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ABSTRACT

Cells display processes of adaptation in response to a
stimulus. Desensitization s a general mechanism of this
adaptation. This process is mediated, at least in part, by receptor
phosphorylation. Previous studies have shown that
transmodulation between receptors linked to different signaling
pathways may represent an important mechanism of receptor
responsiveness regulation. In order to study the regulation of the
aie-adrenergic responsiveness, the present work was designed to
investigated the effect of lysophosphatidic acid (LPA) on ain-
adrenergic receptor (ai1s-AR) phosphorylation and function. LPA
is an important constituent of serum and activates several
signaling pathways through multiple types of G-proteins involving
the participation of distinct protein kinases. In this study, we
demonstrated that LPA induces «a rapid and sustacined
phosphorylation of the ais-ARs, transfected into rat-1 fibroblasts.
LPA stimulated win-AR phosphorylation in a dose-dependent
fashion. The effect of LPA was blocked by pretreatment of the
cells with pertussis toxin., The ain-AR phosphorylation induced by
LPA was significantly blocked by inhibitors of protein kinase C
(staurosporine, bisindolyimaleimide |, and Ro-318220) and
phosphoinositide 3-kinase (wortmannin and LY 294002): but it was
not inhibited by genistein, a tyrosine kinase inhibitor. The effect of
LPA on aix-AR phosphorylation was related to its functional
desensitization. The ability of norepinephrine to increase cytosol
calcium concentration was markedly decreased in cells
previously challenged with LPA. Norepinephrine-induced
[358]GTPyS binding was markedly decreased in membrane
preparations from cells pretreated with LPA. This effect of LPA
was blocked by pretreatment with wortmannin or staurosporine.

OQur data indicate that activation of LPA receptors induces
aib-AR phosphorylation and receptor-G protein uncoupling.
These effects are mediated through pertussis toxin-sensitive G
proteins., phosphoinositide 3-kinase and protein kinase C.



RESUMEN

Las células tienen la capacidad de dar una respuesta
coordinada a uno o varios estimulos, manteniendo una relacién
adecuada con el medio que las rodea. Con la finalidad de
lograr este equilibrio, regulando finamente funciones esencicles
que les permitan sobrevivir, las células han desarrollado procesos
de adaptacidn como respuesta a estimulos tol como lo
ejemplifica el fendmeno de desensibilizacidn. Este proceso se
encuentra regulado, al menos en parte, por eventos de
fosforilacion y desfosforilacion de los receptores encargados de
mediar los efectos de los estimulos que la célula recibe. En
estudios previos se ha demostrado que la activacidn de un
determinado tipo de receptor puede regular la actividad de
mas de un efector, lo cual le permite regular multiples vias de
transduccidn, e incluso regular la actividad de otros receptores.
Actualmente se sabe que lo modulacion de la actividad entre
distintos tipos de receptores asociados © no a una misma via de
transducciéon, puede representar un importante mecanismo
para la regulacién de la respuesta ejercida por un receptor. Al
respecto, este trabagjo se disend para investigar la participacién
del acido lisofosfatidico (LPA} en la regutacidon de la respuesta
aip-adrenérgica. El LPA es un fosfolipido mediador de diversas
respuestas celulares, que puede activar mdiltiples vias de
sefalizacidn a través de diferentes proteinas G, involucrando Ia
participacion de distintas proteinas cinasas. En este trabagjo se
demuestra que la activacidén de los receptores para LPA induce
de manera rapida y sostenida la fosforilacidon del receptor ain-
adrenérgico. transfectado en fibroblastos rat-1. Este efecto
sobre el receptor ain-adrenéergico es dependiente de la
concentracidn de LPA y puede bloquearse al preincubar las
células con toxina pertussis, io que nos indica la participacion de
una proteina G del tipo Gi. Por otra parte, la fosforilaciéon del
receptor adrenérgico estimulada por LPA se bloquea por efecto
de inhibidores para la proteina cinasa C (PKC), como son
estaurosporina, bisindolimaleimida y Ro 318220: de igual forma
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sucede con los inhibidores para ila fosfatidiinositol 3-cinasa
(PI3K). wortmanina y LY 294002, y no asi con genisteina, un
inhibidor de proteinas cinasas de residuos de tirosinas.

El efecto del LPA sobre la fosforilacidn del receptor ain-
adrenérgico esta asociado con la desensibilizacidn funcional
del receptor. debido a que el LPA bloquea la capacidad de la
norepinefrina para movilizar caicio intracelular. Ademas, el LPA
altera el acoplamiento entre el receptor adrenérgico y su
proteina G, impidiendo con ello la unidn de GTPyS estimulada
por norepinefrina. Este efecto del LPA sobre la funcionalidad del
receptor aie-adrenérgico se revierte al preincubar a las células
con los inhibidores de cinasas., estaurosporina y wortmanina y
también por efecto de la preincubacion con toxina pertussis.

Los datos obtenidos en el presente trabagjo indican que la
activacion de los receptores para LPA regula la funcionalidad
de los receptores ap-adrenérgicos mediante procesos de
fosforilacion y desensibilizacidon, involucrando proteinas Gi vy
proteinas cinasas PKC y PI3K.




INTRODUCCION

La investigacion en el drea de los mecanismos celulares
de la tfransduccidn de sefales constituye actuaimente uno de
los campos mds excitantes del estudio bioldgico. Desde hace
tiempo se sabe que numerosas sefales intracelulares son

transmitidas a traveés de Ila membrana celular, por

interacciones especificas proteina-proteina. Ademdas de su
papel estructural como barmrreras selectivamente permeables,
las membranas bioldgicas albergan numerosos componentes
funcionales, los cuales han sido una fuente de estudio de gran

interés durante muchos afios. De la enorme multitud de

proteinas embebidas en las membranas bioldgicas, un gran

numero de ellas son receptores. Estos receptores

transmembranales permiten a las sefales extracelulares (ya
sean hormonas, neurotransmisores. factores de crecimientc o
factores antiproliferativos) transmitir su informacion al interior de
las células. donde se puede generar una respuesta apropiada
mediante la extensa red de proteinas que transducen ia sefial.

Dichas proteinas tienen la caracteristica de compartir un

limitado repertorio de pequenos dominios modulares, que son

protagonistas clave en la regulacion de Ilas vias de

transduccion de senales.
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Estos sistermas de transduccion de sefiales generaimente
componentes: un receptor
transductor y un efector
intracelulares.

estan formados por tres
transmembranal, un elemento
que genera segundos mensajeros
como blancos de accidn proteinas
ser

bloquimico,
Estos Ultimos  tienen
citoplasmicas denominadas cinasas y fosfatasas que al
activadas pueden fosforilar y desfosforilar (respectivamente) a
sus sustratos., generando asi la activacion o la inhibicion de
alguna funcidn celular, lo que entonces dard lugar a un efecto

fisiologico final, como puede ser confraccidn. vasodilatacion,

captacién de olores. expresion de genes, secrecion,

proliferacidn. diferenciacién o muerte celular, entre otros.
Una célula tiene la capacidad de responder a una gran

cantidad de estimulos extermnos gracias a la diversidad de

receptores que presenta. De éstos se pueden mencionar tres
tipos: aquellos receptores que presentan actividad catalitica.
particularmente de cinasa de residuos de tirosina: aquellos que

se asocian a una funcién efectora tipo canal, y los receptores

que se acoplan a proteinas G. los cuales describiré

detalladamente por ser los actores principales de este trabgjo.



RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

Los receptores acopiados a proteinas G (GPCRs) son
proteinas integrales de la membrana que estdan involucradas en
la transmision de las sefiales del ambiente extracelular al
citoplasma. La familia de los receptores acoplados a proteinas
G actualmente comprende a mdas de 1000 miembros; todos
ellos exhiben un motivo estructural comuUn consistente de siete
regiones que atraviesan la membrana (Dchiman et al., 1987)
[Fig. 1]. Una diversa gama de estimulos externos. incluyendo
neurotransmisores, hormonas, fosfolipidos. fotones, olores. ciertos
sabores y factores de crecimiento, pueden activar a miembros
especificos de esta familia de receptores y promover la
interaccidén entre el receptor y la proteina G del lado intracelular
de la membrana. Este tipo de receptores realizan una funcidn
fundamental en la regulacién de una amplia variedad de
eventos bioldgicos. entre los que podemos mencionar
fototransduccion, captacion de olores. de sabores, funcidn
cardiovascular, neurotransmision y respuesta hormonal.

Los receptores de siete dominios transmembranales
pueden acoplarse con mas de una proteina G, pudiendo
generar con ello una transduccidon de sefiales multifuncional
[Fig. 2]. Muchos de estos receptores comparten vias de
sefalizacidén que son activadas con diferentes grados de
eficiencia por una hormona particular. La sefal intracelular
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iniciada por un agonista y la fuerza de la propagocién de esta
sefial depende de muchos factores, incluyendo los tipos y/o
elementos transductores de Ila sendal,
la proteina G y los efectores

cantidades de los
constituidos por el receptor,
(Birmbaumer. 1992; Hepler y Gilman, 1991; Lomasney et al., 1991).
determinantes adicionales que incluyen la
las proteinas accesorias que regulan

Existen otros
arquitectura celular y
eventos en las interfases receptor-proteina G o proteina G-

efector.
De esta forma. la activacién de los receptores de siete

dominios transmembranales por su agonista, inicia una cascada
de eventos que resulta no Unicamente en la generacién de la
respuesta celular, sino ademds en un fino qgjuste temporal de la
respuesta del receptor mediante la activacidn de mecanismos
que pueden llevar tanto a la

moleculares y celulares
resensibilizacién del receptor.

desensibilizacién como a la
términos que revisaré con detalle mds adelante.

PROTEINAS G

La activacién via agonista de los receptores acoplados a

proteinas G induce un cambio conformacional de estos

receptores formando un complejo receptor-agonista de alta
afinidad. Dicho complejo interactia entonces con proteinas
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qQue unen nucledtidos de guanina. conocidas como proteinas
G. que son proteinas heterotriméricas formadas por las
subunidades a (40-43 kDa]). B (35 kDa) vy vy (14 kDa) (Gilman, 1987).

Actualmente se conocen 4 grupos de estas proteinas: G,
G. Gaq ¥ Giz los cudles se han clasificado con base en la
homologia de la secuencia de aminodcidos de la subunidad a
{(Hamm y Gilchrist, 1996: NOnberg et al., 1995). De éstas, las
proteinas G; pueden ser modificadas de manera covalente por
ADP-ibosilacion en residuos de arginina por la toxina del cdlera
(Spiegel. 1995}, mientras que las Gi son ADP-ribosiladas en
residuos de cisteina por la toxina pertussis (Ui, 1984), por lo que
ambas toxinas se utilizan como herramientas en el estudio de las
vias de transduccién de senales.

La subunidad a se encuentra unida al dimero By y en su
estado inactivo tiene unido GDP. La interaccidén de la proteina
G con un receptor activado modifica la afinidad de Ila
subunidad a por el GDP, promoviendo el recambio de GDP por
GTP y entonces la subunidad a asume su conformacion activa y
se disocia del receptor y del dimero By (Birmnbaumer vy
Birmbaumer., 1995). La actividad intrinseca de GTPasa de la
subunidad o le permite hidrolizar el GTP a GDP y de esta forma
inactivarse. Una vez que e! GTP es hidrolizado a GDP, la
subunidad a se reasocia con el dimero By y se puede unir
nuevamente dl receptor, quedando el sistema listo para
responder a otfro estimulo [Fig. 3]. Se ha observado que la



Fig. 3. Modelo de activacion para las proteinas G.

En su estado basal, las proteinas G tienen unido GDP y se encuentran como heterotrimeros.
Cuando el receptor es activado por su agonista (A) 1a subunidad « une GTP, y fas subunidades [}y se
separan como un dimero. Una vez que el GTP es convertido a GDP mediante la aclividad de GTPasa
de la subunidad «, se favorece la asociacion del heterotrimero, quedando listo el sistema para un
nuevo estimulo.
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velocidad de hidrélisis del GTP varia sustancicimente de un
subtipo de subunidad a a otro (Carty et ol.. 1990; Linder et al..
1990). de tal forma que la hidrdlisis del GTP es a su vez otro
mecanismo que controla la duracion del estado activo de las
subunidades a y del dimero By. Por ofra parte, recientemente se
describid un grupo de proteinas reguladoras de la actividad de
GTPasa de la subunidad a. denominado proteinas RGS, cuya
importaoncia radica en que acelera la velocidad intrinseca de
GTPasa, acortando la vida media del estado activo de la
subunidad o y modulando el ciclo de la proteina G en forma
independiente del receptor (Ross, 1995; Berman y Gilman, 1998).

Las subunidades a estan compuestas por dos dominios
principales: 1} el dominio de GTPasa., en el cual se encuentran
un sitio de unidn para nucledtidos de guanina, un sitio de unién
para el receptor y un sitio de unidn para el dimero By y 2) el
dominio de a-hélice que parece contribuir junto con el dominio
de GTPasa en la unidon de los efectores. Actualmente se
conocen 23 diferentes subunidades a, a las cuales se les ha
asociado con la activacion o inhibicion de efectores tales como
la adenilato ciclasa, la fosfolipasa C (Gilman., 1987} vy los canales
de calcio sensibles a voltaje (Kleuss et al.. 19923; Kieuss et al.,
1991).

Por su parte, el dimero By es un complejo proteinico que no
tiene actividad intrinseca y que debido a la estrecha asociacion
entre cada una de sus subunidades se considera como una
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unidad funcional., ya que sus componentes solamente pueden

disociarse in vitro bajo condiciones desnaturalizantes. Se han

descrito 5§ diferentes tipos de la subunidad B y 11 de la

subunidad y. Como ya se menciond. el complejo By no presenta
le ha asociado con

actividad intrinseca; sin embargo. se

diversas funcicnes fundamentales en los procesos de
fransduccidon de las sefiales: se le asocia con la activacion de la
fosfolipasa CB3 (Carozzi et al., 1993). con la activacién (Chen et
al.. 1995) o inhibicidn (Tang y Gilman. 1291} de algunos tipos de
la adenilato ciclasa. y con [a activacién de canales de K+
(Yamada et al.. 1993; Kim et al.. 198%}. Asi mismo. se sabe que el
dimero By puede llevar a la activacidn de diversas proteinas

cinasas, entre las que se encuentran: la fosfatidilinositol 3-cinasa

(Morris et al., 1995; Zhang et al., 1995). algunas cinasas de

residuos de tirosina como la Tsk. la Btk y la Pyk2 (Tsukada et al..
1994; Langhans-Rajasenkaran et al., 1995: Lev et al., 1995). las
cinasas especificas para los receptores acoplados a proteinas G
{GRK2 y GRK3). Ias cuales se pueden unir a la membrana celular
a traves del dimero By (Lohse. 1993}, vy la cinasa activada por
mitdgenos (MAPK]) (Luttrell et al., 1994).

Es interesante observar que muchos de los efectores de las
proteinas G son compartidos entre las subunidades GBy y Ga
(Tabla 1). Por tanto. podriamos decir que el complejo Gy es tan
efectivo como la subunidad Ga en transmitir la sefial de un
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receptor al interior de la célula y. en ciertas instancias, puede de

hecho ser el fransductor primario.

Tabla 1. Efectores de las proteinas G heterotriméricas

SUBUNIDAD EFECTORES

= Todas las isoformas de la adenilato
Gas ciclasa

Canales de Ca?* sensibles a voligje
Adenilato ciclasa tipos Sy 6
Canales de K*

Fosfatidilinositol 3-cinasa-y (PI3K,)
Fosfodiesterasa de GMP ciclico
Fosfolipasa Cp (PLCB)

Proteina cinasa C (PKC)

Tirosing cinasa de Bruton (BTK})
P115RhoGEF

Fosfolipasa CB (PLCB)
Fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K)
Adenilato ciclasa tipos 1,2, 4.y 7
Cinasa del receptor pB-adrenérgico
(BARK)

GBy Fosducina

Canales de K+, Ca?-, y Na*

Famitia de cinasas Src

Familia de cinasas BTK/Tec
Miembros de la familia Rho

Gaq

Gaiz

Las consecuencias bioquimicas y bioldgicas de tal
diversidad en la composiciéon de subunidades de las proteinas G
y la especificidad de acoplamiento para cada receptor. han
empezado a ser dilucidadas orientando los estudios al

esclarecimiento de los mecanismos de accidn de estos
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efectores, que trabagjando en conjunto llevan a una fina
regulacion de la actividad de un receptor., de sus vias de
senalizacién y de las respuestas celulares.

MECANISMOS DE REGULACION

A la fecha se han descubierto numerosos mecanismos
mediante los cuales se puede regular la actividad de los
receptores acoplados a proteinas G. Entre estos mecanismos se
encuentran desde aquellos que operan al nivel de transcripcién
y de traduccion, hasta aquelios mecanismos que actuan al nivel
de proteina regulando la velocidad de degradacion de los
receptores. En otro grupo de mecanismos se encuentran
aquellos mediante los cuales los receptores son regulados a
través de modificaciones covalentes, asi como también los que
regulan la asociacion del receptor con otras proteinas y su
localizacion subcelular (Hausdorff et al., 1990; Ferguson et al.,
1996: Koening y Edwardson, 1997). A continuacion describiré
con detalle este UOltimo grupo de mecanismos por ser
importantes para la comprensidon de! presente estudio.
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DESENSIBILIZACION

Al responder selectivamente a un nuevo o creciente
estimulo, los sistemas bioldgicos habitualmente cisminuyen su
capacidad de respuesta ante un estimulo estable © persistente
mediante un proceso llamado desensibilizacidn o adaptacidén.
La desensibilizacion se manifiesta en el admbito celular en
procesos biclégicos tan diversos como son la quimiotaxis
bacteriana (Springer et al.. 1979). la respuesta de apareamiento
en levaduras (Reneke et al.. 1988), la percepciédn de luz en
Drosdfila (Dolph et al., 1993), la neurotransmisidn en mamiferos
(Armiza et al.. 1992), etc.

De las diferentes formas de regulacidn a las que estdn
sometidos los receptores acoplados a proteinas G, ninguna ha
recibido tanta atencidn como lo ha sido el proceso de
desensibilizacién. Este proceso se ha dividido en varios niveles:
en desensibilizacion homdloga o especifica de agonista y en
desensibilizacion heteréloga o no especifica de agonista: en
rapida (segundos a minutos) o lenta (horas a dias): y como
pérdida de la funcidn del receptor (desacoplamiento) o como
una disminuciéon en el niumero de receptores {proceso conocido
como "down regulation”, que indica degradacion de los

receptores).
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Como ya senalé, la desensibilizacion de los GPCRs puede
la naturaleza del estimulo, en

dividirse, dependiendo de
La primera se

desensibilizacidn homdloga o heterdloga.
caracteriza por la pérdida o disminucidn en lag respuesta del

receptor Unicamente al agente desensibilizante (o agonista
especifico); mientras que la desensibilizacidén heterdloga se

caracteriza por una disminucidn en la respuesta a multiples
estimulos, promovida por la exposicidn a un agonista o ligando
inespecifico. De lo anterior se desprende que la desensibilizacion

heterdloga implica que una hormona puede atenuar Ia

respuesta de otra hormona para un receptor distinto que actia

ya sea a través del mismo o de un diferente sisterma de

transduccion.
La pérdida o disminucidén de
durante el proceso de desensibilizacion se debe g que ocurre

la respuesta del receptor

un desacoplamiento funcional entre el receptor y la proteina G,
o que se percibe como una reduccidn en la sensibilidad del

receptor al efecto maximo del agonista.
la respuesta a la luz por

la respuesta hormonal por el

La desensibilizacidn de el
fotomeceptor rodopsina y de
receptor Bx-adrenérgico han sido los modelos mejor estudiados

para este fendmeno (Hausdorff et aol.. 1990; Hargrave vy

McDowell, 1992). Debido a que la rodopsina esta disponible en

mayor cantidad que cualquier otro receptor acoplado a

proteinas G. mucho del conocimiento que se tiene acerca del
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fendmeno de desensibilizacién proviene de estudios realizados
con rodopsina. Inicialmente se observd que para percibir los
continuos cambios de luz que se presentan en el medio
ambiente, los fotorreceptores debian recuperarse de una
primera activaciéon por luz y asi estar listos para una subsecuente
estimulaciéon. Para ello, la célula habia desamroliado un rapido
mecanismo de recambio, el cual permitia que se llevara a cabo
la fototransduccidon. Asi, se observd que la desensibilizacién de
la rodopsina ocurmria en menos de un segundo después de la
estimulacidn con luz {Schleicher, et al.. 1989}, respondiendo de
este modo a un nuevo destello de luz de una iluminacidén que
estd siendo continuamente percibida.

En cuanto al receptor Ba-adrenergico, este fue uno de los
primeros receptores acoplados a proteinas G no visuales en ser
purificado en cantidades substanciales., y también mostrd sufrir
una mMmuy marcada desensibilizacidon. En un lopso de apenas
algunos segundos después de la exposicion al agonista-B.
ocuma un incremento en la concentracidn de AMP-ciclico, pero

este incremento permanecia constante o regresaba a niveles

cercanos al basal en cuestion de minutos (Shear et al., 1976; Su
etal., 1979; Sibley et al., 1987).
La desensibilizacion del receptor pradrenérgico se

demostré en preparaciones de membranas plasmadticas
obtenidas de células desensibilizadas, al observar que éstas

exhibian una considerable disminucién en la actividad de la
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adenilato ciclasa después de haber dado un segundo estimulo
con el agonista. También se observd que el rapido decremento
en la actividad de la adenilato ciclasa ocurria sin observar
cambios en la habilidad para aclivar directamente a ia
proteina G, indicando que la adaptacidén no ocumia al nivel de
la proteina G. Se postuld entonces que la desensibilizaciédn
ocurmia mediante una via que alteraba al receptor mismo.
puesto que atl estudiar receptores p-adreneérgicos
desensibilizados purificados de eritrocitos de pavo, se encontrd
que dichos receptores mostraban una capacidad reducida
para estimular a la adenilato ciclasa, cuando éstos se probaban

en sistemas reconstituidos (Strulovici ef al., 1984).

FOSFORILACION

La desensibilizacion de los receptores de siete dominios
transmembranales ocurre iniciaimente a partir de su
fosforilacién. Actualmente se sabe que en este proceso
participan como principales moduladores tres grupos de
proteinas cinasas: (1} las proteinas cinasas activadas por
segundos mensajeros, como son la proteina cinasa A y la
proteina cinasa C [PKA y PKC, respectivamente) (Clark et al..
1988; Houslay, 1991). (2) las proteinas cinasas de los receptores
acoplados a proteinas G (conocidas como GRKs por sus siglas
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en inglés "G-protein-coupled-Receptor Kinases) (Ferguson et al.,
1997: Krupnick et al., 1998). y (3) algunos receptores con
actividad intrinseca de cinasa de residuos de tirosina (Hadcock
et al.. 1992). Estas moléculas reguladoras pueden modificar

tanto el estado funcional de los receptores acoplados a

proteinas G. como la distribucién celular de los mismos (esto es,
internalizacion y reciclaje; téerminos que detallaré mas adelante),
debido a que estos eventos estan regulados en gran parte por
procesos de f{osforilacion y desfosforilacidn, donde ademdas
participan otro tipo de proteinas adaptadoras que revisaré en

su momento.

DESENSIBILIZACION HETEROLOGA

Alternativamente, la desensibilizacién de la respuesta a un
determinado agonista puede tener lugar por la exposicidon de la
célula a agonistas para distintos receptores, en un proceso
llamado desensibilizacion heterdloga. Dicho proceso afecta
potencialmente multiples sistemas de senalizacidn, involucrando
fosforilacion de los receptores acoplados a proteinas G. Este
proceso estd mediado por cinasas dependientes de segundos
mensajeros, como son: la proteina cinasa dependiente de AMP
ciclico (PKA). que es activada por receptores acopiados a
proteinas G del tipo Gs. y la proteina cinasa C (PKC). la cual es



Fig. 4. Modelo de desensibilizacidn heterdloga para receptores acoplados a proteinas G.
La desensibilizacion heterdloga involucra la fosforilacidn de los receptores mediada por proteinas
cinasas dependientes de segundos mensajeros, como son la PKA y la PKC.

A, agonista; AC, adenilato ciclasa; AMPc, adenosin monofostato ciclico; PKA, proteina cinasa A;
PLC, fosfolipasa C; 1P, inositol trisfosfato; PKC. proteina cinasa.
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activada por receptores acoplados a proteinas Gq. Se ha
observado que la fosforilacidn de los receptores mediada por
estas cinasas reduce su habilidad para estimular a sus proteinas
G comrespondientes (Benovic et al.. 1985; Pitcher et al., 1992)
[Fig. 4]. De los estudios readlizados a la fecha, se sabe que Ig
accidon de la PKA y de la PKC pueden ocasionar una
significativa pérdida de la funcidn de los receptores fosforilados
y que dichas cinasas fosforilan a los receptores en sitios
diferentes a los de las GRKs (Lefkowitz et al., 1990).

En la mayoria de los casos., la fosforilacidon de los GPCRs por
este tipo de cinasas no parece estar influida por la unién del
agonista al receptor. Por ejemplo. existen datos que sugieren
que cualquier situacién que genere un incremento en la
concentracidn intracelular de AMP ciclico da como resultado la
fosforilacion de los receptores Bz-adrenérgicos mediada por la
PKA, provocando el desacoplamiento entre el receptor y la
proteina G (Lohse, ef al., 1990 y 1992). De los estudios realizados
con el receptor Br-adrenérgico, que ha sido el sistema madas
estudiado, se sabe que la fosforilacidn ocurre en residuos de
serina localizados en la tercera asa citopldsmica, © en el
carboxilo terminal del receptor (Bouvier et al., 1988; Hausdorif et
al., 1989).

En cuanto a la participacién de la PKC, esta claro que
diversos GPCRs son fosforilados por esta cinasa cuando ésta ha

sido activada de manera heterdloga. Por ejemplo, los
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receptores ATia para angiotensina que son fosforilados por PKC
en células HEK 293 (Daaka. et al.. 1998}. Asi también, se ha
observado que la activaciéon de receptores no adrenérgicos

puede llevar a la desensibilizacion heterdloga del receptor arn-

adrenérgico (Leeb-Lundberg et al., 1987). Al respecto. en

nuestro laboratorio se demostré que. en fibroblastos rat-1, la

endotelina, a través de sus receptores ETa. induce la fosforilacién

y desensibilizacion de los receptores ais-adrenérgicos.

participando la proteina cinasa C y al parecer alguna proteina
cinasa de residuos de tirosina {Vazquez-Prado et al., 1997).

DESENSIBILIZACION HOMOLOGA

desensibilizacion
En este

Como mencioneé anteriormente., Ia

homdioga depende estrictamente del agonista.

fenomeno se puede observar en un corto periodo de tiempo.
que puede ir desde milisegundos hasta minutos después del
las células disminuyen o

estimulo con el agonista. que
agonista

vitualmente eliminan la respuesta evocada por el
{Lohse et al., 1992: Attramadal et al.. 1992; Schleicher et al., 1993:
Chen et al.. 1995b). en un proceso que involucra la fosforilaciéon,
mediada por GRKs, de residuos en uno o mdas dominios

intfracelulares de los receptores especificamente ocupados por
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su agonista. Hio promueve la unidn de unas proteinas llamadas
arrestinas {Lohse et al.. 1990: Attramadal et al.. 1992). La unién
de las arrestinas a receptores fosforilados tiene dos funciones,
primero provoca que el receptor se desacople de su proteina G,
llevando asi a una disminucidon en la respuesta del receptor
{Lohse et al., 1990; Attramadal ef al.. 1992} y segundo. inicia el
proceso de internalizacion del receptor, al promoverse la unién
de moléculas de clatrina (Ferguson ef al., 19946; Goodman et al.,
1996).

E! hecho de que el receptor se encuentre ocupado por su
agonista implica un cambio en la conformacién del receptor
(Samama et al.. 1993). convirtiéndose de esta forma en blanco
para las GRKs, las cuales pueden interaccionar con el receptor
exclusivamente cuando éste se encuentra ocupado por su
agonista y asi fosforilar regiones del receptor que quedan
expuestas después de su activacion con el agonista. Existen
evidencias que indican que las GRKs interactdgan con el

receptor en sitios distintos a sus sitios de fosforilacidn, y que

dichos sitios son los principales responsables de mediar ia

interaccidén entre el receptor y la GRK.

El actual modelo de accidn de las GRKs propone que un
receptor fosforilado por una GRK puede secuencialmente unir
de forma estequiométrica a otra proteina citoplasmica
conocida como arrestina (en el caso de la retina) (Smith et al.,
1994; Craft y Whitmore, 1995) o B-arestina-1 (Lohse et al., 1990b:
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Parruti et al.. 1993; Sterne et al., 1993}y p-arrestina-2 (Attramadal
et al.. 1992; Sterne et al., 1993) (en tejidos extrarretinales). Como
resultado de la unidn de estas proteinas. el receptor queda
inhabilitado para activar a su proteina G y. por tanto, a sus
efectores, generandose asi el bloqueo de la respuesta det
receptor, es decir, su desensibilizacion [Fig. 5]. Ademds, como ya

mencioneé., la unidn de las p-arrestinas al complejo

receptor/GRK parece iniciar un proceso de endocitosis o
internalizacidon de los receptores (Ferguson et al.. 1996b) en
endosomas reciclables (von y Kobilka, 1992). Una vez que los
receptores acoplados a proteinas G han sido endocitados, éstos
pueden ser desfosforilados por una proteina fosfatasa asociada

a la membrana (Pitcher et agl.. 1995) en un proceso de

resensibilizacion, lo que les permite regresar a la superficie
celular en una conformacidn lista para poder responder a un

nuevo estimulo, proceso que revisaré mdas adelante.

LA FAMILIA DE LAS GRKs

Las observaciones iniciales de que la fosforilacidn de la
rodopsina, o del receptor Bradrenérgico, Iniciaba su
desensibilizacion llevaron a la identificacion de las GRKs, una
familia de cinasas de residuos de serina y treonina. la cual

comprende actualmente seis miembros, Estas proteinas se han



Fig. 5. Modelo de Desensibilizacién Homdloga e Internalizacion de los Receptores Acoplados a
Proteinas G. La desensibilizacion heterdloga involucra a fostorilacion de los receptores mediada por

GRKs y la unidn de arrestinas {fi-Arr), resultando finalmente en la internalizacion del receptor, donde
es destoforilado por la proteina fosfatasa {PP).
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agrupado de acuerdo a su homologia en su secuencia de
aminodcidos y a su similitud funcional. en: 1) GRK1 (cinasa de la
rodopsinga) (Lorenz et al., 1991); 2) GRK2 (referida como BARKI,
cinasa-1 del receptor p-adrenéergico) (Benovic et al.. 1989) y
GRK3 (referida  como BARK2, cinasa-2 del receptor B-
adrenérgico) (Benovic et al.. 1991): y 3} una subfamilia GRK4,
compuesta por los siguientes miembros: GRK4 (IT-11} (Ambrose
et al.. 1992). GRKS5 (Kunapuli y Benovic, 1993, Premont et al.,
1994) y GRKé (Benovic y Gomez, 1993).

Estas cinasas fosforilan a los GPCRs en residuos de serina y
treonina que se localizan ya sea en el extremo carboxilo-
terminal (en el caso de la rodopsina y del receptor pa-
adrenérgico} o en la tercera asa intracelular del receptor (por
ejemplo en el caso del receptor muscarinico Ma,). El dominio
catalitico de cada una de estas cinasas se encuentra
flanqueado por aproximadamente unos 185 aminodcidos del
dominio amino-terminal y se considera un sitio importante para
el reconocimiento del receptor, cuando éste se encuenira en
forma activada. También se ha demostrado que existe un
dominio localizado en el carboxilo-terminal de las GRKs que es
importante para la unidn de estas cinasas con la membrana
plasmdtica (Premont et al., 1995).

Se sabe que las GRKs se expresan de manera ubicua
(Freedman y Lefkowitz et al., 1996) (Tabla Il). En células no
estimuladas, Ias GRK1., GRK2 3 GRK3 se localizan
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redominantemente en el citoplasma y llegan a asociarse con
la membrana plasmdatica después de la activacion del receptor,
mientras que GRK4., GRKS y GRKé exhiben una sustancial
localizacidn en la membrana. en ausencia de algun estimulo

por agonista (Premont et al., 1995).

Tabla il. Propledades moleculares de las GRKs

Familia Nombre | Asociacion a | Distribucion | Caracteristicas de
comun | la membrana regulacidn

GRK1 RK Farnesilacion Retina Autofosforilaciéon

GRK2 BARK] Gpy. PL Ubicua Dominios PH: PKC,
calmodulina
GRK3 BARK2 GBy. PL Ubicua Dominios PH

GRK4 IT-11 | Paimitoilacien | Testiculos 4 variantes por
splicing

Ubicua Avutofosforilacion,

GRKS5 PL PKC., calmodulina
GRKS Palmitoilacién Ubicua Calmodulina

RK. rodopsina cinasa; PL, fosfolipidos.

La asociacién de las GRKs con la membrana plasmatica.
mediada por la porcidn carboxilo terminal de cada uno de los
miembros de la familia de las GRKs, involucra diferentes
mecanismos. Estos mecanismos incluyen farnesilacién del
carboxilo-terminal en el caso de la GRK1 (Anant y Fung. 1992;
Inglese et al.. 1992): interacciones con las subunidades By de las
proteinas G (Haga y Haga., 1992; Pitcher et al., 1992b: Kim et al..
1993) vy con fosfolipidos (DebBurman et al., 1995; Onorato ef al.,
199S; Pitcher et al.. 1995b; DebBurman et al. 1996}, via un
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dominio PH {denominado asi por su homologia con la proteina
plaquetaria plecstrina) (Koch et al., 1993) para e! caso de las
GRK2 y GRK3: palmitoilacion de proteinas en el caso de la GRK4
(Premont et al., 192968) v de ia GRKS (Stoffel et al., 1994); e
interacciones electrostaticas entre aminodcidos altamente
bdsicos del carboxilo-terminal y fosfolipidos de membrana para
Ia GRKS5 (Kunapuii et al., 1994; Pitcher et al., 1996).

Existen otros factores que regulan la actividad de las GRKs,
los cuales involucran regulacidn por proteinas con actividad de
cinasas, incluyendo PKC (Chuang et al. 1995; Winstel et al..
19968} y proteinas Qque unen calcio, rtales como la recoverina
(Chen et al.. 1995c) v la calmodulina (Pronin et al., 1997; Chuang
et al., 1996).

LAS ARRESTINAS

Por otra parte, los primeros estudios sobre Ia
desensibilizacidon de la rodopsina y del receptor B-adrenérgico
indicaron qQue aunque la fosforilacidn mediada por GRKs
contribuia a la desensibilizacidn del receptor, ésta no era
suficiente para la inactivacion total del receptor bajo
condiciones fisioldgicas. Lo anterior indicaba que algun otfro
componente era requerido, ademds de Ia fosforilacion

mediada por GRKs, para apagar la transduccion de la senai
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activada por un receptor acoplado a proteinas G. La existencia
de una proteina “secuestrante” fue primeramente identificada
por experimentos que demostraban la unidén de una proteina
soluble de 48 kDa a la rodopsina fosforiada., la cual fue
denominada mas tarde como arrestina visual (Kuhn et al.. 1984;
wilden et al.. 1986): posteriormente, experimentos in vitro
sugirieron que para obtener la desensibilizacion total del
receptor B-adrenérgico también se requeria de una proteina
similar a la amrestina (Benovic et al.. 1987}, la g-arrestina.

Ahora se sabe que las arrestinas son una clase de proteinas
solubles que tfrabagjan junto con las GRKs para detener la
sefalizacién intracelular de un receptor. Se sabe que las
arrestinas, ademds de ser requeridas para apagar totalmente la
senal de un receptor, se requieren también para acelerar el
proceso de resensibilizacion. Entonces, en la presencia continua
de un estimulo, las amrestinas aseguran que cada receptor
activado podrda ser inactivado para iniciar nuevamente la
transduccidn de una sefal.

La familia de las arrestinas incluye a la fecha seis miembros,
varios de los cuales sufren "splicing” alternativo (Ferguson et al.,
1996; Sterne-Marr y Benovic, 1995). Algunas de estas proteinas se
expresan de manera ubicua, encontrandose en el cerebro y en
otros tejidos (como son las B-arrestinas 1 y 2}, mientras que otras
estan confinadas a la retina (como son las arestinas visuales y la

arrestina de los conos).
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El hecho de que ias arrestinas puedan discriminar entre el
estado activo y el inactivo de los receptores acoplados a
proteinas G. sugirio que estas moléculas contenian uno o Mas
dominios que les permitian contactar especificaomente aquellas
regiones de los receptores que manifiestan su estado de
activacidn (las cuales parecen encontrarse en el dominio
citoplasmdtico de los receptores). Lalocalizacidn de esta region
en las arrestinas, denominada 'regidn de reconocimiento de
activacion”, mostré estar en el dominioc amino-terminal. A la
fecha se sabe que son al menos tres regiones, las cuales se
encuentran a la mitad del dominio amino-terminal (Gurevich et
al., 1993; Gurevich et al.,, 1995a). las que estan involucradas en
el reconocimiento del estado de activacidn de los receptores.

De igual forma, la habilidad de las arrestinas paro
discriminar entre los estados fosforicdo y no fosforilado de!
receptor, indicd que podria existir también una regién o
regiones en las amrrestinas, que podian contactar la porcién
fosforiada del receptor después de su activacion por el
agonista. Inicialmente se postuld que esta regidn, denominada
‘regidn de reconocimiento de fosforilacion”, era una region
catidnica. puesto que la heparina y otfros polianiones competian
eficientemente con la rodopsina (activada por luz) por la unidn
de Ila arrestina (Paiczewski et al.. 1991). Posteriormente se
establecid que esta regidn se localiza en un discreto dominio en
el amino-terminal (Kieselbach et al. 1994). Dicho dominio se
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localiza entre los residuos 158 y 185 (Gurevich y Benovic, 1993).
donde se han identificado varios residuos bdasicos que son
criticos para la interaccidn con fosfatos (Gurevich et al., 1995b).
Por otra parte, se observd que la protedlisis del carboxilo
terminal de la rodopsina fosforilada reducia la interaccion de un
péptido de la arrestina que comprendia los residuos 170 -182, lo
cual indicd que esta regidn de la amrrestina interaccionaba con
el carboxilo-terminal de la rodopsina fosforilada (Kieselbach et
al.. 1994). También se sabe actuaimente que las pB-arrestinas 1 y
2 contienen en su carboxilo terminal un dominio de unidn para
una proteina llamada clatrina, la cual también participa en el
proceso de internalizacién de los GPCRs.

El papel funcional de las arrestinas en la desensibilizacion
homadloga de los receptores acoplados a proteinas G in vivo ha
sido ilustrado por varios estudios en células intactas. Podemos
mencionar, por ejemplo, que la co-expresidn de la p-arrestina o
arrestina-3 incrementa la desensibilizacion de los receptores pBz-
{Pippig et al., 1993). Bi- (Freedman et al.. 1995). y «ie-
adrenérgicos(Diviani et al., 1996}; por otro lado, la co-expresion
de la p-arestina y de la BARK incrementa la desensibilizacion de
los receptores muscarinicos m2 (Schlador, et al.. 1997}, mientras
que la sobre expresion sélo de la p-arrestina con el receptor m2,
en células JEG-3. no provoca un aumento en la
desensibilizacion del receptor. o que nos indica el requerimiento

de las GRKs.



INTERNALIZACION DE LOS GPCRs

Otro importante nivel de regulaciaon al que estan sometidos
los receptores acoplados a proteinas G es su endocitosis,

internalizacion o secuestro que sufren una vez que han sido

activados por su agonista (Koenig y Edwardson., 1997).

Numerosos estudios han demostrado que la activacidn por el

agonista promueve la translocacidn de los GPCRs de Ila

superficie celular a un compartimiento intracelular. El significado
funcional y los mecanisrnos involucrados en la internalizacidén de
los GPCRs han estado sujetos a intensos estudios y controversias
durante anos. Inicialmente se pensd que la internalizacion de los

receptores podia contribuir a una desensibilizacidon mds rapida.

Mas tarde se demostrd que el rapido desacoplamiento

receptores no requeria de este proceso.

funcional de los
fos receptores fue vista

Posteriormente, la internalizacidn de

como uvna etapa temprana del proceso llamado “down
regulation” de los receptores, el cual ocurria después de una
prolongada estimulacidn de los receptores con su agonista
(horas a dias), y que finalmente terminaba en la degradacion
de los mismos dentro de lisosomas. Sin embargo. recientemente
han surgido otros dos importantes papeles para este proceso:

resensibilizacion y senalizacidn de Ios mismos receptores.
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En los primeros estudios realizados con el receptor p>
adrenérgico descubrieron que ocurria una rdapida redistribucién
de los receptores al observar que, en eritrocitos de rana bufalo
tratados con agonista, se presentaba un decremento en el
numero de receptores de ia superficie celular acompanada de
un considerable incremento de los mismos dentro de la célula
{Chuang y Costa, 19792}, Por otra parte, los primeros estudios de
unién de ligando con el receptor Bz-adrenérgico mostraron una
progresiva pérdida en la afinidad del receptor para unir al
agonista durante el curso del ensayo, lo cual sugirid una pérdida
en el numero de los receptores de la membrana plasmdatica
{Pittman y Molinoff, 1980. Toews et al., 1983). Mdas tarde, se
encontré que los receptores pe-adrenérgicos secuestrados
estaban asociados a una fraccidn de "vesiculas ligeras” que
pudieron ser separadas de la fraccion de "vesiculas pesadas” (es
decir, pertenecientes a la membrana plasmdatica) (Harden et
al., 1980}.

Los receptores pz-adrenérgicos secuestrados mostraban
una reducida dafinidad por los agonistas y una incapacidad
para acoplarse a sus proteinas G (Harden et al.,, 1980). La
translocacion de los receptores frradrenérgicos de la
membrana plasmdtica a compartimientos intracelulares ocutria
muy rapidamente (Waido et al., 1983). El secuestro de estos
receptores era al parecer independiente del acoplamiento
entre el receptor y la proteina G (Clark et al., 1985). y el Unico
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requerimiento parecia ser la ocupacion del receptor por su
agonista, puesto que se observd una correlacion entre la
cantidad de receptores ocupados por el agonista y la
cantidad de receptores secuestrados al interior de la célula

{Lohse et al., 1990}.

LAS B-ARRESTINAS Y LAS GRKs EN LA INTERNALIZACION DE LOS
GPCRs

Diversas lineas de investigacidon ahora indican que ia
fosforilacion de los receptores acoplados a proteinas G
mediada por las GRKs, Yy seguida por la unién de las p-arrestinas,
son etapas cruciales en la interngalizacidn de wvarios de los
receptores de siete dominios transmembranales (Ferguson et al.,
1996). Por ejemplo, en el caso de los receptores muscarinicos m2
en ceélulas COS, se observa un incremento en su internalizacién
cuando se sobre expresa la GRK2, mientras que con una forma
dominante negativa de la GRK2 la internalizacidn se retarda
(Tsuga et al., 1994). Observaciones similares se encontraron con
el receptor Bradrenérgico, al no ser secuestrado cuando se
utilizaba una mutante del receptor. el cual representaba un
sustrato pobre para la BARK: el secuestro de este receptor se

recuperaba al sobre expresar a la BARK (Ferguson et al.. 1995).
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Por otra parte, también se observé que la sobre expresidén
de la pg-arrestina incrementaba la desensibilizacidon de!l receptor
muscarinico m2 (Schlador y Natahanson. 1997), mientras que
otros resultados sugerian que el receptor muscarinico m2, en
células HEK, era internalizado en forma independiente de
arrestinas y no requeria de dinamina (una proteina que
recientemente ha sido identificada como un componente
critico requerido en !as primeras etapas de la endocitosis
mediada por vesiculas cubiertas de clatrina, Pals-Rylaarsdam y
Hosey, 1997}.

El modelo que actualmente se sugiere para la regulaciéon
de la respuesta de los receptores miembros de la familia de los
GPCRs es el prototipo para el receptor Bx-adrenérgico [Fig. 5). En
este modelo. la activacién de! receptor no sdlo lleva a la
senalizacion, sino que también se promueve la desensibilizaciéon
del receptor dependiente de agonista, como consecuencia de
la fosforilacidn por las GRKs y de la unidn de las B-arrestinas.
Cuando las p-arrestinas se unen promueven la movilizacion del
receptor por endocitosis. Subsecuentemente, después de la
acidificacidén en los endosomas. los receptores pueden llegar a
ser desfosforilados y entonces ser reciclados de vuelta a la
membrana, ahora como receptores funcionales.

Sin embargo. existen experimentos en diferentes tipos de
células y con diferentes receptores que sugieren la existencia de

otros mecanismos para la internalizacidon de los GPCRs. Por
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ejemplo, en estudios realizados con los receptores rmuscarinicos
ml, m3, y m4, en células HEK, se observé que estos receptores
eran internalizados mediante un mecanismo independiente de

arrestinas, pero dependiente de dinamina. Por otro lado, se
demostré que la dinaming era importante para la movilizacion

de los receptores locgalizados en invaginaciones de la

membrana llamadas caveolas, tal es e! caso de los receptores
para angiotensina ATia cuya internalizacion puede estar

mediada ya sea por caveolas o por vesiculas no cubiertas con
clatrina {(Chen ef al.. 1993). Sin embargo. la observacidén de otro

tipo de movilizacién de los receptores ATia. mediante un

mecanismo dependiente de dinamina cuando se sobre expresa

la pB-amestina (Chen et al.. 1993) sugiere que existe una

plasticidad en la eleccidn de la via endocitica utilizada por los
GPCRs. La eleccidn de las vias parece depender tanto de las

determinantes especificas del receptor como del ambiente

celular en el cual se expresa dicho receptor.
En resumen, estos hallazgos sugieren que existen 3 distintos
internalizacion de los GPCR [Fig. 6], los

mecanismos para Ia
de vias dependientes o

cuales pueden actuar a

independientes de dinamina. En
internaglizacidén puede ocumrrir a través de

traveés
la via dependiente de
las

dinamina, la
arrestinas mediante vesiculas cubiertas con clatrina. En {a via
independiente de dinamina existen dos mecanismos, uno
donde el receptor es dirigido., mediante un mecanismo



Vesiculas N0

Vesiculas cublertas
de clatrina

ENDOSOMA

Fig. 6. Representacion esquemalica de los diferentes mecanismos para la internalizacion
de los receptores acoplados a proteinas G.
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desconocido. directamente hacia las caveolas o bien
permitiendo que los receptores interaccionen directamente con
caveoling en estas estructuras membranales: mientras que en el

olro mecanismo los receptores acoplados a proteinas G son

internalizados de forma totalmente independiente de la

dingmina, en vesiculas no cubiertas de clatrina (Bunemann et

al.. 199%).

INTERNALIZACION Y DESENSIBILIZACION.

Nuevamente por estudios realizados con los receptores Ba-
adrenérgicos. se propuso originalmente que el secuestro de
estOs receptores era un mecanismo para su desensibilizaciéon,
basandose en la observacion de que los receptores
seclestrados contenidos en la fraccion ligera de membranas Nno
presentaban proteinas Gs (Waldo ef al.. 1983). Sin embargo. se
observé que la inyeccidn intraperitoneal de isoproterenol en
ratas generaba una rapida desensibilizacidn del receptor B-
adrénérgico acompafiada por una franslocacion de ~40% de
los feceptores de la membrana piasmdtica a la fracciéon
vesiCular (Strasser et al.. 1984}. Finalmente, aplicando inhibidores
Q células A431 permeabilizadas, Lohse y colaboradores (Lohse
et al.. 1990) demostraron que el secuestro de los receptores pa-
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adrenérgicos contribuia  solamente con ~20-30% en la
desensibilizacion de este receptor.

Aunque hay estudios Que muestran que el secuestro de los
receptores Bz-adrenérgicos esta asociado con suU
desensibilizacion inducida por agonista, es claro que el proceso
de internalizacion no explica totalimente el proceso de
desensibilizacidn. Por ejemplo, «l inhibir 1a internalizacidén
mediada por vesiculas cubiertas con clatrina de los receptores
Br-adrenérgicos no se observa inhibicidn alguna en su
desensibilizacion mediada por agonista (Wakshull et al., 1985;
Homburger et al., 1980;: Chuang et al., 1980; Hertel et al., 1985;
Pippig et al., 1995). Ademas, varios estudios demuestran que la
desensibilizacidn de los receptores Bz-adrenérgicos ocurre mds
rapidamente que su internalizacién (Toews et al., 1984: wWaldo et
al., 1983; Rothetal.. 1991).

Por otra parte, existen estudios que sugieren que la
internalizacion de otros GPCRs si  contribuye Qa su
desensibilizacién; por ejemplo., la mutacidn de residuos de
treonina del carboxilo terminal en el receptor muscarinico m3
dana severamente su internalizacidén y su capacidad para
desensibilizarse (Yang et al., 1995). La mayoria de los estudios. sin
embargo. indican que estos dos fendmenos son distintos debido
a que los procesos de desensibilizacion e internalizacidon son
independientes, como lo demuestran estudios realizados con los

receptores ATa para angiotensina (Thomas et al., 1995), D1 para
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dopamina (Ng GYK et al.. 1995}, H2 para histamina (Fukushima
et al.. 1997). m2 muscarinico (Pals-Rylaarsdam et al., 1995), para
secretina (Holtmann et al.. 1996} vy para neurocinina | {Garland

et al.. 1996).

INTERNALIZACION Y RESENSIBILIZACION.

Aunque la internalizacion de los GPCRs puede no ser
esencial para la desensibilizacion inducida por agonista,
estudios recientes indican que la internalizacién de los GPCRs
tiene un iIMmportante papel al acelerar ila recuperacidon de la
funcionalidad., en un proceso comunmente referido como
“resensibilizacion’.

El rapido proceso de desensibilizacidon es también., en
general, rapidamente reversible. Se observd que después de
remover al agonista isoproterenol del contacto con las células,
la actividad de la adenilato ciclasa generalmente regresaba a
niveles normales en un tiempo de entre 15 a 30 minutos. En
cuanto a los mecanismos involucrados en este proceso de
resensibilizacion, Sibley y colaboradores (Sibley et al., 1986)
sugirieron que la internalizacion del receptor pz-adrenérgico
jugaba un imporiante papel en la desfosforilacidn vy
resensibilizacion del receptor. Posteriormente se observd que

después de la estimulacion con el agonista, los receptores
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fosforilados via GRKs e internalizados en vesiculas contenian
menos fosfatos que aquellos que se encontraban en la fraccidn
de la membrana plasmdadtica. Ademads, la fraccidn vesicular se
encontraba enriquecida de una actividad de fosfatasa capaz
de desfosforilar a los receptores.

La importancia de una actividad fosfatasa para el proceso
de resensibilizacion y del subsecuente reciclaje de los receptores
funcionales a ia membrana plasmatica, se demostrd
bloqueando el proceso de resensibilizacion del receptor f2-
adrenérgico, para lo cual se utilizd la caliculina A. un inhibidor
de proteinas fosfatasas, y monensina. un inhibidor del trafico
intracelular (Pippig et al.. 1995). Recientemente se purificd de
cerebro de bovino una proteina fosfatasa asociada a la
membrana capaz de desfosforilar al receptor Bz-adrenérgico
(denominada GRP, fosfatasa de los receplores acoplados a
proteinas G). la cual mostré ser una forma oligomerica de la
proteina fosfatasa 2A (Pitcher et al., 1995). Entonces se postuld el
siguiente modelo [Fig. 5]: una vez internalizado. el receptor
adquiere una conformacién especifica inducida por Ila
acidificacion intracelular en las vesiculas dentro de las cuales se
encuentran los receptores internalizados después de la
estimulacidn con el agonista. La acidificacidn endosomal
promueve una asociacién entre el receptor y la proteina

fosfatasa. Una vez desfosforiiado. el receptor regresa a la
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superficie celular donde puede nuevamente ser activado por el
agonista (Krueger et al., 1997).
Como podemos ocbservar, las mismas moléculas que inician

el proceso de desensibilizacion del receptor (esto es. GRKs y B-

arrestinas) también inician el proceso de internalizacidn a

vesiculas endosomales acidificadas. lo cual se requiere para la

desfosforilacion y la resensibilizacion del receptor.

RECEPTORES ADRENERGICOS

Mientras la rodopsina vy el receptor B-adrenérgico sirvieron

como sisternas modelo. se ha observado que ia

desensibilizacion es un fendmeno general que sufren muchos
receptores acoplados a proteinas G, entre elios, los receptores
adrenérgicos, protagonistas principales de este trabagjo.

Los receptores adrenérgicos son miembros de la familia de
receptores de siete dominios transmembranales acoplados a
proteinas G. Estos receptores, denominados ai. az (Langer, 1979;
1977}). Bi. Bz (Lands et al.. 1967). vy Bs-

Berthelsen y Pettinger,
1994)., tienen wuna estructura

adrenérgicos (Hieble y Bond,
general similar y se distinguen entre ellos por sus diferentes

especificidades y efectos fisioldgicos (Ahlquist, 1948; Garcia-

Sdainz, 1995). Las catecolaminas, adrenailina (epinefrina) vy

noradrendlina {norepinefrina}l son los agonistas o activadores
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naturales de los receptores adrenérgicos. Estos agentes son

secretados en la porcidn interna de la médula de la glandula
adrenal en respuesta a senales del sistema nervioso central.

Estas catecolaminas pueden unirse a los diferentes tlipos de
receptores adrenérgicos y ejercer multiples efectos en las

catecolaminas son mediadoras

céluias. Se sabe que las
de la

importantes de la contraccidn y relajacidn muscular,

proliferacidn celular y de la memoria. En particular, la epinefrina

la fuerza y frecuencia del corazdn, la presién

incrementa
las vias respiratorias. que en

sanguinea y la dilatacidon de
conjunto incrementan el Oz liberado a los tejidos, especialmente

al musculo. Algunos de los efectos metabdlicos de la epinefrina
son el incremento en la degradacion y disminucion en la sintesis
del glucdégeno y el aumento en la gluconeogénesis hepdatica lo
que conlleva a un incremento en la liberacidn de glucosa del
higado: el incremento de la glucdlisis y la utilizacién de dacidos
grasos en el musculo, ademas del aumento en la secrecidén de
glucagon y la disminucidn en la secrecién de insulina {Lehninger
1992). La gran diversidad de efectos que ejercen los

et al..
puede deberse en parte a que los

agentes adrenérgicos
distintos subtipos de: estos receptores emplean. en general, dos

sistermas de transduccidn: los receptores aj-adrenérgicos se

acoplan al sistema de recambio de fosfoinositidos-calcio, los
receptores B-adrenérgicos se acoplan de manera estimulante al
sisterma de ia adenilato ciclasa. y los receptores a-adrenérgicos



39

se acoplan también a la adenilato ciclasa. pero inhibiendo su
actividad {(Garcia-5dainz. 1995).

EL RECEPTOR cib-ADRENERGICO

En lo que respecta a los receptores ai-adrenérgicos, a la
fecha se han cloncdo 3 subtipos: aia. aib, ¥ aia. Todos ellos
transducen sus sefales a través del sistema de fosfoinositidos-
calcio.

SISTEMA DE FOSFOINOSITIDOS-CALCIO

Como mencioné anteriormente, la estimulacidn de los
GPCRs por su agonista activa a la proteina Gg heterotrimérica,
provocandoe la disociacidn de las subunidades de esta proteing,
seguido por el intercambio de GDP por GTP en la subunidad o
de la proteina G y ésta, dentro del sistema de recambio de
fosfoinositidos-caicio [Fig. 7], activa a la fosfolipasa CB (FLCg). La
fosfolipasa genera a partir del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (IP2)
dos segundos mensajeros: el 1,2-diacilglicerol (DAG) y el inositol
1.4.5-trisfosfato (IP3). Por su parte el DAG puede activar a
diferentes miembros no convencionales de la proteina cinasa C
(8. €. n. n. y 9); por otro lado, e! IPs difunde rapidamente en et



Fig. 7. Sistema de fostoinositidos-calcio.
A, agonista; «,, B, 7, proteina Gg heterotrimérica; PLG, fosfolipasa G, PiR,, fosfatidifinositol 4,5+
bistosfato, DAG, diacilglicerat, 1P, inositol trisfostato; Ca?, calcio; PKC, proteina cinasa C.
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citoplasma y al unirse a sus receptores, que se localizan en el
reticulo endoplasmico, abre canales de caicio Io que permite la
movilizacion del cation de reservorios intracelulares, llevando
esto a la activacidon de isoformas convencionales de la PKC (a,
Bl. Bil y yv). Finalmente. la PKC fosforila y modifica la actividad de
numerosas proteinas blanco que participan en las distintas

respuestas celulares que se generan por la activacién de los

receptores.

REGULACION DEL RECEPTOR a1o~ADRENERGICO

Con los primeros estudios realizados acerca de los
mecanismos bioquimicos que regulan la sefalizacién de los
receptores asociados con la FLC, se mostré que una variedad
de este tipo de receptores es susceptible al fendmeno de
desensibilizacion. Primeramente se demostrd que los ésteres de
forbol podian incrementar dramdticamente g fosforilacion de
varios receptores asociados a la FLC. La activacion
farmacoldgica de la PKC con ésteres de forbol reveld que se
producia el bloqueo de Ilas acciones del recepior ain-
adrenérgico en céluias que expresan naturalmente este tipo de
receptor (Corvera y Garcia-Sdinz, 1984: Leeb-Lundberg et al..
1985; Corvera et al., 1984). Esto generd la siguiente pregunta: zgla

fosforilacidn mediada por PKC, puede tener un papel
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importante en el fendmeno de desensibilizacién homdloga del
receptor aiv-adrenérgico?2. Posteriormente se demosiré que al
depletar de PKC a la ceélula. mediante inhibidores o inducida
por ésteres de forbol, no se alteraba el proceso de
desensibilizacion homdloga de varios receptores, incluyendo los
receptores para trombina {Paris y Pouysségur, 1988), bombaesina
(Wailsh et al.. 1993}, histamina y ATP {(Dickenson y Hill, 1993) y el
receptor awp-adrenérgico {Lattion et al., 1994). Sin embargo, se
sabia que una proteina cinasa estaba involucrada en dicho
fendmeno. Se postuld entonces que estas cinasas podrian
pertenecer a la familia de las GRKs. Mdas tarde, Diviani y
colaboradores (Diviani et al.. 1996) demostraron, trabajando
con células COS-7 y HEK293 fransfectadas con el receptor aio-
adrenérgico, que al sobre-expresar a las GRK2Z y GRK3 se
incrementaba la fosforilacion del receptor inducida por su
agonista y se promovia la desensibilizacion del mismo.

En resumen, ahora se sabe que la actividad de los
receptores air-adrenérgicos se encuentra altamente regulada
por procesos de fosforilacidn, donde principaimente participan
GRKs {(GRK2 y GRK3). en respuesta al agonista, y recientemente
se demostré que la fosforilacion del receptor an-adrenérgico
por la PKC estd involucrada en procesos de desensibilizacion
heterdloga de este receptor (Vazquez-Prado et al., 1997).

A este respecto, en el presente estudio se muestra que la
activacién de los receptores para dcido lisofosfatidico induce la
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fosforilacion y subsecuente desensibilizacidn del receptor aio-
adrenérgico. donde se sugiere la participacion de una proteina
cinasa distinta, la fosfatidilinositol 3-cinasa. ademds de la PKC.
Por tanto, a continuacidon detallaré algunas caracteristicas

generales de los elementos que participan en este proceso.

EL ACIDO LISOFOSFATIDICO

El acido lisofosfatidico (1-acil-glicerol 3-fosfato, al que me
referiré en adelante como LPA) es uno de los fosfolipidos
naturales mas simples y también uno de los mds interesantes.
Originaimente se conocia como un intermediario clave en la
sintesis de novo de lipidos: ahora se reconoce como un
mediador intracelular que evoca diversas respuestas asociadas
a las de los factores de crecimiento (Jalink et al., 1994;
Moolenaar. 1995a;: Moolenaar, 1995b), activando a receptores
especificos acoplados a proteinas G (Moolenaar, 1995a:
Moolenaar, 1997) presentes en numerosos tipos de células.

En los primeros estudios realizados acerca del LPA, se
encontré que inducia la contraccidon del musculo liso y la
agregacion plaquetaria:; posteriormente se descubrid que el LPA
es un mitdgeno derivado de plaquetas. es decir, la fuente de
LPA biocactivo son las plagquetas. las cudles 1o liberan después de
su activacion (Eichholtz et al.. 1993). Como resultado, de la
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activaciédn plaquetaria, el LPA se encuentra como un
ingrediente activo del suvero (y no del plasma) en dosis
fisioldgicas relevantes. donde éste se une con alta aofinidad a la
albumina. El LPA extraceluiar puede ser generado también o
través de la fosfolipasa A2 (a partir de su precursor, el Gcido
fosfatidico) que actia sobre microvesiculas provenientes de las
células sanguineas cuando éstas son expuestas a estimulos
inflamatorios (Fourcade et al.. 1995). Lo anterior sugiere que una
de las funciones de! LPA in vivo es estimular respuestas
proliferativas en los sitios donde se presentan dano e
inflamacion.

Otras fuentes de LPA son los leucocitos, fibroblastos
dafnados, fagocitos y células endoteliales. Usualmente la
senalizacién por LPA ocurre después de que hormonas,
neurotransmisores, © factores de crecimiento inducen sus
efectos celulares a través de la hidrdlisis del 1P2; para generar 1Pa
y DAG (Moolenaar et al. 1992). resultando. entre otras, la
generacion del acido fosfatidico [Fig. 8]. Se cree que la
subsecuente generacion del LPA es secundaria a la activacidn
de una fosfolipasa especifica para el acido fosfatidico, la

fosfolipasa A2, en el lado interno de la membrana plasmdtica.
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ACCIONES BIOLOGICAS DEL LPA

La Tabla Il lista algunas de las respuestas bioldgicas y
celulares del LPA mds importantes. las cuales son muy diversas y
continban acumuidndose. Ademds de su papel como
estimulante autocrino en la agregacidén plaquetaria, las Jdltimas
actividades sumadas a la lista incluyen la inhibicidn de la
diferenciaciédn en mioblastos (Yoshida et al.,, 1996}, la
esiimulccién de la quimiotaxis en fibroblastos (Kundra et al.,
1995). la despolarizacion de la membrana en fibroblastos
(Postma et al., 1996). etc.

Tabla 1ll. Respuestas biolédgicas a LPA

e Proliferacién celular

e Inhibicién de la
diferenciacién

e Diferenciacion de
keratinocitos

e Agregacion de plaquetas

Contraccion del musculo liso

Liberacion de

neurotransmisores

Proteccidn contra apoptosis

Formacion de fibras de estrés

Invasidn de células tumorales

Quimiotaxis

Despolarizaciéon de la

membrana mediada por Cl-
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Algunas de estas actividades se identificaron iniciaimente
como respuestas al suero, debido a que Ia mayoria de ellas son
respuestas que se asocian a factores de crecimiento.
Posteriormente, otros estudios mostraron que era el LPA quien
generaba esta amplia gama de respuestas bioldgicas, y que
todas ellas invoiucraban vias de senalizacidn mediadas por
proteinas G a itravés de receptores en la superficie celular

(Moolenaar, 1995a; Moolenaar, 1997}.

RECEPTORES PARA ACIDO LISOFOSFATIDICO

La primera identificacion de un candidato para receptor
del LPA se realizd mediante experimentos de marcaje por
fotoafinidad, los cuales revelaron la presencia de una proteina
de membrana (de 38-40 kDa), presente en varios tipos celulares,
unida a [32P]LPA. Mediante estudios donde la unién fue inhibida
en forma competitiva y especifica por LPA no marcado, se
demostrd que esta proteina presentaba especificidad y alta
afinidad por el LPA {van der Bend ef al.. 1992).

Entre los descubrimientos mas recientes, al respecto.
sobresale la identificacién de una familia de receptores de siete
dominios transmembranales especificos para lisofosfolipidos,
provisionalmente llamados receptores "Edg” (por sus siglas en
ing'és: "endothelial differentiation gene”) o bien receptores LP
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{por 'lysophospholipid”). A la fecha. la familic de receptores
Edg/LP consiste de por lo menos siete miembros que pueden
subdividirse en dos subgrupos: los receptores que son especificos
para LPA vy los que unen con alta afinidad esfingosina-1-fosfato
{S1P). un lisofosfolipido estructuralmente relacionado.

De los miembros de la familia de receptores Edg los Edg?2,
Edg4 y Eddg? son receptores para LPA, mientras que Edgl. Edg3
y Edg5 han sido caracterizados como especificos para SiP.
Recientemente, Chun y colaboradores han propuesto unac
nomenclatura mdas apropiada para la familia de receptores
para lisofosfolipidos "LP", en la cua! el subgrupo LPa se refiere a
los receptores para LPA y el subgrupo LPs a los receptores
especificos para SIP {Chun et al., 1999). Los estudios acerca de
Ios mecanismos de sefalizacidon de esta familia de receptores
indican que utilizan rutas acopladas a proteinas G, y que, de
manera similar a otros GPCRs. los receptores Edg/LP sufren
desensibilizacidon rdpida e internalizacion inducidas por su
ligando (Lee et al., 1998; Liu et al., 1999).
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viAs DE SENALIZACION DEL LPA

Los resultados de muchos estudios indican que los
receptores para LPA se acoplan al menos a tres distintas
proteinas G, incluyendo Gq Gizna ¥y Gi. activando asi vias de
senalizacién de gran diversidad y complejidad [Fig. 9].

En una gran variedad de células se ha observado que la
estimulacion de la fosfolipasa C inducida por LPA es insensible a
toxina pertussis (PTX) (Moolenaar et al., 1995a). lo cual sugiere
que el receptor para LPA se acopla a miembros de la subfamilia
Gq. Por ofra parte, se ha observado que el LPA induce,
mediante la activacién de Rho. la reorganizacion del
citoesqueleto y la formacidén de adhesiones focales, para lo
cual el receptor para LPA se acopla a las proteinas Gizna
insensibles a PTX (Ridley y Hall, 1992; Barry y Criichley, 1994).
Ademdas de estas vias. en fibroblastos. el LPA disminuye
rapidamente los niveles de AMP ciclico de manera sensible a
PTX, lo cual sugiere e! acoplamiento del receptor a proteinas G
de la subfamilia G (Van Corven et al., 198%9). Por otra parte, el
LPA también induce la activacion de la cascada Ras/Raf/MAPK
en una forma sensibte a PTX (Howe y Marshall, 1993; Van Corven
et al., 1993), donde el dimero By de la proteina Gi transduce
dicho efecto. mediante la activacidn de proteinas cinasas de
residuos de tirosina (Crespo ef al., 1994; Koch et al.. 1994). Al
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Fig. 9. Vias de senalizacion del LPA a través de los diferentes tipos de
proteinas G.

LPA, acido lisofosfatidico; «., B, v, proteinas G heterotrimeéricas: PLC.
fosfolipasa C; IP;, inositol tristosfato; PKC, proteina cinasa C; Rho, GTPasa
rho; Tyr-K, cinasa de residuos de tirosina; PI3K, fosfatidilinositol 3-cinasa;
PDK1, proteina cinasa dependiente de fosfoinositidos.
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respecto se sabe que el LPA, al igual que muchos mitdgenos
activa. entre otras. a la fosfatidilinositol 3-cinasa y debido a que
ésta es uno de los elementos importantes en este trabgjo.

describiré algunas de sus caracteristicas principales.

LA FOSFATIDILINOSITOL 3-CINASA (PI3K)

Muchos son los receptores capaces de estimular la
actividad de la PI3K; entre los que se encuentran receptores
para factores de crecimiento, receptores para citocinas y
receptores acoplados a proteinas G. La PI3K cataliza la
fosforilacion del fosfatidilinositol {(Pl) a Pl 3-fosfato. del Pl 4-fosfato
(PI{4)P} a Pl 3.4-bisfosfato, y del Pl 4,5-bisfosfato (PI{4.5}P2) a Pl
3.4, 5-trisfosfato. Estos fosfoinositidos. productos de ia PI3K actdan
sobre multiples efectores, los cuales interaccionan con dominios
SH2 y dominios PH de las cinasas de residuos de serina/treonina y
tirosing.

También se ha informado de la existencia de muitiples
isoformas de la Pi3K, las cuales se han dividido en tres clases
(Wymann y Pirola, 1998:; Vanhaesebroeck et al.. 1997; Fruman et
al, 1998). Las subunidades cataliticas de todas las PI3Ks
comparten una regidén homdloga que consiste de un nlcleo
catalitico asociado a un dominio llamado PIK (por su homologia
al dominio de cinasa de fosfoinositidos), del cual se desconoce
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su funcidén. Los miembros de la clase | se han identificado hasta
ahora como heterodimeros de aproximadamente 200 kDa.

compuestos por una subunidad catalitica de 110-120 kDa y una

subunidad adaptadora de 50-100 kDa. In vitro, estas PI3Ks

pueden utilizar como sustratos Pl, PI{4)}P, y PI{4.5)Pz; sin embargo.

in vivo su sustrato preferido parece ser el PI{4,.5)P2. La clase | de

las PI3K estd subdividida en las clases la y Iz {de las cuales

hablaré con mas detalle posteriormente), su activacion esta
receptores con

controlada por sefales extracelulares via
(clase i} y via

actividad intrinseca de cinasa de tirosina

receptores acoplados a proteinas G (clase is). La clase Il son
kDa cuyo elemento

carboxilo terminal y

moléculas grandes de 170-210
caracteristico es un dominio C2 en el
presentan una especificidad por sustrato restringida a Pl y PI{4)P.
No se han identificado moléculas adaptadoras y su modo de
activacién permanece inciedo. Finalmente, la clase Il est&a
PI3Ks homdlogas de una proteina de S.

representada por
("vacuolar protein sorting

cerevisiae denominada Vps34p

mutant’, Herman y Emr, 1990) y fosforiia exclusivamente Pl. De

esta clase sdlo una subunidad catalitica ha sido identificada. la
cual existe formando un complejo con una proteina cinasa de
residuos de serina/treonina (denominadas Vpsl5Sp en levaduras

y p150 en mamiferos).
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PI3Ks CLASE |

En lo que respecta a la clase | {la cual es de mayor interés
para este trabaqjo). la activacidn de las PI3Ks por agonistas
extracelulares involucra su  translocacién a la membrana
plasmatica mediante una via por la cual logran tener acceso a
sus sustratos. Dependiendo de la proteina adaptadora
involucrada en este proceso, la clase | puede ser dividida en 2
grupos: las que son capaces de asociarse con P85 y pueden ser
dirigidas a residuos de tirosinas fosforiladas {clase l4), y las que
interaccionan con proteinas G heterotriméricas y con la
proteina adaptadora p101 (clase Is).

En la clase la, la subunidad pl110 de estas PI3Ks existe
formando un complejo con una proteina adaptadora que
posee dos dominios SH2. En mamiferos se han encontrado ires
isoformas de pl110 (p110a. pl10B y p1108. las cuales son
codificadas por tres genes distintos) y por o menos siete
proteinas adaptadoras (generadas por expresion y splicing
alternativo de tres diferentes genes: p85a. p85B v pP55y). pl110a vy
pPl110B estan ampliamente distribuidas en tejidos de mamiferos,
mientras que pl1108 muestra una distribucidon mMmas restringida,
encontrandose principalmente en leucocitos. Todos lo tipos
celulares de mamiferos que se han investigado expresan por lo

menos una isoforma de la clase la, las cuales son activadas al
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estimular receptores que inducen actividad de cinasa de
tirosinas.

Respecto ¢ ia clase s, la Unica PI3K identificada a la fecha
es la subunidad catalitica p110y que se encuentra formando un
compliejo con una proteina reguladora de 101 kDa (pl101). Ila
cual no presenta homologia con alguna otra proteina
conocida. La importencia de esta proteina radicc en que los
heterodimeros p110y/p101 pueden ser activados directamente
por las subunidades GBy de las proteinas G heterotriméricas
(Stephens et al.. 1994; Stoyanov et al., 1995; Lopez-llasaca et al..
1997; Tang y Downes. 1997). y pl101 es indispensable para ias
respuestas evocadas por Gy (Krugmann et al., 1999). Se sabe
que las subunidades Gy pueden activar a PI3Ky mediante
interacciones alostéricas o por translocacion a la membrana.
Por otra parte., se sabe también que todas ias isoformas de la
clase | tienen un dominio de unidn a Ras (una proteina G de
bajo peso molecular} {Rodriguez-Viciana et al. 1996) y que
Unicamente pl10y exhibe una region homdloga a GAP (GAP del
inglés: "GTPase-activating protein”). la cual puede doblarse para
formar un dominio PH (Stoyanov et al.. 1995; Srinivasan et al..
1996). Se ha especulado que esta regidn de pli0y esta
involucrada en la activacién de PI3Ky mediada por Gpy. puesto
que los dominios PH de proteinas que son reguladas por Gpy.
tales como la BARK o la fosducina. han mostrado unir a dimeros
GBy (Touhara et al.. 1994; Gaudet et al., 1996). Posteriormente.
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Leopoldt y colaboradores mostiraron, mediante estudios de

delecidon, que deben existir por lo menos dos sitios de unidn para
GBy en la PI3Ky {Leopoldt et al.. 1998}). Ellos proponen que uno
de los sitios se encuentra en el amino-terminal proximo a un
dominio PH y ofro cercano al ndcleo catalitico. por lo que Gy

puede estimular a la PI3Ky por interaccidon directa con dos
dominios de la subunidad catatlitica p110.

INHIBIDORES DE LA PI3K

La wortmanina y el LY294002 son dos compuestos de bajo
peso molecular, estructuralmente no reiacionados y permeables
a la membrana celular, que a dosis bajas se comportan como
inhibidores especificos de las Pi3Ks: sin embargo. a dosis altas
estos compuestos pierden especificidad (Ward et al.. 1996). En
contfraste al LY294002, la wortmanina se une covalentemente a
la subunidad catalitica de la PI3K, en una reaccidn que es
competida por ATP y Pi{4,5)P2 pero no por PI (Wymann et al.,
1996):; el LY294002 es un inhibidor competitivo del sitio de ATP
(Viahos et al., 1994).

Todos los miembros de las Pi3Ks clase |, 1| vy il muestran una
sensibilidad similar a la wortmanina y al LY294002 in vitro (Domin
et al.. 1997}. Actualmente, el tratamiento de las células con dosis
de 5-20 uM de LY294002 o de 20-50 nM de wortmanina, se utiliza
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como herramienta para obtener evidencias de la participacion
de las PI3Ks en un sistema bioclogico determinado. Se ha
observado que la wortmanina, a diferencia del LY294002, es
inestable en scoluciones acuosas y también que presenta una
tendencia a interaccionar con proteinas del suero, lo cual hace
dificil probar la dosis de la droga activa cuando se aplica a
cultivos de tejidos por periodos mas largos de dos horas.
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JUSTIFICACION

Previos estudios han mosirado que la transmodulacion
entre receptores asociados a diferentes vias de senalizacidn
puede representar un mecanismo importante para la regulacién
de las respuestas evocadas por tales receptores, contribuyendo
asi a que las células, ya sea de forma individua! o formando
tejidos u Srganos. puedan reguicr funciones vitales
reaccionando de manera coordinada a varios estimulos a la
vez, activando una o mAds vias para poder responder y
adaptarse a todos los cambios del medio en el que se
encuentran.

Como se ha venido mencionando, el proceso de
desensibilizacién por efecto de hormonas y neurotransmisores es
un mecanismo fundamental que regula la funcidn de un
receptor y que puede contribuir al mantenimienio de Ila
actividad normal en las células. Han sido varios los estudios que
muestran la existencia de un tipo de reguiacion indirecta entre
receptores para diferentes hormonas, donde la activacidn de
uno de ellos lleva a la desensibilizacion del otro. Al respecto,
como antecedente directo del presente trabajo. en nuestro
laboratorio se demostréd que, en fibroblastos rat-1., la endotelina,
a través de sus receptores ETa. induce Ia fosforiiacion y
desensibilizacion de los receptores ain~adrenérgicos,
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involucrando a la proteina cinasa C y al parecer. a alguna
proteina cinasa de residuos de tirosina.

En el presente estudio se muestra que la activacidon de los
receptores pcra Aacido lisofosfatidico induce la fosforilacion y
subsecuente desensibilizacion del receptor ais-adrenérgico. con
la participacion de una proteina cinasa distinta, ia
fosfatidilinositol 3-cinasa, ademdas de Ila PKC. Por tanto,
determinamos la participacion del receptor para el LPA en la
regulacion de la respuesta as-adrenérgica. teniendo como

OBIETIVO GENERAL

Estudiar los efectos del LPA sobre el receptor aib-
adrenérgico y los mecanismos involucrados en la regulacion de
la respuesta ais—adrenérgica. mediada por el dacido

lisofosfatidico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Explorar en fibroblastos rat-1 sila activacién de los receptores

para LPA. los cuales se expresan de manera enddgena en
este tipo de células, induce un incremento en el estado de

fosforilacion del receptor aiwn-adrenérgico.
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Investigar la participacidn de Ias distintas proteinas G

involucradas en la via de transduccién empleada por el LPA

durante ia regulacién del receptor ais-adrenérgico.

Determinar la participacidon de las posibles proteinas cinasas
en la fosforilacidn, mediada por el LPA, del receptor ain-

adrenérgico.
Estudiar el pape! de la fosforilacidn en la regulacidn de Ia

respuesta ams-adrenérgica, determinando si se presenta un
patrén de desensibilizaciéon por efecto de la activacidon de los

receptores para LPA.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Los materiales y métodos empleados durante la reglizacidn
del presente trabgjo se detallan en la seccidon de "Materials and

Methods” del manuscrito titulado: ‘Lysopheosphatidic acid

modulates ais-adrencceptor phosphorylation and function.
Roles of Gi and phosphatidylinositol 3-kinase”, que se encuentra
publicado en "Molecular Pharmacology” (dicho manuscrito se
presenta mads adelante en la seccidn de resultados).

A  continuacién se enumeran brevemente los pasos

experimentales empleados en este trabagjo.

1. CULTIVO DE FIBROBLASTOS Rat-1

Los fibroblastos de pulmdn de rata de la linea celular rat-1
transfectados de manera estable con el receptor ain-
adrenérgico de hamster. se obtuvieron por donacidon de los
doctores: R. J. Lefkowitz, M. G. Caron y L. Allen de la Universidad
de Duke. Los cultivos se mantuvieron bajo una atmodsfera de
a 37°C en medio DMEM con glucosa y glutamina

CO2
suero de bovino y antibidticos. Los

suplementadoc con
experimentos se iniciaron con cultivos confluentes y privados de

suero durante ia noche anterior al experimento.
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2. FOSFORILACION DEL RECEPTOR ai1o-ADRENERGICO

Para estudiar los efectos del LPA sobre el receptor aimn-

adrenérgico., primeramente se procedid a explorar si la
activacion de los receptores para LPA inducia un incremento en

el estado de fosforilacion basal del receptor aip-adrenérgico.

e Para ello se midid, mediante la técnica de marcgje
metabdlico e inmunoprecipitacidon, el estado de fosforilacidn
del receptor adrenérgico como resultado de la activacion de
los receptores para LPA durante un curso temporal, utilizando

el LPA a una dosis de 1 pM.

Posteriormente se midid el mismo parametro estimulando a

las células con dosis crecientes de LPA durante 5 min.

Para estudiar 1os mecanismos involucrados en la regulacion

de la respuesta ain-adrenérgica. mediada por el Gacido

lisofosfatidico. se investigd la participacion de proteinas G y

proteinas cinasas involucradas en la via de transduccidn

empleada por el LPA durante la regulacion del receptor aio-

adrenérgico.
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adrenérgico., estimulada por LPA,

Para determinar el tipo de proteinas G, se incubaron las
células en presencia de toxina pertussis, lo que nos permitid

distinguir entre las proteinas G sensibles e insensibles a esta

toxina.

El segundo paso fue determinar la participaciéon de las
diferentes proteinas cinasas en g fosforilacidn del receptor
aip-adrenérgico inducida por LPA, para lo cual se incubaron
las células en presencia de inhibidores de cinasas, estudiando
el efecto de ftres distintas clases de inhibidores, dirigidos
contra las siguientes clases de proteinas cinasas: cinasas de

residuos de tiresina, PKC y PI3K.

DESENSIBILIZACION DEL RECEPTOR aib,-ADRENERGICO

b

Para determinar si la fosforilacion del receptor aib-
estaba asociada a la

desensibilizacion de la respuesta adrenérgica, se determind el

estado funcional del receptor ais-adrenérgico.

Como primer parametro se midid la movilizacidn de calcio
intracelular provocada por norepinefrina después de
estimular a las células con dosis crecientes de LPA.L
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Posteriormente se determind, en preparaciones de
membranas. el efecto del LPA sobre el acoplamiento enire el

receptor ais-adrenérgico y su proteina G. Lo anterior se
reqglizd mediante estudios de unidn de [35S]GTPyS in vitro.

Fnoimente se estudid el efecto de los inhibidores de cinasas

en la desensibilizacidn del receptor ais-adrenérgico mediada

LPA., midiendo el acoplamiento entre el receptor

por el
adrenérgico y su proteina G, en preparaciones de
membranas provenientes de células tratadas con los

inhibidores de cinasas antes mencionados.
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RESULTADOS

Los resultados generados de este estudio se describen en el
manuscrito titulado: “Lysophosphatidic acid modulates ain-
adrenoceptor phosphorylation and function. Roles of Gi and
phosphatidylinositol 3-kinase"”. que se encuentra publicado en
“"Molecular Pharmacology”.

A continuacién se enumeran a manera de resumen los
resultados del trabagjo. Los nimeros de figura que se indican
corresponden a los niumeros con los que se muestran dichas

figuras en el manuscrito.

1. FOSFORILACION DEL RECEPTOR ain-ADRENERGICO INDUCIDA
POR LPA

1.1 Elreceptor ais-adrenérgico fue identificado como una sola
banda proteinica con una masa molecular de ~85 kDa. la cual
habia sido inmunoprecipitada con un anticuerpo policlonal,
generado en conejo y dirigido contra los Ultimos 10 aminodcidos
del carboxilo terminal del receptor ais-adrenérgico de hamster.
En un estudio previo, se demostré que el marcaje de esta
proteina era especificamente bloqueado cuando se
preincubaban las células con fentolamina o con prazosina
(antagonistas ai-adrenérgicos). confirmando con ello que se
trataba del receptor ams-adrenérgico (vazquez-Prado et al..
1997).
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1.2 Como primer paso para dirigirnos hacia el estudio de la
regulacién de la respuesta as-adrenérgica, se probd Ila
capacidad del LPA para inducir la fosforiiacion del receptor
adrenérgico transfectado en fibroblastos rat-1. Se observé que
el LPA fue capaz de incrementar considerablemente el estado
de fosforilacion basal de! receptor ain-adrenérgico de manera
rapida, la cual se manfuvo hasta por 60 minutos [Fig. 1}. Este

efecto del LPA fue dependiente de su concentracidn con una

ECso de ~50 nM. provocando un incremento mdadximo en la

fosforilacion delreceptor ais-adrenérgico de 2.5 veces [Fig. 2].

Con el fin de estudiar los mecanismos de accidn del LPA,

se investigd la participacion de proteinas G y proteinas cinasas.

1.3 Se observd que el efecto del LPA sobre la fosforilacion del
receptor ais-adrenérgico se bloqued cuando se preincubaron

Ias células con toxina pertussis (PTX) [Fig. 3). lo que nos indicd Ia

participacidn de proteinas G sensibles a esta toxina.

probablemente del tipe Gi.
1.4 La inhibicidn, con genisteina, de proteinas cinasas de
residuos de tirosina no tuvo efecto alguno sobre la fosforilacion
del receptor ais-adrenérgico inducida por LPA. Sin embargo.

este efecto se bloqued casi completamente con
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estaurosporina, un inhibidor relativamente selectivo de la PKC y
con wortmanina, un inhibidor selectivo de la PI3K [Fig. 4]. La

participacion de la PKC y de la PI3K se demostré con el uso de

ofros inhibidores: para el caso de la PKC, bisindoliimaleimida

{(ICso de ~80 NA1) y Ro 31-8220 (ICs de ~185 nM)., que junto con

estaurosporina {ICss de -~125 nM) bloquearon de manera

dependiente de la concentracion el efecto del LPA [Fig. 5]. De
manera similar se observé con LY 294002 (iCso de ~80 nM) y con

wortmanina {ICsc de ~4 nM), para el caso de la PI3K [Fig. 6].

2. DESENSIBILIZACION DEL RECEPTOR ae-ADRENERGICO

INDUCIDA POR LPA

fosforilacién del receptor ain-

Para determinar si Ia
ia

adrenérgico. estimulada por LPA, estaba asociada con
desensibilizacidn de la respuesta adrenérgica, se determind el

estado funcional del receptor aip-adrenérgico.

2.1 Se sugirid que la fosforilaciédn del receptor ais-adrenérgico

promovida por el LPA tenia consecuencias funcionales, debido
a que el LPA fue capcz de bloquear considerablemente ia

capacidad del agonista adrenérgico {la norepinefrina) para
inducir la movilizacidn de calcio intracelular después de
estimular a las células con dosis crecientes de LPA [Fig. 7].
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2.2 Posteriormente, se demostré que el receptor oin-
adrenérgico estaba sujeto a desensibilizacidon inducida por LPA.
estudiando el acoplamiento entre el receptor adrenérgico vy su
proteina G. Lo anterior se realizéd mediante estudios de unidn de
[BsS]1GTPyS in vitro, en membranas provenientes de células pre-
fratadas con LPA, donde se observd que practicamente fue
bloqueada la unidn de [35S]GTPyS. estimulada por norepinefringa
[Fig. 8]. lo cual mostré que el receptor adrenérgico era incapaz

de acoplarse a su proteina G.

2.3 E efecto anterior del LPA sobre la unidn de [3S]GTPyS
estimulada por norepinefrina se restituyd al preincubar primero
las células con los inhibidores de cinasas estaurosporing y
wortmanina ([fig. 8]. lo que nos demuestra que en la
desensibilizacidon del receptor ais-adrenérgico inducida por LPA

est&n involucradas la PKC y la PI3K.

2.4 Deigualforma. al preincubar las ceélulas con PTX se reduce
marcadamente el efecto del LPA sobre el acoplamiento enire
el receptor ais-adrenérgico y su proteina G, indicdndonos la
participaciéon de una proteina Gi en este proceso de
desensibilizacidn del receptor aiv-adrenérgico [Fig. 9. mosirada

fuera del manuscrito].
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of these receptom from 6 protems Vazgques Proade ot al,

1997) The #fect of endotheig is masiiated by pertoas s toxem
insenmitive G protaas aod iy olves activation of FRC and an
aa yet unudentifist tyronine kinase. no role of phosphinmess
Gde Akanane PIIH) wan obaerved tn this eflect of endotheln
tWarquez-Prado et al

Lysephosphatidic

water setulie phospie

scid (LAY g

Iipid thaz s released by colls such as platelots during activa
tion. It s s nutogen for many colls and rvohes other actions
such as contraction, Adbesion Bemotavin
+Moolenaar et al , 1997 Gea nd An. 19 ten ot
LEPA are mediated throuch protem-c ptore
(Fukushima et al, 1998, Chun ot al | Thene m(-,u,.r\
seem to couple to Ga and Giovan Caren ot al | T9swe LA
inhibits adeaylyl cyclase van Corven ot al. 1=t and in-

SHarduk .

ereases eytosal calaium eoneenteation +{Ca
al., 1904; An et al . 1955 geneentin of 10,
(Horduk ot al, 19631 ph !phnr_\ldllun of
protein hanase Gordyk et

tvan Corven et al.

1993, Chaprun ot

presmon
Interextingly. many of the actions of LEA secm to invoive
heterotmmeric (h pruteins oan Corven ot ol . 1=, 1003,
Carr et al., 19904, Hordyk ot al. 1904, Chuprun et al | t9uT

The effect of LPA wax studied sp rat-1 fibroblasts stably
expressnr v, -ARs, it was observed that LPA

a1-AK phoxphoryiation and G protein uncoupling
tivn nf LPA involies pertussie toxin-sensitie (3 pr
PISK and represents o new process for the modulat

1nduces
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rapid fltration through Whatman GF/C filters followed by throe
washes of the Blters with ice—cold buffer (50 mM Tria, 10 mM MCl,,
pH 7.4). The fillers were dried. and the radioactivily was mreasured
by bgud soollaton. Nonspeafic bindiof was determined o the
presence of unlabeled GTP S 130 uM) and represented 10% of total
binding Statstical analyms between comparsble groups was jer-
farmod usng ANOVA with Bonfernma’s poat test

Results

As shown 1n Fig. 1, LPA (1 40D induced & relatively raprd
increase in a,.-AR phosphoryiation (£, - & mun, maximum
~15 min). Such ation was sust 3 up
to 60 min (Fig. 1) The effect of LPA was cuncentration-
dependent with an EC,, of --50 nM and & maximum therease
in phosphorylation of 2.5 fold (Fig.

To get additional insight on the ml~<hulnsm uf this action uf
LPA. the effect of pertusmis toxan was tested. Celln were
premicubated with pertuxeia toxain (300 ng/ml for 3 h or 100
ngsml for 24 b, which resulted 1a adentical data) under con
ditions that exaentially tnactivated all pertusan totin-sens:-
uve G proteins (Vdzquez-I'rudo ot al, 1997), and the ¢ffects
of NE, LPA, and TPA ot uy,,-AR phosphorviation were teated
It can be seen tn Fig 3 that the actions of NE and TPA were
not affected at all by the pretreatment with pertussia toxin,
which is ity agrevment with previous duts (Vazguez-Prado et
al.. 1997). In contrast, the uy,-AR phosphorylation induced
by LPA wasx almost completely inhabited

Further differrnces became evident through the use of
kinase inhibitors. Staurosporine (300 nM i, relatively selec-
tive inhibitor of PRC; genistein (10 uMi, a protein tyruine
kinase 1 and wort (100 el o PISK
inhibitor, were tested. None of these agents at the concen-
trations tested altered banal receptor phosphorylution {data
not shown). § y and in o witlhs pr data
(Vazquez-Frado et al, 1997, none af these agents altervd an
any way the a,,- AR phosphorylation induced by NE (Fig. 4
In contraxt, the effect of LPA was not altenai by igenistein.
but it wax atmost completely abulished by either staurosgror-
ine or wortmannin (Fig $). Wortmanninis unable to alter the

TIME (min)
5 15 30 60

g

=

g?

g2 1

25

T e ]

g

a AT ) )
TIME (min)

Fig. 1. Tume course of the affect of § »M LTA an uy AR phosphoryistion.
Celis were incubated in the absence or of LI'A- Plotted are
means s represenung oo SEM. of 13 determinations

Acid and

AR phusphorylation induced by endothelin (Vazques.
Prado et al.. 1997) or TPA (data not shuwn?! Ta further
substuntiate thene findings, the effect of several inhibitars of
these Kinascs wan studied. The PRC ialubitors bisindalylaus-
tesmade [ {1Ca, =80 nM), staurosponne 1y, G, and
Ro 31-8220 tICo, ~ 165 nAD blocked 16 concrntration-depen-
dent fashuon the effect of LPA on a,,-AR phosphorylation
(Fig 5. Sumilarty. wortmannin (1C., ~4 nM) and LY 204002
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biocked the effect of LPPA on NE-stimulated [**S]GTPYS bind-
Thuese data cloarty indicate that the o,.-AR
by LIPA is nssociated o G protemn

1030 Casas-Gonzsiez et at.
Uy, ~60 nNM1, which are inhibitors of PIJK. blucked the
effect of LPA 01 a,,-AR phospborylstion (Fig 6+ g Pig 8
To determine if @wAR § S laton 1nd by LPA viation
has any . two were stud.  uncosphing lesrnsitization

ied. the increase in [Ca®*J, induced by NE 1n whole cells and
the o, -AR-mediated stimulation of PSSIGTESS handing ta
membrancs. It can be meen in Fig 7 that NE and LPA wern
able to induce marked increaves 1n (Ca*’), However, when
NE was added to the cells alter stumulation by LPA the
drenerme effect was markedly inhibited. These da
consistent with desensitization of the adreaennc action
Huwever. this »ffect was not relective because after the -
tial action of LPA, the effect of u seconud stunulation by th
tame agent ur by endothelin t
(Fig. 71. Thoese data suggiest that depletion urmxcmm wtore 1n
wking place and that the action of LPA on a,. e
mediated increase in 11702 "), cannot te explaned als an the
baais of Thercfore. n mare direct
expenmental approach. -ucr. as the adreaenoe-mehiated
RGeS binding, which s an index af u,-AK-G proten
interuction, was studied
In these studien. colls w ereancubated in the abiaence of any

agent 1contrul) or in the prescoce of either 10 oM NE or 1M
LPA for 5 min. Membranes were ubtauned. snd the effectn of
NE or LEPA on IPSIGTEYS binding 10 vitro werv studied It
can be abacrved that in Membranes from cantm) cetls NE and
LPA sumulated {*SIGTP»S binding (Fyr &0 In cd s ancus
bated with NE, the ¢flect of the adrenergic agnmist but not
that of LPA on [*SiGTP S tunding wes inhabited iFuz %0 In
cells treated with LPA, the a sitro o1t of NE was oscen:
:mu, abolished, but the effect of LPA s ot altered «Fayg )
1n celis incubated with pertussis toxin, the effect of LFA on
SIGTPYS binding was markedly inhubnted but that of NE
was not affected (data not ahownt. In addition. 12 was ob-
served that preincubation with wortmannin or stiuresponne
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Discussion
These resulte indicute that LPA induces a,. AR phosphor-

Nlatuon nnd receptor-G protein uncoupling. The increase in
reeoptor ~ by thin .
simular in fe o that ok with h and

10997)

Lurger than that iduced by NE (Vazques Frado et al .
The time course of the effect of LA markedly differs with
those previausly observed with NE and endothehn iVazgquez-
Prado et sl | 1997 The actions of thesse Jatter agents were
taster, reaching their maxanum nt % mun and rapidly dechn-
1y to nearly basal levels gt 60 man (Vazques Prado ot ol

Jren
The ability of pertussis toxin to block thix action of LEPA s
Gy of the Gi aub-

wath the iny
famdy in mediating many of the actions of thix phosphalid
svan Comven ot al, 1983, 1993, Carr ot al, 1993, Hordik et

al . 1994, Chuprun ot al . 1947 The data arc particutarly
interenting hecause they show the midalation of a Go/11-
Y the g, AR OWo et al L 1902, 1996,

coupled recepror, such
by a receptor coupled ts pertussis toxan - sensitive G proteins
Which are hkely to be of the Gy subfamily The pertussis oxin
renmitivity clear'y sndicates that the of LEA differ<
LPA 1 Rt
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LPA 1 uM
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Fig. & Effict of PIIK

Cells were presncubated fir . dinervay wneen.
et

PUGOTT LY, oprn
1. and the -

3 fses e 1

topeveenting determinatmns using diferent
coll culturva. Mepresentative sutirudigraphs are sho

from both that due to receptor acuvation. putatively medi-
ated through GRKs tLattion et al., 1994; Divian et al, 1996,
and that induced by direct pharmaculogical sctivation of
PRC. Previously, it was rhown that the a,,-AR phospho;
lation induced by endothchin is mediated through pertussis
toxin-insensitive G proteins (Vazquez-Prado et al. 1997,
Thus Lhe first exnmplr of a Gi-coupled receptor mudulating
the ph lation state and of ay-2

It should be mentioned that AR phosphorylation -
duced by endlothelin was pnnnnll) blocked by genistein or
staurseporine and completely blocked when both protemn k-
nase inhibitors were present, which suggested partiapaton
of PKC and prute:n tyrusine kanases! in this effect (Vazquez.
Prado et al., 1997). Those data suggest that a,,,-AR phosphor-
vlation induced by LPA did not 1avolve protein tyrosine ki-
nases but PKC and, interentingly, PI3K. Thia further
emphasizen lh:: differences 1n the cross talk between oy, -ARs
and endoth, P Ga/11 pledt and LPA receptors
1Gi-coupled).

The role of PKC 1in modulatungg a,,-AR function has been
extensively documented. In fact. tn a very elegant work, the
FPKC phosphorylation sites of the hamster ay,-AR ween e
cently identified as Ser™* and Ser¥™ located it the carboxyl
terminus (Diviani et al. 1997
larly interesting. PI3K s a fumily of enzymes.
been grouped into mevernl classes. In class LA PISK sunforma,
the adaptor p85 subunit interacts with phosphorviated ty-

v kinase ac-

The rule of PISK 1~ particu-
which has

rorine matafa of
tivity, whereas PIJKy (ciaxs IB wsoform) interacts with hfl»

secun to control PI3K activity tNictgen and Durneux, 1998,

Wymnnn and Pirola, 1998
The mechanism through which P13K stimulates PKC ac.

tivity hikely involves u direct with the

noattides generated by PISK Phosphatidylinostol  3.4-
bisphosphate and pbhosphatidylinositol S-trisphosphate
and n) nnd

have been reparted to actvate novel PKC (&,
atypneal PRC (¢ and Ar asoforma (Naksnisha ot al, 1993,
Nietgen and Duneux, 1995. Wymann and Piroln, 1998,
Rameh and Cantley. 19991 An intermediary kinase nuch as
the protein
Kinane-1 (DK (Alless and Cohen, 1994, Stephenas et al.
1958) mnay also partapate tn the control of PRC. PDK1,
which binds with high affinty to phosphatidylinositol 3.4.5-
the loop aites of
PHRCS and PKCS 1n vitro and 10 a PLIK- ~depee-ndent manner in
vivo (Chow ct al , 1998, Le Good o1 al., 1998) Interesungly.
clasnical PR #I, and -4l and directly to PDK1 coex-
pressed 1n HEK 293 cells (Le Good et a), 19945, raisang the
powmibulity of general control of the PRC family by I'DI\X
The nearly
obeerved o the presence of 13K xnhnlnlur—n kunmnnnln and
LY 294002 or PKC tnhibitors tbinindolylinaleimide I, stau-
roapunine, and Ro 31-5220) suggests that these eRaymes may
act aequentially 1n the wame Linear signaling pathway. In
nccard with current ideas, our data suggest that:
activates its that ar and pertusss
oxin-sensitive G protesns, which are Lkely of the Gi famuly:
2 this allows the uctivation of PIIK. which 3) leads to acu-
vation of PKC via interaction with either 3-phosphoinositides
or phosphurylatiun by PDK1, and 41 PRC catalyzes the phos-
phorviation of a,.-ARs

vaod
-
soq

|
E =
= o s .
& = . sod A
(&) % 06 200 S ]

Time (seconds)

Flg. 7. ffeez of LPA on the NE mlurad 14", incrnase

with Furs.-VAM, and [C. 1. recorded Whers induwcated, 10

M .‘sh 1 s U'»\ or 10 nM 'ndu(brlm H llTv wna are
four ag diffrrent Cultires.

erotrimenc G proteins via the p101 protein; such
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ARs is reguinted by diverse processes
modulation. i e.. due to activation by agomst and putativels
GRKs. and heterotogous modulations by receptors coupled
Ga/11. such as the endothelin ET, receptors. and by recep-
tors coupled to Gi, such as LEA receptars A key mle of PRC
evident in heternlogous modulatinns
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Fig. 9. Unién de [35S]GTPyS in vilro a membranas de células
tratadas con PTX. Las células fueron incubadas en ausencia o
presencia de 0.3 ug/mi de toxina y se obtuvieron membranas. La
unién de [35S]GTPyS in vitro a membranas se realizd en qusencia
de estimulo (basal)o en presencia de norepinefrina 10 uM (NE) o
LPA 1uM (LPA). En la grdafica se muestra el promedio y el error
estandar de 10-12 determinaciones usando membranas

obtenidas de 2 cultivos diferentes.



DISCUSION

Con el paso del tiempo han sido definidas las vias que una
célula utiliza para controlar una gran variedad de funciones
bioldgicas estimuladas a través de receptores acoplados a
proteinas G. La complejidad en la regulacién de las vias de
transduccion de sehales incrementa adn mds si se considera
que en la mayor parte del tiempo una célula tiene que
responder a varios estimulos a la vez, activando asi una o mas
vias para poder adaptarse a todos los cambios de su medio

ambiente. A este respecto, en nuestro laboratoric es de
particular interés el estudio de los receptores adrenérgicos y en

fechas recientes los estudios se han enfocado en ifratar de
dilucidar los diferentes mecanismos por los cuales la respuesta
ar-adrenérgica puede serregulada.

En este trabagjo investigamos, en fibroblastos rat-1. la via de
senalizacidon asociada a los receptores para LPA (expresados de
manera enddgena en estas ceélulas) mediante la cual regulan la
respuesta ais-adrenérgica. Aqui presentamos evidencias de que
la activacién de los receptores para LPA induce la fosforilacion y
desensibilizacion de los receptores ais-adrenérgicos, indicando
la participaciéon de la PKC y la PI3K en la via de
receptor para LPA, el cual se acopla a

también
transduccién del
proteinas G sensibles a toxina pertussis de! tipo G
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El LPA se ha caracterizado por ser un mensajero
multifuncional en mMmuchos sistemas. Este fosfolipido parece
actuar en diferentes sistemas celulares de manera autocrina,
paracrina y también como mensajero intracelular, teniendo
como proteinas blanco: Iag adenilato ciclasa, fosfolipasas.
proteinas cinasas activadas por mitégenos [MAPKs)., proteinas
cinasas que participan en la reorganizacion del citoesqueleto,
etc.. y empleando diferentes vias de senalizacidon (Moolenaar,
1995a y 1995b). Ademads, se ha demostrado mediante el uso de
la toxina pertussis que la diversidad de los efectos celulares es
parcialmente un resultado de! acoplamiento entre el receptor
para LPA y mudiltiples clases de proteinas G heterotriméricas, lo
cual ha sido elegantemente dilucidado a través de varios
trabajos del grupo de Moolenaar (Jalink et al., 1990; Van Corven
etal., 1993).

Los datos obtenidos en este estudio indican que la
activacidn de los receptores para LPA incrementa
considerablemente el estado de fosforilacion basal de los
receptores ain-adrenérgicos, y que dicha fosforilacion provoca
la desensibilizacion de los mismos. Coincidiendo con algunos
trabajos en los que diversos grupos demuestran ia participacion
de proteinas Gi en importantes efectos del LPA, en este trabajo
encontramos que la toxina pertussis bloqued el efecto del LPA
sobre la fosforilacidn y desensibilizacidon del receptor ain-

adrenérgico. Este dato marcod el primer punto relevante en lo
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que se refiere a la regulacion de la respuesta ais-adrenérgica,
debido a que representa el primer ejemplo donde un receptor

acoplado a una proteina Gi modula el estado funcional de los

receptores ais-adrenérgicos. Al respecto, se sabia que la

actividad de los receptores ams~adrenérgicos podia ser regulada
por fosforilacidon debida a: 1) la propia activacidon del receptor
donde principalmente participaban miembros de la familia de
las GRKs (Lattion et al., 1994; Diviani et af.. 1994): 2) la activacién
directa de la PKC con ésteres de forbo! (Corvera y Garcia-Sdinz.

1984; Leeb-Lundberg et al., 1985: Corvera et al.. 1986) y 3} la

activacion de otros receptores acoplados a proteinas Ga,

insensibles a toxina pertussis (Vdarquez-Prado et al., 1997). Lo

anterior difiere totalmente con lo encontrado en este trabdgjo.
indicando que se trata de una nueva via por la cual la
respuesta ais-adrenérgica puede serregulada.

Por otra parte, existen numerosas evidencias que indican
que la PKC juega un papel importante en la fosforilacion del
receptor ais-adrenérgico (Leeb-tundberg et al., 1985; Bouvier ef
al.. 1987). En este estudio encontramos que la fosforilacion de los

receptores ais-adrenérgicos estimulada por el LPA, se bloqued

casi completamente por el efecto de diferentes inhibidores

especificos de la PKC (estaurosporina, bisindolilmaleimida | y Ro
31-8220). demostrando también la participacidn de esta cinasa
en el proceso de desensibilizacién del receptor adrenérgico por

efecto del LPA. De igual forma, e! bloqueo de las acciones del
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LPA con otros inhibidores de cinasas (wortmanina y LY 294002},
sugiere que Ia PI3K estd involucrada en estos procesos que sufre
el receptor cis-adrenérgico. La participacion de la PI3K viene a
ser otftra contribucidn importante del presente trabagjo.
mostrando asi una nueva via para regular la funcidn de los
recepiores ais-adrenérgicos.

El hecho de que se observe una inhibicion practicamente
total del proceso de fosforiacidn de los receptores oip-
adrenérgicos en presencia de los inhibidores de 1a PI3K y de los
inhibidores de la PKC, nos sugiere que dichas cinasas pudieran
estar actuando de forma secuencial en  una misma via de
sefializacion, dirigida a modular la respuesta ais~-adrenérgica.

En lo que se refiere a la PI3K. como se menciona en la
intfroduccién. la clase | de esta familia de cinasas se subdivide
con base en su modo de regulacidon en la clase i, las que se
asocian a receptores con actividad de cinasa de residuos de
tirosina, y las de la ciase ls, que son activadas por receptores
acoplados a proteinas G. La isoforma PI3Ky, miembro de esta
Oltima clase. interacciona con proteinas G heterotriméricas a
través de su subunidad p110. la cual no une adaptadores P85S
como en el caso de Ias PI3Ks de la clase la, sino que se asocia a
una subunidad no catalitica denominada pl101 (Stephens et al.,
1997). aunque existen evidencias que indican que las proteinas
G son capaces de estimular a pll0y en ausencia de plO1,

tanto in vivo como in vitro {(Stoyanov et al., 1995: Kular et al.,
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1997: Lopez-llasaca et al., 1997: Tang y Downes, 1997). Existen
datos reportados que indican que Gy parece ser el estimulo

fisicldgico dominante para activar a pll10y. En otros estudios,

pl10y se ha identificado como la proteinag blanco de ios

complejos GpBy provenientes de proteinas G sensibles a toxina
pertussis y se ha sugerido como un vinculo entre receptores
acoplados a proteinas G y la via de la MAPK {Lopez-llasaca et

al., 1997). Los datos obtenidos en este trabajo sugieren que la

Pi3K juega un importante pape! asociando a un receptor

acoplado a una proteina G (el receptor para LPA} con [a via de
sendalizacion del receptor ais-adrenérgico (el cual se acopla a

una proteina Gqj.
Con base en resultados publicados, podemos sugerir que

la PKC pudiera estar siendo

en esta via de senglizaciéon
la PI3K. Recientes

estimulada después de la activacidn de
indican que algunos fosfoinosilidos pueden activar

estudios
la PKC, asi como a otra

directamente ciertas isoformas de
proteina cinasa de residuocs de serina/treonina, la PKB (Nakanishi
et al.. 1993; Carpenter y Cantley. 1996; Franke et al., 1997}. Las
11 isoformas de la PKC han sido implicadas en una multitud de
procesos fisioldgicos (Nishizuka. 1995). todas ellas requieren de

fosfatidilserina como cofactor y se han subdividido en tres
perfii de activacidon. i} las

grupos de acuerdo a su
que son activadas tanto por

convencionales {a. Bi. Bl vy v)
diacilglicero! ([DAG) como por calcio; i} las novedosas (8. e. n Y
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08) que no responden a calcioc pero que requieren de DAG v iii)
las atipicas (£ y A} que no son activadas ni por DAG ni por
calcio. La isoforma descubierta mdas recientemente, la PKCpu,
también conocida como PKD. se ha propuesto que podra
representar a una nueva subfamilia. De éstas. se sabe que las
isoformas PKCe, PKCS. PKCn y PKCZ pueden ser activadas in vitro
por los productos lipidicos de la Pi3K, que son el fosfatidilinosito!
3.4,5-trisfosfato y/o el fosfatidilinositol 3.4-bisfosfato (PI{3.4.5)P3 y/o

Pl{3.4)P2, respectivamente)(Nakanishi et al., 1993: Toker et al..

1994; Nietgen y Durieux. 19298: wymann y Pirrola, 1998; Rameh y

Cantley. 1999). Por lo tanto, el mecanismo por el cual la PI3K
pudiera estimular la actividad de la PKC parece involucrar una
interaccion directa entre la PKC y los fosfoinositidos generados
por la PI3K.

Se ha demostrado también que la fosforilacion de la PKC
es un mecanismo importante mediante el cual se regula la
actividad de esta cinasa (Mitchell et ol.. 1989: Newton, 1997). Al
respecto, reportes recientes han mostrado a una nueva proteina
cinasa dependiente de fosfoinositidos (PDK-1), la cual une con
alta ofinidad al PI(3.4.5)Pa, producto de la PI3K. Primeramente,
esta cinasa se identifico como la cinasa que activa a la PKB,
cuyo nombre deriva de su homologia con la PKA y con la PKC.
Se encontrd que esta cinasa. lo PKB, era fosforilada por la PDK-1.
en una forma dependiente de PI{3.4)P2 y de PI{3.4.5)Pa, en un
residuo de treonina (Thr308) localizado en el dominio de cinasa
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de la proteina PKB. e! cual es necesario para su fosforilacion y
activacidén. Posteriormente se encontrd que la secuenciac de
aminodcidos alrededor de Ila Thr308 en la PKB estaba
conservada en todos los miembros de Ias proteinas cinasas de
residuos de serina y treonina (cinasas AGC), entre ellos, la PKC.
Ademds, se encontréd que en las células estos residuos
homadlogos de las cinasas AGC podian ser fosforilados después
de un determinado estimulo baje condicicones apropiadas. Estos
descubrimientos sugirieron que Ias cinasas AGC eran activadas
por un mecanismo andlogo a! de la PKB. Mds tarde se identificd
a la PDK-1 como la cinasa responsable de la fosforilacidn vy la
activacion de varias isoformas de la PKC (Le Good et al.. 1998;
Chou et al., 1998) en vias de senglizacion donde participa la
PI3K. La fosforilacion in vitro de la PKC por la PDK-1 aumenta en
presencia de PI(3.4.5)Pa. Por lo tanto, Ia PDK-1 podria representar
otfro mecanismo mediante el cual la PI3K podria estimular la
activacién de ila PKC y la consecuente regulacion de la
respuesta aip-adrenérgica.

Finalmente. reuniendo los datos generados de este estudio
podemos sugerir el siguiente modelo para la regulacion de la
respuesta ais-adrenérgica (Fig. 10): a) al unirse el LPA a sus
receptores provoca la activacion de los mismos, Ios cuales se
acoplan a proteinas G sensibles a toxina pertussis del tipo Gi, b)
al ser activadas las proteinas G heterotriméricas, se separa el
complejo GBy de la subunidad Ga. Por su parte, el dimero Gy



Fig. 10. Representacion esquematica del mecanismo propuesto para Ia regulacion de la
respuesta a,,-adrenérgica por LPA.
a,,-AR, receptor «,,-adrenérgico; LPA, dcido lisofosfatidico; «, fi, v, proteinas Gi heterotriméricas,
Pi3K, fostatidilinositol 3-cinasa; PDK1, proteina cinasa dependiente de fosfoinositidos; PKC, proteina
cinasa C.
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podria entonces estimular la actividad de la PI3K, lo cual llevarfa
a, ¢} la activacion de ia PKC ya sea mediante la interaccién
con fosfoinositidos (productos de la PI3K). o por fosforilacién
mediada por la PDK-1 y d) finclmente. la PKC cataliza la

fosforilacién del receptor ais-adrenérgico provocando también

su desensibilizacion.
Podemos concluir entonces que el LPA induce la
fosforilacion de los receptores ain-adrenérgicos a través de un
mecanismo dependiente de Pi3K y PKC mediante la activacién
de proteinas Gi. El proceso de fosforilacion del receptor provoca
el desacoplamiento entre el receptor adrenérgico y su proteina
G. Por io tanto, estamos hablando de una nueva via a traveés de
ila cual se puede regular lag respuesta ain-adrenérgica. la cual

difiere de las hasta ahora reportadas. incluyendo:

desensibilizacion homadloga que es inducida por el agonista y la

desensibilizacion heterdioga mediada por receplores

acoplados a proteinas G del tipo Gqgrnii. como es el caso de los

receptores para endotelina.
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PERSPECTIVAS

Los datos presentados en este frabajo muestran que la
activacidon de los receptores para LPA regula la via de
senalizacidn del receptor ain-adrenérgico a través de proteinas
G, proteina cinasa C y PI3K, lo cual representa una importante
contribucién al evidenciar una nueva via por la cual la
respuesta aip-adrenérgica puede ser regulada.

Algunas de las perspectivas del presente trabajo son: 1)
comprobar la participacidn de los complejos Gpy de las
proteinas G; en la activacion de la PI3K y 2) determinar la(s)
isoformal(s) de la Pi3K involucrada(s) en este proceso, todo ello
con el fin de completar la via de ifransduccidon empleada en
este tipo de intercomunicacidn de los receptores involucrados.

Como se menciona en la introduccidn, existen 3 clases de
la clase | que son heterodimeros
110 kDa y una

la PI3K: los miembros de
formados por una subunidad catalitica de
subunidad adaptadora. se han subdividido en la clase |a (P11 10a.

plI10B y p1103) y la clase [z (p110y) dependiendo de la proteina
adaptadora involucrada. la cual puede ser una subunidad
denominada p85 que interacciona con tirosinas fosforiladas de
los receptores con actividad intrinseca de cinasa de residuos de
tirosina. en el caso de la clase la o una subunidad pli0t para la
clase ls, que junto con la subunidad p 110y pueden ser activadas

por complejos By de las proteinas G a través de receptores de
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siete dominios transmembranales {Vanhaesebroeck et al.. 1997;
Sin embargo, algunos grupos han

Wymann y Pirola, 1998}.
que activan proteinas G

reportado que existen
heterotriméricas y estimulan la actividad de las PI3Ks de la clase
1996; Hu et al.. 1996).

receptores

ligandos

1994: Ptasznik et al..

ta {Thomason ef al.,
la activacion de

Esto puede deberse a que
acoplados a proteinas G puede inducir la estimulacidn de los
receptores con actividad de cinasa de residuos de tirosinas
{Grinstein y Furuya, 1991 Weiss ef al., 1997 Luttrell et al.. 1996).
Por otro lado, parece que la PI3K puede ser directamente
activada por complejos Gy in vitro y no asi la PI3Ka ni la PI3Ks
(Kurosu et al., 1997. Maier et al., 1999). De igual forma. se ha
detectado actividad de la PI3K en respuesta a complejos Gy
en células que no expresan niveles detectables de la PI3Ky
(Stephens et al.. 1994}. Por lo tanto. es necesario establecer la
contribucidn de Ias PI3Ks de la clase 1. en la sefalizacion de los

receptores acoplados a proteinas G.
Dado que en este trabgjo se sugiere que la activacién de

ia PI3K se da como consecuencia de la liberacion de los
dimeros By de las proteinas Gi al activar a los receptores para
LPA., primero se comprobard la participacidon de dichos
complejos GBy en la activacidn de ta PI3K.

Actualmente estd bien documentado que el dimero By
regula diversas proteinas uniéndose a ellas a través de dominios
PH contenidos en dichas proteinas (Touhara et al.. 1994; Gaudet
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et al.. 1996). Por ejemplo. se han identificado este tipo de
dominios que interaccionan fisicamente con 3y en proteinas
tales como la BARKI vy la BARK2 (Koch et al.. 1993). las cuales
pueden ser reguladas por el dimero [3y. Por lo anterior, la sobre
expresion de este tipo de dominios se ha vtiizado como una
herramienta para identificar acciones dependientes del dimero
By. ya que estos dominios de union para iy pueden actuar como
antagonistas cuando se expresan en ceélulas intactas y pueden
inhibir la activacidon de proteinas dependiente de 3y (Koch et al.,
1994}. Por lo tanto. planeamos secuestrar al dimero By y observar
si se bloquea la activacion de la PI3K utilizando un cDNA que
codifica para los Uitimos 195 aminodcidos del extremo carboxilo
de la BARK!, donde se encuentra el dominio de unidon para By.
Este polipéptido esta clonado en un vector de expresidn
denominado pRKS. constituyendo el pldsmido pRK-BARKI1-{495-
68%), que junto con el vector vacio nos fueron amablemente
donados por el Dr. W. J. Koch de la Universidad de Duke.

Con lo anterior se planted la siguiente estrategia
experimental: 1) propagaor el pladsmido pRK-BARK1-{495-489) en E.
coli mediante transformacidén con CacCle: 2) purificar el plasmido
a traveés de lisis alcalina y utilizando una resina de intercambio
anidénico: 3) transfectar de manera transitoria a los fibroblastos
rat-1 con el plasmido pRK-BARK1-(495-68%9); 4) demostrar la
expresion celular del polipéptido mediante inmunoblot
utilizando un anticuerpo especifico dirigido contra la BARK1 y §)
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realizar los experimentos de fosforilacion e inmunoprecipitacidon
del receptor aiv-adrenérgico utilizando las células transfectadas.

En lo que respecta a la transfeccidn de los fibroblastos rat-
1. inicialmente se ulilizd el método de transfeccion mediante
fosfato de calcio. Los experimentos iniciales se realizaron con las

siguientes condiciones: 2 ng del pladsmido y cultivos con un 40-

50% de confluencia que se incubaron con e medio de

transfecciédn durante 4 horas. Estas condiciones provocaron un
gran indice de mortandad celular. Posteriormente se probaron
los siguientes estados de confluencia: 50. 80 y 100%. asi como
fambién se probaron diferentes tiempos de incubacion de las
células con los complejos de DNA-fosfato de calcio, que fueron
de 2 y 4 horas. En todas las condiciones probadas se obtuvieron
los mismos resultados, un elevado indice de muerte celular que

alcanzaba el 100% a las 48 horas.

Posteriormente, se probd el método de transfeccion con
DEAE-Dextran. con las siguientes condiciones: cuitivos celulares

con un 70 y un 100% de confluencia. 1 ug de DNA y 2.5 horas de

incubacién de las células en el medio de transfeccion. Los

resultados obtenidos con el método con DEAE-Dextran fueron

similares a los obtenidos utilizando fosfato de calcio.
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Debido a la alta toxicidad de ambos métodos. se optd por
un meétodo menos agresivo, utilizando lipido:s catidnicos que
forman pequenos liposomas cargados positivamente, lo cual
provoca que el DNA se una de manera espontanea a los
liposomas y de igual forma estos se unen c las cargas negativas
de la membrana celular. Se probaron 3 reactivos de dos
diferentes casas comerciales: Lipofectina y Lipofectamina de
Gibco BRL y Polifectina de Biontex; estos reactivos ofrecen la
ventaja de que el proceso de transfeccidn puede llevarse a
cabo en presencia de suero, lo cual era importante dada la
susceptibilidad de las ceélulas a sufrir dano considerable durante
el proceso de transfeccidon.

Para los 3 reactivos se siguieron !as instrucciones indicadas
por sus proveedores. Dentro de las variantes qu= se probaron
para obtener las condiciones dptimas de transfeccidon fueron:

1.- Se varid la cantidad del lipido manteniendo constante
el nUmero de células y la cantidad de DNA para determinar la
relacion éptima de DNA/lipido.

2.- Se varid la cantidad de DNA manteniendo constante el
nimero de células y la relacidén DNA/lipido establecida en el
paso anterior, para determinar la cantidad optima del complejo
DNA/lipido.

3.- Se repitieron los pasos 1 y 2 utilizando 3 distintos grados
de confluencia para las células, éstos fueron desde un 40-50. 70-

80y 100%.
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4.- Se repitieron los pasos anteriores utilizando medio con y
sin suero durante el proceso de transfeccion.

Las condiciones &dptimas se determinaron utilizando un gen
reportero que expresa una proteina facimente detectable y
que no se encuentra en las células que empleamos, el gen de
la B-galactosidasa cuya deteccidn es por colorimetria .

El primer reactivo que se utilizd fue lipofecting., con el cual

se observé un menor grado de toxicidad y una eficiencia de

transfeccidon de apenas un 5%. Posteriormente se utilizd

lipofectamina con el que se obtuvo una mejor viabilidad celular.
sin embargo, la eficiencia de transfeccion siguid siendo baja. de
~15%. Finalmente se probd polifectina obteniendo un minimo
efecto de toxicidad y una eficiencia maxima de transfeccidon
del 30%.

Debido a la bagja eficiencia de
fibroblastos rat-1, se decidi®d cambiar a una linea celular que

transfeccién con los

fuera mads resistente al proceso de transfeccidon y con la cual se

pudiera obtener una elevada eficiencia de transfeccion. Se
una linea celular de

decidid entonces utilizar células COS-1,
arriba  senaladas.

Andn de mono que ofrece las ventgjas

Utilizando el método de transfeccion con DEAE-Dextran se
obtuvo una eficiencia de transfeccion de ~60% utilizando las
células con un 90-100% de confluencia, 3 uyg de DNA para una
caja de cultivo de 100 mm e incubando durante 2.5 horas las

células con el medio de transfeccidn. Estas células expresan de
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manera enddgena a los receplores para LPA y no tienen
receptores adrenérgicos por lo cual el siguiente paso fue
transfectarlas con un plasmido que contiene el cDNA que
codifica para el receptor anadrenéergico de hdmster.
Resultados preliminares han indicado que en céluias
transfectadas se logra inmunoprecipitar a este receptor, el cual
se encuentra fosforilado en condiciones basales y dicha
fosforilacién  se incrementa al incubar las células con
norepinefrina o con LPA: este efecto no se observa en las células
silvestres. Actualmente se estdan mejorando las condiciones para
los lavados del inmunoprecipitado, asi como ias condiciones de
la electroforesis que nos permitan obtener una Mmejor definicidén
de la banda correspondiente al receptor. En los experimentos
realizados a la fecha hemos logrado una eficiente transfeccidn
e inmunoprecipitacién del receptor ais-adrenérgico; sin
embargo., la deteccidon de la banda correspondiente al
receptor en geles de poliacriiamida se ha dificultado debido a
que se obtienen agregados que no permiten una adecuada
cuantificacidon de la proteina fosforilada.

Una vez probado el sisterma, esto es, verificar que en estas
células el LPA cause la fosforilacion y desensibilizacidn del
receptor aipb-adrenérgico, el siguiente paso serd transfectar con
el plasmido que contiene el cDNA del extremo carboxilo de la
BARK]1 y estudiar el efecto que ejerce sobre la fosforilacién del

receptor adrenérgico mediada por LPA, una vez que se

ESTA TESIS NP BIBE
SAUR B2 {A BIBLIGTECA
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compruebe la expresidn detl polipéptido mediante el uso de
dirigidos contra la pARKI. Se han

anticuerpos especificos
transfeciando con este

realizado ya algunos experimentos

plasmido, sin embargo, aun no tenemos datos claros debido a

los problemas para cuantificar la banda correspondiente al

receptor adrenérgico.
Por otra parte. actualmente contamos

plasmidos que contienen el cDNA de la PI3Ky {clase 1) y de la
las PI3Ks de la clase i), asi

con diferentes

subunidad adaptadora p85 (de
como de sus mutantes dominantes negativas, con los cuales se

tiene planeado transfectar estas ceélulas COS-1 con el propdsito
de identificar el tipo de la PI3K que esta particicando en esta via
de seAalizacion. La expresidon de estas proteinas se probara
también mediante el uso de anticuerpos especificos dirigidos
contra cada vuna de las isoformas de la PI3K.

Estos experimentos nos permitirdn demostrar
concluyente la participacidén de la PI3K y su modo de activacion

en forma

en la regulacidn de la respuesta ain-adrenérgica. lo cual resuita
de gran relevancia puesto que éste es el primer reporte que
la participacidn de esta cinasa en una via de

muestra
recepiores de siete dominios

regulaciéon heterdloga entre

transmembranales.
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