sugerido que la fosforilacion de los receriorss B.-
adrenérgicos oor la PKA suede promover ol acosiamienio del recepior 2 la

vrotelna G inhibiloria (G) (Daska of 2, 18977, shuacién JUe Como

L) b

<

3
previaments, es necesariz pera la activacién de la viz de la MAP cinasz por
i, 1988,

Yarios recepiores acoplados a proteinas G se reguian por oire tine de

estos recepleres v requiers de su endocitosis [Daska, af af,

proiginas cinasas aclivadas por ssgundes mersajercs, en paricular por

miembrog de iz familia de la PKC. Muchos estudios han zbordade ia

5

participacion de la PKC en la regulacion des los recepiores aconiados a proteines

~

G usandc ngu iiaderes farmacolégices para iz PKC; sin embargo, ssios sstudics

.....

iz proteina &g o sobre ia %smhp 22 C [Garcla-Sainz 19811, Sin ambarge, es

clara la padicipacidn de foslorilacién de diversos recepiorss por ja PKCs
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0s recepiores para sndoteling BT, (sxoreszdos enddgenamenis) se induce
fosforilacion de os recepiores ouy-adrenérgicos, promovida por la PKE, alierande

su acoplamisnio son ig proteina G [Vézouez-Prads &f al, 1367
o} Internalizacién de recepicres acoplades a protsinas &
Existen evidencies que demuesiran qus la fesforilasién de recapicres

acoplados a proteinas G, cromovida por las GRKs, v la unidr de lz -arresing

0.
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3
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Figura 5. Por efemple, en células 08, los recapiores
muscarinicos m2 se intemalizan més cuande la GRXKS es conirensiasctade, en

o pud . e ; - Is Smfarmal A
ianto que mutantas dominznies negativas de GRKZ ratardan 2 internalizacion

de 2sios receptorss [Tsuge ef &f, 19841 Resultados simiares ss obfuvisren con
une mutante del recepior Beradrendrgico (Y3264, que es un substalo pobre

para fa GRKZ y que no es intemalizade; sin embargo, la intemalizacién se
restaura cuando se sobresxpresa 2 le GRK2 [Ferguson 2f &/ 189z). Tambidr s

T Rl Edb

1 ¢

recugera la intemalizacién del recepior mulade cuando sz sobre sxpress 3-

zrrestina [Fsrgusen &f &, 1996]. Por oiro lado, mulenies dominates negativas de

B-arresiina reducen notablements [z intermalizaciér de los racepleres [Ferguson
et al, 19€6; Lin et &/, 12871

La sobre expresidn de amesiina 2 aumerts la desensibilizacién del

receptor muscarinico m2 [Schlader v Mathanson,1997]. COtros resultados

sugisren que el receplor muscarinico m2 en células HEK, es inemalizade de

forma independiente de arrestinas v no requisrs dinamina [Pzl s-Rviearsdam ef

i

A

&, 1887 Resuliados similares se han obisnidc parz el recepior tipe 1 parza
angiciensina i [Zhang ef 2/ 1998. Ti procesc de intemalizacidn de los
recepiores muscerinicos m2 v de ios recepiores tipo § pars angiciensina i, en

p N

células HEK, contrasta marcadarnenie con el de los receptores Bo-adrenérgicos
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sn s mismas oél GBS, 8N 888 G280 = ifgves dg una via cepsngienie oc

‘seepiorss mussarinicos mi, mS, mé en céiuias HEK, se cbservé que esios
recepiores son intemalizandos en una fome independienie de arrestina, 2ers
denendiente de dinamina. Por oo lado, de dinemina parsce importante parz Iz
movilizacidn de .08 recepiorss locaizados e invagineciones de iz membrana

iamadas cavecias; ial es ol caso de ios recepiorss vara endoigling A gue se han

Bamomom Vs s o . mnm Dom ey gem o L o Tpd e DAL o o2l s S, ERT o potay U o Y S P T e )
WOEIZAaGO S a8 Cavadias ooy s YV OLBSE-LUNdrErg gy, Un &8f gz, "dY8E

Fesumiendo todos esios hallezgos, se puede decir gus sxisten varias
vias pelenciales de endocilosis pars los recepiores acoplagos 2 proteinas G. La
wnidn del figande nduce losforiiacidn del receplor v wnidn de proteinas
adagtadoras, mismas que pusden unirse al recepior de manera independiente
de la fosiorilacién de ésie. Posteriorments, las proteinas adapiadoras acoplan al

rscepior con diferentes lipos de maguinaria endeocllice capaz de intamalizar a los

-

recepiorss a iravés de vias dependientss & independieniss de dinamina. Sn la

h
L

1 3 - Y 3 i H . it = ] s H & 4 “ i
via dapengienis de dingming, e intemalizacién pusde OCUITIT, & waves <e &

B

arrestina, haciz vesicy cubierias con clatrina

3
¥

bisn 2 través de un adapiador
aun no conocide que lleve a ios recepiores acopiades a proieinas G hacia olro
tipo de vesiculas no bien caracierizadas. Este adaptador desconocido lambidn
puede dirigir los recepiores acoplados a proteinas G direciamenie hacia las

'solas o permilir que los receptorss acoplados a proteinas G interaccionen

dirsctamenie con caveckina en estas estruciuras membranales. Otres receptores

¢e dinamina por medic de adapladores difsrentes v h vesicuias no cubierta
de clalrina [Blnemann et al, 19981 (Figura 5)

Tradicicnaimenis sz habia pensadc que los recestores secuesirados
eran incapaces de lransducir sefiales. Ss suponia que al ser removidos de su

ambiente de proteinas G y efectores v resultar inaccesitles para sus ligandos, su
funcidn se vels Interrumpida por ia intemalizacién, Sin embage, se ha postulade

que la inlemaiizacién de los rsceptorss Bo-adrenérgicos se requiers para activar
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describe que ios dominics SH2 sdlo-se unen & residucs de fosfoiirosing, comc
gjempic se liehe que en la interaccidn de SH2 v la protaina BCH, asi como la
Interaccion enire & dominios SH2 de Raft v &n que dependsn de fosioriacis
e residucs de serinz [Cleghorm, 18845,
Otz funcidn de la inferaccién proteina-srofeing, 2 iravée de 8H2, es 2
relocalizacion de las proteinas, por ejemgic, ios receptorss para sl factor de
crecimienic PDGF, después de ser estimuiedos al unirse al factor,
iosfolipasa © v v & l& Pl-83K ertre otros componentss del sislema ds
ransduccidn en la membrana plasmética [Meisenhelder, 19821, La interacciér de

iog deminios SHZ con secusncias fosforifadas pueds fener sfecic sobre |

0

aciividad de enzimas, pariicularmente cinesas, ya sea induciends cambios
conformacionales o permitiends la interaccién intramolecuiar entre el dominio
SH2 v el sitio regulador de las enzimas [Liv, 1893].

Muchas proteinas poseen un solo dominic SHZ, misntras que otras
fienen méds de uno. Las proteinas que tienen més de un dominio pueden ssrvir
come chaperonas en ‘a interaccién de dos preleinas ‘osforiadas diferenies; ner

ADN A1

ejemple, la proteing que promusve la aciividad de GTPasz as (GAP) ¢ 1=

£1,

e

subunidad p8% de P83 ¥ tenen mds de un dominic S-2. P

-

a
A

gl casc del

o

recepicr para PDGF que tiens en ol sitio catalftico ires residucs de tircsing, 1a
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uanion ¢ la suburdcad 282 ge Pl-3 K ai recepior ocurre sxciusivamenie cuandc
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4@ urosina se 'osionz, entoncss s& pueds unir ia protelna CAP [Kashishian ,af
1 < et f b H in y ™ e :- 2 e 5 rd

gl, “882.. La aciivacidn In vire ds la PI-3 X utlilizande fcsforndptideos sintélices as

e e
[Carpenisr ef g, 1893,
fo ) ? 1 aRET ' v ] ] §
Heclentements se ha idertificado urz segunda class de domirics de
z = g & H e, e o o e, - . ] & 5
LD DEre toSioiresings en ias proisinas adaviadoras She & IRS-iisusiraty dei

recegior pare nsuling), & los que se les denomind dominio PTE (unidm =z

csing) & i {interaccién cen fesictirosing) [Kavanzugn, 1895; Sork, 19951
Esics dominics sor difsrentes al dominic 8H2 v ne comparier similtud en iz
secuencla, nere & igual gue ios dominios 8H2, su uncidn es la de univ 2 ias

cifices de fosfetirosinas [Zhou, 1995],

&) Dominios SH3:
38 dominics SH3, por su nare, son dominics de 80 a 85 amircdcicos
1 [)

Jue pariicipan en iz inisraccién protefna-protena en sscuencias ricas en profina.
Estos dominics frecusntemenie s sncuentran jum@ 2 ios dominios SHZ en la
misma  groteing. La  interaccidn enire os dos dominios puedes lener

imporiancia reguledors; oor slemplo, an lg cinasa Sre, el dominic SH2 regulz le
aciivided de ia cinass al formar una eshucture csrada por interaccidn
intrarnciecular con une tiresina fosforiiada cercana a) dominic carbowio terminal,
dejando encerrade al dominio caialilico. En esie caso, la desfosiorilacién de esta
tirosina, la competencia de otras fosfatirosinas (en oiras proteinas) por la unidn
del deminio SH2 de la cinasa Sre o bien la interaccién del dominic $H2 de 1a Sro
con cominics ricos en prelina en ofras proteinas, mismos que son expuesios en
ocesion de cambics conformacicnales, flevan al "desdokiamiente” de la enzime,
permitiendo la activacidn de la cinasa. En ia! caso, es furdamental la integridad
del deminio SHE ya que mulaciones en ssie pueden dar lugar 2 ia activacion de
le cinasa Sro [Thomas, 18971 Asf puss, &l dominic catalitico de la cinasz Src es

manienidc en un eslado inaclive a lravés de dos difersniss interaccionas



PAw o= H [ & -~ Tl
une & une regicn de orolinas, en &l sitio de conexidr Zel domminic SH2 con &l
4 1n L 4 7 o,
dominio cataillico, en lanio que sl dominio SH2 interaccicns con iz ‘osio-lirosina
=i ' 7 -7 ; 3T, 4 fremen” = ! Tomemnas  F) s, Fd
situada er: ja posicion 327, cercana al carbaxdio terming. de 2 ciness. [Cohen &f

2}, 1893, Schaffhausen, 1995,

Se nz sugeride gue los dominics SHI det

(3
5
i
>
i
&
O
A
e
m
Q
[»
&)
®
3
o

tem ‘;F“\ M\L P oy
8

2 Toslciipase T v sen o8 responsabies e
prolelra hacla = cliossousials, mieniras cus o dominios 3H2 de 2 oroiena
Gro2 son indispensabdles pare su localizacidr en la membrana. En general, ssios

dominios regulen negativamente la aciividad de las cirasas de residucs de

5 o ¥ andiomn 1 omiip & o PR, o Fata B alials]
trosing que ne iorman rane de la estructura de ningln receptor [iayer, 1883,

Bar-Sagi, 1992). Otra proteina con dominio 8H3 es i dinaming; en este casg, ia

interaccidn mediada por estos dominios SH3 leva a la aciivacién de ésia

¢} Deminios BH:

Por Gitimo, ios dominios PH, denominados as! por su homologia con ia
proteina piaguetaria plekstrina, s& encuentran en une gran variedad de proisinas
de transduccidn de sefales v dei ciioessguelsio. Eslos dominios PH esid
formades por una regidn de aproximedamente 100 amincédcides [Maver, 1893;
Aaslarn, 1803; Gibson, 1884]. Por mencicnar aiguncs ejemplos, ios domirics PH
gsidn pressnies en la B-arresting, I dinamine, la proteina Sos, ia cinasa Btk v la
cinasas GRKZ entre oiras [Hyvonen v Sarasie, 1997; Koshiba ¢ zi 1997
Macifas, 1994; Timm, 18941 Los dominics PH pusden mediar lz irleraccidn
preieina-proteing v proteing fosfolipides [Lemmon ef ai, 1998; Rebecchi v
Scarigla, 18981
prefeines ss generaimente baja [Musacchic ef &, 1983], o gue ios hace
carscicos, es sl plisgamisnto de los dominios BH, cue es vifuaimenis of mismae.

Estos dominics participan en la unidn ds las proieinas & la membrana va que se
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traves dal fosisiidi imosiial 4,5-bifogla S ilelhon, TYwsl il DALe! TUNCIONal ¢e oS

fre B o 4 s L % £1E ,
dorninies PH es conducl @ sus oroteines 2 & membrana, donde faciltarn v

regulan reaccicnss enzimdlicas; por slemplo, la hididlisis dei fosfalidii inosiiol

diverscs slsciores en punios de ia via posisriorss 2 la activecion del racenior

as isoformas Jde la fosiclipasa CF también tienen dominios PH en su estructura

primaria, mismos que se difersncian de los dominios de ia fosfolipasa C8 en gue
estos ne funcionan para &l anciale 2 iz membrana a fravés dei fosfalidii inositol
4, 5-oifoslato [Runnels, 19881

Ciros gjemplos especﬁficas de ;@r@*&@i’nas con dominios PH es ai de la

i S § oo fom 1 P | RPN, Py no Do o o 2 1=
Q@S@“’Q?‘dﬂ??@’h@ € 2% vesicu:as snaociicas Y amiiien 28 estimuiads 007 irz v

2 Lt aith 2 L, | i gy, 2.0 ; -~ A ! Hat] =
iestatidil inoshol 2 sravés de mecanismes gue requiersn de los dominios FPH

[Rebecchi v Scarlala, 1998]. Salim vy colaboradorss an 1898, demosiraron cus
los domirios PH de dinamima se unen especiicamente a les vesiculas
compuesias de fosfatidil colina, colesterol, fosfatidil serina, para iz unidn de

astos fosfolipides se recuiers de iones calcio v magnesio. En el casc de la

%)

cinasa 3K, se cree que los dominios PH aclian come adapiadores en la unidn a
la membrana, ssia cinasa de residuocs de firosina no tiene sitios de mirisioilacién.
La unidr de dominios PH al dimero Bv in viro, v la sobraexpresidn de zsics

dominics, lava a una reduccidn en la hidrélisis de fosfoincsitides por aquelias

iscforrnas de la fosfolivasa CR  aciivadas tor ef dimere By. La interaccidn del

3

dimero By con dominios PH, zunade 2 la nresencia de esfios cdominics e

diversas cinasas con especificidad

”CJ

ara residucs de iircsing, sugiere alguna
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sulkaca, 1884, Ademés de & ncudadie interaccidn de fas GRK 2 v 3 con
z

4 3 Zom? o A J - TRALT P Jr . ' % P .
Los dominios P de 2 cingse 2K se pusden unlr 2 sclormas de PY

i : f LI - e mana H
sue depender. de =aicio (&, 3y 311 v elguras lscformes que son independientes
- o b -, > n -, - i
e este ién € v & [Yao & &, 19841, Por otro ‘ade. &l sitic responsable de iz

abarce 2 ics dominios PiH. De izl forma gue esle dominic ancle 2 la cinase a &
e r ey e o . B o Pt S 7 N T
memorana a iravés del dimero §v [Touharz ef ai, 1994; Shaw, 1898].

vucras ssfales exiracelularss se ransducan gracias a iz fosicrilacion

an residucs de firesing de recapiores, adaptadores v efecioras iniracsiuiarss. La
fosiorilacidn de ssios residucs de trosing resulta de la aclivacidn de cinasas
sspecificas, (TyK) gus catailzan la fransferencia de un grupe fosfaic del ATR a
residucs e dresing en ias @r@t@fnas susiratos. Estas cinasas son comporsnies

criticos de las vias de fransduccién de sefales responsabiss de la proliferacidn v

2
-
=®1
[11]
st
o,
8
o
3
€3

sluiares, en clerles esiados patolégicos Ylevan 2z e

mitogénicos debides 2 faclores de crecimiente, activan sefiales que disparan
respussias lales come secrecidn, sefiales de adhesidn promovidas por la maflriz
extraceiular y sefales que estimulan ja motiiidad celular [Erpel v Courineidge,
1985, La fosforilacién en los rsceplores parz factores de crecimienio v
molécuias de ransduccién de sefiales intraceluiares armplifica Ja sefial por medic
der acopiamiento de diversas proisinas efecloras.

iLas TyrK s@ dividern en dos familias: a} Le cinaszs de residucs de
tirosing consiftuldas come parte der dominio clicsdico de los recepiores para
facloras de crecimienio v b) ias Urosinas cinasas ciicsdlicas, también llamadas
itinerantes por su capacicad de movilizacién hacia puntos caives donds sg inicia
o amplifice la ransduccidn [Uilhch, 1880; Superti-Furgea, 1998). Los recepiores
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rormonas, tales come: & facier de crecimienio epidémice (EGF), si facior de

gstimuiader de colonias v gl facior de orecimienio

Hosing  Jioscuces o lensn, dssds uege, porciones eirzosivlerss o
Yom, i oy oy g M t il A [y .
JENSIMSMOIENaes & NCILYENR 2 mMism2ros ae ias Yamilas de Sre, Abl, FAK v
140 N frid o T i i
JARS enire olras [Superi-Furgos, 19951 Debido 2 sue jzs Tk uedsn ur nanel
n - P J’ Fs R [
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clave sn 108 Drocsses de transduccidn de sefales, su acividad cataiftics as

finamenie confrolada en las cdlulas normales mor ofras enzi tales como

.
£
oW

fostatasas, ofras ¢ ge residuocs

)

dge serina, edermés d

i 0 mn onpa

los mecanismos autoreguladoras [Ulirich, 19907 .

@ ﬁ}
:
n
€2
)

&
(1]
1]
€3
[
4]
ef
£
o
o
ey
i
0]
. |
i)
O
o
i
-4
%
O
=g
£
;
/7]
m
w

8} Receplorss con aclividad de oinasa de residuce de Hirosine:
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glicoproisinas ransmembranales que juegan un papel clave en las vias cue
afectan proiiferacién celular, migracién Yy metabolismo. Ademgs de ser
esenciales para &l desarrcilo smbricnaric v la regensracién de iejidos [Ulirich,

19901.
La familiz. de receptorss con actividad cinasa de tirosing puede dividirse

en dos grupos, dependisnde de su organizacién estruciur

&
2
-
i
%
&y
O
o
)
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»

receplores, perlensclenies a sste familia estdn compuesios por ure cadena
polipeptidica v son monoméricos en ausercia del ligando, constan de una
porcidn exiraceiular a la que se unen los ligandos, una regidn Iransmembranal ¥
una percidn cliopidsmica donde reside al dominic de actividad catalitice v siiios
para la interaccidn protsinas acopladorezs o efectoras. Los mismbros de o

subfamiia de los rece-p‘i;cres para insulina sorn dimercs, unidos por pueniss

La porcidn exiracelular de los recepiores para faciores de cracimiento
¥hibe una diversidad considerable snire sus miembros, fpicamenie ésia

porcidn estd formada de modulos proteiess, enmollados discretamante, que han
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sico clasificados come dominios sarscidos 2 la inm unoglobuling, dominios ricos

en cisteina, dominics parecidos 2 fioronsctinag dee Iy dominics parecides a!
facior de crecimientc epidérmice (EGF). En coniraste, ia porcidn citoptédsmica es
mag uniferme, cespués de la porcidn ransmembranal sigue una regidn lamada
yuxtamembranal, seguida por el dominic catalitico v finzlments la region det
carboxiio terminal. Las regiones vuxiamembranales y la regidn del carboxile
terrninal ienen varios residuos de iirosina que son auicfosforiiades por efecio de
‘f‘ uw}e.““

Er general, la activacién de receptores con actividad de residuos de
tirosina cinasz rsquiere de dos procesos: el primere es iz esimulacion del
receplor y el segundo es la creacion de sitics de unidn vara proteinas sfectoras.

La unior del ligando Hleva a la dimerizacién de los -ecenicres n mencmericos o

nj
f =

reacomodo de la esitructura cuaternaria de los receptores heteroteiraméricos,
resuliando en la autofosforilacién de residucs de tirosina especificos en la
porcidn citoplésmica [Ullrich, 19801, La jfosforilacién de 2 6 3 residucs de tirosina
en lz asa caiglitica de la cinasa del recepior {asa-A), estimula la actividad de esta
enzima, mientras que la fosforilacion en oiros residuos de tirosina, genera sitios
de unién para proteinas que contengan dominics de reconocimiento de
fosfotirosing, feles como ei SHZ ¢ e dominio PTR [Pawson, 18851, Por eiemplo,
sn el recepior 1 pare FGF se encuenira un siic de autolosforiiacidn en el
carbexiio terminal, este sirve para la unidn de alia afinidad de la fosfolivasa Cy a

traveés de su dominic SH2. Esia interaccidn se raguiere para iz activacion de la
mencicnada fosfolipasa Cy mediada por el recepior para FGF 1 [Mohmmadi,
1992; Felers, 1992]. La fosforilacion de los residuos de (2 asa A del dominio de
cinasa de los receplores es crfiica pare fz estimulacion catalftica y las funciones
biclégicas de los recepiorss para insuling, para FGF enire oiros [Eliis, 1986;

Mohammadi, 1998]. Una excepcion son los recepiores para ECF, en este caso,

oD

r la asa correspondients, los recapiores poseen residuos de fenilalaninag en

ugar de tircsina [Gotoh, 1982]. Una vez que e recapior se ha fosforilado,

ccurre la asocizcién de la proteina GRBB2, esta unidén permilte gue SOS se

movilice hacia la membrana plasmétic a 'y aclive a la proteina G ge bajo peso
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rmolecular Ras. Posieriormente, se aciva la cinasa Raf que dispars ‘g vi
sefales de las cinaszas adiivadas por miiégenos (MAPK), canac

-

osicrilzcidn ds

D
0]

transcripeidn de gen

4

= Apemrafie af £
o Heves g s

gt

qQue esios dominios reguladores incluyen sitics de mirsioliacién en e amino
terminal, dominios SH2 v SH3 asi como una

tarminal,

region reguladora en si carboxilo

Los dominios reguladores de cinasas citosdlicas de residuos de tirosina
estén menos definidos, pero incluyen dominios SH2 para la familia de SyK y

dominios JH3 y JH7 para Iz familia de JAK, se cree que estos dominios

participan en la distribucién subecelular ¥ en la aclividad enzimética de estas

cinasas. En la familiz de FAK se encusniran dominics en &l amino y carboxilo

erminales gue estan pobremenie caracterizados, aungue se sabe que estos

3
0
:

minios median interacciones proteicas y regulan ia distribucién subceiular de
esta enzima [Jackson, 1998].

meayoria de las cinasas de residuos de fircsing, tanto las ciiosélicas
Gue constituyer: parte de los receptores pare factores de cracimiento,
se activan por fransfosforiacién de tirosinas en s asa A. Sin embarge, el
mecanisme involucrado an Iz transtosiorilacidn représenta variaciones sobre la
cimerizacién de iz proteing. Algunas cinasas itnerantes, como los miembros ia
amilia de JAK, y Lok de la familia Sre,

—ia

son activadas por homo 6

neterodimerizacién de recepicres que conducen & la asociacidn no covalenie de

estas cinasas; sfemplo da ellc son ios recepicres para ciiocinas v receptores
CD4/CD8, mismes que czrecen de iz actividad cataiftica v se sirven de ias

cinasas mencionadas para trensducir iz sefial recusrida

ligandos [Tomas y Brugge, 1987]. Olres cinasas citosdlicas son aciivadas a
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fravés evenios de transiosioriiacion que involucrar & los recepicras son accidn

-

de cinasa, tal es ¢f caso de Iz activacidn dai recepter para ECGF que fleva 2 la

o
activecién ds la cirasa Src, 6 2 oiras ‘zmiiia

cirase Src paricipe frecuentemenrie en iz activacién de las cinasas ds |

familias FAK, SyK vy BiK. Estas intersccionss muchas veces ‘mvolucran

reclutamienic de uno d= ios subsiratos da iz cingss 2 iz membr

zne plasmatica ¢

. :
o~

bien ia movilizacién de ias cinasas cercz da ia Stc para su fosferilacién [Mori,

1883, Alonse, 1985; Weiss, 1928
Ciro nivel de regulacién de lzs cinasas cliosdlicas nvoiucrz las

irtere

recciones intramolecuiares meadiadss sor sus dominics SH2 y SH3. Por

siemplo, un residuc ds lirosinz cercans al sxiremo carboxile terminal de Iz

[¢7]

cinasas Src funciona come un sitio de fosforilacidn de o

egulacién negativa

(Thomas, 1897]. El dominio cataiftico de ia cinasa Src es manisnido en un

esiado inactivo a través de dos diferentes interacciones intramoleculares con sus

deminios SH2 vy SH3. Mientras que el dominio SH3 se une 2 una region de

prolinas, en una regién gue conecta a! dominio SHZ con el dominio cataiftico, el

dominio SHZ se une 2 la fosfo-tirosing sityada en la posicién 527, cercana al

carboxilc terminal de fa cinasa. La activacidn de la cinasa puede ccurrir por la
unidn a los dominios SH3 de ésiz de susiraios proteicos que contengan

secuencias ricas en residucs de prolina ¥ que compitan por ia unién con el

dominic 8H2 dge ia tirosina cinasa, También puede activarss el sitio catalitico nor
o

in
union

en el dominic SH2 de oiras proteinas que contengan fosfotirosina & por
desfosforilacién de! residuo de tirosing 527
{(Figura 8} [Weiss, 19098,
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vacldn por fesforilacidn

espectiicidad por residuos

$ con actividad de cinasa de residucs
sransfosiorilacion de las tirosinas an ol asa
Smento iniraceiular que parmite e reclitamiento
lz iransduccion de sefiales hacia el niiclen. B

t a. A} La dimerizacién ae los recepiore
tiresina inducida por e ligando, lieva a la
A, a la iosforilacion de residucs enelse
proteinas accesorizs para Que se inicie
dominic activo de las cinasas de residucs
medianie inieraccionas intramolecular
desfosforilacion en el residuc de tirosi
por comps

yE
de tircsine citosdlicas permanece Inaciive
€8 con sus dominios SH2 v SH3, Por nrocesos de

ne 527 se activa iz enzima, también se puede gciivar
tencia de otras proteinas con los dominios SHS. Para mas detalle ver en el texio.
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mbarge, recieniemenie se ra descrilo
gue los racepiores acopladeos 2 proteings & sueden ser mediadores 'mocriantes
dei crecimiento y diferenciacidn celulzrss iohenzsekaran, 1983). Anorz as bien
conociae que muches recepiores acopiado
las cinasas aciivadas por midgenros (AR

gue funcionan come reguladoras de fsctores transeripcional

188€; Gutkind, 1988 Esizs cinases dssempefian un papel impor
iransduccidn de sefiales mitogénicas. Su participacién se pone en avi
observar que s se Impide su funciér, se deliens lz proliferaci

dependienie de agentes que estimulan e crecimienic [Pages, 1893]. Esto

genes.

Los recepiores acoplades a proteinas G pusden promover la activigad
de clnasas de residuos de %rosing & inducir a formacién de complejos de

renscuccidén de sefiales cus conducen =z mitiogénesis. En las vias de

[]
oroliferacidn activadas por receptores acoplacios a proteinas G parlicipan ires
clases distinias de cinasas de residuos de tirosinas {rscepiores para faciores de

crecimisnta, v cinasas citosdlicas de las familizs de Sre y FAK) que aciGian como

-

mediadores de la activacién de Ras [van DBiesen, 18€5; Chen, 1996:

Sadoshima, 19986; Daub, 1887]. Por ic menos en tres tipos de receplores con

aclividad de cinasa de residuocs de tirosing {recaptores para PDGF, EGF vy para

{GF-1} se {osforiian en residucs de trosina fluege de la aciivacién de ciertos

receptores acoplados a prolefnas G [Linseman,1995; Duab, 1896; Roa, {995

42, i
En ceélulas R , ia estmulacién de recepiores wvara Acicdo
lisofosfatidico, para endotelina-1 v Para trombina induce ia fosiorilacidn de ios
recepiores para EGF v la aciivacidn de 'a cinasa ERX (Lha de las cinasas
clivadas por mitdgencs), o que suglere que Ia activacién de recepiores con
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actividad de cinasa de residuos de firosing, mediada 2 oor recepicres acoplados a

acoplados a proteinas G, se requisre d
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icas comoe 3o
ara que la sefial arribe al niclec. Lz nhikicidn de la Src reduce 2 fosforiacidn

du
ingsa =RK provocada por la

P g £ 1. —~ AR | 1
Ge cinasas intermsdiarias v la aciivacién de la ¢

- . o LY [l 4 T aeskesll S0t
presencia det acico nisclosiatidico o del EGF [Daub, 1987; uttrell, 19881

el dimsro [y es el

intermediario responsable en la activacién de estz via [Claphan,18871.

subunidades « de las sroieinas G, sing gue se sospacha gu

s

@

2

El dimero
By, que activa a la MAPK, proviene de proieinas G {particularmente de la familia
de Gi} qus actlian sobre Iz viz de Ras [Koch, 1894; Craspo, 19941, Ademés ia
cinasa Sic ¢ cinasas parscidas a esia se unen al dimero By para activar z |a via
de Ras-MAPK [van Siesen, 1995:; Nella Socs, 1897

La activacidn de la cinasa ZRK dependiente de & estimulacién de

4}

Yt

distinios receplores acopiades a proleinas G {opa-adrerérgicos, muscarinico

mz, para dopamina D2, pare adencsinag A1 ¥ cara acido lisofosfatigico) es

[y

blogueaca vor la expresién por wransieccién, de un colioéplido derivado del
carboxiio lerminal de ia GRK2, cue secussirs el dimare By libre, impidiendo asl la
activacion de Fas [Koch, 1994, van Siesen, 1985, Faure, 1994; Herrich, 1998].
La fosforilacién del receptor para EGE, promovida por el recepior para 4cido

lisofostatidico, se atendz vor la sobre ¥presién de la cinasa CsK (cinasa que

nhibe a la Src} [Lutirell, 18877, Esias avidencias experimentales apovan la idea
de que la activacidn de Src preceds z la fostorilacion cruzada dal recepior para
EGF [Eguchil. Todos ios siemplos ciizdos arisricrmeante, sugieren que muchos
recepiorss acoplados & proisinas G tienen acceso 2 la via de sefales on las que
pariicipan Ras vy que llevan 2 iz proliferacién.

Las adnesiones foczies, sstruciuras especializadas da! ciicesqueleto

@ — i EE——
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tonde s& anclan ios flamenics de act inz, representan una alizrmativ

=y

formacion de compiejes de trarsduccisn Cue activan a Has, inducides nor

'zs achesicnes fcecales

carticipa la FAKP'®E (g ¢s zdhesiones focales). En farobissics, |

g1
estimuiacidn de recentores enddgenos para sombesing, Yasdpresina v &cido

liscfosfatidico lieva a la activacidn vy fosforilacién de la FAKF'™® [Rodriguez-

R b M I 3 o vl T el e : E i
~emantez,1988]. Apareniemsnis, la cirasa PyiKZ (cinasa perieneciente a la
' M b 25 3 LY —— T s 2%
familia de la FAK "™ gug es regulaca por la PKC v calclo), es & puntc comin

care la activacién dz la viz de iz cinasa aciivada sor mitégenos {(ERK) derivagda

de iz accidn de recepiores acoplados a proteinas G o de

125 1y ., s = s . .
pi2 1Lav,1895]. En céivlas de midsculc jiso de oz de rala, ia fosforiiacion ianto

de FAK'™ compo de PyK2 es seguida de la adhesién celular, 'a activided ds 2

PyKZ aumenia dramaticaments por coestimulacion con iondfores de calcio o
angiotensina [l [Zheng, 1888]. En células PCiz (derivadas de un
feocromocitoma), la activacidn de iz Py&2 ocurre por la estimulacidn de esias
ceiuias con Dbradicinina [Dikic, 1898]. La transfeccidn de una mutants,
catalfticamente inzctiva de PyK2, blogues ia activacidn de SEK iLev, 16851

Come s menrciond en una seccidn anterior, la dessnsibilizacidn =

k=

internalizacién de los recentores acoplaces 2 proteinas G son evenios que
inician sefiales. P

ara ¢! casc ce los receplores PBo-adrenggices, la aclivacidn de

3
I

a
!

R« esid promovida por ia desensibilizacion heterdloga de esie receptor. La

fosforilacién in vifre de un pégiids derivade de la tercers asa intraceluiar dal fo-

adrenérgice, por PKA, bloquea & acoplamiento de este recepior a la protefna G

perc aumenia su acoplamiento a G, ssie “swiich” ls confisre & recepior la

Capacicad para aciivar la via de ERK z través del dimero By, derivade da la

proteina G sensibie 2 loxing pertussis iDagka, 1887]. Lz internalizacién de!

recepior también es crucial en este processo, Io que

gueda de menifiesic por |

35)

1 de Inhibidores de ia encociiosis de recepiores mediada por ciatrina gue

interfiaren con la activacidr de TRK promaovida por el recepior ﬁg-adrenérgico y

por & receplor para EGF [Ferguson, 1898; Vieira, 1897]. En células HEK 292, |

s

expresion de mutanies dominantes negativas de f-arresiina ¢ de dinamina
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inkiben la internalizacién de recepicras ccplados 2 proteinas G, afecta iz

activacién de iz ERK mesiada por ios Tecepiores para dcido lisofosiatai
adranidgicos IFarguson, i@ 2€l Los gjs
de la B-arrestina, que termira

T

Spiamiento anire & f‘ecepio
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inicia una nuave ola de sefales 4z transduccién en ia cual l2 desensibili

el recepior funciona COMG Un componante sstruciura! g 2 complsia sefz)

" S [ y I el v bmnap
al sstudic o2 ios recernicr b

bradicinina B2,

=sios recepicres ‘ormar pare de ia Cran familiz de recepiores
croisfnas G v son capaces de

fosfoinosfiidos conclciendn g |

acopiedos g sstimular ia via de recambio de
& movilizacién de calcic ¥ 2 la aclivacidén de ia
PKC. E! modelo ceiular que utiizamos pare estudiar = I
para bradicining B2 son células de insecio sf 21. Es relsvants pues, describir en

detalle a ésios recepicres, as! como
bradicinina

0s recepiores humanos

la formacidn de su ligando natural; |

-.uul 9 ﬂ-a

X. FORMACION DE 1A BRADICIMNIMA:

=l nonapdpiide bradicin; ne (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe- -Ser-Pro-Phe- Arg), ss
el miembro mas conocido de la familia de ias cininas. La bradicinina, v las
cininas relacionadas con

Tt esla, se encusniran enire jos vascdilatadores mas

potentes. Se ha demosirads Gue participan en la regulacién de flujo sanguinec

H

especialmente en e rifign (megell, {gag; Lortie, 1892; Schdikens, i686]. La
bradicinina partict e en procesos inflamatorios VD

atoidgicos tales como el asma,
gl dolor, als

C’aS Y svarios irauméticos der

vados de lesiones [Dray, 1993;
Bames, 1992; FPolosz, 1983; Rodei, 1986].

Las cininas Promusven la migracidn

de céiulas sanguinesas 2 los tsjidos cuando sa requiere la aciivacion de células

ook aaas, aD?OO s8i0s MEanraisrme 1 -

 HELIOIEGOS ¥ ofres céivias de) sisiema inmun g [Bhoola,
1992]. Esios sfecios ras: uitan de iz activasisn de dos tipos ds recepicres para las

alle posteriormente [Regoli, 1880, Regali,

cininas aus sa
iggal

describirédn con mas deia

L b O i e BT e T AL T T | B d 4 | =ocm L 7 = et e
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Er los mamiferes, la bradicinina se forma por dos vigs, una gue ccurre

en ei plasma y oira en los tefides. En el plasma, las calicreinas plasmaticas

molecular, cuande el fagtor AU

a su vez activa a las precalicreings para formar a las calicreinas. Las calicreinas
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nlasmaticas entonces losran a la bradicinina de los cinindgenos de alto paso

forinollsis, la regulacién def tono vascular v en fa inflamacién [Regoli, 168
Bidiler, 1988; Bhoola, 1292; Deshandrs, 18851,

Por otro lade, en tejidos que han sufride algin dafio se forma Lisina-
Eradicinina (Lys-3k). En el tejide dafiade, diversas enzimas proteoliticas actian
scbre las precalicreinas tisulares para dar origen 2 las calicreinas tsulares. Las
calicreinas tisulares activadas fiberan Lys-Bk de los cininégenos de bajo peso
molecular. Esias enzimas hidrolizan uniones Met-Lys-Arg en ef amine terminal v
Arg-Ser en el carboxilo terminal, para dar un decapéptide con lisina en el amino
terminal y arginina en sl carboxilo terminal (Figura 7) [Regol, 1980; Bhoola,
2892; Deshandra, 19981 Los cinin ;
pobres parz ias calicreinas piasméiicas, pero e pueds *ormar bradicinina a partiy
de la Lys-Bk por la pariicipacidn de las elastasas de los neutrdfiles. La
oroduccién de las cininas {ambién suede ccurrir de mansra indspendiente al
sistema ds las calicreinas, donde proicasas celulares lberadas de céluias
cebadas y basdfilos, durante una inflamacion aguda, esiimulan [a produccién de
las cininas [Proud, 1985; Deshandra, 1988]. Las cininas son répidamente
inactivadas por aminovepiidasas, llamadas cininasas, gue ss encueniran en la

sangre vy en los tejidos. La familia de las cininasas 1 (KI-CPN) rem

o
=4

g

J=

yeven la

& g fg cinina, nara oroducis dag-Aro®-B  zannista dei racanior B
2 ning, para Droducly Ces-Arg -2k, agonista ¢s! recedior &7

53
®

I A

Iy c)
aceianie). Mieniras gue el grupc de las cininasas i (Kii-ACE y Kli- \}EP) fiberan
el dipépiido Phe® Arg ° La cininasa il KI-ACE degraca acemas al carboxile

2
terminal remanenie romplerdo 2 unidr Ser-Pro’ [Shoola, 18821,

e e ———
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célulag gianduiares, neutréfilos v fluidos hioldg gicos. Se dividen, como va se
menciond arteriorments, en tsuiares vy plasméticas v se diferencian 2OF SU Deso
molecular, especificidad por &l substra’xo, caracier'sticas inmunclégicas v por el
tipo de cinina liberada [Bhoola, 1982]. Un sclc ger codifica 2 ‘as calicreinas
iras que las lisuiares son codificadas por una familia de genes

e e} ¥ f\‘}""f’\'ﬂ 1 34

' U I U L4 4 [T -
SN e :qu..uai te gXresion en gieranics Yej’C’OS —28

wm

calicreinas inactivas estdn contenidas en ol hf gado, pancreas e intestinc y en sy
forma active se han deteciade en exiracies de rAdn ¥ gléndulas salivales
jﬁRegoEi, 18980]. Las precalicreings plasmaticas circulan en la sangre formando un
complejo unico al factor XI' de Iz coagulacién v a os cinindgenos de alic seso
molecular. Despugs del dafio vascular, los cinindgenos de alto peso molecular sg
fijan a la superficie endotelial o tisular a iravés ds una region rica en histidinas,
esic orienta a los cinindgeros de alio pese molscular hacia o facior X! de !

coagulacion, cue al zctivarse forma calicreinas y factor Xl de la coagulacién
[Bhoola, 1892]. Kaplan v colaboradores an 1972 dernostiraron gue las cailcrelnes

nlasmaticas tienen acilvidad quimictactica para los polimorfonucleares.

En mamiferos existen 3 tipos de cinindgenos: Los cininégenos de alic
pesc moelecuiar, preseniss en &l forrente sanguineo; ios cinindgencs de baio
pesc molecular, tocalizados en  varios tejidos v en la sangre vy por Uitimo ics
cinindgencs T que se encuentran solamente en las ratas. Los cinindgenos son
proteinas multifuncionaies involucradss en la cascada dz Iz coagulacion, en ios
evenios de inflamacién y como proteciores del dafio celule r [Mille~-Ester], 1988].
Los cinindgenos de alto v baio peso moiscular, esian codificados cor un sclo

gene y se oproducen por procesamientc alternaiive. Lo

o)

cirinégenos son
glicoproieinas de una sola cadena polipeptidica. Los dos cinindgenos difieren

enire elios en su esiructura, en su tamafic vy en la susceptibiiidad por ias

calicreinas plasméiicas v tisulares. E] modelo estuctural de ssios cinindgenros



L
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consia de § dominios en los cinindganos de 2eso molecular alio v 5 en los de

pesc molecular bajo [Miller-Estarl, 1985 2h

. ; 2nocle, 1892 La regidér de donde se

cininas se encuenira en & dominic 5 de ambos cininégenos

K. RECEPTORES PARA BRADICININ A

Las cininas ejercen sus acciones bicl Ggicas a través de la interaccion
con recepicres ds siete domi

m
(¢
O
13
o
o
(]

s a jJéOHj nas G
conocides como recegiores para bradicinina. Esios

4

receplores se han clasificado
tradiciorizlmenie en dos grupos: 31 y 82, de acuerde a criterios farmacoidgicos
[Regoli, 1980; ~armer, 1982]. Los receplores 31 y B2 comparien unza homologia

cel 36% en su secuencia de amincécices | iMenke, 1884]. Los receptores B2 se
Xpresan de manera enddgena en muchos lipos celulares [Regoli, 1980,
mieniras que la expresién de los receptores del tipo B1 es inducible y ocurre

después de dafo tisular v como resuliado ds iz activacion de! sistema de

L B RNTFEIL )

citocinas, especialmentie inferlaue ina 18 [Debiios, 1988; Marceu, 19851

La aclivacién de los recepiores B9 ocasiona respuestas rapidas y
agudas, fales comc contraccién o reigjacién del misculo liso; asi como efectos

retaraacos, por ejemplo la sintesis de coldgena. Por ofra parie, los recepicres B2

son ios responsables de lz mayoria de los efectos bioldc gices de las cininas,

inciuyendo dilatacidn  arierial, consiriccidn vencsa, activacidn de fibras
senscriaies v liberacién de prostaglandinas, del facior de relajacidn dependienie
del sndotslic, de noradrenaling Yy de olros agenies endégenos. Las
caracterisiicas farmacoldgicas de los recepiores B2 muesiran diferencias entre
las especies v se han propuesio dos subtipos, ef B2, y ol B25. Los subtipos B2,
y 825 se han carzcterizado usando agonisias y antagonistas seleciivos. Ei B2,

S& expresa en el hombre y ofras especiss como gl conejo v sl perro, mientras

qus &l B2z se expresa en ol cuyo, el hamsier v iz rata. B antagonisia HOE 140,

¥ 1 R
amgliamente usade por su espacificidad cara ios recepiores B2, no pusde
discriminar entre sus diferenies subtipos [Seguin, {982; Fegoli, 1883).

Ce acuerde a criterios farmacoldgices, varios autorss han oropuesic la
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consta de 8 dominios en los cinindzenos ds neso mclecular a0 v 5 en los ¢
¥

m

seso melecular bajo [Miiler-Ester], 1885: 3hoola

1

ibsran ias cinines se encuenira ar e dominic 5 de ambos cinindgencs

§

X1 RECEPTORES PARA BRADICIMINA:

L.&s cininas ejercen sus acciones biclégicas 2 fravés de ia interaccion

£ oy ey oy

dorrinios transmembranales, acopiados 2 oroieinas G.
conocidos como receptores pars bradicining. Ssios recepiores se han clasificado
tracicionalmente en dos grupcs: Bi v 32, de asuerde a oriisrios farmacolégicos
[Regoli,1980; Farmer, 1992]. Los recegiores 31 v B2 compearian unz homologla
del 38% en sy secuencia de amincicidos Ihienke, 1984, Los receplores 32 se
expresan de manera enddgena en muchos tipos celulares [Regoli, 1980],

mientras que la expresidn de los recepicres del tipo 21 es inducible y ocurre

después de dafio tisular v como resuliado de la activacién del sistema de
citocinas, especialmente interleucina 1§ (Deblios, 1889; Marceu, 1995].

La activacidn de ios receptores Bi ccasicna respuesias répidas y
agudas, lales como contraccién o relajazidn del muscuio liso; asf como efecios
retardades, por ejemplo ia sintesis de colagena. Por oira parie, los recepiores B2
scn los responsables ds la mayorfa dz ios sfecios biolégicos de las cininas,
incluyendo dilatacién arerial, constriccién venosa, activacién de fibres
sensoriales y liberacion de prosiaglandinas, del factor de relajacion dependiente
del endotelio

]

. g8 noradrenaline vy de otros agentes enddgenos. Las
caracteristicas farmacoldgicas de los receplores B2 muesiran diferencias entre
las especias v se han propuesio dos subtipos, ef B2, v el B2a. Los subtipos 32,
y B2g se han caracterizade usande agonistas v antagonisias selectivos. =l B2,
s& expresa en el hombre vy otras especies como el congic v el perro, mieniras
Cue sl 525 se expresa en & cuyo, o hamsier v la rata. =l antagonisia HOE 140,
ampliamenie usado por su especificidad para lcs recepiores B2, no puede
discriminar entre sus diferentes subtios [Seguin, 1982; Regoii, 1993].

Ue acuerdo a criterios farmacolbgicos, varios auiores han oropuesto la
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sxisiencia de subtipos nusvos de recepicres para bradicinira, esics har sido
denominados B3, 34 v B ‘rarmer, 1890; Regoli,1993; Hegeil, 19861 E!trabajo

de 108 racepiores

Regoli (1280), utilizando preparaciones de Utero de raiz g iles da gato v

‘08 receplores B2, mismos que fueron

mings de la intaraccién con sus agonistas. La afinidad por
84

i~ = . .
: R
SO > 24 > LysTes-

fms s anad

o] .. 5 c , . -
Arg Bk > des-Arg”-Bk. La ramocidn de ia Arg® del carbexile termina! de la des-

&rg®Bk, da como resuitado 2 un potenie agonista, lz cradicining. Los peptidos

Con extensionas en a2l amino terming!,

come ia Lys-Bk, pueden no mostrar
cambics de afinidad ¢ reducir 10 vacas su potencia [Hell, 1892]. Los recepicres

B2 presenies en lineas celulares de fibroblastos de pulmén de humane {IMR g0

y Wi-38) se expresan con diferenies afinidades: receptorss con alia afinidad (Ka

[Baezinger of af, 1992: Dalemar ef gf, 1998]. Aparentemente, ia expresion

ciferercial de los recepiores con distirias afinidades estéd modulada por ia PKC Y
la PKA [Dalemar, 19981,

=l estudio farmecolégico de los receplores B2 ha llevado a la sintesis de
irss generacienes de antagonisias: des-Arg’ Tye®, Dphe®®, Leu’-Bk, WIN
84338 y HOE 140. Los dos primeros son aniagonistas competitivos v sirven para
diferenciar enire los subiipos de receplorss B2, mieniras que el HOE 140, actua

tomo  anriagonisia no compsilivo an gspecies difereniss 2
[Regoli,12286].

humanc

~0S primeros estudics destinados a conocer el sisiama de transduccidn

de sefales empleade por ios recepiores B2 fusron hsechos por Mahan en 1990,

En dichos experimentos, el RNAm de fibroblastos 372 fue fransferidc = ovociios
de Xenopus cargados con ©° Ca. En esias celuias, la bradicinina aumenid la
concentracion de iP; v la beracidr de caicio, esios afecics s inhibieron con

antagonistas especiiicos para receptores tipe B2 v no se inhibieron cor

antagonisias para recepiores oo BY. Ei tamafo del RNA mensajero para los



N

"

Y

N

‘ecepiores B2 (4.5 Kb} fus determinado oor anglisis de northern

LIS
.

A = 3 -3 PR & - %
ters de rala, de fibrobiasiocs numanos {1

provenientes de

=
-

Ji-38) v de cdlulas

S

3

NG 108-15 [Phillips, 1982

& clenecién del cDNA que codifics pars ics recepicres B2, 2 parir de

muestras de Utero de raia, reveld que este recepior perienece z !z familia de

i

G, corsia ds 386 aminodcidos y tierne un peso

~&. -4 secuencia dei recenior B2 contiene sitios
pichabies de fostoriiacidn por PKC y PXA [McEachem, 1887, 3orkewski, 19851

La clonacidn posterior de! recepior 32 de origen humane demosird gue éste

0
comparte las caracierfsticas del ds raiz (81% de romologia), consta de 254

aminodcidos v tisng un peso molacular

esperadc de 42 kDa [Hess, 19g2]. B

receptor B2 humsno ssid codificado Ror un solc gen que constz de 3 excnes
(Kammerar, 1995].

En ia rata, el nimero de exones es de 4, de los
tercerc sufre procesamienio aliernativo Para dar origen al

cuaies a!

mismic tipo de recepior

[Fesquero, 1994]. Da! anslisic ce las secuencias de los recepicres B2 clonados

se derivan varias inferencias estructurales. |

as cisteinas 102 vy 184 podriar estar
formande un enlace disulfuro. ~os stifos probables para fosforiiacion por PKC vy
PKA se encuentran en las posiciones: Thr 170, Ser 318, Thr 237 y Thr 342. Dos

sitics de glicosilacion esién presentes en el exiremno aming terminal Y uno en ia

ssgunca asa exiracitopldsmica (Asn3, AsniZ v Asn 18C). Lz glicosilacion
Provoca un aumento en el peso mol

{(Figura 8).

ecutar del recepior gue va de 71 2 81 kDa
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=i silio de unién oparz s oradicinina, sr log  recezicres B2, ha sido

determinade mediante = uso de diversos szgoniss

e

bredicinina interaccions con una regién aminc isrminal de ia iercera asa

0

slom e -~ i o oo o H J LY T B Inrome !
“iBl Y Con el extreme Ccarboxilo del Vi segmento trarsmembrana! [Abd

)
Alla, 1883, 1906; Leeh,1997; Novotny, 19841, Por oire iads, experimentos de

entresruzamiento quimico han pearmitde asumir cus el sitic

m

cradicinina ss encuentra adyacenie a residuos da cis steina [Ferzing, 19951

i0s receptores para bradicining de! tipo B2 se acepian al recambio de
fosfeinositidos-calcio, Esiz mecanismo da transduccién, gus fue descrito en una

seccion anterior, resultz en iz hidrélisis de fosfolfpidos & ravés de la fosfolipasa

CP. con le consecuente formacién de 1B, y diacll giicerol v en la movilizecidr de
calcic intracelular [Farms, <9g2: Yang, 1994; Pyns, 1883] (Figura 3). En
AUMerosos tejidos, los recepiores B2 estimulan a la fosfolipasa A que liber

acido araquiddnice [Burch, 19990 Farmer, 1991, Ricuperc, 1993]. No se conoce

si varios receptores individusles se acoplan a vias de tran

ran i5n separadas y
especu‘.f icas ¢ si sl mismo receptor es capaz de activar a mas de unz proteina G.
esie sentido, en céiulas endoteiiales de aoria de bovirg se determind que
preteinas G heterotriméricas, de las familias de Gy ¥ G median las respuestas
celulares de la bradicinina. Estos resultados fusron oblenidos utiizand
anticuerpos dirigidos contre varios tipos de protsfnas G [Lisc, 1893]. Por circ
lado, sstudics de Liebman en 1984, dsterminaron ous recepiores para
bradicining, mismos que varian en su afinidad por el agonista, sstdn acopladas a
vias de transduccién diferantes: ds zcuerdo = : esios esiudios, los receptores con
afinidad de 30 pM inhibieron a la adenilato ciclasa a través una proteina G
sensible a toxina pertussis {nosiblemente Gi) v ios recepiorss con afinidades ¢

e range nanomolar (>inM) fueron los responsables de la hidrdlisis de

fosfoinesiiidos.

Los receptores B2, al iguai que muchos otros recepicres acoplados a

protefras G, sufren desensibilizacidn inducida por & presencia continua de su

igande. En fibroblastos 3772 de rata, que poseen alradeder de 40,000 receptores

para bradicinina por célule, asta hormona se un & afinidad (Kd de

=

©
A
@
=
?
O
o
5}2
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2 nMj. En esie modelo celular, ig exposicion orolongada a bradicining rec

numeroc de recepiores de aliz afinidad en lz memorzna = ur nivel no detestable

4]

n 2 hrs. Ssie decalmisnio de recepicres de aita afinidad courre er paralelo con

P

2

(")

5

S‘J

paricién de recepiores de baja afinidad (K¢ de 42 nM). Zsios resultados

indican gue ia exposicién al ligands causa unz desensibilizacién de los
]r-l

o

recepicres 32 por alteracidn en su afing dad por la bradicinina [Robers, 19911 En

Fecepicres B2 también suiren desensibiiizacidn inducida

Lo S SR A ! j IH T e whaml o
ROr & Dmdacmma, en este caso, g desen HZacion .‘..g..ﬂuf-' CICe minlios o

W

incubacién con la bradicinina son suficients pera reducir la conceriracidn de

=
2 71 fmolfmg de proteina [Wolsing,

‘ecepiorss de 240 fmolfmg ds oroteina
1891}, =n células DDT-MF-2 \que provienen de muscuio liso de namster) v en

fibroblastcs humanos ocurre una internalizacidn rédpida de los racepiores B2

ssguida de reciclamientc de los mismos [Roscher, 1984; Mufioz, 19821

La presencia continua de bradicinina resulta en una internalizacién

rapida de los recepiores B2, Aparentemente tanig ios receptores 82 como la

subunidad o de ias proteinas G sa mevilizan hacia las caveocles [de Weerd,

18871 El recepior B2 tiene sec

. e
cuancias localizada

(4]

en el extremo carboxilo
terminal que son necesarias y suficientes para permiti la internalizacicn de este
recepior [Faussner, 1998]. En céiuias CCS, CHO y HEK

Sxpresados por transfeccidn

293, los recepiores B2
. ¥ que han sido modificados por mutaciones fales

come deiecicnes v substifucionss de serinas y treoninas por alaninas situadas

enire lcs amincécidos 335 af 254 cel axiramo carboxic terminal, muesiran

ceficiencias en el proceso de intemnalizacién que siguen ios recepicres silvesires

el ser estimulados con la bradicining. Estos datos sugieren gue la bradicinina

promueve la internalizacién del recepior B2 por fesforilacidn homéloga [Pizard,

93¢
Por otro lado, se ha sugerido iz participacidr de la PKC en la regulacion
Cel recepior B2, Er células MDCK, la activacién farmacoldgica da la PKC resulia

q

en una disminucion de la efeciividad de iz bradicining pareg |

nducir movilizacién
de caicic intraceluiar 2 ravés de los receplores B2 [Luo, 19981 For oirs lado, la

astimutacion repetida de los recedicres 22 lisva a una reduccién del 70 % an |

an ia
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glectividad de la respussia, fomando como eigrencia gl
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cohcentracion intracelulzr 'de czicio dadids 2 ia primera aplicacidén dei agonista.
-2 essiingesina, gue acila como mhibidor ds g PXC, disminuye a
cesensisilizecidn. debide a esdmulos repeiides con bradicining, sugiriendo 12
participacion de la PXC an &l procesc de desensibilizacidn nomdloga [Luo,

9981, En astrocitos, las isoformas o y & de iz PKC pariicivan en la regulacién de

ios receplores B2, en {anto que la isciorma { no parece afectar e zoividad de

recepiorss, ssia afirmacion ss derive de estudics er ios
anticuerpos dirigidos conira las diversas isoformas de la PKC {Chin
1998]. En esis santide, oire estudic, demosird Jue as isoformas ¢
reduian la movilizacién de caicio intracsiuizr inducido oor el re
oradicinina [Sakal, 1992]

=n fibroblastos humanos HE-15, la fosforilacién de los recepiores B2,

inducida por la bradicinina, ocurre en rasiducs de serina y treoning v no parece

sstar influenciada por 'a PKC. La cirasa GRX-2 {iambidn con

BARK?Y) fue capaz de fosforilar in vitro & esics recepicres, permitiendo suponer
su paiticipacién er la desensibilizacion homdloga del recepior B2 en esias
células [Blaukat, 1998]. Recientemente, el grupo de Milier-Ester! demostrd que
los recepiores 32, expresados en células de insecto S18, son foeforilzdes jololt
sstimulacién con el agenista, ssia fosforilacién ss blogued por afecto dei
antagonista HOE 140 [Blaukat, 19881 =! mismo giupo, en el presente afo,
contribuyé a la demostracién, por andlisis de gspectroscopla de masas, cue ol

receptor 52 de rala, se encuentra fosforilade en varics residuos: Ser®®, 3er”

7 74 2 —~— - . . vr s g . .
Ser®, Thi™™, Tyr™ v Tyr'®' Esta técnica permitié determinar Iz residuos de
palmitoilacidn en la Cys®™® (residuc conservade an el carboxie ferminal de

muchos receptores zcoplados a proteinzs G gue permite gue parte del exiremo

carboxilo terminal se ancle a la2 membrzna y forme una cuaria asa intracelular).

Tedos ios sitics de fosforiiacion, exceplo la Tyr'aﬁ‘, $€ encueniran en =i carboxiic
werminal (Figura 8), Estos datos apoyan resuiiados previos sn ios gue con

anticuerpos aniifosfotirosina se delectd reaciividad en recentores B2 aislados de

sxtracios de células WI-38 provenientes de fibroblasios de oulmén de humanc

¥
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eie en ei casc de locs rsceplores g’ig-adreﬁérgicos gsta
moaificacion puede infiuir en su desensibilizacidn [Valigustie er &/, 18851 =

grupe de Polgar deiermind la imporiancia de dos residuos de tirosing, altamente

tenservades,
glics, en ia posicidn 131

de ésle reduce &l recambio de fosioinositidos » y liberacié

promovide por lz pradicinina. Estos halia 8zgos permilsn suponer que est

aminoacido juega un papel importante an ol & acopiamiento con fa preteina G. Lz

sustitucicn de la segunda trosina, er Iz posicidn 322, asi como la deleciér. de

una porcion del exiremo carboxilo terminal \conde se ubican serinas v ireoninas

en secuencias consenso de fosforilacién) parecen jugar un papel significative en
la interalizacién del receptior [Prado, 18971

wr

En fibroblastos 373, la bradicining, 2 través de recepicres B2, conduce 2

la fosforilacidn, en residuos de tirosi ina, de un grupc de proteinas enire las gue

se han identificade a la cinasa FAK®'® ¥ 2 la proteina dei citcesquelets paxiiina

[Lesb-Lundberg, 1891, Leeb-Lundberg, 1893]. En fibroblastos humanos de piel,

ia bradicinina lleva z iz fosforilacién de estas mismas proleinzas, ademads de que

incremeniz. la actividad enziméiica de fas cinasas FAKP'® y pogpsSe [Fodriguez-

Fernandez, 1998]. La bradicinina también induce la fosforilacién de =z cinasa

PyK2 gue al formar un complsjo con Sro parece coneciar & los receptores B2
para bradicining cen la via de

[Dikic, 1998].

las cinasas aciivadas por mitégenos (MAPK)
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Considsrande que: Lz estimulacién de ios recspicres 22 pars

credicining induce la acivacién de cinasas cor especificidad por residucs de
frosing, la sustitucidn de trosinas imirscslulares sn la sesusncis de esios
recepiores tiene efectos dramdticos en su capacidad oara acoplarse z la via de

recambio de fosfoinositides caicic y que, aln cuands se ha deisciado gue estos
recepicres plieden ser susiratos de foaferilanidn an r !

.' e P SRS
lon en resioucs de Hi0SiNg, 2t ereCo

de estas modificaciones en iz regulacidn de so aciividad

~

dsbaie, hamos considerads relevaris invest igar la paricipacion de cinasas de
J

firosina en la desensibilizacién de los recepiores B2,

v

Considerande gue ios recepioras para bracicining cel tipo B2 se acoplan

recambic de fosfeinesfiides-calcic v aciivan cinasas con especificidad por

residuos de tirosing, decidimos establscer un modelo ceiular en e gue se

reproduleran las caracleristicas farmacolégicas v de actividad celular de los
recepiores B2 con la finaiidad de investigar si las cinasas con especificidad por
residuos de tirosina, activadas por ios recepiores B2, fiensn algin efecio

reguiador sobre ia actividad de estos recentores.

a} Objelivos paricularss.

o [Expresar el recepior parz hradicnina tipo B2 humano en células sf21
de insecto por infeccion con bacuiovirus en os que fue clonado.

o Determinar las caracteristicas farmacoldgicas v funcionales de los
receptores B2 recombinanias.

o Estudiar la pasticipacién de cinasas de tirosing en Ia reguiacion dei
recepior para bradicinina tipe humano B2,

i 3 fem & £ wan T LIE A -
o Determinar sl paps! de 'a fosforiiacién en
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cara bradicining tips 32 humangs.
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KL JUSTIFICAT ON:
Considerande que: La sstimulacién de los recepicres B2 pare

sradicinina induce iz activacidn da 2f

trosina, la susiilucidn ca tirosinas

recepiorss tlene sfecios dramétices en sy capacidad para acoplarse 2 lz via de

recambio de fosicinositides caicic ¥ gue, alin cuande ss ne deteciado gue es

8 pueden ser sustralos de fosforilacid
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tirosina en iz desensibilizacién de log recepiores B2,

XMl. OBJETIVOS:

Considerande que ios rac Cepicres parz &

cradicining del tipo B2 ss acoplan
ai recambio de fosfoinositidos- -calclo y aclivan cinasss con especificidad por

residuos de tirosina, decidimos estabiecer un modelo celular an e gue se

‘eprodujeran ias caracierfsticas farmac colégicas

feceplores B2 con la finalidad de investigar si las cinasas con @speciificidad por

, aciivedas por ios recepiores B2, tienen algun efecto
reguiador sobre la actividad de estos recepiores.

-
'v.s;(a

e XN N '
8e acitvidad celylar dae 10s

residuos de tirosing

&) Objetives particuiares.

o Exoresar g receplor para bradicining tipe B2 humano en céluias sf21
e insecto por infaccién con baculovirus en los cue fus cionado,
o Determinar las Caracisristicas farmacoldgicas v funcicnales de los
recepiores B2 racombinanies,

° Estudiar 2 paricipacién de cinasas de trosina en s regulacidon def

recepior para bradicinina tipe humano 35,

5]

Determinar e papsl de fa fosforlacisn en la reguiacidn de! recepior

ara oradicinina {iso 32 humane,
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At cUSTIFICACION:

' Considerande cue! La ssiimulacidr de los receptores B2 para
bradicinina induce la activac

tirosing, la sustiucidén de tircsingzs intrecelulares er
recepicres tens efscios dramaéticos en su capacidad para acopiarse z la via de
recamio de fosfoinosftidos calcic v que, aln cuando
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recepicres pueden ser susiaics de fosfar

« s

de estas medificacionss er ! guuacc” ce su acilvidad ss aln objeto de

dsbate, nemos considerade reievants investigar je pariici
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acidén de cinasas de
';téreséna en 12 desensivilizacidn de los recs piores B2,

Censiderandc que ios recepiores para bradicinina del tigo B2 se acoplan

al recambic de fosfoinosfticos-calcio ¥ activan cinasas con especificidad por

residucs de tirosina, decidimos establecsr un modalo celular en el que se

reprodujeran las caracierfsticas farmacolégicas y de actividad celular de los

recepiores B2 con iz finalidad de investigar si ias cinasas con especificidad por
residucs de tirosina, activadas por los recepiores B2, ilenen alglin efecto
regulader sobre la aciividad de esios recepiores.,

Obletivos variiculares

o Expresar gl recepior parz bradicining tipe B2 humano an céiulas =21

de insecte por infaccién con baculovivus en los gue fue clonado.

o [eterminar las caracteristicas farmacolégicas v funcionaise de los
recepicres 52 recombinanies.

o Estudiar lz particivacién de cinasas de tirosina en Is regulacidn del
receplor para bradicinina tivo humanc 32.

o Determinar o pagel de 'z ‘osforiacién an ia reguiscion del recenior

i

para bradicinina tipo B2 humano.
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A, ESTRATEGIA EXPERIMENTAL:
_as tecnicas emplesdas en s presente frabajo, se detgllardn en
seccién ds material v méicdos del manuscriio: “Regulation of the Human

Bradykinin 32 Recspior Expresssd in 21 lnssct Jells: A possibie Roie for

Tyrosine Kinases”, actuaimenie en orensz en ef Joumnal of Celluiar Bicchemistry
¥y que se presenia en la ssccidn de resuliados. En resumen, los pasos
experimentaies seguidos 2 enumsran g continuacién:

s N L

)

1. i cONA de!l receptor nara brﬂdicinina tipo 22, provenienie de fibrobiastos
numanos, 8¢ obiuve por una donacién del Dr. William Schili ling {Case Western
Researcn Universily, Clevsland, Ohio, E.U J.A). La identidad de !z clona se
verlficé por secuenciacién gparcial de 2 misma, er 'z unidad de niclogia
& del recepior
se subclond en el vactor pBlusBacsd v se iransiecid, por la técnica de la
lipofeciina, en células sf21 de insecio, juntc al DNA viral lineal, para la
recuperacién de virus recombinanies:

molecular del [nstiiuio de Fisiologla Celular de 1 UNAN. B! cDN

o La subclonacidn se realizé por iécnicas convencionales.

o Se verificd la orientacidn ds insercién del t gen que cadifica para ¢! recaptor
utilizando corles con enzimas de restriccién

o Obiencidn de virus recombinante: & =i recepior subcionade en &l vactor de
pBlueBac4 se cotransfecté con & DNA viral Bec-N-Blue en células si24 de
insecto, uillizando =l sistema de sxpresién Max Bac de Invitrogen.

o Las clonas recombinanies se identifi icaron mediante anélisis de formacion

ce placas ifticas.

2. Expresion del receptor para bradicining 82 en las células 724 de insecio Y
determinacié‘n det tlempo dptime de expresion por analisis funcional:
-z eficiencia de ios recepiores B2 recombinantes pare acoplarse zl sistema de

transcuccion de ssfiales de las células si21 fue determinads o oor su capscidad
para inducir, en respuesia a

& hormona, a2 movilizacidn intracelular de calcio. La
concentracién ce caisio intraceiular fus moniioreada por especirofitorometria

utilizando el indicador f%&oresssn‘te fura 2-AM,

3. La cajecierizacion farmacoibgica del receptor para pradicinina tipo B2
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numanc se determing monitoreande iz e asguesle ceiular ante dosis distinias da
diferentes agonisias v antagonisias ds zccién conccida scobra este grupe de

.

recepicres.

4. La actividad de cinzsas con especiicidad nor residuos de tircsing sonre ia

reguiacién de los recepiores para bradicining B2 fue determinade por analisis de

T ~. M
e TUn

cidn de esfos recepiores en céluias, sn membranas Y por cambios en su

° 3e determing ai efecio de inhibig acres de cinasas cor

residuos de tirogina (genisteing, tirfostina) scbre la movitizacion de calcio
Iniracelular provocada por ! recepicr B2 recombinante.

° Se investigé el efecto de cinzsas con especilicidad por residucs de

lircsina sobre la desensibilizacidn homolog ge del veceptor, para ssio, so

esiudid el efecio de la genisieina v ia tirfostina A57 sobre la movilizacién de
caicio infracelular inducida por dosis consacutivas de bradicinina

> Se determiné el papel de fa fosforiizcién en la regulacion homdloga de
esie recsplior, mediante la técnica de inmunoprscipitacion v el anslisis de
fosfoamingécidos.

¢ Se determindé e! acoplamienic de este raecegior con las protefnas G,

mediante andlisis de unidr in Vi de {%}G?Py& dependisnie de Iz

& bradicinina, en membranas de células infectadas con &1 virus
recombinanie.
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for Tyrosin acivaimenie en prensa sn e Joumal of Cellular
Biochemistry. En resumen, los resulfiados se enumeran a continuacicn y se

muesiran en las figuras del manuscrite e identificadas aqul por e ndmers
o

a) Expresidn funciornal v caracterizacidn farmacoldgic
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bradicining tipo B2 humane.
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“3

ss de uridn de la bradicininz oor el receptor B2 recombinante

fueron cblenidas por prusbss de unidn del i

ands radiactive, mismsas gue

demostraron una unién saturable v especifica, la afinidad demostrada fue de 0.68

e

LC}

+ 0.186 nM y se detectd una expresidn de 2.57 pmol de receptor por miligramo de
oroieina membrana! (Figura 1a).

1.1. El receptor para bradicinina fus identificado, por inmunoandlisis (Western

% ]

Bict), como une scla tanda con un pesc moiecular de entra 78 v 80 kDa, &l
anticuerpe empleado en esta prusba, dirigido conira el carboxile terminal del
rgcepior, ne reconocié ninguna banda en membranas de células de insecio no
imfectadas (Figura 1b, carrll B23 y Ni respactivamente).

1.2 La ubicacion celular de los recepiores B2 se determind por microscopia
confocal. Los recepiores se identiificaron en la membrana plasmética de las céiuias
sf 21 de insecto infectadas con los baculovirus recombinanies {Figura 1c).

2. £l acoplamients funcional de los receptores B2 para bradicinina, en las céluias
gf21, se demostrd por la capacidad de le hormona para inducir la movilizacién de
calcio intracelular, la magnitud de la respussia fue dependisnie de la dosis con
una 20 5 de 50 nM, el cambio méxime en la conceniracién de calcic intracelular
ocurrié en presencia de 100 nM ds bradicinina. Conceniraciones por debaio de 2.5
nivi de esta normona no produjeron ningln cambio en &l caicio intracelular (Figura
2a).

2.1 El agonista para el receptor tipo 21 (Des-Arg’-BK) no produic cambios en iz
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conhcentrasién de caicio intracelular da fas cdlulas sfof gue expressban al racentor
B2 (Figura 2)

2.2 f

Se exploracon las caracteristicas farmeccidgicas dai recepior |
-2 respuesiz a bradicining se preving con un aniagonis!
receptores tipo B2 (N-c-adamantanesce: -D-Arg E—aD , Thi 38
répidamente cuando este antagonisia fue aplicade en e ouUric maxi

R L

el CTP n

¢

radiactivarmente, se pude dsierminar & acoplamiento funciona! entre el receptor

[
para sradicinina tipo B2 y la proeina G (Figura 2d). Lz bracicinina crodujo un

incremento de un 81% sobre e basal en s unidn da! GTRvS.

) Desensibilizacién del receptor B2 y participacién de cinasas de tirosina

3. El receptor para bradicinina fipo B2 humanc demosird estar sujeto a
desensibilizacién homdloga en las cslulas si21. iz bradicinina, a una
concentracion de 100 nM generd uns respuesia tipica de aumenic en Ia
concelracion intracelular de calcic, un se gundo estfmulo con la hormona, a una
concentracion 4 veces mayor a la del primer sstimule, condujc a una respuesta
ztenuada en la liberacion de calcic intracelular, en estas condiciones, la aplicacidn
dz un tercer esiimulo ne resulid en respuesta intracelular alguna, datectable por
cambios en la conceniracién citosdlica de calc io (Figura 3a).

3.1 Experimenios derivados de ios aniericres, sn los gue a la segunda aplicacién
de la bradicining siguié un lavado de ias céiulas para relirar al agonista,
demosiraron gue un isrcar estimulo con la hormona resulid en una activacién

detectable del receptor (Figura 3b).
3.2 Lainhibicidn de cinasas con especificidad por residuos de tirosina resulio en

un incremento en iz aciivided dz los recectores B2, En experimentos en los gue
c

CL

después de un par de apiicaciones consecutivas de bradicinina se retird a la
hormonza y se incudé a las células con genisteina {un inhibidor de cinasas de
firosina), un iercer estimulo con la hormaona, en prasencia de genisteina, nrovecd

que la movilizacién de calcic intracelular alcanzare nivelss mas slev ados gue el
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control {~igura 3.

4. Lz ociopaming {agenista ¢

£,
(y

& Un receptor enddgenc de las célulzs sf21) produio
bracicining habiar sufide desansibilizacién ~roméloga, como resultedo de iz
aplicacién de dos estimulos consecutivos con bradicinina, o oue indicd
disponibilidad de calcic er las pozas intracelulares ¥ corrobert la desensibiiizacién
homologa de ios recepiores para bradicinina B2 {Figura 4a)
4.7 Los efecios de ia bradicining
aplicacion en células preiratadas con genisisina. Los niveles de [Ca®'] alcanzados
fuercn de 483.17 £ 48.20 nlM conira 287.78 + nl {(Figura 4a) en presencia v
zusencia de genisteing, respactivameante. Este fratamienio : ne afecto iz respuesia
4

j4}]

de lcs receptores para ociopaming e enddgenos (Figurs

g 4%}

4.2 La movilizacién de calcio promovida por una segunda aplicacién de bradicinina
en células pretratadas con genisteina fue de 310.98 + 21.5 nM, contra 187.6 & 18
nM en células control (Figura 4c).

4.3 El efecio de la genistainag sobre 1a respuesia iniciai para bradicinina requirié de
la disponibilidad de caicio extracelular. La genisiena sclo provecd un aumenio en
i@ respussta cslular causada vor una segunda aplicacién de bradicinina. Los
valores de caiclo intracslular regisirados ante un segunda estimulo fueron de
375.87 = 35.86 nM en células pretratadas con genisieina conira 228.91 + 28.6
ni en céiulas conirol. Esies experimentos fusron realizados en un madio sin

calclo y supiemeniade con EGTA (guslanis del ion) (Figura 44}

receplores para octopaming v en la movilizacidr de czlcio evidenc'ads con
tapsigarging (que Inhibe a le ATPasa que capiurs a) 18n haciz &l raticulo).
5. La liceracion de caicic promovida por dos gplicaciones consacutivas de
oclopamine fue equivalente =n presencia & y ausencia de genisieina (Figura
s vaiores para el primer estimulo fueron de 172.47 < 33.98 nM contra 178.97 =
33.34 nM, respeciivamente, Ic Gue sugiere que la genis

receplores para bradicinina (Figura 5b).



5.1 La accidn de iz tapsigarging, cuve blance as la ATP2sa de calcio residente
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€s la recaplura de esic i6n, as
ndependienie de la oresencia da genisielna. Los velores en @ concentracién de

]

. Eal ol ] ~ . o7
Usion Qe &53.42 + 175.C0

nM en celulas iratadas con genisteina y de 742.29 = 110.92 niM en células conirol

(

€}

onfocal, en céiulas conirel v
esiimuzauas con  bradicinineg, en presencia v ausencia de genisigina,

permanecieron consianies durante los fismpos de sxposicidn al agonista. Por

micrascepia confocal se cbservd tincidn homogénea er las preparaciones de los
diferentes raiamienics Figurz 6 panelas supericres

-
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S

o

>

N

1 promedie, & intensidad de ja {lucrescenciz fue ae 26.85 = 3.87 pars las
células control, v de 25.18 + 4.28 ¥ 23.72 £ 4.58 para las celuias estimuladas con

bradicinina, que habian sido o no, pretratadas con genisteina respectivamentie
(Figura & pansles inferiores).

]

ej) La genistelna Ineremenia la fosforiiacién del recepior 32 y promusve el
coplamiento de ésle con ia protefna G
7. El estado basal de fosforilacién dei recepter B2 {normalizado a 100%), se
incremento en un 133% por efecto ds la sradicining. Tl efecto de la hormona en
céiulas pretratadas con genisisine fue de 262 = 18.83 %, En céiulzs control,
pretraiadas con genisteina pero no estimuladas con cradicining, no hubo cambios
en la fosforilacién basal del receptor (94.4 7%, Fligura 7 a v B,
7.1 Los fesfoaminescides involucrados er este aumenio de la fosierllacién, son
fosfolreonine y fosfoserina (Figura 7 c).
7.2  [El acoplamiento entre los rec eplores B2 v las proteinas G fus delerminado
por ia unidn n vitro (dependienie del agonista) de [*®S-GTPYS a membranas de
células conirel ¢ estimuladas con bradicinina en presencia ¢ ausencia de
genisteina (Figura 7 ).



=

b

N

72

'Wu‘n\twuwﬁu Q:

y
ARy
b ! 3 = o ol pm S, T em ey Py = ] g
Regulation of the Humean Bradviinin 82 Aecspior Zxprassed in o2t In

Guadalups FRe
Luis Vaca ¥
Y instituio ds Fisiclogia Celular, Universidad Nacionai Auiénoma de Mexico.
Mexico, D.F. 04510 Idéwico. @ Insituie of Physioiogicai Chemistry and

Pathobicchemisiry, Johannas Gutenberg University at Mainz, Dussbsrowed 6.0

55099 Mainz, Federal Republic of Germany.

Key words: Human Gradykinin

calcium, Si21 ceils.

Number of Figures: 7

Running Titie: Bradykinin recsptor regulated by tyrosine kinase.
For correspondence: * Guadalupe Reyes-Cruz
nstituto de Fisiclegia Celular
Jriversidad Naciona! Auionoma de México
Ciudad Universiiaria
México, D.F. 04510
2hone : (525)822-5654
Fax :(525)822-5811

e-mall : greyes @ifisiol.unam.mx



D

)

)

- = & B
OGRS

N o TN s fin S
e rengrniital Cover Sheet

" - A 7 1 TS
Deles 14 Seplember, 193¢
Tao: Gradaiupe Reves-Cruz, Phi) Zmails greyes @ sisloram s
- a = - 3 2 4 - 2 a
Jniversidac Naecional Avtdnome de Mézies
Apartado Posta? 78-243
Ciudad Universitzrs
F o H =1 o L.
Vidxico D F. 04810 NMiézico
T s =25 el oo o & K 3
Fes 525-822-5G73 Thone §25-522-5554

Frem: ©. Fred Forx T jcurnal of Celmar Licchemmsiry

‘ Executive Editer | Dept Microbiclogy & Molecular Generics
| University of California

EE 1602 MSB, 608 CE Yeung Drive East

i Los Angeles, CA $0095-1489
f:“

H
|
il
i Phone: 310/ 835-9339
o Faxe 3107 206-1703
s fredfox @microbio, ac
e 2 e

ekt

TS

T
ST
M&L..‘.

] e e e e

# of Pages 4  (including cover shest)
Re: JCRB Transmistsl £ 990.-045 {Reves-Cruz af gl
AX - rd

Recepior Expressed i sf21 Insect Cells: A possible Rels for Tyrosine Kinases,” is zccepted for publication as
a research article in Jowrnal of Celluinr Biochemistry.

We are pieased o advise you that your revized manuscript entitled: “Regulation of the Suman Bradykiniz B2

Your manuscript materials will be forwardsd o the publisher, They will contact vou regarding
reprints. and scheduled date of publication.

A Copyright Tramsfer Agreement (CTA) s attached here and must be completed ané refmed to the publisher
before your paper can be published. Please forward the completed form to:

Jessica Hickiman-Beard
John Wiley & Sone Inc.
605 Third Avenue

New York NY 10158-0012

On behalf of the Editerial Board, thank you for yeur coniribution. We hope that you will consider the Journal
for publicarion of future research articles from your leboratory.

--------------------- ZReCuEYE - BEIOTS - <o m e m e o e m e i iameetc el Fipid - EGOIS < o cm e mmmmm e
Max M, Burger C. Freéd Fox Gary $. Stem Caith L. Nicolson W, Jacason Pledger

Frecnich-Mieschar Insawt
Postfach 2543

CH-4032 Bassl
Swizerland

Phonre 141} &1 897-68-30
Fax (31} 61 §97-67-83
oLIgsr 2finLeh

Microhiofogy & Moles Gensice
Universiry of Califormun

Dept Cell Blology
Universuy of MA Mediza! Center

18602 M3B. 609 CE Young Dr Exst 55 Lake Avente Nonp

Los Angeles CA 90095-148C
Phane (310) 825-93%%

Fax (310} 206.1703

fredfox @rusrabio.ucla.ede

Worcester 55A §1655

Phone (308) 838-35625

Faz {310) 856-6800
gary.siem@banyan.ummed.edy

Ofifce of the Diresior

Insonuiz for Molecolar Medicine
159182 Toion Lane

Hunungion Beach CA 92549
Phon2 (714) 303-2900

Fax (Fid) 379.2082

gorimm @ix necomcom

H. Les Moffin Cancer Canmter
& Research Insuute

12902 Magnoliz Drnve

Tamups FL 36612.9497

Phone (813% 979-38%7

Fan {813) 979-3393

pleogerw @moffint usl ecu



TN N E

NP

i

=

3

=

73
2] A3STRACT
he functicnal regulaiion of the human bra Cykinin B2 recaptor sxpress

in 8727 calls was siudied. Human o Sragykinin B2 recapiors wars immuncdetecied as

& bant of 75-80 kDz in msmbranes rom reco: moinani becuiovirus-infacted cails

end visualized at the plasma membrane, oy confocal microscopy, using an

antibody against an epitope from its secord ewirzceliiar wop. 32 racepicrs,
< TR e r e s ; r g A .
gelectec in membranes by | m-Sradykinin] tinding, showed a Kd of 0.86 nM and

=

an gxpression level of 2.57 pmolimg of protein at 5

bradykinin induced z iransient increase of iniraceliular calcium f""ﬂz’“ i fure 2-AM
i ard ot 5 — i

loaded s121 cells, and promoted [°S1-GT? S binding to membranes. The afect

bradykinin were dose-depsndent (with an n ECso of 50 ni for ealcium mobilizetion)

r

anc were inhidited by MN-o-Adzmantanesceiyl-D-Arg-iyp® Th%8 O ohe' -8k, =
specific B2 recepior antagonist. When the B2 antagonist was applied af the top of

the calcium iransient, acceleraiad the decline of the peak, suggesting that calcium

mobilization at this point was siill influsnced by receptor occupation. No calcium

i [

mobilization was eficited by ¢ uM (Des- Arg™-Bk, 2 37 rece otor agonist that did not

inhibit the subseguent action of 100 nivi b racykinin. No effect of bradykinin was

defecied in uninfecied celis or cells infected with the wild tyoe baculovirus.

Bradykinin-induced [Ca*T; mobilization was increassd by genistein and tyrzhostin

ER]

AS1. These tyrosing kinase inhibitors did ot modify baszl leveis of {Ca®',

Homoicgous desensiiization of the B2 receptor was observed affer repeated
applicetions of bradykinin, which resulisd in afenuated changes n intracellular
celeium. Besides, genisiein promoied an increased resporse 1o a third exposure to
the agonist when appiied afier washing the cells that had been previously
chailenged with two increasing dosss of bragykinin. Genistein did not affect the
caleium mabilization induced by activation of the en dogenous ociopamine G
proﬁeiﬂ-coupied receptor or by thapsigargin. The B2 recepior, detected by corfocal

H et talatal
D’O':'uouuy"}f

=

i unpermeantized celis, remained constant ai the surface of calis
stimulated with bragykinin for 10 mincies, in the presence or absence of genistein.

Agonist-promoted phosphorviation of the B2 recepior was markedly scceniuatad
Y ] 9]
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priospnoserine and fraces ¢f phosphothreoning, bui not chosghotyrosine.
suggesiing that the putative tyrosine kinase(s), activaiad by 2radykinin, ccuid act in
& step previous o recepior shosphoryiation. inferestingly, genisiein prevented
egonist-induced G protein uncoupling fom B2 recepiors, determined by in vilro
pradykinin-stimulated [358]-GTP~_,8 binding. In membranes from  bradykinin

n
pretreated cells. Cur results suggests that ivrosine Kinase(s; regulaie the activity of

ine human B2 racepior in si27 celis oy affecting its coupling to G proteins and iis



Rradykinin (BK) is a vasocactive nonapeptide, generated at siies of tissle

r o

 gmy e o, S S 3 4 Lom £ -.: I ¥ 1] PTG
damege, thal coniributes io inflammalion anc pain. .0ng erm aclons ¢ oK
1

nclude activation of proliferation pathways. Celiular efiecis of this hormone are

mediated through G-protein counied receptors characterized by thair seven

iransmembrans spanning helices. Currently, mammallan 2k rscepiors are

classified in two types: B1 and 32; however ciher fypes exist in non-mammalian
species {Schroader et al,, 1287, Regoli et al., 18983; Regoli et al., 1994). in a wide

rs are coupled to PTX-insensitive G proleins anc

i i H i

shospholipase C. The release of calcium from intraceiiuiar stores, followed by
. \

nflux of this cation from the extraceliviar space, is = typical rasponse to the

occupation of B2 recepior by agonists (Hall i al., 1992; Regoli ei al., 1993;

[0]
L]
o,
®
E\i‘

1884, Ir {ibreblasis and endathelal celis, 3k aclivales diverse
kinases, as a consequence of B2 receptor action, including isoforms of proiein
kinase T and tyrosine kinases such as Src and Fak (Lee and Villereal, 199€;
Rodriguez-Ferndndez and Rozengurt, 1998).

Homologous desensitization of the B2 receptor by GRK-2-catalyzed serine
and threonine phosphorylation was recenily reported (Blaukat et al., 1996). Direct
activation of protein kinase C with active phorbo!l esters alsc induced some
receptor phosphorviation (Blaukat et ai, 1998). Immunoblot analysis has
evidenced ihe presence of shosphotyrosine in immunoprecipitated B2 recepliors
from unsiimuleied WI-38 human lung fibroblasis (Jong et al., 1893). In addition,
specific tyresing residuss in ihe intraceliular domains of this receptor are required
for the efficient coupling of B2 to the production of inositol phosphates (Praco et
al., 1997). A recent work determined the phosphorylaticn of thess specific tyrosine
residues by mass spsctromeiric analysis of rat B2 receplors isclated from
ransfected unstimulaied CHC cells (Scskic et al, 1993). The ahility of Bk
receptors to induce activation of tyrosine and serine-threcnine kinases {(Lee and

Villersal, 1996}, the fact that some PKC isoforms are regulated by tyrosine
shosphorylation {Denning et al., 1998; Zang et al,, 1987) and the ability of PKC i
regulate the activity of GRK-2 (Chuang et al., 1895) opens the possibility that

iyrosine kinzses may regulate, in a direct or indirect way, the aclivity of B2
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cradykinin recepior.

Baculovirus mediated express%on of serpenting recepiors 0 insact calls
U

caiclum nomeostasis (Hu et sl 1684} and homologous and hew‘:erozogous
reguiaﬁ:ion of severai G protein coupled recepiors (e g- serotonin, muscarinic,
oine, nistamine, neurckinin recepiors) {(Chen et
aﬂ., 896; Kukkonen et al., 1998, 1998: Saion of a.,1887; Hu si al.,
gt al., 7888(k); Fukushima ef al.,1997; 3eukers &i 2l 1897). We explored the
regutation of the human B2 recepior functionally expressed in si21 insect calls. As
expscied, the recombinani B2 receptor was uouped to intracellular calcium
mobilization. 3k ‘nduced homologous desensifizefion of the 22 raceptor
Interestingly, inhibilors of tyrosine kinases Increased figand-promotad [Caz*'}!
mobilization, in vitrc bradykinin-stimulated [**S]GTEYS binding to membranes from
agonist stimulated cells and enhanced agonisi-glicited chosphoryiation of the B2
recepior. These data suggest a nove! rale for tyrosing kinases in the modulation of
B2 receptor function.
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o) MATERIAL AND METHODS
Feagenis.
Al reagenis used in the oresent Y were anaiviicas grade

I+ driomi e B Dy 10 = B S me BT 9 al ; fm R
sredykinis, (Des-Arg’)-Bk, (Des-Arg® su Bk, Neo-rAdzmaniarcacsnd-D-

Hyp®, Thi",B,D-phe?}Bk, cihylene glycol-bis(G-amincethyl ather)-N,N,N' N -iatra

Pt

acetic acid (EGTA} and N-[2-hydroxueinyi]-pi p‘peraz ine-N'-2-ethaneisulionic acid
(MEPES) were purchased from SIGMA (St Lou MO; Cenisisin was purchased

{1250 CYymmel) were purchased from NEN LIFE SOIENDE PP&ODUCTS.

Cell cutturs.

S21 insect cells wers obtained from INVITROGEN {San Diego, CA)
and cultured in Grace’s medium (SIGMA) supplemented with lactalbumin
hydrolysate, yeastolate, 2 mi L-glutamine, 10 % hea-inactivated feial bovine

serum, 100 ug/ml streplomyein and 250 ng/m! amphotericin B {GIBCO, Grand

island, NY} as previously dsscribed (O'Reily et al,, 1992). Cells wers grown on
plastic tissue-culiurs dishes (COSTAR, Cambridge, MA).
Froduciion of recombingnt bacuioviruses.

The cDNA encoding the human type I oradykinin recepior (B2) was
subcloned inlo the baculovirus veciors cBlueBacd and p3lusBacHis2A

£

(NVITROGEN) using standard figation technigues (O"Belly et 2l., 18€2; Sambrook

t 2i., 1989). The pBlueBacHis2A vecter adds an epiiope (€ amino acids) o the N-
erminal domain of the B2. We used this construct ic immuncprecipitate the
receplor using the commercial antibody Anti-Xpress ((NVITROGEN). The
crientation of the cDNA was confirmed by restriction mapping. Recombinan
baculoviruses ware  produced following the manufacturer insfructions

{INVITROGEN). Baculoviruses were purified twice uging the nlague assay and
amplified. The fiter of the amplified procuct was determined following the
sxpression of P-gaiactosidass (O'Relly et al, 1692). The final virus sicck was

maintained at 4°C until use. The virus muliiplicity of infection (MO1} used in this
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HiEk binding sxperiments
: S BT : P P Sy S et
Hecepior expression and &Ny was aelermined by ["H]Bk saturation
pbinding experiments as desgized slsewnare ADd Adia of ai, 1993: De Werd and

€7) Membranes from B2 recenior baculovirus-infactad sf21

8
cells, prepared as described fer [3°S]GTPy8 oinding {sse below), ware obtained 54

hrs gostinfsction. In brief, mem

H ) H = RA D H g T A L s ki AAsr™] domm b 4 AN
incubated in 25 mM TES, s 7.2, M zcA, U2 m MgTllh, 1mis 1,30

phenantroline and 140 g/l bacitracin supplemented with 2.1% BSA and

increasing concenirations of PHIBK for 43 min 2t 25°C. Specific binding was

determined by subtraction of nonspecific binding that cccurrad in the cresence of
1CC niM cold Bk irorm total binding, determined ir the absence of unlabsied Bk. The

bound radiolabeled ligand was Separated from the free ligand by filtration over

GF/C fillers (SIGMA), precoated with 0.3% polyethyleneimine, using a Brandeali

nnnnn

mi MgCly buffer and bound redicactivity was defermined by liguic scintillation
couniing.

Western blotiing analysis,

-

i

Membranes from si21 uninfected or B2-expressing calls, were rescived b

SDS-PAGE in 7M urea ge
biotiing (BIORAD). The sheeis were treated as describad by £bd Alla et al. (1998).

Briefly, shests were blocked with 50 mM Tiis, 0.2 M NaCl, oH7.4 (buffer A),

A

Is and transferrad to nitroceliulose sheets using semidry

containing & % nenfat dry milk and 0.1 % Twesn 20 for 1 h. Aniisera against the
carboxyl-terminus of B2 receptor {intraceiluiar domain; | D4 AS 346/2: Abd Alla e
al., 1998} was dilutad 1:1000

i

in buffer A confaining 2 % bovine serum albumin.
After 30 min of incubation at 37°C the ni

o
}

rocellulose sheels were washad five times

for 1& min each with buffer A and incubated for 30 min with peroxidase-iabeled
fragmenis of mouse anii-rabbi antibody {1:5000 SIGMA,). Afier axtensive
washing, beund antibody was visualizes wih Supersignal Ultra chemiluminsscence

detection kit (PIERCE).
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T il -
cells, cails were growr on

b=

iass

«wy

uiovirus. The cells were washed with
extracellular solulion (10 mi Nali, 80 mM KCl, 25 mi MgCl, 1.8 mM Call, 4

Togee s

mivi D-Glucose, 15 mM Hepes, 100 mWi | dlannitol, 0.1% bovine serum albumin, pH
8

v eight hours postinfection and stimulated as describad in figure iegends.

Then ceds wers fixed with 3.0 % raraicrmaldenyde in PBS for 30 min washed

three times with PBS8, and incupated overnight a 4°C with 2 rabbht polyclonal
antibcdy directed against amincacids 81705 of the seoand extraceiiuiar loop of the

recepior (AS 278: Abd Alla et al, 1986} {(1:10C dilution) i, P35S sunclem
0.5% bovine serum afbumin. The cells were than washed ihree dmes with PBS,
and incubated for 4 h at room temperaiure with 2 sec ondary anti-rabbil antibody
coupled o fiuoresceln isothiocyanate (ZYMED). The coverslips were embedded in
immunofluorescance mounting medium (DAKO) onic glass siides and
fluorescence was chserved using an MRC 1024 BIORAD confocal microscope and
analyzed with Laser Sharp ver. 2.1 T sofwars. Uninfecied S21 calls and 22
expressing celis where the anti-B2 antiho dy weas omitied (negative controis) ware
simulianecusly analyzed,
Intraceilular caleium messuremenis.
Confivent sf21 cells, expressing 3 ceptor, were mechanically dispersed

With a piasiic pipetts, and piaced in the extracellular solution te 2 final conceniration

1.5-2 million cells/ml and incubsied with 5 Uil Fure-2-AM for 45 miruies at room
lemperature. After this, the cells were washed twics and incubated for 30 minuies
in Fura-2-AM-free solution. Then the cells ware washed 3-4 iimes and placed in the
cuvelte of an Aminco-SBowman seres 2 luminescencs specirometer (SLM series
If). The excitation wavelengih alternaisd svery second between 340 and 380 nm
and the emission was coliecied at 540 nrm. Each

Each experment was individualy

orw o e
calibrated ¢ chigi

iy

' lhe maximum fluorsscence after dismpténg the cells with C.1%

- "

iriton X100, the minkmum fuorescercs was cilained after chelating the calcium
n the soluiion with 20 mi EGTA. The values obiained with this procedure were
used 1o calculate the intracsliular calcium concentration according to previously




oublisned equations (Grynkiewicz ot al., 1988). Some experimants ware made in

2 a2bsence of extracellular calcium, in ihose experimsnis 3 MM ZGTA was added
o the extraceiular soiution.
Phesphoryistion of 32 receplors.

Si21 cells, grown to & density o° 2 million cells/m! in 10 om cuifure dishes,

were infected with the B2 baculovirus as dascried zbove. The cay of the

n ewracelluiar soluilon for 1 h and then
: et pd 1 B Bl mim Tt Lol 32 ;
ncubaiea it 3 mi of the same soiution containing °2P) Forihophosphate (0.2

mCi/mi) Tor 3 n at 22°C. Labeled celis wers pre-incubated with genisteir or vehicle
and stimulated with 3k, then cells were washed twicz with ice-cold PBS and
solubllized with 1.0 mi of ice-cold solubilization buffar ¢ {10 mM Tris-HC!, n~ 7.4, 50
mM NaCl, § mhM EDTA, 1 % Trilon X-100, 0.05 % SDS, 50 mY NaF, 180 uiv
NegVls, 10 mid B-glycerophosphate, 10 mM sodium pyrophosphaie, 1 mM o-
serine, 1 mM p-ihreonine and the protease inhibitors: isupeptin 20 ug/mi, aprotinin
20 ug/mi, PMSF 100 ug/mi, baciiracin 500 Lg/mi and soybean trypsin inhibior 50
ug/mi). The exiracts ware maintainad for * h an fce; cenirifuged at 12,700 x g for

15 min at 4°C, and the supematants transferred {0 new iubes containing 5 Ui cf B2
anfiserum against the carboxyl-ierminus sequence of the receplor {intracellular

domair; D4 AS 348/2; Abd Allz et &), 1998€). On a different set of experiments,
Fom

ne supemalanis of cslls sxpressing the epilope-tagged B2 receptor wers

[

transferred o ubes containing 5 ui of the Xpress antibody (INVITROGEN).
immunoprecipitation was paiformed as previously reporied (Vazquez-Prado et al,

1887). Briefly, tubes wers incubated ovemight at 4°C. Then 40 ut of Protein A
agarose peads (50% slurry) were added and incubated for 1 hr at the same

temperaiure. Beads wers washed: a) five times

{1 mifeach} with a sclution

containing: 80mM Hepes, 56 mM NaH.PO,, 100 mM Nal IpH 7.2, 1.0 % Triton K-

100, 8.0% % SDS and 100 mi NaF:  b) once with 50 mM Tiis, .15 M NaCl, oH 7.4,
and ¢} finally once with 15 mM Tris, 0.5 W NaCl, o 7.4, Washsd beads were

Incubated for 30 min at 85°C in 100 pi of Lasmmil sampie bu " contalning 7M

Jrea and 5% mercapio-sihancl. Samples ware eiectrophoresed in 7M uree-

centaining 10 % SDS-PAGE minigels, transferrad o nitrocal flulose and exposed 1o
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X Ray-fiim (KODAK] 2t -80°C with an intensifying scresn. The amourt of
phosphorylaied  racepior was  detarmined by densitometric  analysis

uioradiogrephs or by Fhosphorimager analysis (MOLECULAR DYNAMICS.

Phosphoamincacid analvels.

[dertification of phosphoaminoacids was performed 5y two dimensional

in layer celulcss eiscirophorssis of receptors subjecied to acid nycrolysis as

phosphorylated B2 receptors, from  confrol  or  stimulated cells, were
sisctrophoresed in 7M ursa-conizining 10 % SDS-PAGE rinigels, ransferred o
PVDF membranes (EEO’HAD} and subjected tc hydrolysis in 8N HC! for 1 hr a8
110°C in & volume of 200 Li Samles were evaporated 1o dryness n a vacoum
concentrator (Speed Vac) and solubilized in 2 midure of cold phosphoamingacid
siandards (phosphoserine, phosphothreonine and chosphotyrosing, 25 nmol
each). Electrophoresis was performed using 750 V for each dimension in a cooled
Hoefer Supsrsub chamber. For these sxperiments, colis were jabsied with 0.5
Ci/mi [®°Pl-orthophosphate for 5 1.
Membrane preparation and [ SIGTP-y§ binding.

B2 expressing culiures, washed with exiraceliular sol uiion, were scraped

with & rubber policeman in buffer containing: 20 mii EEPES, o 5 mit EDTA,
100 pM NagVQy, 10 mivt B-glycerophosphate, 10 mM sodium pyreghosphate, and
the previously meniioned protease inhibitors. Scraped cells were disrupted with a
Faolytron for 30 seconds and membranes were prepared as previously described
(Vézquez-Prado et &i., 1997). ESES}GTP-ng-S binding was performed zs described by
Wigland and Jakebs (1894). Brisfly, the binding reaction wes carred out for 5 min
2t 30°C in & volume of 250 yl buffer (50 mM Tris, 10 mM MigCla, § mii EDTA, 100
mM NaCl, 0.1% BSA, pr 7.5, containing 1 ulV GDP) containing 0.2 nivi [¥S]GTR-
S. The rsactions were initiatad by the addition of membranes (25 g preteinfiube)
and ierminaied by the addition of 2 m! of ice-cold huffer {30 mbi Tris, 10 mM
MgCip, pH 7.5}, and filiration cn Whatman GF/C flisrs using a Brandei harvester.

Nonspecific binding was datermined in the presence of 100 uM cold GTPVS. Fiiters
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werz washad ihree times and dried, and radioactivity measured with 2 fiquic

8
scintillation countar (BECKMAN, mode! LSBDOCBC) in somes experimants,

membranes wers preparad Fom csils oravi viously stimuiated with 3k, in the

o - z & £ e 3 ) kS
pregence or absance of genisiein, Sontrols

inciuded ursiimuizied csils and cells

preincubated with genistein, as describad in the figure legenas.

Data analysis.
The change in [Ca” was ohizired from the difierence between the neak

reached after agonist application and the besal level Sizlistical snalysis was
performed by the students ¢ fest using Sigma Plot softwars (JANDEL
CORPORATION). To Quantify fiuorascence intensity of confocal images, ihe

average intensity of sach cell in the visual fisld was measures and the daia were

ca
infegrated using an image ana lysis program (VISILCG 5 , NCESIS). Analysis of

binding experiments and dose résponse curves was performed with the GRAPH

PAD PRISM 2.0 sofiware (San Diego, CA).
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nsact cails.

he n’r‘a** Bz ba'aafykénén recepior was sfficient

cienily exprassed in 5727 insect
cells by heterclogous racombinant | bacuicvirug system, 7 st‘( binding experiments

revealed a Kd of 0.85 = 0.186 ni (mean = SZM, thres de
and expression level of 2

£
(D
(]
()]
i)
R
(]
-3
=
44
(€3]
Q.,
(D
a
()]
(X
[N
ke

=, lzne Bzﬁ}g 70 signal was detected in

Fig. ‘B, lzne NI The presence of the B2

recepior on the nlasma membrans of unpermeadilized cells was dateciec By

confocal microscopy us ng an antibody against an epitepe \aminoacids 91 tc 105)

from the second extracsliular loop of the recepior {Abd Alia et al., 1996) followed

by a FITC-conjugated second antibody (Fig.1C)

. Only background signal was
detected in B2 exprassi

ng cells incubated exciusively with the second antibody and

in non infected cells incubated with the arti-B2 antibody foliowed by the flourescent

conjugate (data noi snown). Flucrescence was deteciad gt the plasma membrane
of

of sf21 cells expressing B2 receptors, indicating that the mature protein reached
the cell surface. 'n permeabilized cells staining was also visible inside the calls

likely within the endoplasmic raticulum ang Goigi comparirments (data not showrx).

Insect si21 cells, infected with recombinant baculovirus containing the full-
length human B2 receptor cONA, responded t© a stimulation with Bk with a2

transient rise in ihe T, the magnitude of the response was concentration

dependent with an ECx, of 50 nivi (Fig. 24). Concentrations below 2.5 ni did not

procuce & measurabls responss in [Ca2. The maximum change in {Ca®7 was

nivi Bk, Expression of the R2 receptor in 21

oblained with 100 | cells, tesied

belween 45-48 r posi'-én'fectéon, dic not modify the basal intracaliular caicium

comparad

o

C Cninfe
!

miecEd cells (180,17 = 903 nM and 175.02 = 2571 nM,
respectively; n=15, ¢ C.05)

hd

. All subsacuent experiments we performed within
this time frame.

The specific 21 receptor agonist {Des-Ar

il

¢"+Bk (1 uM) ¢id not modify
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I or the resporise ic 102 nivi Bk {Fig. 2B, n=4). The response s Bk (100
nM} was completely blocked by e selecive B2 recepior antagonist N-g-

Adamartansacatyl-2-Arg-[l Svp® Thi® ,D-phe7}-B§< (N-c=Bk, 10 uM; data not shown).

Appiication of 10 uM N-a-Bk ai the Peak of the Bk response (in the comiing

cus
presence of 100 nM Bk resulted in a rapid decline in 1Ca®", towards baseline {Fig.
2C). This result indicatad that continucus recepior accupancy was reguired 1o

~
LI - A i &y ey
mamnan e [Ca™ response.

Functional co

T

was studied by analyzing Bk-promcted [PSIGTP4-8 binding. In membranes from

52 expressing sf21 cslis, 1 LM Bk increassd [¥s IGTP-y-S binding
over basal levels (pasal 1250.22 + 4724 g apW/ES 2g mamb

2274.28 = 350.75 dpm/25 Hg membrans proisin; p< 0.05 ; n=4, Fig 20,

Tyrosine kinase inhibitors enhanced £2 receptor inducad | Caz”_,;?,,,- mopilization.

Repeated applications of Bk resubed in afienuated changes in [Ca®"); {Fig.
3A}, indicating that the B2 receptor desensiiizes in the ¢

WL [V

Winuous gpresence of the
agenist. This conclusion was further supperted by the find

ing that a parial
response 0 Bk was recovered after removing the agonist from the incubation

medium and maintaining the cells in agonisi-iree solution for 15 min {Fig. 3B.

To study the effect of tyrosine kinase inhibiors or hom
receplor desensitizatior, we repeated ihe protecol of Bk applications of 100 nV

and 400 ndi, removed ihs agonist, and incubated the cells for 15 minutes in

agonisi-free  soluiion containing 10 uM genistein during the las® 10 min.
Interestingly, under thess conditions, the third Bk application resulied in

response in [Ca

a greater
*i wransienis as compares to conirol cells (Figs. 33 and 3C).

To determing the avallabilily of calcium fom intrecsilular stores afier
repeated applications of 3k, -

ociopamine in cells

we studied [Ca®T transients inducec bv 500 uM
in which two Bk stimulations had deen elicited. Octopamine

signais through an endogencus recaptor inked io changes in [Ca' il via & periussis

ioxin-insensitive G protein and chospholipase C (Hu et al.,1894). Figure 44

ltusiraies the changes in 1G> incucag 2y two subseguent applications of 100 nivi

and 400 nM of Bk. Under thess conditiers, octopamine producad a iarger iransient

et L LR



rise n (Ca”]i compared io ihe iniilal 3k application (Fig.

demonsirated thai the atienuaied response fo repeated applications of 3k were

duge io hemomgous recepior dssensitization and not to depletion of calcium stores.

sxpiore the role of tyrosine kinases In agonist-promoted B2
recepior desensiiization, si21 cells were incubais

d with 10 uM genistein for 2-10

rinutes, then stimulated with Bk (100 — 400 nii) followed by 500 LM octopamine

i

’Fgg A3Y, Inigrastinoh. o
A

o Fom gyt L o 3 s 2 i, s %7 v
3 SSUngy, genisiein ennanced ne response o the first (120 nM) and
second (400 niv) Bk stimulaticns with no measurable affect on the ccicnamine

response (Fig. 4B). No modification in the basal calcium con

by genistein (control = 182.37 = 9 nii; Gen = 195.33 = 8.5 i, n=8} In thes

experiments, genistein oromoled & significant increase in the medilization of

calclum for both Bk applications compared to the conirg. The changs in [Ca®]

wEl

€]

eliciied by 100 nM Bk, in genisiein pretreaiad cells, was 483.17 = 48.20 nM
compared to 287.78€ + 33.54 in control celis (Fig. 4C, n=12; p < C.08). The second
Bk application, in genistein pretreated cells, produced 2 changs in 1057 of 310.08
+ 31.5 nM compared to 187.6 = 16 in coniral cells (Fig. 40, n=11; < 0.05).
Interestingly, as observed in figures 44 and 45, a third stimulus, i this case with
cclopamine, gave a similar response in control and genistein pretreaied cells.
Suggesting regulation of B2 receptor aciivity by tyrosine kinase(s) zi the ievel of
recepior, or at & point of the signal wansduction pathway no! shared with
aciopamine receplors. Similar resuits were oblained after incubating the cells with
800 nM tyrphostin A5 for five minutes, which incraased the change in [Ca™"y for
the first Bk application by 1871 £ 8 % (n=5) and by 165 = 11 % (n=7) %or the second
Bk application compared fo contre! celis {data not shown).

Simiiar experimenis ware performed in the oressnce of 5 mM EGTA.
Jnder these concitions, a significant increase in the respeorse ic e second
applicaticn of Bk (400 nM) was observed in celis pretreaied with genistein, while
sient remained uninfiusnced by ihis tyrosine Kinase innibior
(Fig. 413}. The peak of calcium sliciied by 2 sscond application of 3K increased
from 228.81 = 29.87 nM in control cells fo 375.97= 35.86 ni in genistein

pretreaied celis (n=5; p< 0.05). The initial effect of Bk on [Ca®] mobiiization in the

H
L
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! extraceliuiar calcium was unaifected by genisiein (475,36 = 34.32 and
508.8S = 21,15 nifl Iz control and genisisin trealed calls respeciively, n=5; o= 0.5)

3
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tyrosine <nase inhibliors did not affect octopamine or thapsigar

&
¥
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Gz} iransianis.

The effect of nyrosine kinass inhitiiors was issted on ihe endogenous

b

octopamine recepior and on the thapsigargin (TE) induced changes in [Ca®" Il As
tustrated in Figure 3A, addiion of 50C uifd ociopamine resulied in a typical
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attenuated calcium responss, suggssting ihat this recapior may aiso desensitize.

Treating the ceis with 10 uM genistein for 18 minules did not alter ihe
cctopamine-induced changs in [Ca®F, suggesting that the desensitization process
of this G-protein coupled recepicr is not modulated by tyosine kirases (Fig. BA
and 58). In the presence of genisiein, the first ociopamine application nroduced a
change in {Ca2+}3 of 172.47 = 33.98 nM compared to 175.97 = 33.34 nM in control
celis {p= 0.94, n=7}. The second appiication in genisiein preirsated cells produced
a calcium transient of 91.66 = 20.58 nM compared to €8.65 = 233.22 ni in control
cells (= 0.82, n=11). This resuli is paticulary interesiing since the octopamine
and the B2 recepiors couid be using the same signaling cascade {pertussis foxin
insensiiive G-proteins and PLC) io induce the changes in [Ca®') observed afier
agonist stimulation (Hu st al.1594).

The TG-induced change in [Ca”7 was also insansiive to tyrosine kinase
inhibitors, suggesting that releese of calcium from intracsllular stores by TG and
the secondary calcium infiux stimulated oy the releass (capaciative calcium entry)
wers not modulated oy tyrosine kinases in sf21 cells (Fig. 5C and 5D). In genistein-

trsated cells, after two applications of B, TG inducsd a change n {C2*) of 853.42

H-

115.90 niMl compared o 742.28 = 110.83 nM in control cells (n=10; ¢ = 0.36).
Surface axpression of B2 receptors in bradylinin and genisiein pretreated

75
Celig,

The sffect of genistein on intermalization of B2 recepiors was determinated
by the intensily of fluorescancs using confosa! microscopy. Uniform staining at tne

cei surface for 32 receptors was observed in Sk-reated cells in the presence or
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aisence of genistein, and in unstimulaisd cells (Fig. 6, upper pansl). In contro!
cells (basal) the mean of fluorescence intensity was 28.85 = 2.97; 25.18 + 4 .28 for
Bu stimulatea cells (3K} and 23.72 = 4.58 “or genistein pretreated cslis (Cen — BKk);
{(Fig 8, totiom pansi). Thess resulis indicated that in ithe iime-frame in which the
celcium experiments were performed no significant internalization of B2 recepicr
occurred.

Genisteln increassd ligand-promoied 22 recepior phosphoryiation and
prevenisd agonisi-induced G protein uncousiing.

Sk-promeied phosphorylation of the B2 rscapior from si27 insect cells

]

loaded with [° w—omovwhcsahaxe is shown in Figure 7A. A radiolabeled band with 2
molecular weight of 75-80 kDa wes immuncporecipiiated using a B2 recepior-
specific antibody (Fig. 7A). A band of z simiar molecular weight  was
Immunoprecipitated from sf21 cells expressing an N-terminaily tagged B2 recaptor
by an antibody against the novel epitope {(AntiXpress antibody, data not shown).
Basal receptor phosphorylation, judged from semi-quaniitative recepior
auloradiography, increased in calls treated for 10 min with 1 uM Bk (100 % vs.
133.8 = 4.5% p< 0.05; Fig. 7B). The Bk-stimulated phosphorylatior of the B2
receptor was further incgeased by preincubating the cells for 1C min with genisiein
{282 = 18.83 %, p< 0.05 compared to sasal and Bk; Fig. 7B) whereas in the
ebsence of Bk, no significant sffect of genistein on phosphorylation of the 32
recepior was seen (34.4 = 5.7% of basal). Phosphoaminocacid analysis revealed
the presence of phosphoserine and iraces of phosphotreonine in Bk stimulated
receptors (Bk), in recepiors preincubated with genisiein followed by agonist
stimulation (Gen— Bk} (Fig. 7C), and in recepiors isolated from control (basal) and
genisisin preincubaied cells (not shown).
To expiore the possible participation of tyrosine kinase(s) on 32 receptors-G
protein coupling, we determined the effect of genisiein on agonist-modulated G

5

orotein-receptor coupling. i vitro B-stimulated [SIGTPYS binding was serformed
N memoranes from contro (basai} csils, and from cells stimulated with Bk in the
absence or presence of genis: Coupling of B2 receptors to G proleins is

demonstrated by the ability of Bk to elicit in viiro [*°S]GTPYS binding to membranes
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o control unstimulated cells {(Fig, 20 and Fig. 7D, left palr of bars). In
rmembranes from cells stimulated in vivo with Bk, by a protoce! similer ¢

)

mination (100 nM Bx followad by 400 nM 2K}, ro in vitro

35 mn ' .
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stimuiation by Bk was g o~y Dincing (.- ig 70, middie salr of bars).

Bk was able to glicit in vitro [°])GT FPYvS binding to membranes from Bk-stimulated

"

cells that wers preincubated with genisteln (Fig 7D, right pair of bars).
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The data presanied here show that the oharmacoicgy ¢f the recombinant
32 receptor expressed i ei21 cells is compaiidle with that of the B2 rsceptor from
[, 1882} and that reguiation of this rscsotor can be reproduced
alihfully in insect cells. Exprassion of human B2 Bk receptor in sfQ insaci cells was
oreviously reported (Kunze DL et al., 1997; Dong ¢t al., 1895; Hu et al., 1984). In
thie work we provide suppor 1o ihs hypothesis that regulation of the activity and

Sorme discrepancy seems (¢ axist |
recepiors measured by PHIBk binding (Xd 0.68 nM} and the efficiancy of the
receptcrs o stimulale intracellular calcium mobilization (ECsy 50 nif). While in
the vast majority of cells expressing B2 recepiers 2 close corelation exist
between these parameters, differences in some cslls that naturally express B2
recepiors have also been detecied. Examples include phospheinositide tumaover
in guinea pig gall bladde

=

cells (Falcone et al, 1983), murine fhrosarcoma
HSDMIC1 cells (Sharif and Whiting, 1883} and colen muscle celis (Hasler at al.,
188%) and 22 receptor phosphorylation in hurman HF-15 fibroblasis (Blauka? st
al., 1998). Indeed, heterogeneily in B2 raceptor subpopulations defined by
differences in thelr affinity for Bl have been reporied {Baenzinger st a!., 1892,
Dalemar et al, 1296). Pizard et al. {1998) cited several studies tha® rsporied
large variations, by > 4 crders of magnitude in the affinity constants reporied for
Bk ranging from 0.003 ‘o 50 nM and explored the reasons for ihis heterogensity.
They suggested g mechanism: of negative cooperativity. Accordingly, 32 racspior
molecules likely interact with each other resulting in 2 decrease in the apparent
affinity of the receptor for Bk due tc an accsleration of bound ligand dissociation
{Pizard st al., 1998). In our transfectad system, it is fikely that the availa lakility of G
proteins is limiting. Since an agenist was used for the binding expsriments, and
gssuming that the process of negative cocverativity is taking place, it remains
possible that recepior species with iow affinity for the agonist (in the ‘fncoup!ed
sigle) remained undstected. Binding experimenis in which s antagonist

[PHINPC17731, at concentralicn as high as 20 nM, was used as radicligand did
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fict reached saluration (resulis not shown). As discussed in detail by Kenakin

3

(1987) this difference in the binding resulis for agonisis and antagonists is

=

irequently observed In the studies involving racombinamt G oprotein coupled
o 4 i
receptors in which the avallability of G proieins is limited.
B2 antagonist, when appiied ai the top of the calcium fransient

accelerated the shut down of the signal. These data suggest that calcium

o
mobilization at this peint sl s influsnced by recepicr occcupation and thai the
neight and amplitude of the peak could be modified ¥ recepior desensitization

were preveried. In his situation, the increasad respenss to Bk in the presence of
nistein, even during the first chailengs with ths agenist, could ba explained by

a p@sssbie sarticipation of tyrosing kinases rsgulaiing homologous recepior
cdesensitization. The effect of genistein-sensitive tyrosine kinass(s) cculd also be
aitributed o a compenent of the signai transduction pathway downstream of the
recepior that is not shared with octopamine or non recepior-activated calcium
mobilization by thapsigargin. Our expariments, in which the effect of genistein on
calcium mobilization was determined in the absence of exiraceliular calcium,
suggest an effect of this inhibitor at two points of the orocess. Ore at the level of
receptor desensitization, since iis effect was only delecied in the second
challenge with the agenist; and the other af the level of calcium entry, since its
sifect over the initfal stimulaiion with BK disappeared in the absence of
xtracellular calcium. 'n CHO cells expressing mouse B2 recepiors, the affect of
genisteir: on calcium mobilization revealed thal the aciivity of iyrosine kinases is
required for the suslained phase of the respeonse but does not affect the initial
peak of calcium elicited by Bk (Taketo et &l., 1897). Differances in the regulatory
properties of human and mouss B2 recepiors can be invelved in the opposite
elfecis obsarved for the sction of genisisin in Bi-slicited calcium mobiiization in
CHC and sf21 celis. Besides, it ssems oossible that different reguiatory
isms, acting &l tne level of eiffecior proieing, 2re required 1o maintain the

sustained phase of ihe calclum resconse in each cell type. A diminished

response of B2 and other ssrpentine racepiors in the absence of exiraceliular

calcium nas been commonly observed (Harteneck e al.,, 1895). Furthermore.
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nward ceaicium currenis afier agonist sifmulaiion are detectad by paich-clamp
techniques g few miliiseconds after agonist apolicatior, 2 time infericr 1o U

required 1o rsach the peak of calcium n the first chellenge with: the agonist (Vaca

na Kunze, 1884}, Tyrosine Kinase aciviy is reguired 1o susiain inward calcium

currents in human foreskin fibroblasis (Lee &t al, 1883}, Noc eniry of caicium

induced by mobilization from intraceliuler stores was deteciad in fiarcblasis from

il

S-Src Knockoui mice and the process was recovered oy transiection of the

yrosine kinase (Babnigg et al,, 1927,

=]

Desensitizalion is a regulatory mechanism that terminates agonist-
induced second messenger cascades for a wide varisly of rscepiors. There is
ample experimental evidence indicating that priosphoryiation of G ipm'i:ein-coupled
recepiors is involved In the desensitization mechanism {Alblas e al., 1998; Cyr e
al., 1883; Letkowitz et al,, 1993). Serina/ihrecnine kinases such as vrotein kinase
C and GRKs such as the B-adrenergic recepior kinases (BARK) play important
roles in the desensitization and iniemalization of adrenergic raceptors (Lefkowilz et
al., 1993). Regulation of B2 receptor activity by ligand-promeied serine and
threcnine phesphorylation has been demonsiraied (Blaukat & al, 1898}, and the
potential roie of protein kinase C in the dessnsitization of the B2 recepior has been
highlighted {Clerk et al, 1996, Luc & =i, 1892). Absence of tyrosine
rhosphorylation of radiolabeled B2 receptor has been recently raported (Blaukat et
al., 198€); accoerding fo those daiz, it could be hypothesized that the ityrosine
kirase inhibited by genistein produced an indirect effect on the receptor function.
This hypothesis is further supponied by the fact that chosphoserire and traces of
chospholrecnine ware the phosphoaminoacids detectad by two dimensional thin
layer ceiluiose electrophoresis from acic hydrolyzates of the B2 recombinant
receptors isolaied from sf21 cells. In this regard, it has beer demonsirated irat

isoforms of PKC (particularly PCK 8) are negatively regulated by phoschorylation

¢

i~

nning et al., 1898, Zeng et &l., 1897; and that PXC activity ragulates positively
the activity of GRK-2 (Chuang ai al, 1985, 1895). Effect of oncrbol esters on the
phosphorylaiion of neurokinin receptor in 5S¢ celis has basn reported, suggesting

ine presence of endogencus PKC isoforms. Besides, members of the
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neteroirimeric STP-binding proteins in these calis have been detectad (Nishimura

st &h, 1998; Leopoldi st sh, 1897). rlowevsr, sincs Wyr ahosphoryiation

()
3
42
o

detectad by ant-phosphotyrosing ariibediss, has been reporied ic coour in B2
receptors endogenousily expressed in Wi-38 humen iung florociasts, & direct eilect
of genistein can not be discarded (Jong et ak, ‘§993). Resides, the presence of

shosphotyrasing that remained under the limits of dstection of cur system can nct

be discardsd. in this respecic, g has receni?y been reporied ine deteciion of

interastingly, these residues correspond to intracellular tyrosines that have been
reporied as sssential for recepicr eliclied phoschoinosiiide twmaever (Prado et ai.,
1987).

Mutation of Rat B2 receptor at Tyr131 significantly reduced iP; formation
and arachidonic acid release in responss to Bk, whereas mutation of Tyr321 and
Tyri31 had a profound effect on recepior internalization (Prade et al, 1897). Thus,
accumulating evidence suggests ihat stimulation of B2 receplors may induce
tyrosine phosphorylation of downsirear: effectors and in turn thal tyrosine
ohosphaorylation may affect B2 receptor signaling by a direct or indirect mechanism,
Cur daiz, regarding the ability of genistein io prevent Bk-elicited uncoupling of B2
recaptors from G proteins, defected by i viro °SIGTPYS binding to membranes
from cells that were stimulated with Bk in the presence of genisiein, together with
the absence of ghosphotyrosine in the phospheaminoacid analysls, support the
aliernative of an indirect rofe for tyrosine phosphoryiation on the increased ability of
B2 receptors to elick intraceliular caicium mobiiization, by an effect al the level of
receptor-G protein coupling interface, and on the increased phosphorylation of
recepiors {(mainly at serine residues).

The fact that the genisiein effect on intraceliular calcium mobilization was

observed a few minuies afier fis applicatior suggesis nal genistein-reducec

receptor desansitization dees nof involve recepicr iniernalization, whicn is an event

tha: usually reguires several minuies to occur. This is further supported by the

resulis illustratad in fSgure 2, in which genistein was applied several minutes after
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exposing the recepicr tc iwo consecutive Bk anplications. Eve . under these

conditions, genistsin produced a typica! incremeni in the Bk-inducsd chancr in

it

Ce®, as compared © control cells, incicaling that ihe recseplors ware sl
available in the plasma membrane but they were nol fully responsive to Bk (in the
absence of tyrosing kinase inhibitors). During the seriod of fime in which the
siudies on caicium mobilization were performed, no change in the sxpression of

8¢ by inairect immunofivorescence in

of sf21 Insect cells o support the inlemalization of 32 recepiors have heen
reported. Since we did not followed the internalizaiion of radic ﬂgaﬁd bound to
recepiors, cur resulis regarcing e permansnce of receptors, detected by
immunofiuorescence, can alse be interprated on the basis of 2 rapid receptor
recycling that maintains a constant number of recepiors on the cell surface. Other
G prolein coupled receptors whose intemalization has been demonsirated in insect
celis are the human op adrenergic recepior and the human dopamine 31 racepior,
i bolh examples a 30% of receptor internalization was detected (Kisymann et &,
18€3; and Tregadis ef al., 1995).

An enigma of the present study is that increased B2 receptor
phosphorylation of the B2 recepior comes along with atenusisd receptor
cesensitizalion. Whereas previous studies have shown ihat ligend-promoied B2
receptor phosphorylation is causally linked to #s desensitization (Slavkat et &l.,
1898). The distinct possibiiity, however, remains tha: in the oresence of genisiein
the B2 receptor s phospherylated on multicle residues that are not phosphorylated
oy nomologous mechanisms, or that the activity of other oroteins, able to influence
recepicr-G protein coupling can be aliered by phosphorylation. In this serss, it has
been reported that tyrosine chosphorylation of Gog/11 diminishes ks coupling o
muscarinic M1 receptors (Humamori e ai, 1997). Al present time we cannot
exciude ine possivility that the cbserved effecis are cell type-spacific and not &
general phenomena also observed in mammalian celis. Our preliminary resulis with

human fibroblasts expressing endogenous B2 recevtor or CHO calls expressing
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s recepior are 2lso subject 1o genisiein-responsive regulation (date not shown).
We aniicipate that sf21 inssct calis

]
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rovide e useful systerm o further sxplore ihe
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numan BZ recep‘tor sxprassed in 127 cefis 54 hrs postinfection. Binding was cone
in membranes from infecied celis as described in Methods. A representative curve

from ihree expermenis done In iriplicate is shown. Scaichard analysis of the

imirer Aets ~ . 5~ Ui ¥ a SV o B T ™ 5 . T | o
pictied data reveaied a Ka of U.6C AL Pane! B immuncbicis of membrangs of
e 4 Alle  Avmraosime & T o pulo d1 Ty ) y v oomon
si21 cells expressing the human B2 receplor (B2H) anc memoranes oOf non

infected celis (N!). Ten micrograms of membranes were loaded in each lane, ihe
rmunoblots were probed oy AS-348 entidody at & 1:1000 diution. Non infected
cells (NI} were used as control. Panel G: Exprassion of the receptor was examined
43 T postinfection by indirect immunoflorescence staining using an aniibody
against the second exiracsliular ioop of the receptor (AS 278) and fluorescein-

lzbeled goat anii-rabbit antibody.




e

—_

g

Ny Sd N p— S~ -y

R N

ey

TR

1 | ilrw -Ihl‘ul i

83
9

Ty umy
) ]
=~y ]

ﬂ -
i |
W
b .
| W
* 1
! ==
: -0
H : 4
i | :
it
|
|
I
U
A :
b i
il ]
i -

[PH-Bk] nM

E 3’“‘: l\\, 1
|
Il
Il

2

I
I k! !
¢ Ry i
i LT i
; G f
! \ !
! ot :

e o
< o o
< A

o
W
™~ N

1000+

(aroroxd 31 0y udp)

SITITIETC TTT e
Suipulg omoads

e

[0}

3}



e

S pa——y

e

g

o=

S

s

A

104

Figure 2, A-C. Functional expression of human 32 recegior i insect sf21 cells.

At i

Panel A: Dose-response curve o oracykinin (Bk} showing the [Se®7, change

induced by increasing concenirations of the agonist. Analysis of the dose response
cuive revealed an ZCs 07 30 £l Pane) 3

- 3: Effect of 100 nM Bk addeq after 1 pivi
(Des-Argg -Bk, 2 B1 receplor spacific agonist. Panal C: Effect of 10 uM N-o-

Adamanianeaceiyl-D-Arg-[Hyp® The 8 0 -ohe'-B! N-c-Zk), & B2

Speciiic

4

antagonisi, on ihe caicium change induced by 100 nivi Bk. The antagonist was

i
<

vertice!l arrow), Paj

gliciied binding of

recepior. in vitro [° SIGTR-S inding was performad in the absence of a

! I any agent
(basal) or in the presence of 1 M bradvkinin (Bk). E\?on-speoéﬁc binding was

subtracted from each value. Values represen® e means = standard errors frem 7

2
of independent determinations {p < C.05).
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Figure 3, A-C. Mobilization of [Ca”"] siiciied b v consecutive applications of Bk in
E2 receptor expressing si21 celis. Pansl A Typicel response in cailcium o ihres

censecutive appiications of Bk. Transient response induced oy 100 nM Bk {first
appication;, 408 nM Bk (sscond appiication) and 100 nhi 3k {third zppiication}.
Panel 3: Similar proloco! to PFanel A but Bk was removed from the baih (Wash)

before the third apolication. Pans! C: Similar protocol to the previous one, byl in

this case the celis were exgosed io 10 UM genistein {(Wash + Gen) before the ihirg
stimulation with 2k. The time interval during wasrk was 15 min. Tha nausa hefora
Py U

the third apglication in panels B and C is indicated by 2 gap ir the curve
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Figure 4, A-C. Effect of genisiein on the mobilization of [C2%] elicited by
consecutive Bk applications in B2 receptor sxpressing si21 celis. Parel A:
Aepresenialive experiment ifusiraling the desensilization of the B recepior after

agonist stimuigtion. The ceils were exposad to 100 and 400 ni Bk, Afer this, the
celis were stimulated with 500 uM octoparmine (OC 500). Parel B: Sifect of 10 ShY

genistein, preincubated for 10 min, in the response io 100 and 400 nii Bk anc 500

wi octopamine (OC 500). The boxes indicaie the time of application for each
o [ 2y i et 4O mR AL man oo
agonist. Wane! © Chaﬂ;ge in [0&°"} induced by the first {100 nii} and second (460

ni} 2k applications in genistein-ireated and control calls in the presence of
extracelivlar calcium (1.8 miM Cz%"), p< 0.05 for the effect of both 3k applications in
the presence of genistein comoearad fo conirol cells. Pane] D: Change in [Cag”"]i
induced by the first (100 ni} and second {400 nh) Bk applications in geristein-
ireated cells in the presence of 5 mM EGTA (Low Ca®", < 0.05 for the effect of
400 nM Bk in genistein-ireated cells compared o control. Vaiues represent the

means = standard errors from six independent determinations.
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1 ceils expressing B2 recepiors. Pansl A Represeniative tracs of

72"

-

L%

Figure £, A-D. of geristein on octopamine- of ihapsigargin-incuced calcium

i

responsss in si2

the change In (Ca®"} induced by two consecaﬂive soplicetions of BCT ul,

octopaming (first and sscond peaks). B: Represaniative race of the change
in 10257} induced by two consecutive applicaticns of 300 | UM octopamine in cells
incubaied with 10 ub genistein for 10 minutes. papg! C: Representative trace of

the change in [Ca™ induced by 200 nivi thepsigargi

ey o
it

“
o

reaied with 10 UM genisiein. Values represent the means & standard errors {SE)
from ihe number of independent cbsarvations. (5 = C.36 for TG andp=0.84ancp

=082 ¢ firet and second ociopaming d@mhcatsms comparing the respective

peaks in control and genistein-ireated celis).

L
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Figure 6 Sifect of Bk and genisiein on ihe surface loceiization of B2 receplors

slis. B2 sxpressing siz2! cells were

€3

visualized by confocal microscody in si2t
grown On glass coverstine and | ' asel) or wreated with 100 nM
ny BK stimuiue, (380 = Zk)., andirect

bradykinin {BK) or 10 M genisteln foliowed Dy 2

immuncfiorescence  was nerformed with  an ariibody against

axiracelluiar ioop of the recepior as desrrined on methods (Uoper Panel). The
Bokom panet shows he irtensity of fluorescencs sor sach “reztment. The orainate
specifies the cel ~umber, and the abscissa gives ‘ne relafive fuorescence
intensity.



S

=N S

o
w

1o 20 30 46 50

5 =
R
S T R
r” ‘ | e
“| " ' ; { &

o=

!IH| “ ‘|‘!.1! :~ ?LL"W ‘l

1"" A

Flyore

113

SC

W————— 30 - ‘
| ' a | '
N L= T~ |
201 M, e 28 T | \
| b N L nlt !
; i '”“ b AT N |
10 - b . 1 © 10! i
-}l n %ﬁwa # \ % s }ll H:.rﬁ' |
ot r|\ it ) . |
@L$*JJ”_LJ ol PRI L
3 10 20 30 46 50 0 10 20 30 40 30

erice iniensity (arbitrary units)



S

e

g

~

-

114

coupling of B2 receptor in sf27 c'*@!s Panel £ S’e‘2, fs exprassing the human B2

racepior ware radiciabeled with Pporophicsphate and incubsled with vehicle

4
[

(sasal, 1 ulM bradyiinin (3K}, 10 uM geristein for 1C minutes Toliowed by T M BK
(Bk — Gen) or 10 uM genisiein {Gen). Immunoprecipiiations were performed with
an antibody against the carboxi-terminai region of the recepior as mentioned In

J b i e Srum PR R -\ Bl = fam Y i

methods, or with preimmune serum as coniret (FRE). Nl refers (o non infeciec ceis
: Dt 3t o Jvs Cemomed A r oy G 4 i o 7
i which the anii-B2 antibody was ussd. A represenialive autcragiograph ©f

o

immunoprecipiiated 32 is shown. Pre-stained molecuiar weigl . markers ars
indicated ai the right. Pamel B: Means = SE of perceniage change in
nhosphonylation over the basal level of B2 racepior expressec in si21 celis (p<

0.05, for comparison of 3k anc Gen— Bk versus 3asal and between them, n = &)

Daia were obiaines from densilemeric anelysis of the autoradiographies of
immunoprecipitaied phosproryiated rscepiors. Panel C: Phospheaminoacid
analysis of hydrolyzaies from phosphorviated B2 receptors analyzed by two
dimensional thin laver celiuiose slecirophoresis. A representaiive autoradiograph
showing the results obtained for recepiors from cells siimuleted with Bk in the
aresence or absence of Genisisin, as described in pansi A, is shown. Tre
slecirophoretic migration of cold phosphoaminoacids used as siandards is
indicated. The experimsnt was repeated once with similar results. Panel D: /2 vifro
Bi-stimulatad °S]GTPYS binding to membranes from cells preincubated with Bkin
the presence or absence of Genistein. 821 cells expressing B2 recepiors were
incubated without any agent or with Bk in ihe presence or absence of Genistein as
indiceted below sach pair of bars. Preincubsation of cells with Genistein (10 M)
was for 10 min foliowsd by agonist (100 nM Bk for 10 min then 400 ni Bk 10 min).
n vitro °SIBTPYS binding o membranes was parformed in the absence cf any
agent () or presence of 1 uivi Bk as indicated in methods. Fiolied are the means +
SEM of 10 determinations using mempbranes obtained from 2 difierent cultures.
Resulis ohizined from oelis oreincubsied with Genistein in the absence of Bk
whers similar to those repressnied for the first pair of bars. (p < §.05 for the in vilrc
effect of Bk in the first and thirg pair of bars respect (o their basal).
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olrag hormonas, se ve limitade sor & bais nam
celules silvesires. Sin embargo, resuile evidente la necesidad de contar con los
corocimientos bdsicos relacionades con las zocionsa

como sustente para el desarrolle de compuesics regu

L cenvribulr &1 manejo terapéuiico del delor, la
inflarmacién y el tone vascular. Es deseable, pues, 8l establecimienic = modeios

celulares en jos que se puedz esiudiar la acividad de los receplores para

accldn de agentas farmacoldgicos
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¢. En esie trabejo queda demostrado cue ia
activacion v la regulacion de los recspiores para bradicinina iipo B2 humanos

pueds ser estudiada en las células 3721 de insecio. Los recepiores para

bradicinina B2 recombinanies, exoresados =n estas células, mosiraron
caracterisiicas farmacoﬂégicas similares 2 las de los recepiores expresados

sndégenamente en fibroblasios [Hall, 1982, Ademss, los recspicres B2 se

acoplaron a los sistemas iransduccionales propios de las cdiulas sf21; al igual

que er aquellas células gue sxpresan snddgenamenie & los recepiores 82, an
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g in antemenie, fue el enconirar que
ia actividad de los receplores 22 estuvo suleia a la accién reguladora de cinasas

Lot

con especificidad por residucs de tirosina. Apareniemenie esie sfecio oourrd de

forma indirecta ya que el andlisis de fosfocamincécidos de los racepiores
inmunopracipiiados reveld la oresencia de fosfosering ¥ trazas de fosfoireonina,

oero no fosiclirosina.,

La expresién de recepiores acopledos 2 protefnas G en céluias si27 y
st de insecte, uillizando &l sistema de baculovirus, ha sico muy Glii para

sntsnder iazs implicacionss asiructurales v funcionalas de esios ¢
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smplec del sistemz ce baculovirus Sroves bdenelicios fales como: l2 obiencidn de

niveles slevados de protaina recombinantes; la sxpresién de la orotein

1

Y]

recemoinanie en todas s cglulas infeciads

o

con &l Saculovirus, = diferenciz o

de
metodos convencionzles de transfsccidy iemporal donde rara vez se fogran

(44}

la  cbiencidn de virus recombinantes es
cltgicamente sancilla, Caoe destacar que los niveiss d

'scepiores endégenos da! mismo tipo qus se pretends est udiar. Adiciona almente,
sl emplec de mas de Ll vector permite “reconstituir” n vitro sistemas de
transduccion. Esiudios de este tipo han permitido disecar of acoplamiento enire
recegiores y distinag proteinas G [Grinewald et a! , 1998; Kozasa and Gilman

¥

1888], ademds han sepvigo PETE que en preparaciones membranales, ricas en

ia disponibiidad de esios Para servir
Como sustraics de distintas cinasas, pariicul

recepiores recombinantes, se j investigue

armente GRKs v cinasas activadas
pox segundos mensajsros (PKA y PKC) [Pai, 1994; Haga et a/ 19981, As{ mismpg,

&s célules ds insecio disponen ds protefnas & tuc se acoplan a los recepiorss

expressdos hetem!ogameme [Loisel, 1987; Cramer, 19€7; Pai, 1984; Chen,

1998]. Gira ventaja de que los recepiores ss expresen en una forma funcional es

que resuliz un sistema iddneo para estudiar las propiedades de unidn a diversos

figandos de interés farmacolégico.
Le regulacidn de Ia homeosiasis de caigic y la funcién ds los recepioras

Lara oclopamina, endotali ina, rombina, depamina v muscarini Iscoe m1, m3 y ms5,

na side esiudiada en ei sistema de células de insecto infectadas con baculovirus.,

Estos receptores se acopian a la via da transduccidn de recambio de

fostoinosfiides calcio ¥ 8uU comportamienic, tanio funcional come farmacoldgice,

8s similar al gue manifiesian en les cdlulas donde sa Sxpresan enddgenamente

[SBeukers ef a/ 1 1897, Geriz v Fun ichi, 1597 . &f al, 188

& Au, ef af
1884]. Los recegiores pare dopamine, expresados en células g0
objete de estudios donde se hz descrite la desensibiliz

U

, han sido
cién, ia paimioilacion i

& internalizacidn de sstos recepiores (YK, Ng, 1984; 19881, Por otra parts,
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gxenmentocs de osiCriacdn in VitrG, an Memcranas ricas en recepicres

reccmbinantess nan  mosirade gue los receplores  Bi-adrenéraicos v

-
muscarinicos m2, sxpresados en csiulas sf27, son busros sust ratos parg la

fcsf@riiacaon caiglizada por g QRK2 iPel, 1994; Mage or af 1888,

En nussire esiudic ¢, los recepiores para bradicining 32 expreszdos en
las células $f21 mussiran afinidad alia por ia °HI-BK {Kd 0.88 nl

[w]
O
=
m
3
JAVS

lisis de unién ds ssn

on ds © Iganao radiaclive a membranas te ceiulas
= - q s - ~ - oty e 4 ES PR, e -
infectadas, Ceisciandoss niveies de 2.57 picomales de feceptor por miligramao de

proteina membranal, entre 45 ¥ 84 h posi-infeccidén. Zsia alinidad resuliz

compareble con Iz detacizds regularmanis an breparaciones de células que

expresan endégenameme & esios recepmves., Par oiro lado

-

. ia eficiencia de los
'BCEpICISS para ssiimular iz ; movilizacién de calcio intracelular (ECs0 50 nM) 1

[E=% k 1

rsiativarnenie paja CCraparaca con la mayorla de céluias que expresan

nawralmenie a2 ssios recepicres. Es  frecuenie enconirar una estrecha
correlacion enire la afinidad por el ligandc (determinada o ROr unién de ligandos

P

diaclivos a preparaciones membranales) v la eficiencia de los racepicres para

accplarse a ios sistemas transduccicnales. Sin embarge, varios tipos celulares

muesiran caracieristicas de afinidad por el ligando en ei orden subnanomoiar y

eficiencia en ¢! orden nanomoiar. Ta situacién ha sido detecia da en estudios da

ios, dependiente de Iz presencia de bradicinina, en

celulas provenientes de ve eliga de hamsier v fibrosar rcoma murine, entre oiros

[Faicone of &/, 1883; Sharif v Whiting, 1993]. Por ciro ladc, se ha descriic la

xistencia de heterogensidad en los recepiores pars bradicinina manifestada por
diferencias imponiantes en iz afinidad de los mismos [Dalemar of ai, 1998]. Asi

misme, esiudics recientes de Fizard v colzboragores {1888} han sugerido la

posibitidad de que Interaccionss dirsclas enire los recspiores modulen

negativamente a afinidad da los mismos; en tal situaci i6n, una mayor expresién

[ TP
i

de los recepiores favoreceriz una disminyucién inizad por la bradicinina.
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For otro iade, &l conienide da proteinas G, gue como se sabe reguan la afinidad

de los receptores 2 los GUe se acopian, pusde ser iimitante en sisiemas

sfectados v, come discute an detalie Kenakin {1997), resultar en eficiencias
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-2 gesensiilizacién es un mege-: 10 reguisdor gue termina iz cascada
de segundos mensajercs inducida por g agenista. La Tosforilacidn de jos

© 3
[#]
Q
o [
a,
)
m
3

: H Py Do o e & 4 i~ e |
USgE U dapsl importanie en fa terminasidn ds ia sefal
. : . T ! i, oy
Inducida 20U la nommorsz, en Ca2380s ogor

sxiraceluiar o cuando ias céluias son estimulades repetidaments. En nuestr

asiudio, la actividad de los fecepiores B2 fue modulads cosilivamente por el

iratamienio con genisteina y tifosting, ambos inhibidores con especificidad nor

cinasas de residucs de tirosing, La aplicacién de un antagonista 22 en el vunto

méxime de la ‘espuesta intracsluiar aceierd (g recuperacion de fa conceniracion

citopldsmica de calcio fibre basal {es decir “lz caida” de la respuesta). Estos

datos sugieren aue fe movilizacién del caicio &n esie punto todavia es
influenciada

Nclaga por ia ocupacién del fecepior por el agonista v gus la amplitud vy la

altura del pico pudiera ser rodificado si se praviniers |2 desensibilizacién. En

esia situacién, el incremento de Iz respuesia a bradicining en presencia de

genisteina, aln durante ol primer estimulo hormonal, pudiera sxplicarse por |

1))

T UNS rimoon Mo fre et
panicinacion de una Cinasa s tirosina

ns

sgula la desensibiizacién homdiog

o)

del receptor parz bradicining. Sin embargo, lz desensibilizacién se define como

una disminucién en iz res uesia z apilcaciones repetidas de! agonista, de taf
_ e

manera gue el aumenio en 2! grimer pico de liberacidn de caleic causade por la
eclivacién de ios receptores para bradicir ina, en células preincubadas con

genisieina, puede axplicarse como un sfecto que aumenta la sensibliidad del

recepior. =i sfecic de las cinasas de tirosina, sensibles g genisieing, pusde

etribuirse 2 un tomponsnie qQus ne es compartide con los 'eCepicres para

. : i ! ja il ; i A Ao memle
CCicpaming ni con los componenias cus SENICIDan en e movilizacisn Ge calcio

¥

inducida paor iapsigargina {un inhibidor de 1z AT Pasz responsabl

de caicic hacia el retfouio endopldsmico). La rsgulacidn de I aciividad dei

recepior B2 por fosforilacién en s

erina/irsonina ha sido estugiada por el grupo de
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tircsine, pudiera estar mediada por ia PKCS ( {0 algu

120

; 108 faliazgos sxperimeniales recienies han

sugeridc la panicipacsién de ia GRK-2 y de ja PKC 2 Iz desensibilizacidn de los
recepiores 22 [Clerk ef z/ 1998, Lug = g/ 18€3; Alblas &t a; 18881 Hasta

ahora, el nuesiro es o primer estudic Jue gbordg 2 ceriicipacion de cinasas con

idag por residucs de dirg sina como reguladores de los recepiores B2

neontramos un incremento en la Tosforiiacién
cel racepior cuands las célulzs fueron pretratadas con geni isteina, asis afect

oF
193]

C)

Gsmés sorprendents, fue gependienta de a aciivacidn de! receptor,

sugiriemdo Que la oradicinina puede promaver la activacion de cinasas de tirosing

que, ademas de regular accionss ceiulares Ppostericres, permiiern modular la

‘espussiz de los rzcept ores, particularmente z nivel de su fosforilacién v
acoplamienio a ias protefnas G neterctriméricas. Criginalmente se consideraba

que las vias de activacion de Iz fosfolipasa CB v de distintas cinasas de tirosina

estaban controladag independientemenis. Sin embargo, existen evidencias que
-

indican gue log ‘ecepiores para bradicining, neurocinina, endotelina, bombesina
Radrﬁguez-Fema’nﬁez, 1996;
19885; -esb-Lunderg, 1985, 1994; Tippmery,
1998]. En ics fibroblastos de fa finsa 373, Iz bradicining induce |

Y vasopresina pueden acoplarse a ambas vias, ]
Alblas, 1996: Countani, 1995: Dikic, 1

a fosiorilacion,
iduos de tirosina, de protein i e, I

nes como la paxilina y la FAKY® [Leeh-
Lundberg, 1984], as! como iz fosferiiacién de

ermico (EGF) en Queratinociios humanos [Countant, 1985]. En
L)

fecepliores parz facior de
crecimiento epidér
8¢ ha demostrade que la bradicin

células PCi2 Na activa ia via de iz cinasa que
f@sponde a mitdgencs (MAPK) a través de iz ¢f inasa Src [Dikic, 19g5].
A8CNC de que iz fosforilzcidn de los

L¥

fecepicres B2 gcurriera

principalmenie en residucs de serina v ligeramente an ireonina sugiers que la
genisteina induce un sfecio indirecic en Iz funcidén dei recepior. Asi pues,

iratando ds hacer yn modelc bas

ads en evenics de re sgulacién de cinasas
demostrados en diversos modeios celuiares, se pedria deci fa Tosf

de los recepiores Para bradicininzg 32, modulads o

WWWWMEM}WEMHW.@TW; . ——— o
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tirosina); va que bor un {ade, se sabe
que esiz enzima sufre fosforilacidn en residucs de firosing

cilvidad de la PKCS ¥ DOr o tanto la fosforﬁaoién ds st

L0s de sering Y ireonina sobrs ios

ning orovoca un incremento er ig activacién de ia
cinasa de tirosina Sre [Fodriguez-F oméndez, 1988]. Auncus cesde luego no
P'*‘oojhen"ﬂw: descariar que Iz pressncia de f@szonmsma hava permanecide sor
dedajo de los ifmites de detescion de nuesirs andlisis de fosfozm
este sentido, e grups de Miler -Ester] (Blaukat,
fosforilacién de jos ; fecepiores B2 en residuos d

la determinacidn reciente de la fosforia

-]

ncac.cos. En
1987) aue habig demostradc la
& serina y treoning, contribuyd g

‘acion de este receptor en residucs de
trosina, detsctades por técnicas de especirofotometiia de zbs

=

{(Pizard, 1899), desde fusge més sensibies que e! gndiisis da
tradicional que involucra Iz n

orcidn atémice
fosfoaminoécidos
idrélisis 4cida de las oroteinas v que, se sabe,

resulia menos sensibie cara la deteccién de fosfotirosinas, Yé gque esie residuc

usceplible a desaparacer turants e orocedimiens 20 ds la hidrdlisis

Por ofra parle, yng alternativa pesible as que ia inhibicion de cinasas da
trosing, por efscio de iz genisteinz, pusda pravenir

en residucs de tirosing haciends mas

iz iosforilacién del receptor
sensibie al recepior para fosforilarse por
cinasas con espacificidad por serinafireoning del tipo GRK. Esio se apoya en
coservaciones dal grupo de Miller-Estay Que demosird gue Iz fosforilacién dei
recepior estaba mediads LOr una cinasa del tipo GRYK iBiaukat, 1898]. Como se

mencions, un esiudio reciente en el qus se vig nvelucrago este mismo grupo

demosird, por andlisis de especirciotomeiriz de masas

@

1

1)

Eal]
; GLg

recepier para

oradicinina esta fosforiado an los fésiduos de tirosina Tyr'®' y Ty 952

» PO 10 que

la paricipacién direct a de una

e kb

Cinasa dz firosing en la fosiorilacién del recentor

i T TR e
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\/ﬂ”l\) No puede descariarse dal 10co [Pizary af al, ©88g;.
T Nuestros experimenios en los que se estucio e acoplamiento funcional in
- viiro entrs los recepiores 32 y las oroleiras G, por 2 capacidad ze 2sios parz
\(W astimular la unién, cependiente de Iz cresencia del agonista, de GTPVE

demasiraron que el acoplamienic con Ia trotefna G se maniuvo

i

radiacive  a  membranas conteniende 2 jos receptoras recombinantss,

S e
M mMemoranas

an de células preiratadas cen Jradicining gue habian sido Sreincuvadas con
i geriste’na, ssitos daios udican al efecic de s genisteina ern e punto de
\an atopiamienic entrs el recepior y la proteing G ¥ sugleren la existencia de un
) mecanismo gue previene el desacoplamisnic enire esias entidades, mismo que
W‘\j Ocurre normalments cuards los recepiores son estimulados con la bradicinina.
. =or oiro iedo, sz sabe que la aclividad caialftica de las cinasas de
o tirosing  asig iuertemente  conirolada por evenios de fosforilacién y
& cesfosforiiacién de las cinesas mismas. =n este coniexto, lz accidn de

fosfatasas puede resuiiar crucial en la actividad de las cinasas. Se conoce que ia

atasa de trosina ciiosdlica SHP2 regula iz actividad de !

i@ cinasa Sic
[Jackson, 1695]. En experimenios racientes encontramos quie ai preiratar

g lzs

Wt células con oxide de fenil arsing PAC), un inhibidor de fosfatasas de tirosina, se
m obtiene un sfscio similar a de la genisteina sobre la movilizacién de caicio
s inducida por la bradicining, No S€ enconitrarcn diferencizs significativas al
@ Semparar efscios de ambos fnhibidores. Toda estz informacién se reline en un
‘ modeio, en el gue sugerimos aue una cinasa con especificidad por residuos de
ﬂD tirosina, posiblements de is familia de Sre, al ser inhisida “libera” iz aciividad de
l\ una cinasa de serinafiraonina dal tipo de la PKCS resulia en un aumenio en la
')

W redicinina dsi fipo 32, tode este fmecanismo, provoca una reduccién da
il

desensibilizacidn dal receplor (Figura 9).

)
B T e B R B T o e o o

fosforilacidn de iog sustraios correspondientes, en ests casc e receptor para

a
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Los resuliados de esta fesis dermuestran gque of recepior 22

pracicining, expresadc por infsccién con baculovirus recombinanies er células
ol O d ES 3 L an EY g T HE4 i T
st21, mentiens las caracieristicas farmacoiégicas v de aciivacidn de sefales

iniraceluiares correspondientes a las de los recepiores expresados en los

fibroblasios de crigen humario, de donde este recepior “us clonads. Estos dafos

H P b gy S h4
ieminar, en  conciciones favorables, lz  accién

4
[{H]
£
<
¢
w
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farmaccidgicos come moduladores de ias accionss celulares de esios
recepicres. Jemosiramos qus los receptores B2 maniienen unz akta afinidad de
unidn por 2 bradicinina, se localizan adecuadamente an iz membrana
plasmalice, activan la via de recambic de fosfoinositidos calcic, a fravés de su
acopiamiento con una proteina enddgena (probablemenie pereneciente a la
faimiiia de Ggn1) v se desensibilizan por efecto del ligando. Interesaniemente, en
el mecanismo de desensibilizacién del receptor participa una cinasa de tirosina,
cuya inhibicidn provocd un incremento en la actividad de los recepiores vy
promovid un aumenic en la fosicrilacién en serina vy treonina ds los recepiores,
lo que coinicidid con ia persisiencia de acoplamienio con las proteina G
enddganas, ain en membranas de células pretratadas con bradicining, o que
indicaria un efecte indirecio de Ia cinasa de tirosina, sensible a genisieina, scbre
la actividad de los recepicres 32..
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