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ABSTRACT 

Cells display processes of adaptation in response to a 
stimulus. Desensitization is a general rnechanism of this 
adaptation. This process is mediated. at least in port. by receptor 
phosphorylation. Previous studies hove shown lhat 
transmodulation between receptors linked to different signaling 
pa!hways rnay represent an irnportant rnechanism of receptor 
responsiveness regulation. In arder to study the regulation of the 
a1b-adrenergic responsiveness. the present work was designed to 
investigated the effect of lysophosphatidic acid (LPA) on u1b­
adrenergic receptor (a.1b-AR) phosphoryla!ion and function. LPA 
is an important constituent of serurn and activates severa! 
signaling pathways through n•ultiple types of G-proteins involving 
the participation of distinct protein kinoses. In this study. we 
demonstrated !ha! LPA induces a rapid and sustained 
phosphorylalion of !he u1b-ARs. transfected into ra!-1 fibroblasts. 
LPA s!irnula!ed u1b-AR phosphorylation in a dose-dependent 
fashion. The effect of LPA was blocked by pretreatment of !he 
cells with pertussis loxin. The a1b-AR phosphorylation induced by 
LPA was significantly blocked by inhibitors of prolein kinase C 
(staurosporine. bisindolylmaleirnide l. and Ro-318220) and 
phosphoinositide 3-kinase (wortrnannin and L Y 294002); but it was 
not inhibited by genistein. a tyrosine kinase inhibitor. The effect of 
LPA on a1b-AR phosphorylation vvas related to its functional 
desensitization. The ability of norepinepl-irine to increase cytosol 
calcium concentration was rnarkedly decreased in cells 
previously challenged with LPA. Norepinephrine-induced 
(35S]GTPyS binding was rnarkedly decreased in membrane 
preparations frorn cells pretrealed with LPA. This effect of LPA 
was blocked by pretreatment wilh wortrnannin or staurosporine. 

Our data indicate that ac!iva!ion of LPA receptors induces 
u1b-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 

Los células tienen lo capacidad de dar uno respuesta 
coordinada o uno o varios estímulos. manteniendo una relación 
adecuada con el medio que los rodeo. Con la finalidad de 
lograr este equilibrio. regulando finamente funciones esenciales 
que les permitan sobrevivir. las células han desarrollado procesas 
de adaptación como respuesto o estímulos tal corno lo 
ejemplifica el fenómeno de desensibilizoción. Este proceso se 
encuentra regulado. al menos en parte. por eventos de 
fosforilación y desfosforilación de los receptores encargados de 
mediar los efectos de los estímulos que la célula recibe. En 
estudios previos se ha demostrado que la activación de un 
determinado tipo de receptor puede regular lo actividad de 
más de un efector. lo cual le permite regular múltiples vías de 
transducción. e incluso regular la actividad de otros receptores. 
Actualmente se sabe que la modulación de la actividad entre 
distintos tipos de receptores asociados o no a uno mismo vio de 
transducción. puede representar un importante mecanismo 
para la regulación de la respuesta ejercida por un receptor. Al 
respecto. este trabajo se diseñó paro investigar la participación 
del ácido lisofosfatidico (LPA) en la regulación de la respuesta 
c:r.1b-Odrenérgica. El LPA es un fosfolípido mediador de diversos 
respuestas celulares. que puede activar múltiples vías de 
señalización o través de diferentes proteínas G. involucrando la 
participación de distintas proteínas cinasas. En este trabajo se 
demuestra que la activación de los receptores paro LPA induce 
de manera rápida y sostenido la fosforiloción del receptor a1b­
adrenérgico. transfectado en fibroblostos rat-1. Este efecto 
sobre el receptor a1b-adrenérgico es dependiente de la 
concentración de LPA y puede bloquearse al preincubar las 
células con toxina perlussis. lo que nos indica la participación de 
uno proteína G del tipo Gi. Por otra parte. Ja fosforilación del 
receptor adrenérgico estimulada por LPA se bloqueo por efecto 
de inhibidores paro lo proteína cinasa C (PKC). como son 
estaurosporino. bisindolilrnaleimido y Ro 318220; de igual forma 
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sucede con los inhibidores para la fosfatidilinositol 3-cinasa 
(Pl3K). \NOrtn~anina y L Y 294002. y no así con genisteína. un 
inhibidor de proteínas cinasas de residuos de tirosinas. 

El efecto del LPA sobre fa fosforiloción del receptor cx1b­
odrenérgico está asociado con lo desensibilizoción funcional 
del receptor. debido a que el LPA bloqueo lo capacidad de Jo 
norepinefrino para movilizar calcio intracelular. Además. el LPA 
altera el acoplamiento entre el receptor odrenérgico y su 
proteína G. impidiendo con ello la unión de GTPyS estimulado 
por norepinefrina. Este efecto del LPA sobre lo funcionalidad del 
receptor a1b-adrenérgico se revierte al preincubor a los células 
con los inhibidores de cinasas. estourosporino y wortmonina y 
también por efecto de la preincubación con toxina pertussis. 

Los datos obtenidos en el presente trabajo indican que la 
activación de los receptores para LPA regula la funcionalidad 
de los receptores a1b-adrenérgicos mediante procesos de 
fosforiloción y desensibilización. involucrando proteínas G; y 
proteínas cinasas PKC y Pl3K. 



INTRODUCCION 

lo investigación en el área de los mecanismos celulares 

de la transducción de señales constituye actualmente uno de 

los campos más excitantes del estudio biológico. Desde hace 

tiempo se sabe que numerosas señales intracelulares son 

transmitidos a través de la membrana celular, por 

interacciones especificas proteína-proteina. Ademós de su 

papel estructural como barreras selectivamente permeables. 

las membranas biológicas albergan numerosos componentes 

funcionales. los cuales han sido una fuente de estudio de gran 

interés durante muchos años. De la enorme multitud de 

proteínas embebidas en las membranas biológicas. un gran 

número de ellas son receptores. Estos receptores 

transmembranales permiten a las señales extracelulares (ya 

sean hormonas. neurotransmisores. factores de crecimiento o 

factores antiproliferativos) transmitir su información al interior de 

las células. donde se puede generar una respuesta apropiada 

mediante la extensa red de proteínas que transducen la señal. 

Dichas proteínas tienen la característica de compartir un 

limitado repertorio de pequeños dominios modulares. que son 

protagonistas clave en la regulación de los vías de 

transducción de señales. 
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Estos sistemas de transducción de señales generalmente 

estón formados por tres componentes: un receptor 

transmembranal. un elemento transductor y un efector 

bioquímico. que genera segundos mensajeros intracelulares. 

Estos últimos tienen como blancos de acción proteínas 

citoplósmicas denominados cinasas y fosfotasas que ar ser 

activadas pueden fosforifar y desfosforifar (respectivamente) a 

sus sustratos. generando así fa a<::tivoción o lo inhibición de 

alguna función celular. fo que entonces dará fugar o un efecto 

fisiológico final. como puede ser contracción. vasodifotación. 

captación de olores. expresión de genes. secreción. 

proliferación. diferenciación o muerte celular. entre otros. 

Una célula tiene Jo capacidad de responder a una gran 

cantidad de estímulos externos gracias o fa diversidad de 

receptores que presenta. De éstos se pueden mencionar tres 

tipos: aquellos receptores que presentan actividad catalítica. 

particularmente de cinosa de residuos de tirosino; aquellos que 

se asocian a una función efectora tipo canal. y los receptores 

que se acoplan a proteínas G. los cuales describiré 

detalladamente por ser Jos actores principales de este trabajo. 
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RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEÍNAS G 

Los receptores acoplados o proteínas G (GPCRs) son 

proteínas integrales de la membrana que están involucradas en 

la transmisión de los señales del ambiente extrocelular al 

citoplasma. Lo familia de los receptores acoplados o proteínas 

G actualmente cornprende o más de 1000 miembros; todos 

ellos exhiben un motivo estructural común consistente de siete 

regiones que atraviesan lo membrana (Dohlmon et al .. 1987) 

[Fig. 1 ]. Uno diverso gamo de estírnulos externos. incluyendo 

neurotransmisores. hormonas. fosfolípidos. fotones. olores. ciertos 

sabores y factores de crecimiento. pueden activar o miembros 

específicos de esto familia de receptores y promover lo 

interacción entre el receptor y lo proteína G del lodo intracelular 

de lo rnembrono. Este tipo de receptores realizan uno función 

fundornental en lo regulación de uno amplio variedad de 

eventos biológicos. entre los que podemos mencionar 

fototronsducción. captación de olores. de sabores. función 

cordiovosculor. neurotronsmisión y respuesto hormonal. 

Los receptores de siete dominios tronsmembronoles 

pueden acoplarse con mós de uno proteína G. pudiendo 

generar con ello uno transducción de señales multifuncionol 

[Fig. 2]. Muchos de estos receptores comparten vías de 

señalización que son activados con diferentes grados de 

eficiencia por uno hormona particular. Lo señal intracelular 
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iniciada por un agonista y la fuerza de la propagación de esta 

señal depende de muchos factores. incluyendo los tipos y/o 

cantidades de los elementos transductores de la señal. 

constituidos por el receptor. la proteína G y los efectores 

(Birnbaumer. 1992; Hepler y Gilrnan. 1991; Lomasney et al .. 1991). 

Existen otros determinantes adicionales que incluyen la 

arquitectura celular y las proteínas accesorias que regulan 

eventos en las interfases receptor-proteína G o proteína G­

efector. 

De esta forma. la activación de los receptores de siete 

dominios transrnembranales por su agonista. inicia una cascada 

de eventos que resulta no únicamente en la generación de la 

respuesta celular. sino ademós en un fino ajuste temporal de la 

respuesto del receptor mediante la activación de mecanismos 

moleculares y celulares que pueden llevar tanto a la 

desensibilizoción corno a la resensibilización del receptor. 

términos que revisaré con detalle rnós adelante. 

PROTEÍNAS G 

La activación vía agonista de los receptores acoplados a 

proteínas G induce un cambio conformacional de estos 

receptores formando un complejo receptor-agonista de alta 

afinidad. Dicho complejo interactúo entonces con proteínas 
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que unen nucleótidos de guanina. conocidas como proteínas 

G. que son proteínas heterotriméricas formadas por las 

subunldades a (40-43 kDa). p (35 kDa) y y (14 kDaJCGilman. 1987). 

Actualmente se conocen 4 grupos de estas proteínas: G,. 

Gi. Gq y G12. los cuales se han clasificado con base en la 

homología de la secuencia de aminoácidos de la subunidad a 

(Hamm y Gilchrist. 1996; Nürnberg et al., 1995). De éstas. las 

proteínas G, pueden ser modificadas de manera covalente por 

ADP-ribosilación en residuos de arginina por la toxina del cólera 

(Spiegel. 1995). mientras que las G1 son ADP-ribosiladas en 

residuos de cisteína por la toxina pertussis (Ui. 1984). por lo que 

ambas toxinas se utilizan como herramientas en el estudio de las 

vías de transducción de señales. 

La subunidad a se encuentra unida al dímero py y en su 

estado inactivo tiene unido GDP. La interacción de la proteína 

G con un receptor activado modifica la afinidad de la 

subunidad ex. por el GDP. promoviendo el recambio de GDP por 

GTP y entonces la subunidad ex. asume su conformación activa y 

se disocia del receptor y del dímero py (Birnbaumer y 

Birnbaumer. 1995). La actividad intrínseca de GTPasa de la 

subunidad ex. le permite hidrolizar el GTP a GDP y de esta forma 

inactivarse. Una vez que el GTP es hidrolizado a GDP. la 

subunidad a se reasocia con el dímero py y se puede unir 

nuevamente al receptor. quedando el sistema listo para 

responder a otro estímulo [Fig. 3]. Se ha observado que la 
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Fig. 3. Modelo de activación para las proteínas G. 
En su estado basal, las proteínas G tienen unido GDP y se encuentran como heterotrímeros. 

Cuando el receptor es activado por su agonista (A) la subunidad (( une GTP, y las subunidades py se 
separan como un dímero. Una vez que el GTP os convertido a GDP mediante la actividad de GTPasa 
de la subunidad ri, se favorece la asociación del heterotrimero, quedando listo el sistema para un 
nuevo estimulo. 
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velocidad de hidrólisis del GTP varía sustancialmente de un 

subtipo de subunidad a. a otro (Carty et al .• 1990; linder et al .• 

1990). de tal forma que la hidrólisis del GTP es a su vez otro 

mecanismo que controla la duración del estado activo de las 

subunidades a. y del dímero J3y. Por otra parte. recientemente se 

describió un grupo de proteínas reguladoras de la actividad de 

GTPasa de la subunidad a. denominado proteínas RGS. cuya 

importancia radica en que acelera la velocidad intrínseca de 

GTPasa. acortando la vida media del estado activo de la 

subunidad a y modulando el ciclo de la proteína G en forma 

independiente del receptor (Ross. 1995; Bermon y Gilman. 1998). 

Las subunidades a. estón compuestas por dos dominios 

principales: 1) el dominio de GTPasa. en el cual se encuentran 

un sitio de unión para nucleótidos de guanina. un sitio de unión 

para el receptor y un sitio de unión para el dímero py y 2) el 

dominio de a-hélice que parece contribuir junto con el dominio 

de GTPasa en la unión de los efectores. Actualmente se 

conocen 23 diferentes subunidades a. a las cuales se les ha 

asociado con la activación o inhibición de efectores tales como 

la adenilato ciclase. la fosfolipasa C (Gilman. 1987) y los canales 

de calcio sensibles a voltaje (Kleuss et al .. 1993; Kleuss et al.. 

1991). 

Por su parte. el dímero py es un complejo proteínico que no 

tiene actividad intrínseca y que debido a la estrecha asociación 

entre cada una de sus subunidades se considera como una 
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unidad funcional. yo que sus componentes solamente pueden 

disociarse in vitro bajo condiciones desnaturalizantes. Se han 

descrito 5 diferentes tipos de la subunidad p y 1 1 de la 

subunidad y. Corno ya se mencionó. el complejo py no presenta 

actividad intrínseca; sin embargo. se le ha asociado con 

diversas funciones fundamentales en los procesos de 

transducción de las señales: se le asocio con lo activación de lo 

fosfoliposo C¡33 (Corozzi et al .. 1993). con la activación (Chen et 

al .. 1995) o inhibición (Tang y Gilmon. 1991) de algunos tipos de 

lo adeniloto ciclase. y con la activación de canales de K+ 

(Yomado et al .. 1993; Kim et ol .• 1989). Así mismo. se sobe que el 

dímero py puede llevar a la activación de diversos proteínas 

cinasas. entre las que se encuentran: lo fosfctidilinositol 3-cinasa 

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

residuos de tirosina como la Tsk. lo Btk y la Pyk2 (Tsukada et o/ .• 

1994; Langhans-Rajo;enkaron et al .. 1995; Lev et ol .. 1995). las 

cinosos específicos para los receptores acoplados o proteínas G 

(GRK2 y GRK3). las cuales se pueden unir o lo membrana celular 

a través del dímero py (lohse. 1993). y la cinosa activada por 

mitógenos (MAPK) (Luttrell et al .. 1996). 

Es interesante observar que muchos de los efectores de las 

proteínas G son compartidos entre las subunidades Gf3y y Ga 

(Tablo 1). Por tanto. podríamos decir que el complejo Gpy es ton 

efectivo como la subunidod Ga en transmitir la señal de un 
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receptar al interior de lo célula y. en ciertas instancias. puede de 

hecha ser el transductor primaria. 

Tabla l. Efectores de las proteínas G heterotrfmérlcas 

SUBUNIDAD EFECTORES - Todas las isaformas de la adenilato 
Ga, ciclosa - Canales de Ca>+ sensibles a vollaie - Adenilato ciclasa tipos 5 y 6 

Ga¡ - Canales de K• - Fosfatidilinositol 3-cinasa-y (P13K.,} - Fosfodiesterasa de GMP cíclico - Fosfolipasa Cp (PLCPJ 
Gaq - Proteína cinasa C (PKCJ - Tirasina cinasa de Bruton fBTKl 
Ga12 - Pl 15RhoGEF - Fosfolipasa Cp (PLCPJ - Fosfatidilinositol 3-cinasa (Pl3K) - Adenilato ciclase tipos 1. 2. 4. y 7 - Cinosa del receptor p-odrenérgico 

G¡3y 
(J3ARK} - Fosducino - Canales de K·. Ca>-. y Na• - Familia de cinasas Src - Familia de cinasas BTK/Tec - Miembros de la familia Rho 

Las consecuencias bioquímicas y biológicas de tal 

diversidad en la composición de subunidades de los proteínas G 

y la especificidad de acoplamiento poro cada receptar. han 

empezado o ser dilucidadas orientando los estudios al 

esclarecimiento de los mecanismos de acción de estas 
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efectores. que trobojondo en conjunto llevan a uno fino 

regulación de lo actividad de un receptor. de sus vías de 

señalización y de los respuestas celulares. 

MECANISMOS DE REGULACIÓN 

A la fecha se han descubierto numerosos mecanismos 

mediante los cuales se puede regular la actividad de los 

receptores acoplados a proteínas G. Entre estos mecanismos se 

encuentran desde aquellos que operan ol nivel de transcripción 

y de traducción. hasta aquellos mecanismos que actúan al nivel 

de proteína regulando la velocidad de degradación de los 

receptores. En otro grupo de mecanismos se encuentran 

aquellos mediante los cuales los receptores son regulados o 

través de modificaciones covolentes. así corno también los que 

regulan lo asociación del receptor con otros proteínas y su 

localización subcelular (Housdorff et al.. 1 990; Ferguson et ot.. 

1996; Koening y Edwordson. 1997). A continuación describiré 

con detalle este último grupo de mecanismos por ser 

importantes paro lo comprensión del presente estudio. 
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DESENSIBIUZACIÓN 

Al responder selectivamente o un nuevo o creciente 

estimulo. los sistemas biológicos habitualmente disminuyen su 

capacidad de respuesta ante un estímulo estable o persistente 

mediante un proceso llamado desensibilizoción o adaptación. 

Lo desensibilizoción se manifiesto en el ámbito celular en 

procesos biológicos ton diversos como son lo quimiotoxis 

bocteñono (Spñnger et al .. 1979). la respuesto de apareamiento 

en levaduras (Reneke et al.. 1988). lo percepción de luz en 

Drosófila (Dolph et al .• 1993). lo neurotronsmisión en mamíferos 

(Arrizo et al .. 1992). etc. 

De los diferentes formas de regulación o las que están 

sometidos los receptores acoplados a proteínas G. ninguno ha 

recibido tonto atención como lo ha sido el proceso de 

desensibilizoción. Este proceso se ha dividido en varios niveles: 

en desensibilizoción homólogo o específico de agonista y en 

desensibilizoción heterólogo o no específico de agonista; en 

rápido (segundos a minutos) o lento (horas o dios); y como 

pérdida de lo función del receptor (desacoplamiento) o como 

uno disminución en el número de receptores (proceso conocido 

como "down regulotion". que indica degradación de los 

receptores). 
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Como ya señalé. la desensibilización de los GPCRs puede 

dividirse. dependiendo de la naturaleza del estímulo. en 

desensibilización homóloga o heteróloga. La primera se 

caracteriza por la pérdida o disminución en la respuesta del 

receptor únicamente al agente desensibilizante (o agonista 

específico); mientras que la desensibilización heteróloga se 

caracteriza por una disminución en la respuesta a múltiples 

estímulos. promovida por la exposición a un agonista o ligando 

inespecífico. De lo anterior se desprende que la desensibilización 

heteróloga implica que una hormona puede atenuar la 

respuesta de otra hormona para un receptor distinto que actúa 

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

transducción. 

La pérdida o disminución de la respuesta del receptor 

durante el proceso de desensibilización se debe a que ocurre 

un desacoplamiento funcional entre el receptor y la proteína G. 

lo que se percibe como una reducción en la sensibilidad del 

receptor al efecto móxirno del agonista. 

La desensibilización de la respuesta a la luz por el 

foton·eceptor rodopsina y de la respuesta hormonal por el 

receptor fh-adrenérgico han sido los modelos mejor estudiados 

paro este fenómeno (Hausdorff et ol.. 1990; Horgrave y 

McDowell. l 992). Debido a que la rodopsina estó disponible en 

mayor cantidad que cualquier otro receptor acoplado a 

proteínas G. mucho del canacimiento que se tiene acerca del 
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fenómeno de desensibilizoción proviene de estudios realizados 

con rodopsina. Inicialmente se observó que para percibir los 

continuos cambios de luz que se presentan en el medio 

ambiente. los fotorreceptores debían recuperarse de uno 

primera activación por luz y así estor listos para uno subsecuente 

estimulación. Paro ello. la célula había desarrollado un rópido 

mecanismo de recambio, el cual permitía que se llevara a cabo 

lo fototransducción. Así. se observó que la desensibílización de 

lo rodopsina ocurría en menos de un segundo después de la 

estimulación con luz (Schleicher. et a/ .. 1989). respondiendo de 

este modo a un nuevo destello de luz de una iluminación que 

estó siendo continuamente percibida. 

En cuanto al receptor lh-adrenérgico, este fue uno de los 

primeros receptores acoplados a proteínas G no visuales en ser 

purificado en cantidades substanciales. y también mostró sufrir 

uno muy marcada desensibilización. En un lapso de apenas 

algunos segundos después de la exposición al agonista-13. 

ocurría un incremento en la concentración de AMP-cíclico. pero 

este incremento permanecía constante o regresaba a niveles 

cercanos al basal en cuestión de minutos (Shear et al.. 1976; Su 

et a/., 1979; Sibley et al .. 1987). 

La desensibilización del receptor lh-adrenérgico se 

demostró en preparaciones de membranas plasmáticas 

obtenidas de células desensibilizadas. al observar que éstas 

exhibían una considerable disminución en la actividad de la 
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adenllato ciclase después de haber dado un segundo estímulo 

con el agonista. También se observó que el rápido decremento 

en la actividad de la odeniloto ciclase ocurría sin observar 

cambios en lo habilidad paro activar directamente o la 

proteína G. indicando que la adaptación no ocurría al nivel de 

la proteína G. Se postuló entonces que la desensibilización 

ocurría mediante uno vía que alteraba al receptor mismo. 

puesto que al estudiar receptores p-adrenérgicos 

desensibilizados purificados de eritrocitos de pavo. se encontró 

que dichos receptores mostraban una capacidad reducida 

para estimular a la adenilato ciclase. cuando éstos se probaban 

en sistemas reconstituidos (Strulovici et o/., 1984). 

FOSFORILACIÓN 

La desensibilización de los receptores de siete dominios 

tronsmembranales ocurre inicialmente o partir de su 

fosforiloción. Actualmente se sabe que en este proceso 

participan como principales moduladores tres grupos de 

proteínas cinasas: ( l) las proteínas cinosas activadas por 

segundos mensajeros. como son lo proteína cinosa A y lo 

proteína cinasa C (PKA y PKC. respectivamente) (Clork et al.. 

1988; Houslay, l 991). (2) las proteínas cinasos de los receptores 

acoplados a proteínas 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 intrínseca de cinasa de residuos de tirosina (Hadcock 

et al .• 1992). Estas moléculas reguladoras pueden modificar 

tanto el estado funcional de los receptores acoplados a 

proteínas G. como la distribución celular de los mismos (esto es. 

internalización y reciclaje; términos que detallaré más adelante). 

debido a que estos eventos estón regulados en gran parte por 

procesos de fosforilación y desfosforilación. donde ademós 

participan otro tipo de proteínas adoptadoras que revisaré en 

su momento. 

DESENSIBILIZACIÓN HETERÓLOGA 

Alternativamente. la desensibilización de la respuesta a un 

determinado agonista puede tener lugar por la exposición de fa 

célula a agonistas para distintos receptores. en un proceso 

llamado desensibilización heteróloga. Dicho proceso afecta 

potencialmente múltiples sistemas de señalización. involucrando 

fosforilación de los receptores acoplados a proteínas G. Este 

proceso está mediado por cinasas dependientes de segundos 

mensajeros. corno son: la proteína cinasa dependiente de AMP 

cíclico (PKA). que es activada por receptores acoplados a 

proteínas G del tipo Gs. y la proteína cinasa C (PKCJ. la cual es 
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Flg. 4. Modelo de desenslbilizaclón heteróloga para receptores acoplados a proteínas G. 
La desensibilización heteróloga involucra la fosforilación de los receptores mediada por proteínas 
cinasas dependientes de segundos mensajeros, como son la PKA y la PKC. 
A, agonista; AC. ademlato ciclasa: AMPc, adenos1n monofosfato cicl1co: PKA, proteina c1nasa A; 

PLC. fosfolipasa C: IP 1, inositol trisfosfato; PKC. proteína cinasa. 
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activada por receptores acoplados a proteínas Gq. Se ha 

observado que la fosforilaci6n de los receptores mediada por 

estas cinasas reduce su habilidad para estimular a sus proteínas 

G correspondientes (Benovic et al .• 1985; Pitcher et al .. 1992) 

[Fig. 4]. De los estudios realizados a la fecha. se sobe que la 

acción de la PKA y de la PKC pueden ocasionar una 

significativa pérdida de la función 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 mayoría de los casos. la fosforilación de los GPCRs por 

este tipo de cinasas no parece estar influida por la unión del 

agonista al receptor. Por ejemplo. existen datos que sugieren 

que cualquier situación que genere un incremento en la 

concentración intracelular de AMP cíclico da como resultado la 

fosforilación de los receptores lh-adrenérgicos mediada por la 

PKA. provocando el desacoplamiento entre el receptor y la 

proteína G (Lohse. et al.. 1990 y 1992). De los estudios realizados 

con el receptor 13:>-adrenérgico. que ha sido el sistema mós 

estudiado. se sabe que la fosforilación ocurre en residuos de 

serina localizados en la tercera asa citoplásmica. o en el 

carboxilo terminal del receptor (Bouvier et al.. 1988; Hausdorff et 

al .• 1989}. 

En cuanto a la participación de la PKC. estó claro que 

diversos GPCRs son fosforilados por esta cinasa cuando ésta ha 

sido activada de manera heteróloga. Por ejemplo. los 
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receptores AT, ... para angiotensina que son fosforilados por PKC 

en células HEK 293 (Daaka. et ol .. 1998). Así también. se ha 

observado que la activación de receptores no adrenérgicos 

puede llevar a la desensibilización heteróloga del receptor a1b­

adrenérgico (leeb-Lundberg et al.. 1 987). Al respecto. en 

nuestro laboratorio se demostró que. en fibrobfastos rat-1. la 

endotelina. a través de sus receptores ET ..... induce fa fosforifación 

y desensibifización de los receptores a1b-adrenérgicos. 

participando la proteína cinasa C y al parecer alguna proteína 

cinasa de residuos de tirosina (Vózquez-Prado et al .• 1997). 

DESENSIBILIZACIÓN HOMÓLOGA 

Como mencioné anteriormente. la desensibilizaclón 

homóloga depende estrictamente del agonista. En este 

fenómeno se puede observar en un corto periodo de tiempo. 

que puede ir desde milisegundos hasta minutos después del 

estímulo con el agonista. que las células disminuyen o 

virtualmente eliminan la respuesta evocada por el agonista 

(Lohse et al .. 1992: Attramodal et al .. 1992; Schleicher et al .. 1993: 

Ch en et al.. 1995b). en un proceso que involucro la fosforilación. 

mediada por GRKs. de residuos en uno o más dominios 

intracelulares de los receptores específicamente ocupados por 
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su agonista. Ble promueve la unión de unas proteínas llamadas 

arrestinas (Lohse et al .. 1990; Attramadal et al .• 1992). La unión 

de las arrestinas o receptores fosforilados tiene dos funciones. 

pñmero provoca que el receptor se desacople de su proteína G, 

llevando así a una disminución en la respuesta del receptor 

(Lohse et al .. 1990; Attramadol et al.. 1992) y segundo. inicia el 

proceso de internolización del receptor. al promoverse la unión 

de moléculas de clatrina (Ferguson et al .. 1 996; Goodman et al .. 

1996). 

El hecho de que el receptor se encuentre ocupado por su 

agonista implica un cambio en la conformación del receptor 

(Somoma et al., 1993). convirtiéndose de esto formo en blanco 

poro los GRKs. las cuales pueden interaccionar con el receptor 

exclusivamente cuando éste se encuentra ocupado por su 

agonista y así fosforilar regiones del receptor que quedan 

expuestas después de su activación con el agonista. Existen 

evidencias que indican que las GRKs interactúan con el 

receptor en sitios distintos a sus sitios de fosforiloción. y que 

dichos sitios son los principales responsables de mediar la 

interacción entre el receptor y lo GRK. 

El actual modelo de acción de las GRKs propone que un 

receptor fosforilado por una GRK puede secuencialmente unir 

de forma estequiométrico a otra proteína citoplósmica 

conocida como orrestino {en el coso de la retina) (Smith et al .. 

1994; Croft y Whitmore. 1 995) o p-arrestino-1 (Lohse et al .. l 990b: 
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Porruti et al .. 1993; Sterne et al .. l 993)y p-orrestina-2 (Attrornodaf 

et al .. 1992; Sterne et al .. 1993) (en tejidos extrorretinoles). Como 

resultado de la unión de estas proteínas. el receptor queda 

inhabilitado poro activar a su proteína G y. por tanto. o sus 

efectores. generándose así el bloqueo de la respuesta del 

receptor. es decir. su desensibilización [Fig. 5]. Además. corno ya 

mencioné. fa unión de las p-arrestinos al complejo 

receptor/GRK parece iniciar un proceso de endocitosis o 

internalización de los receptores (Ferguson et al.. l 996b) en 

endosamos reciclables (van y Kobilka. 1992). Una vez que los 

receptores acoplados a proteínas G han sido endocitados. éstos 

pueden ser desfosforilados por una proteína fosfatasa asociada 

o lo membrana (Pitcher et al.. 1995) en un proceso de 

resensibilización. lo que les permite regresar a la superficie 

celular en una conformación lista paro poder responder a un 

nuevo estímulo. proceso que revisaré más adelante. 

LA FAMILIA DE LAS GRKs 

Las observaciones iniciales de que fa fosforifación de la 

rodopsina. o del receptor fh-adrenérgico. iniciaba su 

desensibilización llevaron a la identificación de las GRKs, una 

familia de cinasas de residuos de serina y treonina. la cual 

comprende actualmente seis miembros. Estas proteínas se han 
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Fig. 5. Modelo de Desensibilización Homóloga e lnternalización de los Receptores Acoplados a 
Proteinas G. La desensibilizacion lieteróloga involucra la loslorilación de los receptores mediada por 
GRKs y la unión de arrestinas (il·Arr), resultando linalmente en la internalización del receptor, donde 
es desfororilado por la proteína fosfatasa (PP). 
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agrupado de acuerdo a su homología en su secuencia de 

aminoócidos y a su similitud funcional. en: 1) GRK 1 (cinasa de la 

rodopsina) (Lorenz et al .. 1991 ); 2) GRK2 (referida como 13ARK1. 

cinasa-1 del receptor 13-adrenérgico) (Benovic et al.. 1989) y 

GRK3 (referida coma 13ARK2. cinaso-2 del receptor 13-

adrenérgico) (Benovic et al.. 1991 ); y 3) una subfamilia GRK4. 

compuesta por los siguientes miembros: GRK4 (IT-1 1) (Ambrose 

et al.. 1992). GRK5 (Kunapuli y Benovic. 1993. Premont et al .. 

1994) y GRK6 (Benovic y Gomez. 1993). 

Estas cinasas fosforilan a los GPCRs en residuos de serino y 

treonina que se localizan ya sea en el extremo carboxilo­

terminal (en el caso de la rodopsino y del receptar p,.. 
adrenérgico) o en la tercera asa intracelular del receptor (por 

ejempla en el caso del receptor muscorínico M2.). El dominio 

catalítico de cada una de estas cinasas se encuentro 

flanqueado por aproximadamente unos 185 aminoácidos del 

dominio amino-terminal y se considera un sitio importante paro 

el reconocimiento del receptor. cuando éste se encuentra en 

forma activado. También se ha demostrado que existe un 

dominio localizado en el carboxilo-terminal de las GRKs que es 

importante para la unión de estas cinasos con lo membrana 

plasmótica (Premont et al .. 1995). 

Se sabe que las GRKs se expresan de manera ubicua 

(Freedman y Lefkowitz et al .. 1996) {Tabla 11). En células no 

estimuladas. las GRK 1. GRK2 y GRK3 se localizan 
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predominantemente en el citoplasma y f!egan a asociarse con 

fa membrana plasmótica después de la activación del receptor. 

mientras que GRK4. GRK5 y GRK6 exhiben una sustancial 

localización en la membrana. en ausencia de algún estímulo 

por agonista (Premont et al .. J 995). 

Tabla 11. Propiedades moleculares de las GRKs 

Familia Nombre Asociación a Distribución Características de 
común la membrana reaulación 

GRKl RK Farnesilación Retina Autofosforilación 

GRK2 13ARKJ Gpy. PL Ubicua Dominios PH. PKC. 
calrnodulina 

GRK3 13ARK2 G[3y. PL Ubicua Dominios PH 

GRK4 IT-11 Palmitoilación 
Testículos 4 variantes por 

solicino 

GRK5 PL 
Ubicua Autofosforilación. 

PKC. calmodulina 
GRK6 Palmitoilación Ubicua Calrnodulina . 
RK. rodops1na c1nasa; PL. fos~ohp1dos. 

La asocioción de las GRKs con la membrana plasmática. 

mediada por lo porción carboxilo terminal de cada uno de los 

miembros de la familia de las GRKs. involucra diferentes 

mecanismos. Estos mecanismos incluyen farnesilación del 

carboxilo-terminal en el caso de la GRKl (Anant y Fung. 1992; 

lnglese et al .. 1992); interacciones con las subunidades py de las 

proteínas G (Haga y Haga. 1992; Pitcher et al.. 1992b; Kim et al .• 

1993) y con fosfolípidos (DebBurman et al .• 1995; Onorato et al .• 

1995; Pitcher et al.. 199Sb; DebBurman et al.. 1996). vía un 
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dominio PH (denominado así por su homología con la proteína 

plaquetaria plecstrina) (Koch et al.. 1 993) para el caso de las 

GRK2 y GRK3; palmitoilación de proteínas en el caso de lo GRK4 

(Premont et al.. 1 996) y de la GRK6 (Stoffel et al.. 1 994); e 

interacciones electrostáticas entre aminoácidos altamente 

bósicos del carboxilo-terminal y fosfolípidos de membrana para 

lo GRKS (Kunapuli et al.. 1994; Pitcher et al .. 1 996). 

Existen otros factores que regulan la actividad de las GRKs. 

los cuales involucran regulación por proteínas con actividad de 

cinasas. incluyendo PKC {Chuang et a/.. 1995; Winstel et al .• 

1 996) y proteínas que unen calcio. roles como lo recoverina 

(Chen et al.. 1995c) y la calmodulina (Pronin et al .• 1997; Chuang 

eta/ .• 1996). 

LAS ARRESTINAS 

Por otra parte. los primeros estudios sobre la 

desensibilización de la rodopsina y del receptor p-adrenérgico 

indicaron que aunque la fosforilación mediado por GRKs 

contribuía a la desensibilización del receptor. ésta no era 

suficiente para la inactivación total del receptor bajo 

condiciones fisiológicas. Lo anterior indicaba que algún otro 

componente era requerido. ademós de la fosforiloción 

mediada por GRKs. paro apagar la transducción de la señal 
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activada por un receptor acoplado a proteínos G. la existencia 

de uno proteína ··secuestronte" fue primeromente identificoda 

por experimentos que demostraban lo unión de uno proteína 

soluble de 48 kDa a lo rodopsina fosforilada. la cual fue 

denominada más tarde como orrestino visual (Kuhn et al .. 1984; 

Wilden et al.. 1986); posteriormente. experimentos in vitro 

sugirieron que poro obtener lo desensibilización total del 

receptor p-adrenérgico también se requería de uno proteína 

similor a lo arrestina (Benovic et al .. 1987). la p-arrestina. 

Ahora se sobe que las arrestinos son una clase de proteínas 

solubles que trabajan junto con los GRKs paro detener la 

señalización intracelular de un receptor. Se sabe que las 

arrestinas. además de ser requeridos para apagar totalmente la 

señal de un receptor. se requieren también paro acelerar el 

proceso de resensibilización. Entonces, en lo presencio continua 

de un estímulo, los arrestinos aseguran que codo receptor 

activado podrá ser inactivodo poro iniciar nuevamente la 

transducción de una señal. 

La familia de los arrestinos incluye o la fecha seis miembros. 

varios de los cuales sufren "splicing" alternativo (Ferguson et al.. 

1996; Sterne-Marr y Benovic. 1995). Algunas de estas proteínas se 

expresan de manera ubicua. encontrándose en el cerebro y en 

otros tejidos (como son los p-arrestinos l y 2). mientras que otras 

están confinados a la retina (como son las arrestinos visuales y la 

arrestina de los conos). 
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El hecho de que los arrestinas puedan discriminar entre el 

estado activo y el inactivo de los receptores acoplados o 

proteínas G. sugirió que estos moléculas contenían uno o más 

dominios que les permitían contactor específicamente aquellas 

regiones de los receptores que manifiestan su estado de 

activación (los cuales parecen encontrarse en el dominio 

citoplosmótico de los receptores). La localización de esto región 

en los orrestinos. denominada "región de reconocimiento de 

activación". mostró estor en el dominio amino-terminal. A lo 

fecho se sobe que son ol menos tres regiones. las cuales se 

encuentran o lo mitad del dominio amino-terminal (Gurevich et 

al .. 1993; Gurevich et al .. 1995a). los que están involucrados en 

el reconocimiento del estado de activación de los receptores. 

De igual forma. lo habilidad de las orrestinos paro 

discriminar entre los estados fosforilado y no fosforilodo del 

receptor. indicó que podría existir tornbién uno región o 

regiones en los orrestinos. que podían contactar lo porción 

fosforiloda del receptor después de su activación por el 

agonista. Inicialmente se postuló que esta región. denominado 

"región de reconocimiento de fosforilación". era una región 

cotiónico. puesto que lo heporina y otros polioniones competían 

eficientemente con lo rodopsina (activada por luz) por la unión 

de lo orrestino (Polczewski et ol .. 1991). Posteriormente se 

estableció que esto región se localiza en un discreto dominio en 

el amino-terminal (Kieselbach et a/ .• 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 básicos que son 

cñticos para la interacción con fosfatos (Gurevich et al .. 1995b). 

Por otra porte. se observó que la proteólisis del carboxilo 

terminal de la rodopsina fosforilada reducía la interacción de un 

péptido de lo arrestina que comprendía los residuos l 70 -182 . lo 

cual indicó que esto región de lo orrestino interaccionaba con 

el corboxilo-terminol de lo rodopsina fosforiloda (Kieselbach et 

al .. 1994). También se sabe actualmente que los J3-arrestinos 1 y 

2 contienen en su corboxilo terminal un dominio de unión para 

una proteína llamada clotrina. lo cual también participo en el 

proceso de internolizoción de Jos GPCRs. 

El papel funcional de los orrestinas en lo desensibilizoción 

homólogo de los receptores acoplados o proteínas G in vivo ha 

sido ilustrado por varios estudios en células intactas. Podemos 

mencionar. por ejemplo. que Ja ce-expresión de lo p-arrestino o 

arrestina-3 incrementa la desensibilización de los receptores Pz­

{Pippig et al.. 1993). 131- (Freedman et al.. 1995). y ms­

adrenérgicos(Diviani et al .. 1996); por otro lado. la ca-expresión 

de Ja p-arrestina y de la j3ARK incrementa Ja desensibilización de 

los receptores muscarinicos m2 (Schlador. et al .. 1997). mientras 

que lo sobre expresión sólo de la p-arrestino con el receptor m2. 

en células JEG-3. no provoca un aumento en la 

desensibilización del receptor. lo que nos indica el requerimiento 

de las GRKs. 
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INTERNAUZACIÓN DE LOS GPCRs 

Otro importante nivel de regulación al que estón sometidos 

los receptores acoplados a proteínas G es su endocitosis. 

internaHzación o secuestro que sufren una vez que han sido 

activados por su agonista (Koenig y Edvvardson. 1997). 

Numerosos estudios han demostrado que la activación por el 

agonista promueve la translocación de los GPCRs de la 

superficie celular a un cornpartimiento intracelular. El significado 

funcional y los mecanisrnos involucrados en la internalización de 

los GPCRs han estado sujetos a intensos estudios y controversias 

durante años. Inicialmente se pensó que la internalización de los 

receptores podía contribuir a una desensibilización más rápida. 

Mós tarde se demostró que el rápido desacoplamiento 

funcional de los receptores no requería de este proceso. 

Posteriormente. la internalización de los receptores fue vista 

como una etapa temprana del proceso llamado "dovvn 

regulation" de los receptores. el cual ocurría después de una 

prolongada estimulacián de los receptores con su agonista 

(horas a días). y que finalmente terminaba en la degradación 

de los mismos dentro de lisosomas. Sin embargo. recientemente 

han surgido otros dos importantes papeles para este proceso: 

resensibilización y señafización de los mismos receptores. 
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En los primeros estudios realizados con el receptor Pz­

adrenérgico descubrieron que ocurría una rópida redistribución 

de los receptores al observar que. en eritrocitos de rana búfalo 

tratados con agonista. se presentaba un decremento en el 

número de receptores de la superficie celular acompañada de 

un considerable incremento de los mismos dentro de la célula 

{Chuang y Costa. 1979). Por otra parte. los primeros estudios de 

unión de ligando con el receptor J:h-adrenérgico mostraron una 

progresiva pérdida en la afinidad del receptor para unir al 

agonista durante el curso del ensayo. lo cual sugirió una pérdida 

en el número de los receptores de la membrana plasmótica 

{Pittman y Molinoff. 1980; Toews et al .. 1983). Mós tarde. se 

encontró que los receptores P2-adrenérgicos secuestrados 

estaban asociados a una fracción de "vesículas ligeras" que 

pudieron ser separadas de la fracción de "vesículas pesadas" {es 

decir. pertenecientes a la membrana plasmótica) {Harden et 

al.. 1980). 

Los receptores P2-adrenérgicos secuestrado~ mostraban 

una reducida afinidad por los agonistas y una incapacidad 

para acoplarse a sus proteínas G {Harden et al.. 1980). La 

translocación de los receptores P:z-adrenérgicos de la 

membrana plasmática a compartimientos intracelulares ocurría 

muy rópidamente {Waldo et al .. 1983). El secuestro de estos 

receptores era al parecer independiente del acoplamiento 

entre el receptor y la proteína G {Clark et al .. 1985). y el único 
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requerimiento parecía ser la ocupación del receptor por su 

agonista. puesto que se observó una correlación entre fa 

cantidad de receptores ocupados por el agonista y la 

cantidad de receptores secuestrados al interior de la célula 

(Lohse et al.. 1 990). 

LAS 13-ARRESTINAS Y LAS GRKs EN LA INTERNALIZACIÓN DE LOS 

GPCRs 

Diversas líneas de investigación ahora indican que la 

fosforilación de los receptores acoplados a proteínas G 

mediada por las GRKs. y seguida por la unión de fas p-arrestinas. 

son etapas cruciales en la internalización de varios de los 

receptores de siete dominios transmembranales (Ferguson et al.. 

1996). Por ejemplo. en el caso de los receptores muscarínicos m2 

en células COS. se observa un incremento en su internalización 

cuando se sobre expresa la GRK2. mientras que con una forma 

dominante negativa de la GRK2 la internalización se retarda 

(Tsuga et al.. 1994). Observaciones similares se encontraron con 

el receptor Pz-adrenérgico. al no ser secuestrado cuando se 

utilizaba una mutante del receptor. el cual representaba un 

sustrato pobre para la ¡3ARK; el secuestro de este receptor se 

recuperaba al sobre expresar a la ¡3ARK (Ferguson et al.. 1995). 
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Por otro parte. también se observó que lo sobre expresión 

de lo fl-arrestina incrementaba lo desensibilización del receptor 

muscarínico m2 (Schlador y Natahonson. 1997). mientras que 

otros resultados sugerían que el receptor muscorínico m2. en 

células HEK. era internolizodo en formo independiente de 

arrestinos y no requería de dinamina (una proteína que 

recientemente ha sido identificada como un componente 

crítico requerido en :as primeros etapas de lo endocitosis 

mediado por vesículas cubiertos de clotrino. Pols-Ryloorsdom y 

Hosey. 1997). 

El modelo que actualmente se sugiere para lo regulación 

de la respuesto de los receptores miembros de la familia de los 

GPCRs es el prototipo poro el receptor lh-odrenérgico [Fig. S]. En 

este modelo. la activación del receptor no sólo llevo o lo 

señalización. sino que también se promueve lo desensibilizoción 

del receptor dependiente de agonista. como consecuencia de 

lo fosforiloción por los GRKs y de lo unión de los 13-orrestinos. 

Cuando las J3-orrestinos se unen promueven la movilización del 

receptor por endocitosis. Subsecuentemente. después de lo 

acidificación en los endosamos. los receptores pueden llegar o 

ser desfosforilodos y entonces ser reciclados de vuelto o lo 

membrana. chora como receptores funcionales. 

Sin embargo. existen experimentos en diferentes tipos de 

células y con diferentes receptores que sugieren la existencia de 

otros mecanismos para lo internalizoción de los GPCRs. Por 
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ejemplo. en estudios realizados con los receptores muscorínicos 

m l. m3. y m4. en células HEK. se observó que estos receptores 

eran internalizados mediante un mecanismo independiente de 

arrestinas. pero dependiente de dinamina. Por otro lodo, se 

demostró que la dinamina era importante para la movilización 

de los receptores localizados en invaginaciones de la 

membrana llamados caveolas. tal es el caso de los receptores 

paro angiotensina AT1" cuya iriternalización puede estar 

mediada ya sea por caveolas o por vesículas no cubiertas con 

clatrina (Chen et al .. 1993). Sin embargo. la observación de otro 

tipo de movilización de los receptores AT,,... mediante un 

mecanismo dependiente de dinamina cuando se sobre expresa 

la p-arrestina (Chen et o/., l 993) sugiere que existe una 

plasticidad en la elección de la vio endocítica utilizado por los 

GPCRs. La elección de las vías parece depender tanto de los 

determinantes específicas del receptor como del ambiente 

celular en el cual se expreso dicho receptor. 

En resumen. estos hallazgos sugieren que existen 3 distintos 

mecanismos para lo internalizoción de los GPCR [Fig. 6J. los 

cuales pueden actuar a través de vías dependientes o 

independientes de dinamino. En lo vía dependiente de 

dinamina. la internolizoción puede ocurrir a través de las 

arrestinos mediante vesículas cubiertos con clotrina. En lo vía 

independiente de dinomino existen dos mecanismos. uno 

donde el receptor es dirigido. mediante un mecanismo 
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desconocido. directamente hacía las caveolas o bien 

Permitiendo que los receptores interaccionen directamente con 

caveolina en estas estructuras membranales: mientras que en el 

otro mecanismo los receptores acoplados a proteínas G son 

;nternolizados de forma totalmente independiente de la 

din0 rriina. en vesículas no cubiertas de clatrina (Bünemann et 

al .• ¡999). 

rNTERNALIZACIÓlll Y OESENSIBILIZACIÓN. 

Nuevamente por estudios realizados con los receptores f32-

adrenérgicos. se propuso originalmente que el secuestro de 

estos receptores era un mecanismo para su desensibilización. 

bCJSándose en la observación de que los receptores 

secuestrados contenidos en la fracción ligera de membranas no 

presentaban proteínas Gs (Waldo et al .. 1983). Sin embargo, se 

observó que la inyección intraperitoneal de isoproterenol en 

ratos generaba una rópida desensibilización del receptor P­
adrenérgico acompañada por una translocación de -40% de 

los receptores de la membrana plasmática a la fracción 

vesicular (Strasser et al .. 1984). Finalmente. aplicando inhibidores 

a células A43 l permeabilizadas. Lohse y colaboradores (Lohse 

et ol .. l 990) demostraron que el secuestro de los receptores {32-
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odrenérgicos contribuía solamente con -20-30% en lo 

desensibilización de este receptor. 

Aunque hoy estudios que muestran que el secuestro de los 

receptores lh-odrenérgicos estó asociado con su 

desensibilización inducida por agonista. es claro que el proceso 

de internolización no explica totalmente el proceso de 

desensibilización. Por ejemplo. al inhibir la internalización 

mediado por vesículas cubiertas con clatrino de los receptores 

lh-odrenérgicos no se observa inhibición alguna en su 

desensibilización mediada por agonista (Wokshull et al .• 1985; 

Hornburger et al .• 1980; Chuang et al.. 1980; Hertel et al .• 1985; 

Pippig et al .• 1995). Adernós. varios estudios demuestran que la 

desensibilización de los receptores lh-adrenérgicos ocurre más 

rápidamente que su internalización (Toews et al .. 1984: Waldo et 

al .• 1983; Rothetal .. 1991). 

Por otra parte. existen estudios que sugieren que la 

internalización de otros GPCRs sí contribuye o su 

desensibilización; por ejemplo. la mutación de residuos de 

treanina del carboxilo terminal en el receptor muscarínico m3 

daña severamente su internalización y su capacidad para 

desensibilizarse (Yang et al.. 1995). La mayoría de los estudios. sin 

embargo. indican que estos dos fenómenos son distintos debido 

a que los procesos de desensibilización e internalización son 

independientes. como lo demuestran estudios realizados con los 

receptores AT1,. poro angiotensina (Thomas et al.. 1995). Dl para 
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dopomino (Ng GYK et al .. 1995). H2 poro histomino (Fukushimo 

et ol .• 1997). m2 muscorínico (Pols-Ryloorsdom et al .• 1995). poro 

secretino (Holtmonn et al.. l 996) y poro neurocinino 1 (Gorlond 

et ol .. 1996). 

INTERNALIZACIÓN Y RESENSIBILIZACIÓN. 

Aunque lo internolizoción de Jos GPCRs puede no ser 

esencial poro lo desensibilizoción inducida por agonista. 

estudios recientes indican que lo internalizoción de los GPCRs 

tiene un importante papel al acelerar Jo recuperación de lo 

funcionalidad. en un proceso comúnmente referido como 

"resensibilizoción''. 

El rópido proceso de desensibilizoción es también. en 

general. rópidamente reversible. Se observó que después de 

remover al agonista isoproterenol del contacto con los células. 

lo actividad de Jo adenilato ciclasa generalmente regresaba o 

niveles normales en un tiempo de entre 15 a 30 minutos. En 

cuanto a los mecanismos involucrados en este proceso de 

resensibilizoción. Sibley y colaboradores (Sibley et al .• 1986) 

sugirieron que lo internalizoción del receptor lh--adrenérgico 

jugaba un importante papel en lo desfosforiloción y 

resensibilización del receptor. Posteriormente se observó que 

después de lo estimulación con el agonista. los receptores 
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fosforilodos vía GRKs e internalizados en vesículas contenían 

menos fosfatos que aquellos que se encontraban en la fracción 

de lo membrana plasmótica. Además. lo fracción vesicular se 

encontraba enriquecida de una actividad de fosfataso capaz 

de desfosforilar a los receptores. 

lo importancia de una actividad fosfotaso poro el proceso 

de resensibilización y del subsecuente reciclaje de los receptores 

funcionales a io membrana plasmática. se demostró 

bloqueando el proceso de resensibilizoción del receptor lh­

adrenérgico. para lo cual se utilizó la coliculino A. un inhibidor 

de proteínas fosfatosas. y monensino. un inhibidor del trófico 

intracelular (Pippig et al.. 1 995). Recientemente se purificó de 

cerebro de bovino una proteína fosfatasa asociada a la 

membrana capaz de desfosforilor al receptor lh-odrenérgico 

(denominado GRP. fosfotaso de los receptores acoplados a 

proteínas G). la cual mostró ser uno forma oligomérica de la 

proteína fosfatasa 2A (Pitcher et al .. 1995). Entonces se postuló el 

siguiente modelo [Fig. 5]: una vez internalizado. el receptor 

adquiere una conformación específica inducido por lo 

acidificación intracelular en los vesículas dentro de las cuales se 

encuentran los receptores internalizados después de la 

estimulación con el agonista. La acidificación endosamal 

promueve uno asociación entre el receptor y la proteína 

fosfataso. Una vez desfosforilado. el receptor regresa a lo 
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superficie celular donde puede nuevamente ser activado por el 

agonista (Krueger et al .• 1997). 

Como podemos observar. las niisrnas moléculas que inician 

el proceso de desensibilización del recept_or (esto es. GRKs y 13-

arrestinos) también inician el proceso de internalización a 

vesículas endosomafes acidificadas. lo cual se requiere para la 

desfosforilación y fa resensibilización del receptor. 

RECEPTORES ADRENÉRGICOS 

Mientras la rodopsina y el receptor 13-adrenérgico sirvieron 

como sistemas modelo. se ha observado que fa 

desensibilización es un fenómeno general que sufren muchos 

receptores acoplados a proteínas G. entre ellos. los receptores 

adrenérgicos. protagonistas principales de este trabajo. 

Los receptores adrenérgicos son miembros de fa familia de 

receptores de siete dominios transmernbranales acoplados a 

proteínas G. Estos receptores. denominados a1. a2 (Langer. 1979; 

Berthelsen y Pettinger. 1977). 131. 132 (Lands et al .. 1967). y 13:r­

adrenérgicos (Hieble y Bond. 1994). tienen una estructura 

general similar y se distinguen entre ellos por sus diferentes 

especificidades y efectos fisiológicos (Ahlquist. 1948; García­

Sóinz. l 995). Las catecolaminas. adrenalina (epinefrina) y 

noradrenalina (norepinefrinal son los agonistas o activadores 
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naturales de los receptores adrenérgicos. Estos agentes son 

secretados en lo porción interno de lo médula de lo glóndulo 

odrenol en respuesto o señales del sistema nervioso central. 

Estos cotecolominos pueden unirse o los diferentes tipos de 

receptores odrenérgicos y ejercer múltiples efectos en los 

células. Se sabe que los cotecolominos son mediadoras 

importantes de la contracción y relajación muscular. de lo 

proliferación celular y de la memoria. En particular. lo epinefrino 

incrementa lo fuerza y frecuencia del corazón. lo presión 

sanguíneo y lo dilatación de las vías respiratorias. que en 

conjunto incrementan el 02 liberado a los tejidos. especialmente 

ol músculo. Algunos de los efectos metabólicos de lo epinefrino 

son el incremento en lo degradación y disminución en lo síntesis 

del glucógeno y el aumento en la gluconeogénesis hepótica lo 

que conlleva o un incremento en lo liberación de glucosa del 

hígado: el incremento de lo glucólisis y lo utilización de ócidos 

grosos en el músculo. adernós del aumento en la secreción de 

glucogon y la disminución en lo secreción de insulina (Lehninger 

et ol.. 1992). lo gran diversidad de efectos que ejercen los 

agentes odrenérgicos puede deberse en porte o que los 

distintos subtipos de estos receptores emplean. en general. dos 

sistemas de transducción: los receptores a1-adrenérgicos se 

acoplan al sistema de recambio de fosfoinosítidos-colcio. los 

receptores f3-odrenérgicos se acoplan de manera estimulante al 

sistema de lo adenilato ciclase. y los receptores az-adrenérgicos 
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se acoplan también o lo adeniloto ciclase. pero inhibiendo su 

actividad (Garc!o-Sóinz.. 1995). 

EL RECEPTOR C11b-ADRENÉRGICO 

En lo que respecta a los receptores a.1-adrenérgicos. a la 

fecho se han clonado 3 subtipos: ª'ª· a.1b. y a1d. Todos ellos 

tronsducen sus señales o través del sistema de fosfoinosítidos­

colcio. 

SISTEMA DE FOSFOINOSÍTIDOS-CALCIO 

Como mencioné anteriormente. lo estimulación de los 

GPCRs por su agonista activo a lo proteína Gq heterotrimérica. 

provocando la disociación de los subunidades de esta proteína. 

seguido por el intercambio de GDP por GTP en la subunidad a 

de lo proteína G y ésta. dentro del sistema de recambio de 

fosfoinosítidos-ca1cio [Fig. 7). activa a la fosfoliposa cp (FLCp). La 

fosfolipaso genero o partir del fosfatidilinositol 4.5-bisfosfoto (IP2) 

dos segundos mensajeros: el 1.2-diacilglicerol (DAG) y el inositol 

1.4.5-trisfosfoto (IP3). Por su porte el DAG puede activar a 

diferentes miembros no convencionales de la proteína cinaso C 

(o. & • .,,. µ. y 0); por otro lodo. el IP3 difunde rápidamente en el 
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citoplasma y ol unirse o sus receptores. que se localizan en el 

retículo endopló•mico. obre canales de calcio fo que permite lo 

movilización del catión de reservorios intracelulares. llevando 

esto o Ja activación de isoformos convencionales de fa PKC (a. 

131. 1311 y y). Finalmente. la PKC fosforilo y modifico Ja actividad de 

numerosas proteínas blanco que participen en los distintos 

respuestas celulares que se generan por lo activación de Jos 

receptores. 

REGULACIÓN DEL RECEPTOR a>b·ADRENÉRGICO 

Con los primeras estudios realizados acerco de las 

mecanismos bioquímicos que regulan la señalización de Jos 

receptores asociados con lo FLC. se mostró que una variedad 

de este tipo de receptares es susceptible al fenómeno de 

desensibilización. Primeramente se demostró que los ésteres de 

forbof podían incrementar dromóticomente la fosforilación de 

varios receptores asociados a la FLC. La activación 

farmacológica de Ja PKC can ésteres de forbal reveló que se 

producía el bloqueo de fas acciones del receptor 0:1b­

odrenérgico en células que expresan naturalmente este tipo de 

receptor (Corvera y García-Sáinz. 1984: Leeb-Lundberg et al .• 

1985; Corvera et al .. 1986). Esto generó la siguiente pregunta: ¿Jo 

fosforilación mediado por PKC. puede tener un papel 
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importante en el fenómeno de desensibilización homóloga del 

receptor a.1b-adrenérgico?. Posteriormente se demostró que al 

depletar de PKC a la célula. mediante inhibidores o inducida 

por ésteres de forbol. no se alteraba el proceso de 

desensibilizoción homólogo de varios receptores. incluyendo los 

receptores paro trombino (Peris y Pouysségur. 1988). bombesino 

(Wolsh et al.. 1993). histomina y ATP (Dickenson y Hill, 1993) y el 

receptor a.1b-adrenérgico (Lottion et al.. 1994). Sin embargo. se 

sabía que uno proteína cinasa estaba involucrada en dicho 

fenómeno. Se postuló entonces que estas cinosas podrían 

pertenecer a lo familia de las GRKs. Más tarde. Divioni y 

colaboradores (Divioni et al.. 1996) demostraron. trabajando 

con células COS-7 y HEK293 tronsfectadas con el receptor a.1b­

odrenérgico. que al sobre-expresar o los GRK2 y GRK3 se 

incrementaba lo fosforiloción del receptor inducido por su 

agonista y se promovía lo desensibilización del mismo. 

En resumen. ahora se sabe que lo actividad de los 

receptores a.1b-odrenérgicos se encuentro altamente regulado 

por procesos de fosforiloción. donde principalmente participan 

GRKs (GRK2 y GRK3). en respuesto al agonista. y recientemente 

se demostró que la fosforilación del receptor a.1b-adrenérgico 

por la PKC está involucrada en procesos de desensibilizoción 

heteróloga de este receptor (Vázquez-Prado et al .. 1997). 

A este respecto. en el presente estudio se muestra que la 

activación de los receptores paro ócido lisofosfotídico induce lo 



fosforiloción y subsecuente desensibilización del receptor a.1b­

odrenérgico. donde se sugiere la participación de uno proteína 

cinosa distinto. la fosfatidilinositol 3-cinasa. ademós de la PKC. 

Par tonto. o continuación detallaré algunas coracteristicas 

generales de los elementos que participan en este proceso. 

EL ÁCIDO LISOFOSFATÍDICO 

El ócido lisofosfatídico ( 1-acil-gliceral 3-fosfato. al que me 

referiré en adelante como LPAJ es uno de los fosfolípidos 

naturales mós simples y también uno de los mós interesantes. 

Originalmente se conocía como un intermediario clave en la 

síntesis de novo de lípidos: ahora se reconoce como un 

mediador intracelular que evoca diversas respuestas asociadas 

a las de los factores de crecimiento (Jalink et al.. 1994; 

Moolenaar. 19950; Moolenoar. 1995b). activando a receptores 

específicos acoplados a proteínas G (Moolenaar. 1995a; 

Moolenaar. 1997) presentes en numerosos tipos de células. 

En los primeros estudios realizados acerca del LPA. se 

encontró que inducía la contracción del músculo liso y la 

agregación plaquetaria: posteriormente se descubrió que el LPA 

es un mitógeno derivado de plaquetas. es decir, la fuente de 

LPA bioactivo son las plaquetas. las cuales lo liberan después de 

su activación (Eichholtz et al.. 1993). Corno resultado. de lo 
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encuentra como un 

del plasma) en dosis 

fisiológicos relevantes. donde éste se une con alta afinidad a la 

albúmina. El LPA extracelular puede ser generado también a 

través de la fosfolipasa A2 (a partir de su precursor. el ócido 

fosfatídico) que actúa sobre microvesículas provenientes de las 

células sanguíneas cuando éstas son expuestas a estímulos 

inflamatorios (Fourcade et al .. 1995). Lo anterior sugiere que una 

de las funciones del LPA in vivo es estimular respuestas 

proliferativas en los sitios donde se presentan daño e 

inflamación. 

Otras fuentes de LPA son los leucocitos. fibroblastos 

células endoteliales. Usualmente la 

ocurre después de que hormonas. 

o factores de crecimiento inducen sus 

dañados. fagocitos y 

señalización por LPA 

neurotransmisores. 

efectos celulares a través de la hidrólisis del IP2 para generar IP3 

y DAG (Moolenaar et al.. 1992). resultando. entre otras. la 

generación del ócido fosfatídico [Fig. 8]. Se cree que la 

subsecuente generación del LPA es secundaria a la activación 

de una fosfolipasa específica para el ácido fosfatídico. la 

fosfolipasa A2. en el lado interno de la membrana plasmótica. 
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ACCIONES BIOLÓGICAS DEL LPA 

La Tabla 111 lista algunas de las respuestas biológicas y 

celulares del LPA mós importantes. las cuales son muy diversas y 

continúan acumulóndose. Además de su papel corno 

estimulante autocrino en la agregación plaquetaria. las últimas 

actividades sumados a lo lista incluyen la inhibición de la 

diferenciación en rnioblastos (Yoshido et al.. 1996). la 

estirnulación de la quimiotaxis en fibroblastos (Kundro et al .• 

1995). la despolarización de lo membrana en fibroblostos 

(Postmo et al.. 1996). etc. 

Tabla 111. Respuestas biológicas a LPA 

Proliferación celular 
Inhibición de lo 
diferenciación 
Diferenciación de 
keratinocitos 
Agregación de plaquetas 
Contracción del músculo liso 
Liberación de 
neurotransmisores 
Protección contra apoptósis 
Formación de fibras de estrés 
Invasión de células tumorales 
Quimiotoxis 
Despolarización de la 
membrana mediada oor CI· 
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Algunas de estas actividades se identificaron inicialmente 

como respuestas al suero. debido a que la mayoría de ellas son 

respuestas que se asocian a factores de crecimiento. 

Posteriormente. otros estudios mostraron que era el LPA quien 

generaba esta amplia garna de respuestas biológicas. y que 

todas ellas involucraban vías de señalización mediadas por 

proteínas G a través de receptores en la superficie celular 

{Moolenaar. 1995a; Moolenaar. 1997). 

RECEPTORES PARA ÁCIDO LISOFOSFATÍDICO 

La primera identificación de un candidato para receptor 

del LPA se realizó mediante experimentos de marcaje por 

fotoafinidad, los cuales revelaron la presencia de una proteína 

de membrana (de 38-40 kDo). presente en varios tipos celulares. 

unida a (32P]LPA. Mediante estudios donde la unión fue inhibida 

en forma competitiva y específica por LPA no marcado. se 

demostró que esta proteína presentaba especificidad y alta 

afinidad por el LPA {van der Bend et al .. 1992). 

Entre los descubrimientos mós recientes. al respecto. 

sobresale la identificación de una familia de receptores de siete 

dominios transmembranales específicos para lisofosfolípidos. 

provisionalmente llamados receptores "Edg" (por sus siglas en 

inglés: "endothelial differentiotion gene") o bien receptores LP 
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{por '1ysophospholipid"). A la fecha. la familia de receptores 

Edg/LP consiste de por lo menos siete miembros que pueden 

subdividirse en dos subgrupos: los receptores que son específicos 

para LPA y los que unen con alta afinidad esfingosina-1-fosfato 

(Sl P). un lisofosfolípido estructuralmente relacionado. 

De los miembros de la familia de receptores Edg los Edg2. 

Edg4 y Edg7 son receptores para LPA. mientras que Edgl. Edg3 

y EdgS han sido caracterizados como específicos para S 1 P. 

Recientemente. Chun y colaboradores han propuesto una 

nomenclatura mós apropiada para la familia de receptores 

para lisofosfolípidos "LP". en la cual el subgrupo LP" se refiere a 

los receptores para LPA y el subgrupo LPo a los receptores 

específicos para S 1 P (Chun et al.. 1999). Los estudios acerca de 

los mecanismos de señalización de esta familia de receptores 

indican que utilizan rutas acopladas a proteínas G. y que. de 

manera similar a otros GPCRs. los receptores Edg/LP sufren 

desensibilización rópida e internalización inducidas por su 

ligando {Lee eta/ .. 1998; Liueta/.. 1999). 
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VÍAS DE SEÑALIZACIÓN DEL LPA 

Los resultados de muchos estudios indican que los 

receptores para LPA se acoplan al menos a tres distintos 

proteínas G. incluyendo Gq. G1211 3 y G;. activando así vías de 

señalización de gran diversidad y complejidad [Fig. 9]. 

En una gran variedad de células se ha observado que lo 

estimuloción 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 rniembros de la subfamilia 

Gq. Por otra parte. se ha observado que el LPA induce. 

rnediante la activación de Rho. la reorganización del 

citoesqueleto y la forrnación de adhesiones focales. para lo 

cual el receptor para LPA se acopla a las proteínas G12113 

insensibles a PTX (Ridley y Hall. 1992; Barry y Critchley. 1994). 

Ademós de estas vías. en fibroblastos. el LPA disminuye 

rópidarnente los niveles de AMP cíclico de rnanera sensible a 

PTX. lo cual sugiere el acoplamiento del receptor a proteínas G 

de la subfamilia G1 (Van Corven et al .. 1989). Por otra parte. el 

LPA también induce la activación de la cascada Ras/Raf/MAPK 

en una forma sensible a PTX (Howe y Marshall. 1993; Van Corven 

et al .. 1993). donde el dímero J3y de la proteína G1 transduce 

dicho efecto. mediante la activación de proteínas cinasas de 

residuos de tirosino {Crespo et ol .• 1994; Koch et al.. 1994). Al 
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Fig~ 9. Vías de señalfzación del LPA a través de los diferentes tipos de 
proteínas G. 

LPA. ácido lisofosfatídico; a.. p, y, proteínas G heterotriméncas: PLC. 
fosfolipasa C; IP3 , inositol trisfosfato; PKC, proteína cinasa C~ Rho. GTPasa 

rho; Tyr-K. cinasa de residuos de tirosina; Pl3K. fosfatidilinositol 3-cinasa; 
PDK1. proteína cinasa dependiente de fosfoinositidos. 
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respecto se sobe que el LPA. al igual que muchos mitógenos 

activa. entre otros. o lo fosfotidilinositol 3-cinosa y debido a que 

ésto es uno de los elementos importantes en este trabajo. 

describiré algunas de sus características principales. 

LA FOSFATIDILINOSITOL 3-CINASA (Pl3K) 

Muchos son los receptores capaces de estimular lo 

actividad de lo P13K; entre los que se encuentran receptores 

poro factores de crecimiento. receptores paro citocinas y 

receptores acoplados a proteínas G. La P13K catoliza lo 

fosforilación del fosfotidilinositol (PI) o PI 3-fosfato. del PI 4-fosfoto 

(Pl(4)P) a PI 3.4-bisfosfato. y del PI 4.5-bisfosfato (P1(4.5)P2) o PI 

3.4.5-trisfosfato. Estos fosfoinosítidos. productos de lo P13K actúan 

sobre múltiples efectores. Jos cuales interaccionan con dominios 

SH2 y dominios PH de Jos cinasas de residuos de serina/treonina y 

tirosina. 

También se ha informado de la existencia de múltiples 

isoformos de lo P13K. las cuales se han dividido en tres clases 

(Wymann y Pirola. 1 998; Vonhaesebroeck et al .. 1 997; Fruman et 

ol.. 1998). Las subunidodes catalíticas de todas los P13Ks 

comparten uno región homólogo que consiste de un núcleo 

catalítico asociado a un dominio llamado PIK (por su homología 

al dominio de cinosa de fosfoinosítidos). del cual se desconoce 
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su función. Los miembros de la clase 1 se han identificado hasta 

ahora corno heterodírneros de aproximadamente 200 !<:Da. 

compuestos por una subunidad catalítica de l l 0-120 kDa y una 

subunidad adaptadora de 50-100 !<:Da. In vitro. estas P13Ks 

pueden utilizar corno sustratos PI. P1(4)P. y P1(4.5)P2: sin embargo. 

in vivo su sustrato preferido parece ser el Pl(4.5)P2. La clase 1 de 

las Pl3K está subdividida en las clases IA y Is (de las cuales 

hablaré con más detalle posteriormente). su activación estó 

controlada por señales extracelulares vía receptores con 

actividad intrínseca de cinasa de tirosina (clase 1,.¡ y vía 

receptores acoplados a proteínas G (clase Is). La clase 11 son 

moléculas grandes de 170-21 O kDa cuyo elemento 

característico es un dominio C2 en el carboxilo terminal y 

presentan una especificidad por sustrato restringida a PI y Pl(4)P. 

No se han identificado moléculas adaptadoras y su modo de 

activación permanece incierto. Finalmente. la clase fil está 

representada por Pl3Ks homólogas de una proteína de S. 

cerevisioe denominado Vps34p ("vacuolor protein sorting 

rnutont", Hermon y Ernr. l 990) y fosforilo exclusivamente PI. De 

esto clase sólo una subunidod catalítica ha sido identificado. lo 

cual existe formando un complejo con uno proteína cinasa de 

residuos de serina/treonina (denominadas Vps l 5p en levaduras 

y pl50 en mamíferos). 
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Pl3Ks CLASE 1 

En lo que respecto o lo clase 1 (lo cual es de mayor interés 

paro este trabajo). lo activación de los Pl3Ks por agonistas 

extracelulores involucra su translococión a la membrana 

plasmático mediante uno vía por lo cual logran tener acceso o 

sus sustratos. Dependiendo de la proteína adoptadora 

involucrado en este proceso. lo clase 1 puede ser dividida en 2 

grupos: los que son capaces de asociarse con p85 y pueden ser 

dirigidos o residuos de tirosinas fosforilados (clase 1 ... ¡. y los que 

interaccionan con proteínas G heterotriméricos y con lo 

proteína adoptadora p l 01 (clase la). 

En lo clase 1.... lo subunidod p 1 1 O de estos Pl3Ks existe 

formando un complejo con uno proteína adoptadora que 

posee dos dominios SH2. En mamíferos se han encontrado tres 

isoformos de pl 10 (pl lOa. pl 1013 y pl 1015. los cuales son 

codificados por tres genes distintos) y por lo menos siete 

proteínas adoptadoras (generados por expres1on y splicing 

alternativo de tres diferentes genes: p85a. p85J3 y p55y). p 11 Oa y 

pl 1013 están ampliamente distribuidos en tejidos de mamíferos. 

mientras que p 1 1 Oo muestro una distribución mós restringido. 

encontrándose principalmente en leucocitos. Todos lo tipos 

celulares de mamíferos que se han investigado expresan por lo 

menos una isoformo de la clase 1 .... los cuales son activados al 
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estimular receptores que inducen actividad de cinasa de 

tirosinas. 

Respecto a :a clase fo. la única Pl3K identificada a la fecha 

es la subunidad catalítica p 11 Oy que se encuentra formando un 

complejo con una proteína reguladora de 101 kDa (p101). la 

cual no presenta homología con alguna otra proteína 

conocida. La importancia de esta proteína radica en que los 

heterodímeros pl 10y/pl01 pueden ser activados directamente 

por las subunidodes GJ3y de las proteínas G heterotriméñcos 

(Stephens et al .. 1994; Stoyanov et al .. 1995; Lopez-llosaco et al .. 

1997; Tang y Dovvnes. 1997). y p101 es indispensable poro los 

respuestas evocadas por Gpy (Krugmann et al .. 1999). Se sobe 

que las subunidodes GJ3·r pueden activar o P13Ky mediante 

interacciones alostérícos o por tronslococión a lo membrana. 

Por otro parte. se sabe también que todas fas isoformas de lo 

clase 1 tienen un dominio de unión o Ras (una proteína G de 

bajo peso molecular) (Rodñguez-Viciano et al .. 1996) y que 

únicamente p l 1 Oy exhibe una región homólogo a GAP (GAP del 

inglés: "GTPose-activating protein"). la cual puede doblarse poro 

formar un dominio PH (Stoyonov et al.. 1995: Sñnivoson et al.. 

1996). Se ha especulado que esta región de p110y estó 

involucrado en la activación de Pl3Ky mediado por GJ3y, puesto 

que los dominios PH de proteínas que son regulados por GJ3y. 

toles como la J3ARK o la fosducino. han mostrado unir o dímeros 

GJ3y (Touhoro et al .. 1994; Goudet et al .. 1996). Posteriormente. 
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Leopoldt y colaboradores mostraron. mediante estudios de 

delación. que deben existir por lo menos dos sitios de unión para 

Gpy en la Pl3Ky (Leopoldt et al.. 1998). Ellos proponen que uno 

de los sitios se encuentra en el omino-terminal próximo a un 

dominio PH y otro cercano al núcleo catalítico. por lo que c;py 

puede estimular a lo P13Ky por interacción directo con dos 

dominios de lo subunidod catalítica p l l O. 

INHIBIDORES DE LA P13K 

La wortmanino y el LY294002 son dos compuestos de bojo 

peso molecular. estructuralmente no relacionados y permeables 

o la membrana celular. que a dosis bojas se comportan como 

inhibidores específicos de las P13Ks: sin embargo. o dosis altos 

estos compuestos pierden especificidad (Word et al .. 1996). En 

contraste al LY294002. la wortmonina se une covolentemente a 

la subunidod catalítico de la Pl3K. en una reacción que es 

competido por ATP y Pl(4.S)P2 pero no por PI (Wymann et o/ .• 

1996): el LY294002 es un inhibidor competitivo del sitio de ATP 

(Vlahos et al.. 1994). 

Todos los miembros de las Pl3Ks clase l. 11 y lit muestran una 

sensibilidad similor o la wortmanino y al L Y294002 in vitre (Domin 

et al .• 1997). Actualmente. el troto miento de las células con dosis 

de 5-20 µM de L Y294002 o de 20-50 nM de wortmanino. se utiliza 
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como herramienta paro obtener evidencias de Ja participación 

de los Pl3Ks en un sistema biológico determinado. Se ha 

observado que lo wortmonino. a diferencia del L Y294002. es 

inestable en soluciones acuosos y también que presenta una 

tendencia a interaccionar con proteínas del suero. lo cual hace 

difícil probar la dosis de la droga activa cuando se aplica o 

cultivos de tejidos por peñodos más largos de dos horas. 



JUSTIFICACIÓN 

Previos estudios han mostrado que lo tronsmoduloción 

entre receptores asociados o diferentes vías de señalización 

puede representar un mecanismo importante para lo regulación 

de los respuestos evocados por tales receptores. contribuyendo 

así a que las células. ya seo de forma individual o formando 

tejidos u órganos. puedan regular funciones vitales 

reaccionando de manera coordinado o varios estímulos a la 

vez. activando una 

adaptarse o todos 

encuentran. 

o 

los 

mós vías 

cambios 

paro poder 

del medio en 

responder y 

el que se 

Como se ha venido mencionando. el proceso de 

desensibilización por efecto de hormonas y neurotransmisores es 

un mecanismo fundamental que regula la función de un 

receptor y que puede contribuir al mantenimiento de la 

actividad normal en los células. Han sido varios los estudios que 

muestran la existencia de un tipo de regulación indirecto entre 

receptores para diferentes hormonas. donde la activación de 

uno de ellos lleva o la desensibilización del otro. Al respecto. 

como antecedente directo del presente trabajo. en nuestro 

laboratorio se demostró que. en fibroblastos rot-1. la endotelina. 

o través de sus receptores ET.... induce la fosforilación y 

desensibilización de los receptores a:1b-adrenérgicos. 
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involucrando a lo proteína cinaso C y al parecer. a alguno 

proteína cinosa de residuos de tirosino. 

En el presente estudio se muestro que la activación de las 

receptores paro ócido lisofosfotídico induce la fosforiloción y 

subsecuente desensibilización del receptor cx1b-odrenérgico. con 

la participación de una proteína cinasa distinto. la 

fosfotidilinositol 3-cinosa. ademós de lo PKC. Por tonto. 

determinamos la participación del receptor para el LPA en la 

regulación de la respuesto a1b-adrenérgico. teniendo como 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar los efectos del LPA sobre el receptor a1b­

adrenérgico y los mecanismos involucrados en lo regulación de 

la respuesta a1b-adrenérgico. mediado por el ácido 

lisofosfatídico. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Explorar en fibroblastos rat-1 si lo activación de los receptores 

para LPA. Jos cuales se expresan de manero endógeno en 

este tipo de células. induce un incremento en el estado de 

fosforilación del receptor a1b-adrenérgico. 



56 

Investigar la participación de las distintas proteínas G 

involucrados en la vía de transducción empleada por el LPA 

durante la regulación del receptor arb-adrenérgico. 

Determinar Ja participación de las posibles proteínas cinasas 

en la fosforilación, mediada por el LPA. del receptor CX1b­

adrenérgico. 

Estudiar el papel de la fosforilación en la regulación de la 

respuesta a1b-adrenérgica. determinando si se presenta un 

patrón de desensibilización por efecto de lo activación de los 

receptores poro LPA. 



PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

Los materiales y métodos empleados durante la realización 

del presente trabajo se detallan en ro sección de "'Materials and 

Methods"' del manuscrito titulado: "'Lysophosphatidic acid 

modulates a1b-adrenoceptor phosphorylation and function. 

Roles of Gi and phosphatidylinositol 3-kinase"'. que se encuentra 

publicado en "Molecular Pharmacology" (dicho manuscrito se 

presenta más adelante en la sección de resultados). 

A continuación se enumeran brevemente los pasos 

experimentales empleados en este trabajo. 

l. CULTIVO DE FIBROBLASTOS Rat-1 

Los fibroblastos de pulmón de rata de la línea celular rat-1 

transfectados de manera estable con el receptor c:ttb­

adrenérgico de hómster. se obtuvieron por donación de los 

doctores: R. J. Lefkowitz. M. G. Caron y L. Alfen de la Universidad 

de Duke. Los cultivos se mantuvieron bajo una atmósfera de 

C02 a 37ºC en medio DMEM con glucosa y glutamina 

suplementado con suero de bovino y antibióticos. Los 

experimentos se iniciaron con cultivos confluentes y privados de 

suero durante la noche anterior al experimento. 
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2. FOSFORILACIÓN DEL RECEPTOR atb-ADRENÉRGICO 

Para estudiar los efectos del LPA sobre el receptor arb­

adrenérgico, pñmeramente se procedió a explorar sí la 

activación de los receptores para LPA inducia un incremento en 

el estado de fosfoñlación basal del receptor a1b-adrenérgico. 

Para ello se midió, mediante la técnica de marcaje 

metabólico e inmunoprecipitación, el estado de fosfoñlación 

del receptor adrenérgico como resultado de la activación de 

los receptores para LPA durante un curso temporal. utilizando 

el LPA o una dosis de 1 µM. 

Posteriormente se midió el mismo parámetro estimulando o 

las células con dosis crecientes de LPA durante 5 min. 

Paro estudiar los mecanismos involucrados en lo regulación 

de la respuesto a1b-adrenérgica. mediada por el ácido 

lisofosfotídico. se investigó lo participación de proteínas G y 

proteínas cinosos involucradas en lo vía de transducción 

empleada por el LPA durante lo regulación del receptor arb­

odrenérgico. 
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• Poro determinar el tipo de proteínas G. se incubaron los 

células en presencia de toxina pertussis. lo que nos permitió 

distinguir entre las proteínas G sensibles e insensibles a esto 

toxina. 

• El segundo paso fue determinar la participación de las 

diferentes proteínas cinasas en la fosforilación del receptor 

a1b-adrenérgico inducida por LPA. para lo cual se incubaron 

las células en presencia de inhibidores de cinasas. estudiando 

el efecto de tres distintas clases de inhibidores. dirigidos 

contra las siguientes clases de proteínas cinasas: cinasas de 

residuos de tirosina. PKC y Pl3K. 

3. DESENSIBILIZACIÓN DEL RECEPTOR <X1b·ADRENÉRGICO 

Paro determinar si la fosforiloción del receptor a1b­

adrenérgico. estimulada por LPA. estaba asociada a la 

desensibilización de la respuesta adrenérgica. se determinó el 

estado funcional del receptor <X1b·adrenérgico. 

Como primer par6metro se midió la movilización de calcio 

intracelular provocada por norepinefrína después de 

estimular a las células con dosis crecientes de LPA~ 
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Posteriormente se determinó. en preparaciones de 

membranas. el efecto del LPA sobre el acoplamiento entre el 

receptor arb-odrenérgico y su proteína G. Lo anterior se 

realizó mediante estudios de unión de (35S]GTP¡·S in vifro. 

Rnolmente se estudió el efecto de los inhibidores de cinasas 

en lo desensibilización del receptor a1b-adrenérgico mediado 

por el LPA. midiendo el acoplamiento entre el receptor 

odrenérgico y su proteína G. en preparaciones de 

membranas provenientes de células tratadas con los 

inhibidores de cinasas antes mencionados. 



RESULTADOS 

Los resultados generados de este estudio se describen en el 

manuscrito titulado: "Lysophosphatidic acid modulates et1b­

adrenoceptor phosphorylotion ond function. Roles of Gi and 

phosphatidylinositol 3-kinase". que se encuentra publicado en 

.. Molecular Phormacology''. 

A continuación se enumeran a manera de resumen los 

resultados del trabajo. Los números de figuro que se indican 

corresponden o los números con los que se muestran dichas 

figuras en el manuscrito. 

1. FOSFORILACIÓN DEL RECEPTOR et1b-ADRENÉRGICO INDUCIDA 

POR LPA 

1.1 El receptor ct1b-odrenérgico fue identificado como uno sola 

banda proteínica con una maso molecular de -85 kDa. la cual 

había sido inmunoprecipitada con un anticuerpo policlonal. 

generado en conejo y dirigido contra los últimos l O aminoócidos 

del carboxilo terminal del receptor ct1b-odrenérgico de hómster. 

En un estudio previo. se demostró que el marcaje de esta 

proteína era específicamente bloqueado cuando se 

preincubaban las células con fentolamina o con prozosina 

(antagonistas a1-adrenérgicos). confirmando con ello que se 

trataba del receptor ª'"·odrenérgico {Vózquez-Prado et al .• 

1997). 
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1.2 Como primer paso poro dirigirnos hacia el estudio de fa 

regulación de fa respuesta a1b-odrenérgico. se probó fa 

capacidad del LPA paro inducir fo fosforilación del receptor 

odrenérgico tronsfectodo en fibroblastos rot-1. Se observó que 

el LPA fue capaz de incrementar considerablemente el estado 

de fosforilación basal del receptor a1b-odrenérgico de manero 

rópido. lo cual se mantuvo hasta por 60 minutos [Fig. l]. Este 

efecto del LPA fue dependiente de su concentración con uno 

ECso de -50 nM. provocando un incremento móxirno en fa 

fosforilación del receptor atb-odrenérgico de 2.5 veces (Fig. 2]. 

Con el fin de estudiar los mecanismos de acción del LPA. 

se investigó la participación de proteínas G y proteinas cinosos. 

1.3 Se observó que el efecto del LPA sobre la fosforilación del 

receptor a1b-adrenérgico se bloqueó cuando se preincuboron 

los células con toxina pertussis (PTX) [Fig. 3]. lo que nos indicó la 

participación de proteínas G sensibles a esta toxina. 

probablemente del tipo G;. 

1.4 Lo inhibición. con genisteíno. de proteínas cinasas de 

residuos de tirosino no tuvo efecto alguno sobre fo fosforilación 

del receptor a1b-odrenérgico inducido por LPA. Sin ernborgo. 

este efecto se bloqueó casi completamente con 
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estaurosporina. un inhibidor relativamente selectivo de la PKC y 

con wortmanina. un inhibidor selectivo de la P13K [Fig. 4]. La 

participación de la PKC y de la P13K se demostró con el uso de 

otros inhibidores: para el caso de la PKC. bisindolilmaleimida 

(/Cso de -80 nM) y Ro 3 1 -8220 (IC50 de - 1 85 nM). que junto con 

estaurosporina (IC50 de - 1 25 nM) bloquearon de manera 

dependiente de la concentración el efecto del LPA [Fig. 5]. De 

manera similar se observó con L Y 294002 (IC,;,o de -60 nM) y con 

wortmanina (IC"° de -4 nM). para el caso de la P/3K [Fig. 6] . 

.., DESENSIBILIZACIÓN 

INDUCIDA POR LPA 

DEL RECEPTOR U1b-ADRENÉRGICO 

Para determinar si /a fosforilación del receptor ctrb­

adrenérgico. estimulada por LPA. estaba asociada con lo 

desensibilización de la respuesta odrenérgica. se determinó el 

estado funciona/ del receptor arb-adrenérgico. 

2.1 Se sugirió que lo fosforilación del receptor arb-adrenérgico 

promovida por el LPA tenía consecuencias funcionales. debido 

a que el LPA fue capaz de bloquear considerablemente lo 

capacidad del agonista adrenérgico (la norepinefrino) para 

inducir lo movilización de calcio intracelular después de 

estimular a las células con dosis crecientes de LPA [Fig. 7]. 
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2...2 Posteriormente. se demostró que el receptor a1b-

adrenérgico estaba sujeto a desensibilización inducida por LPA. 

estudiando el acoplamiento entre el receptor adrenérgico y su 

proteina G. Lo anterior se realizó mediante estudios de unión de 

[35S]GTPyS in vitro. en membranas provenientes de células pre­

trotadas con LPA. donde se observó que prácticamente fue 

bloqueado la unión de (35S]GTPyS. estimulada por norepinefrina 

[Rg. 8]. lo cual mostró que el receptor adrenérgico era incapaz 

de acoplarse a su proteína G. 

2.3 El efecto anterior del LPA sobre la unión de [35S]GTPyS 

estimulado por norepinefrina se restituyó al preincubar primero 

las células con los inhibidores de cinasas estaurosporina y 

wortmanina [Fig. 8]. lo que nos demuestra que en la 

desensibilización del receptor a1b-adrenérgico inducida por LPA 

estón involucradas la PKC y la P13K. 

2.4 De igual forma. al preincubar las células con PTX se reduce 

marcadamente el efecto del LPA sobre el acoplamiento entre 

el receptor Ulb-adrenérgico y su proteína G. indicándonos la 

participación de una proteína Gi en este proceso de 

desensibilización del receptor aib-adrenérgico [Fig. 9. mostrada 

fuero del manuscrito]. 
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• '-ID• f"~IO.Tf'.,_~ •1:!:";11 f" .. 'mn1.,I• :>nd í"P:I'. •1'".<••-"t-0:" f"L"rnm<olJ 

..,,.f"T ,,..,,,., :-.;., .. •-"~'"'"!s.,,¡..,.,. •ll.-1~1. 1'1A• U1••n•l .. !•hn<1J,.,.,,,,1 .. 
l. l.'>' :..""14•>1•.!.. •n.J J.t., .I? ><?.'11 ........ •"'•t•••..-.1fr••n>1",.!h><"h .. m (S"n 
!11"'¡;-", C.\.• ~·t>h•"•·•• '""l'l,...J pro!'"'" A"'"'"''"'"' l "p•l,.lr 11,.,.....,. ... 
fH.J,..._ .... • l .. -.i..- l'l:a.-,.J. ~Y• f"ut,o ;.!.'.'°L..\1 ,. ,.,. fr11rtJ ~t .. i. .. uL"'r p.,,,.,.,. 
·t· .. r .. 11.- ••11· ""'1 .: .. ,,, .. 1 .. ,,, ..... fr·"" ll•·•· .. r•h u, ... , ... ,,.,..,,¡,.¡.,, .. , 
.... 1 ••• ,,.,¡.::-..,.,,.i..,!\.t.\• 

(."..-11 l.in•• •nd (·u11 .. r ... k..I 1 1-.t.r••l.J_.,.,, tr .. "•'•~·•••I .. ,11·. tf,.. 
t,.,,.,,.,,. ... ,,,. .o,.11 f",-t..,1>1.0 rt .,¡ l:f"" ,,.,.,.,., .. ,..1, 1••·,.,o.J,..Jt .. u• L.' 
l~r,. k J J...-n..0-11.z. ~I t; , ... ...,.,_ au.J l. A!!.-n •l>ui.. .. ¡·.,,.,. ... ,,.. 
1>...irhouu. :-OC'• ,.,,. .-uhur ... J "' ¡:!"l""'"''"'""U.•:l<l\i! lu.,;h ¡.:!.....-._. 
!1'1.ll .. '1 ~"Pl•¡,.,.,...,,, .. .1 ,. ,ti. I•> ~ 1. i •• J t."""' ... ""'" ..,,., .. ,;'on! •. r 11 ... 
,...,,,..,,,..,. ""·'I"~ e; -'l'- ""Jf"''· I•~• ••.::: .,,1 ,.1.,·p«.<n••"'· I•"' l":nd 
l'""""d!u> ,..,.1 O:!., .,¡::'1u: •rnl~'"""'' '" 11 "' .l7"(" ,.,.,.j.-r _. "~>'l •1r 
"•" f"t•, ,.,,,,,-...p¡,.-,,. "" •l<"...-nhr,l ¡•u•1o•11'-I" ''"'"I"• ;_ l'r ... lo ,.; al. 
!·,...:• F.•r- ••ll 1tu .-~p•r"'"""\~. '""""""1 <r!h ......... """.-"'" •h·r•n•...,t 
, .... n1o.:h• '" '"""''"' .. """'''"~J 11.'l.1~-.'l.I 

••, .. ·AH l'h•-phur,.lallun. lt.n 1 c..-il, 1·~1·n--••n¡: !11.- .. ,.·AIL. 
'"'~• .. U><ul_...,,..j .,, ¡•h"''i'/"ot" f;,.,. [l.'l.H.'-t ! •r 1 h qf>d tt..-11 bt-.-1...,1 1<> 
ff,,. º"""''" .,,..,¡,_..,, ''""-'"••n.: "'l',1'. .... , .,•·. •.•!· f,•r .! /,al 3-;·1• "'" 
·i··-.nl,,-J p,,.,,.,.,~I• \.,,.¡·~ .. ,. 1'1.••i· ' ' .. 1 l!>-•7· In bno-f .-.n..-r 
"'·''"·'"'"·' -1111 u.i.,i .. ,,,.~ .u,L.,r ,,, • .,,.,~,~ .,.'.\. '"'"" ,. ... h,..I ,.,tb 
"' ,,,¡,1 I'/\-.; ,., 1 :, ,, ,¡ f r l f, •'" "'" m ~'"' i..,1!" .. r '""''·""·"~ 10 n.!\I 
Tn• 11< ·¡ l·ll '; 1 ""' '"\! ·~ •<"! •• "'" t l•T \. I"· '!"""' :". JO•! O"!">'· 
~¡, ... •.,. "' '1.1 S'"F l• ~• H '-f :-,:,, ;. • •, 11' 1r. ' ' 1• ,.¡ ., ... .,.,,,,,,.I•""''" 1n 
"'~! "'"'!'""· ¡•n•1•~>·'"l•i>-••• 1 n>.\I 1·1 .. -¡-.¡,,,.,.,...,, .. 1 "'"! ph·•~f>i"I<> 
!hrr-•tlll\o, '""l j>r>•"·-1...- .nt:.hot .. r• ,.'•> "" ml lou¡'"·f•ll1> .!(I 1·.:•m! 
.11•n•<>n1n ,, .. , .. .:, .,,i ¡ol.o·r.• lm••tlal• .. :f .. ,. 1 n_,., ..... J.- ~·" '-'!!""'' ,, ... 
'''"n". ,.,,¡ ,,,, "W"': ... ,,,.,.,.,. 1·~r"''" '"~"'"'"r 1· .. 11 ¡,..,,.,,.., ... ,,.,.,. 
'' ,.1r1r .. ,•.-d .11 l.: ;, ,...._. (,,, lt. """ ,.,,.¡ •t••' ~., 1 .. rt. .. Lonu ..... ., • .,,,..,. 
t...,,i.-.f ,.._ .. ,,,.¡:lit"! -'.,. "'"h 1/ ... '"'"' .•.• Ali ""I"' .. '"'"'' •\'_,,.~._.._., 

f•r.,du rt ,.J l'"': ,>nd ;•r-•h u. \ ._, ¡•h •r'''"" .\fl• r 1·,," "' ... ¡,.' •111> 

-,.¡ ,,,.'\.! ilt l'L'- • ,, •.•• ! ·~ .. Jl,I"< '· ¡,,.,u,.\!:.,-.,,·¡ pi!': 1. ¡•¡ Tn<r.•• 
X ¡,~, '' tl'.; '-11'· 1'"' ,,,~.f ~ .. ¡·f .. :; .,. ... 1 ¡,, ,, fin .. 1 .... •h ,..,,¡, t.1• 
11>\I Tn• l "•" rn\I o..,;_,<'L pll 7 '· !ho ''"'"""'" ""mplr-u~ ""r' d.-n.~ 
tur ... I ¡,, 1~,oJu1,; '" -..11.-, '·""l 1 .. t,,.ff, r r•••1' ,.,._,,, .. r,., ¡! "'"""~'"" 
"'t."'",; '""J ""''w•·t•" I !•• "1 l-; 1 .. o1, "n ~ -"""t' :~~ l • ;,.,., ,.,,.,h,,r•· .. ,~ 
Th.- .:rl• ,.,.,.,. ,,,., .• ¡ ,.,,.¡ ••1-,,..-.( r. • '1 .. .:1 !. ,,t 7,,.,. u••"t: h,_,.,J,,¡. 
X''"'"'''"' l11n>~ .tr,<J 1•.!•"tl'•h1"¡; ""'P""" T•,.. !o-.d ,,( .. ,,.,.f'l<>f' 
1•t><-1•1,.,,..,,¡,.,,,,., '"·•• .. ,.,,...,. ,..,¡ "' ,¡,.- """,.. ¡;• l• "'lit• " ~f.,j,•ru!;or 

'''""'"'"" ,,..,,,,n,~ .. ; •. •A l'l•<>•¡oh•"I'''".:•• ·''"! lt>·.•.:•••"""t •. .,f! 

¡c .. •· J, :u ........ r ......... ,.._ 1 ..... 11 ... ;" r;t,,.,¡,¡_,..t;o, .. , ,,. ""'"'1 ... L~-.i 

• ,,.,,.,.:h< '" 11\ll-::'\I ... ,11.,,.a "'"""' ,,..,¡ an•.t"""""" C .. 11. - .. r.-
lu.,,J,-l .. ,u, •, ,.:".! J- ur.s :!.A!\! '" h:• I- 1: ... ¡;.-r llEl'I:." c-.. n1.11tun¡: 
1t no,·~ 11.SA. 1·11 7 -t t .. r 1 /, <11 .1"."t · t • .. 11~ ..... ,... ,1,.t .. d,.-.I t" ¡;• nt:.-
tn·l"'''''L-''""' .on•I f],,.,.,..,,,.,, . .,.,, ... ,,, .. .,,. . .,!,. ..... r,.<0>rn..,J .. .,1 "" 
.t,._rtl•-.1 pn·•l''U•I' •\.",.z•¡ura Pr ... t·• .1 ,,¡. ¡•>-•: ,..,lh ""Amino-. .. 

!1<,,,,.m.1" •l'rh .. n • ._ 11.· S....-1.-.;: ~!"'''"'"'"'"' .,,,¡, th,. ''"~''"''"" 
"''"''""hn•rf•"'"r _.l .ot :1-to ,.,..j .l. .. O '""· .o ch.•1>1-r- 1nl,..,... . ._¡ .- 1 .. 1 
'' :-....... :1 ,,,,. ,.,.,,,. .. .,,., m·•n ... 1 ........... 1 ........ 1 "'',¡o'"" rc .. •· 1 _,.,, 

c•lcul .. 1rd '"'""r,Ju,o: ... 1;n.nk•r-1rz r1 .-.1 · l!I'"'"•• ,..,,n¡: 1h" ... ,nwar .. 
,,,..,..,,¡..._¡ "' .'\1'llS1"1• n .... ,,,,.,._ 1 ............ ,. .. ,¡,..,,..,h ''ª""rt.-.J t., 1tw 
o:r.•1•h" 

:'\l,.nobrJOn~ l•r .. poorJOU<>n and l*~J(OTl"~ Honcllntt:. f'onOu.-ul 
rrll• .. ,.,.,. ~•unu!"""l 1n lho· ... t._.,.,, '•vnln>l ur p••·~"'".,.. .. 1 ll•r 
<h!T,.,.,.,,, a..:'"""' .. fo,-'.""" "t ·1:•1· n ... r,.,,..,,,,n ... ,.. lrrrnm"c'""I t') 
.... ~t,.Joo{ """t. "" ,,.;,1 1"11,'"· .ond "I!• "'"'"" .. , r .• ¡ .. -.l ,.,¡¡, 1 1ul uf 
,.,._,,,ldhu!Trr.""'•m.'l.IT.-. .... l:'><lru:'>f ~ .. 1·1. 1•11 7 ·, '• .,,.\! f:ftl',\. ll•n 
.. ~t S.,,\'(I,. JO m~I ¡I ..:lor•"''l'ho .. pto"I". 10 ... ~I ,.,,.¡.,,.,, ¡»n•1>tu­
¡../-,.-u,. ¡-,!,.• 1•r"1 ..... _ 1nh11>.,.,,-.. _.,. '" tl,.. l~·u h1df,..• ~1.-..,¡.r.-.0..-.. 
,.,.ro· ''""P-'n"I _..," • •~,..1<;Tl')S l•u1.Jm¡; ..... ,,..rf"""'"I ,,. <1.-...-nlo ... J 
t,. \\·,.,¡,.,.,¡ •nd .I.11,. .. 1.., • I~•~ 1 wu.h m1n .. r rn ... hri«¡a""'"' •'-'<u•/'"~­
l'r.ul<1 rt :.1 1!>'•7• Hr,..f1,,. n .. •mhf':u"·• ... , • ..-.- r....<1~1-rnl ... J 111 hn•lu•i: 
t,uff .. r •-.o n>.\I Tn~ 1111 7 ~- 10 f>i.\I ~lo..'i •J,. 1 m'.\.! ¡.:{ITA. l•J<I n>:'>I 
~ ... ·1. 1 "'!\! lrrt 1 ..... ! 1;111· ...... 1 ,, ¡•¡ ""·'' 11 .... 1 ... ,.: ..... , ....... 
fornu-.J "' .!~,'I' lo>r :10 mir• 111 "•ulc;m.- o! ~'f"' ,.1 "r l••ntl•n..: ¡,.,ff,.r 
"'•nln•n•n<F tl ~ 11M j ·~11 ;n·.,.~ n, .. r .. 11,-t""' "'''" 1 uor~.au•d by tho• 
""'''"""' .. r n ... mhr"""" •".:!• .. ¡: .. r l'~""'•nllul"'' .>n•l 1 .. ....,, .. ,.,,...1 bv 



"Pid mu.~ t.hrouch ~"11.aua.a.n GF/C m'-.... rou.,-.. t b7 t.h,_ 
•aahee.olth. ftlt.rn.-nh ...-..;okl but!" .. rl!l.Om...'I Tl1•. JUm..'I: M«<-"1 .. 
pJI 7.f.l. 'lb- tu-.er. ... ..,... dn...t. and tb. t"ad.J._rt.1"'11V -- -•un-d 
b)' l..iq....t .an.uU..'"->- =--~~ne- bondinc •- d..t.orn>..-.:1 ui u,,. 
,....._..o€unlab.t...IOTP·pSt30••·-"1 •nd .,.~nt..ord lOOS.urtc..c.J 
~ SUu.UC&.I ... .J..-.•• t....1-- n>me>-r•t.I,. cn>uJ>OI • .., ¡>rr 
l8r-..d u.&nc A. ... OVA .. -,Lh lJ.onf.-m .. u·• .,._t. t..t 

Results 

A.. ahown in Fo.,;. l, LPA ( l µ...'I 1 uuJu.-rJ a ro·faU,,rfy ra¡ud 
inc:rPaae in a,.,-AR ph.,..phoryJQLiun 11,,, 1 m.u. n1ax1mun1 
-15 nun). Such 1nt:'ft'IL>H:.'CI pho11pboryl.at...<.m wa11 ,.u111..&Jnll'"d up 
to 60 rni::i (1·'1.r. 11 n ... rff.-ct. or LPA wiui co11centrut..1vn­
df'P1"ad.,.nt wltl• an EC,..., of--:.0 n~l .. nd a rna.xuuum 1.ncn..•a.1< .. 
i.n p.hoolphorylaLion uf;.:_5-fold 1f"'1i:;. :!l. 

To pt add1t..1unn..I l"-"•i.:ht ou lh.,. m•-charn><m of"tlu,. Hcl•on uf 
LPA. t.he c.-fT•~ uf po.·1"1.U-U• tux....n ......... t ..... t.......t c..ii .. Wt•ro• 
pn!tn.cu~tc.-d wilh pert.U><6i!t toun 1300 n¡;/nil fur 3 h ur 100 
ngt:rnl for 2..1 h. ""·luch """ulto.J •n 1J..,11ttcoal datal undt•r .-on 
dtlion• t.hat .. ...-·nt1ally 1n:u_-t1 .. ·ut.....J <1.ll po.·rt.U.••,. t.uuu--·!1. .. 1 

uvr G pn..ot..ULS ~V.ii:qu ... :ii:-l'rudu ,.tal. l~!l7l. <1nd Llu• ··rT•-ct'*' 
of"NE. LPA. and TI'A uu u 1 .,·AR ph,_ph<.>ryJ.-.toon ..,.,."" u·,.h-d 
ltr.110 00 ..-en Ln f'¡g 3 t.hat th._. "ct1on•uf!'ól': and TI'A ,...•·n· 
not •IT.-ct..J el nll by t.hr pn·~·utn1rnt """llh J><•rtu"'"''" t.u11n. 
w-hich 1• 1n .1¡.--n.-.·nwnt w1lh pro:-v1ou• Jat.;o ("'u~¡u•·~-l'raJ.,. rl 
al .. J9!171. In contr11.•t. tht."' ,., .. -AH phoi<phur,·l.1t1on 1nduc....J 
by LPA wa .. almo,.;t con•;>l.-t...-ly 1nh1b1t.-.:I 

Fun.hrr d1fTo·r .. nc.,,. b...:arnor "-"'",d"-'nt thruu¡:h t11e u_.. of 
k.in.n.-e inlubituMI . .Stauru.<ponnor 1300 n;\I>. u ro·lnu,.·rly "clt-c· 
u'"·r 1nhib1t.or of PKC. ¡¡:rn1,.t...1n ( 10 ¡..a.."\f 1. 111 proto.·•n tyn ... ,n._. 
lunruM:I 1nh1b1tor; and wurt.rn-.nn1n e 100 n:\11. a -·l....:-t.1~._. PJ:u..: 
in.hibU.tJor, •. .,,.., t .. t;trd. :Sune of thr....- ngrnt-1< ut tJ, .. cuncPn· 
t.rv.tioru t-t.t.-d alt,..n.oJ l>n...al ro.-co•pt.i•r pho,.rhoryl11t1on !d.ut.:..o 
not ahown\ S1m1lnrly and •n a..,-,,..m..,nt w1t..h prrvmu" d.B.t.a 
tV.O.zqur:i<·Prado t!l al. 199"71. non .. of thr_. UK•·nt.Jo altrn--d '" 
a.ny way thr ",.,·AR phooophoryl.at1on 1nJuc1..J by S"F. t 1"1~ 4 < 
Jn con1.T1t.11t.. the efT .. -ct uf LI'~"\ '''~ not alt .. ro-J by go•n1.otc1n. 
but it -- a.Jrnost. complrh•l_y aboh•hrd hy .. athc•r ,.l.J.lur.:•.iJ><.•r· 
UM!l orwcirun..."lnnln <l-'•i.: -IJ \Vnnsn.nnn1n '" unablt• tn nltrr Uu• 

TtME (min) 

o 1 5 15 30 60 ------
y¡._ l. T•m. ~ of lh., """_.,. ar 1 ¡....O,f l.J'A..,. .. ,.·AR J>h-phoryl•t.>on. 
C.U. ........ ........Z..01-' ID th .. abae ...... <>r ~n .... o( ~A. f'luf.1.-t ... U,. 
_....., .ad ,,.ft""U.<3.) bnr• ,...p,.....ni..n¡: lh. S E..1.l a.f IS u... .. .._.......uo<>a 
~-ti.-. dolT ... nonl crll ""llU•~ A r._n,•tl•• •ul.uo-ad~ph .a 

u,.,-AR ph..,.phorylat.aon ind,..a:d L,.· •mdoth"""hn (\"4z•.¡u.,.i:· 
Prndo .,., ,U., 1997• ur TPA ld•t.11 not •h•n•:nt Tu 1·urth1tr 
subw.t...nt111to throoc r.i.ndinp. Lb.o. .. rr.~ uf .... ,, ........ 1 intub•t..•no uf 
t.h......_.. k.tni..sc. w._. •tud.lrd. Tha J'KC 1n!uh1Lu...,. b1A1nduhlnu1-
lrun1d .. J tlC'...., -H.O n"'-t1. "t.:liurn"porua· 'fl'.,.., 1:!'1 n~•l•. nnJ 
Ru .Jl-~2:.!(I tJC...., - lh.5 n.!\11 blodu•d u1 c-"ncrntrnt..aon·d.,po•o­
d.!nt f.l-o&hiun t.he t:ofT....ct uf 1..PA nn •• ,.,.AH pho-.phurylat..ann 
(F1.c SJ Sim1larl;v. wortmn.nntn 1IC.,,., --1 n.!\11und LY~'!l..100:.! 

LOGJLP.•Jr.t 

·10-9·8 ·7 -6 ·5 ---···· 
~ •oot 
~~~~~~~~~-

LOG[LPAJf,I 

ria. ll. Cu~K".,.,1-l'•t•<><>·n-,...,•n•• ..... ,...... f,., ,,_ rll .. 't ,,< Ll'A...., .. ,.-All 
1.1,. .. ¡..t,..,.,,: ....... ., c .. 1la ....... •nn.>l..1-1.,, .u, :h .. •l'\J•<•a.. .. t ,....,....,.,,. .. ,......., 
n( t.J'A ¡•¡.._.,......_."'"'u,., n:i••n• a1>J ,,n,.. .. l ¡.,,_ ~.,,,, ...... ,.., . .,.., t).,. S E !'-l 
ar 1:; ·l~•rnn•n•••on• """'""' ,.,, .• ..tin~r.-"t ,,.11 c»h.,. ... ",..",.._.,..,, .. ,,. .. 
... , ... -t ........... l'h •• o.1 ........ 

---­__ _,,_ 

c=lCONTROL 

~ íl íll-1 
íll 1 '* 1 1 1 

t• ·- • ·- • r-r NE LPA TPA 

Fil:. :S. F..tr_,l oí l><'"'U-•• t.u .. ,,. """·~·AH 1•h•·•1•twn! .. 11•'" (', :1~ .,.,r•• 
p .... uicub-.t-1 •Q u,,. at-n.;-. '""'""' tJ,,,,.,., ur f>h-_.,..,... .,ro l .. ,;:.·nil ¡ ... rlua.ao• 
i....11.1n1l"TX. ,..,¡,J t...n.• trll• ..... "' ""'"'"'1..,., ... t 1<>• •. ""h '" 11- ,.u....,..,...,,r 
....,.._.i 101 "r 1n u-,,,......._..,,... <>Í IU .... -.1 :-.OE. 1 ,.!\! l.J'A. ur 1 .. M Tl'A 
Pl..u-j ar• 11 .. rn .. 11n• ,.<>d ~ .. ..,,,.,.1 i.r. .... ,...pr•-••t•n.i lh.r S t-. !\! o>f 15 
deu•rm1na1 • .,,... .. u•.n¡¡ fh" 1.!.!To·rrnt ..... ¡¡ c'-'h ... n-. l!.o·¡•fr-·"'·""'" a .. a. .. ,,.. 
d"'t:T•ph• ar .. .,b., .. ll '[' · 001 H""""" l.J'.\ Cíl~ll«>t. 



1 (c..",... - f'.O n.l'\fl, wtuch ,..,..,. 1nh1b1tono of PJ::JK. hl....:k .. <l th .. 
Ol'tf~t of l...PA on 11 1 .,-AH phU111>horyJ11tum •f-"tg ti• 

Tu d ... t"'rnu11"' 1( u, .. ·AH l'h°"'phu~ lauun 1ndu,.·•...J b,· LPA 
h•• nny funcUon•I cuD••·•qu .. ncr. ,..,..., p.ur<lm••tll"~ ..... , .. "lUtÍ· 
1~. tJu• 1ncnoa- 1n /C .. "• J, 1n1fu.-..-J b'° !'l;t; u1 .... i. .. 1 .... .-.•11• :1n~t 
thll" .. .,.-A.R·n"""u•t•.J "tHnul .• uon .,( l .. ".s)(;Tp-..s h111d111¡,: tu 
uu-mbrun...., lt c,.n h. ,....,..., 1n F1~ • th.1u !'la·: ..... t l...J'A ..,. .. ,...... 
.uhlL· to 1nduC'r nu•rk.-.d 1ncrr••- 1n (("4~·1. llowr .. ,·r, ""'''"" 
SE w..uo a.d.t • .....i to i.h<· crll11 11!l•·r J1L•n•ul.u11on t.." LJ'A th.­
adn.-nrr1:1c o•Orct w:aa nu•rk1-dl.>' u1}ub1tN:t Th......,. d11t" .. ,,. 
C:OOA&•t..nt ""'lth d ... -n,.1tu . .:iluu1 oí" thr ndr<'n,.r,::"ic ;ict•t>n 
1-fuw,...,;cr. th1• .. rr ..... t .,....,.,. nut ,...Jrct..>"'" h,. .... ,,u_ Hfh.•r ''"' '"' 
Uólll nctlon uf Ll'A. th...- rtTr..-t uf¡¡ _.cunJ "tunul .. t•un t>.~· tlu· 
,...nu• .1,: .. nt ur b) 1l"11<lnthrli11 M"l!Ultrd lll J1 ... ·r .. •1,..·•I ,,.,.,,.,n .. .-.. 
1F1g. i1. ThL••rJ11tA "'"~"""'' tluot do•plrtaun ufraJC"1un1 o<h•r. ... '" 
t.4k1nR: pin.,... ""d th.'lt tl10· 11c11,,.1 u(" LPA un ••••··•ui.r"u"r¡;u·. 
mrdu1l4'<l 1nc,....,_,... 111 /l.' .. ·" I, cnnn"t t ..... .-.pl.un•-d util.' on lh,. 
ba.1• of ~ptor J.-_.n,utu·.t1101n TI1.,.n-fono, n n1<arll" 1hrO"Cl 
"'""po.·nm ... ntal Appn•...,C"h, .,uch a• tJa .. "'dr .. urr..:;1c·ui..,,J1<>trd 
l~"~IGTP,..S b1nd1n¡,:, -tuch '" nn 1nd .. ,. ní .,,,..AJ< e; prn1.·u1 
1nt .. noctton. waa atudu ... I 

111 thr....- •tud1r1._ n.·11 .. ..., .. r.- 1n<""ul•.11.<o'<i '" th .. .,i..,. •. ,,L .. _. nf •l:IY 
~t.'nt IC'Orlln.>llor 10 th.- prr-·u..-r uf f•1thrr JrJ .,:\1 :-,:1-; ur J µ:'.J 
LPA far S m111. :o.1 .. n1hr:an .... wrn- .,l>t... .. u1...J. auHi th.- ••!To .... t,. uf 
X.fo: or LPA on l" .. SJC-:Tf'..,S L1ud1n.: an ~·11.ru ""''"' .. tu<lu-d. lt 
can boo <•h••••n·..J thnt 1n rn .. rnhrn11•·• frn1n C"'f'.•ntn>l ~·JJ,. :-.;¡;: 11ntl 
LPA sumul,.t.Ol'J l~"s;c;Tp.,..s hp1d1n¡: • F11~ .... In ,., JI,. 1rwu· 
b.nt,....f Wllh SI-:. U.,. o•lTo-..·t nf llu· ¡¡d,....nrrJ.:"I<"" n¡.::nn1 .. t hui r1cot 
thiu oíLPA on ¡u.SIGTP,.S tu11d1n,: ..... .,,. u1luhu • ..-t • F•i.: -l• In 
crll• tr,...._l<.'d •1lh U•A. tho• 1fl ~aru ,.Jl,-.·t "( ~f': ...,., ...... ..,.u. 
tu1.Jly nb.;•h•fw......t. but thc •·tTc .... ·t uf l.l'A ..... .,,. "º' ;11!.·n·d • Fi¡; ,.; ' 
In n•lls 1ncub."1h-d ,_.1th J.lor"U""•• tmun. Ltu· ,.ff,.~-t "' LJ•.\ uu 
l '~JGTP")S b1ndm¡:: wn• rnurk ... <lly 111lub1i.'1..I hul th.at uf :-.E 
wa• not aJT...rt .. >d 1d .. t., nut 11hown•. In 111Jd1t1on. •t ...,.,.~ ob· 
-n·rd that p~1ncubat1on w1th """nmann1n or .. 1...11ur•..,J•onn,. 

~~-~;: ... 

JI. L 
CONT GEN WOAT 

hlock...J lht• rfft"<.'l 1>fl.J'Aon SE·,.hn1ulatrd , ... -.S/GTP.,.S blnd· 
•njl 1Yu: N1 n. ...... d .. tn d"'arl_v uuhcal._. that thf" u,,.·AR 
ph•W1phoryl:uuu1 •r•ducrd l•.v l.f•A '" na....,...1atc-d ln G ¡1n1t.>1n 
un .... u¡1l111i.: •1l••JM'll'"ll1L<1t1onl 

DlscussJon 

·n,..--· ro· .. "h'" 1nd,.·.>1t.- UuH LJ'A uuh.<•••,, n, .. ·AJ{ pho.phor· 
.~ latu•n nnr:I r•'l•·ptor·t_; 1•n>t ... 111 uncoupl1n¡;:: T},.. an..-,._ .. ,..,. 1n 
M"<"•'J•lur ,,1,.,.phorylnt1on 1n<Jurrd by t./"u• phu,.phohpad •• 
"'lnnh•r 1n rh••t:n•lud:,. to tJu1t ob,...n·,.,.f w1th rndothf'hn :and 
l.irJlrr duu1 1Jwt u•dun..J by XE t'\"<1:rqut•z.f'r3.to .. tal. l!f'U';'I 
Thr tln1•· ... .,.,, .. r uf thr •·IT•"Ct .,1 Ll'A markll'llll.v d.ffrno •••1th 
lh,_. pn·~·1<>u,.Jy ol-·n-•'<.I wuh SE unci o·nd"th<>lin oV~:rqu.-:r· 
f'r:ido o•t al . J~';" • Tiu· ,.ctu.>•U• uf u, •• _. l.1tt...-or 11¡:f"nlA ..,.. .. rto 

'"''"U.·r. ro·.uchui~ l/1r1r nu•-'Urnutn ni t, nu11 nnd r:'lp1<f/y do-chn· 
in¡.:'" nf"nrl•· ¡.,, ...... ¡ J,.,._.1 .. "' fin n11n t\":l.u¡ur.- l"r•uJo rt ni. 
1~!171 

TI1<· .,b,J.t.> uf J ... rtu""'" l<>.ll.1n to t./<,....k thu• art1t1n of J.PA '" 
º'"'"~'"º' witli th•· u1•ol~-.·n1rnt uf 1; prnt•••M• uf lh~ (~, .. uh· 
f:amd~· '" n1•·d•nt•n..: nu111) .,,. tJu· aruou,. ,,( tf111t ¡1ho .. phulip1<J 
·~an ,.,.....,,.,. <·l 111. l!H'~. 1t;<~t3. C:orT ,..1 .,¡. l!l91, Jlon:f1Jk et 
al. 1:19.¡, Cl1u¡1r-un O'I ni. !~•'";'• TI,.. d,.t,. nn• P·,Mfcul::ar/.'· 
1nf .. re,.t1rii; t .. .,. . ., .. .,,. lht•y ,.J>., ... · º'" "'"dtdnt1nn nf n (~l l · 
ruu¡>lt-d n•c-rpt.t•r. "'"rh a~ t11r .• ,. .. AH <\\"u •·l ,./. l!t!I'.:'.. l~J51. 
by :1 h"""J•t.t.•rruuph·d t.J J-rtu .. ~, .. l•»<lr> .... n .. 1!1•·•• <; pn1tr1n,., 
.. t .. d, '"" !ik .. l) 1 ... 1 ... ufllu· e, .... 1ir.u11d} Tb•· p•·rtlHUIU• tu•un 
_.n,.11,~·11.,. cJ .... r':i- 1nd1<0>1f•·,. t11.H th•· ••ff<'<"l uf Lf',\ <1z!T,·rc 

LPA 1 1.1M 

e 30 300 3000 _ .... __ .._ .... ....,... 

STAJ.J - .._ ............. _ ·•, --------
J~ 

L. -.e ~ 
LOC { INHIBrTOR J M 

Fi ... -L. EIT..._"t ~r •'"""""P''",,... .. .._,.. .. ,1 .. 1n. ,.,,.¡ ...,_,....,.,,n.,nm '"' J.PA· ,.n,J 
St.-.nduc...t • ., .. AH ph<-J>hron-1,.to•.>n t: .. u. ,. .. ,., pn••••n•"•t.oc.I f..,. .10 mm 
... !.h. .. -... ....... r.,..,. ,...,..,1 ,(·1>ST•<>r p,,....,. ...... r:l0<1 n.\f .u,. ..... p..~,... 
•~AL'1. JO-"' l:'f"f'••""•" •GE.~•.,_ tO•J nM •ort..n .. n•un •\\llHT• c~u. 
_.,,,.,...,., onnob.o>i-d "''"h JIJ ,..\t :o.;F:, .. .,...., t..n•..,.. l .,.'\.f Ll'.\ ,..,,¡ .. J t-n.• 
fUr 5 nun. l'J<>ci.-1 ,.,., l/'wo ,._..,... -or>d .. ,."'c'"I ¡.,_., ..,.pr1•,...flllnl( th,. 
S f:.M oí J5 dooh"f"H\1n.._ti .. n• ua1n.i( fi.," tl1ffr•rul ~ll .-uhur.- JW.~-n· 
Lllh- a1.11 . ...-6d•<'IC"r•Ph• ...... •hn-n •r · 001 , .. ,......,., f..JºA·CO'.'"T 

l'ic. 3. 1-:1r ... t .,, l'li:<' ,,,1,,1>11<.,.. "" t.t'.\ •n.tu ... .J "••AH ph.< ... p.hur)l•tu.,. 
c,.u ..... nopr .. ,,....,,¡.,.,..,Jr,,,;Jt1rnm1.,u,..,.,,,._,.....,.r<1.tT ....... n•r<>rKW'Jl· 
tr"'""'• ,,f ,,..,,,.,.,¡,¡,,,,.;,.,n.1•1•· 1 •ILIM. """'"'' .. ,,...¡ ... ,_ •l•Un,.,,.on,_ 
• ... "TAl•. -•l•<lnr•i.,,., .. r k.• ll t'~.:•>•l"'·"l-n '"""'"~'--' A11,..rth1•­
"''""'1-l><on. 1 .. M t.l'A ..... ,.,¡,1.-.1 ,,,.,, •h- "'' ,.1,,.,,,.., ,.,.,,.....,,,....,.. r- 5 nun. 
l'lull-.1 .,, .. th,.. ..,..,.,,,. •roo.l •""'c"t 1.,.._.., ,...,,,..._nun,c 11- N !::.JU Jfuur 
'" _...,,, dO'l•·rm1n.o""•h ""'""' 1Joffrr .. rn ....-11 .-ullu.....,. (t.-p.--n'-1..1._... 
•uU•f"atit<>o."l"•ph .. ,.,... •h•-n 11. t. ... ,.1 



LPA 1 µM 

LOG [INHIBITORJ M 

B -10·9·6·7·6·5-4 
WORT _ ......... ~..., 

LV -------~-

~ 
~--~~~~___,~~~~~ 

LOO [ ...... BfTOR J M 

"•· .. Et-C-, .. rl't:tK •nh., ..... _ .... f..J'A·1"'1...--t ... ~AH pi'l'_¡>t...,,.t .. t><>n 
C.-lt. ... ,."" P"~""""b.:ot...d r,~ .1•J Run '" d .. r,.._,..,.. .,.( •hn .. ,...nt u><W'O'n· 
tnu...,.... of' ..-unznann•n <\~"OKT ... .i.,t ""l""ª,..' <>r l.Y ;..~""oo:.: l.\ ... , ... .., 
...,....,..., A.''h·r U.u prr•...-ut....1 .. •n. 1 ,...M l.J"A ,..ou. ~l. and 1.t... .,.....,. 
bahon a.nlU1--t for 5 nun f'J. .. ~ .. ..., u,. n-ana and "'"n,clll I•,._ 
~nl.&nC U.. s 1-: M of r ..... r 1., _..,..., d.-1 .. nnu .. u ...... "ª'">: •!.!f .. "'nt 
.,.u tu.lt-- 1-Wpr.-nt..ou•·" """'"-.J"oCT"P'"' '"'"'u .. -.., 

frum buth th.1u dur to ro."<"t'ptor nrtn·atton. pubu .. ·o•Jy n11.Ja­
atf!od throu¡;:h GRfu •1....atUon Pt al .• 1!#9-1; 01 .. ·u1ni •·t ,.¡. ltt<J6•. 
and that. indll<'.rd by da~ phnnnftn.olotelc:al nctlv•llon uf 
PKC. p.._1oualy. 1t w,.• >'huwn th•t th .. ,., ... AH ph,.,.¡,hory­
lation inducc-d by rndothrhn ¡,. nwduolr..J throu~h J""'r1u•1<Í8 
tox.in-in-na1t1v .. G prut&-1n>1 (\".a.LqU('L·Prado rt ni. 19<J71. 
Tius lS thr fir.t eo:otamplr of" Go-coupl,..J n:"C('ptc.r rn<wJulaun¡:;: 
th'" phtnophorylation 10t.at..• nnd f'unct1uu uf••,-1'-R.oo. 

h ahoukJ llof' mrnl.lont:'d that •• 1,.·AR plu-1•hor):lauun •n· 
duced by ..,n.loLhehn w1H pa.n.1.ally Llockrd by ,G'l"lH,.t.-111 ur 
11.tQu.ro.portn.., and cuniplL•t.o-ly hlockcd wh ... n both prut .. 1n k.1. 
na- in.h1b1tnn. ..... ,.... pn.-M·nt. ""'h1ch •u~....,t.!J P..•"-•<-,¡.>lll.i<>n 
of PKC and prntrtn tYTUtO•n .. loun~111 1n Lh1• .. rr...,t • '\."itu¡u .. :or­
Prado c•t .. 1 .• 19'971. Thr,..•d•t.a "u~....,t th"t. q 1 ,.·AH pho1<phor­
yl-'lt1on 1nducr.t by LPA dad not 1nvnh·'" pn.t.ran tyro,.m .. lou· 
nA.."<elO but PKC aiid. 1nt.o•rP>&t.1ni;ly. PIJK. Thu1 furthcr 
eruph1:uu:ore11 tht.od11T ... n•nn•• 1n th•• c.....,.,. t.nlk l:x•tw,..,n .. , .. ·AR­
and .. ndoth,..J.n nl'C'C'pt.on H.""iq.'l l·c."'l>uplt.J1 .. nJ LJ>A ro"<' .. pt.ono 
tG1-couplc.-d1. 

ThL• rol• of f'KC 1n modul .. tu•.i.: •• 1,.-AH funcuou ha" Lr.on 
.e:r;U-n111"·ely document.o•'lL In Ílt.L"t, 1n a vl'ry -..1 .. ..::nnt ... nrk. thl" 
PKC phoo;p.horyl•t1nn a1W., o( t.hr h"m•t.or ,. , .. -AR wer1• .-... 
c .. ntly id .. nUfit"d 8.JI S.·r',." •lUd S..•r.,"' kwc.nt.r..i ,.t t.J1<· c.nrbo,.¡yl 
t.ernunua r0t .. -ian1 eot al. 1997• Th<-• n.I•• •>f PJ;JK '"' p.:1rt.ocu­
l"rly Ult<f'~•ttng. Pl3K 111 a family of f.'nLynl•""· wh1ch tu1.11 
be-rn ~-rnupord into ••-v•·rnl cl;u,,....to ln d.tlA!I lA f'J.'lK ,,.,.,fonn11. 
thC" adaptar p85 11ubun1t 1nt.o·r~ct.s wnh ph~-Ph"n.·"1t.-d ty­
ro,.1nr n1o1l.IÍ• uf ~ .. ·ptor,., ...,.,th 1ntnn .. ac tyrv.oan .. k1na,.... llC· 

hv•ty. who.•"""" Pl3K"r ld:u•M ID '-""•fonnl 1ntrruct,. ""'•th hrt· 
•rutnm .. nc G prot.<oina ,..¡;¡ Lhr p101 pn1U-1n; •u<"h 1nh•rnction9 

_.,n to cont.rul Pl3K act.i..-uy tNu-ti;ru and I>unc-ux. 19'!.lff, 
\\"ytu•nn .. nd P1rvla, 1W81. 

TI•l" m .. ch.o.ru,.m thrvu.,:h wludt P13K 01hmulnlC"a PKC ac· 
t1v1ty hk .. !y •u~oh•·• • J1n'<"t 1nt.o•ractun1 w1t.Ji dlr phUJOJpho .. 
no1.,t1d..,. K,..n,.rnh...I t.y l'J:1K J>h....,.¡1hat..dylln.,..,tol 3,4-
'""J'hu.oph .. tr •n.J J>l..,..phat1dyl1n<,.1t.ol 3.4.5.-tn•phu•phlltr 
ha .. r ........ n rrpun..d tu artl' 11lr nuv .. I l'KC- •Fo. •. <U1<i ..,1 nnd 
11lypu·nl l"KC •,; a.nd "' • .,.,(,.rnu• {:-..;.-..lo.1tnu.Ju el ni, l~J3. 

~lrtf,...,.n ""d Dun .. ul<, 19"Jl'>. Wyruann •nd 1'1roln. 1998. 
Ra.rnrh 11.nd Cant.J,..y. 1~19! An 1nt .. nn...J1<•ry k.Jna...- .. ucch &• 

lhr ~ntly od .. nl•li•...J 1>hoooµho1n• ... 1t1d1•-<lrp•ndrnt prot.-1n 
k1nn,...·I •l'OKl • 1Allra1 ,.nd Coht>n. l~JM. :-;t.o•phrn.1 rl al. 
19<.lfil m11y al"° pArt.1c..1pnt .. u• th.,. N>ntrol oí PKC PDKI. 
""h1<-h b•ndA w1th h1.:h _.rr1n11y tu 1•ho!tph.atid.v!.nu,11lnl 3.4.S.­
lnap~u••J•h•n ... ph""'phor:-·lat.o·• th .. nct1 ... nllon luop a1t.r., of 
PKC.; unJ PKClo 111 wnro and 111 a f'l:IK·do•¡w·ndrnt m:onnrr 1n 
,.,,.o !Chow l"t '"41, l~IH. !..,, r;.,. ... 1 rt ni .• J!~iHl Jnt..·n.,.t.tni;:ly. 
cJ ... ,.,c.J l'KC ••.. ¡tf. and ·.tJJI lnr>d d1...-.ctly to f'DKl <"Ue•· 
P""'""..J •n Ht:K :."93 C'r'lb •J .... c;o;.....t rl al., 19'9"!1!, raa,.uig thr 
¡:>0o0 .. 1l11llly of ¡.:rn .. rnJ c-ontrol o( u, .. PKC fanuly hy l'DKl. 

Tiu• n .. orly <'t>mplo·t.r 1nhllnt1un of~ptor ph°"'phorylation 
.. b .. rrvrtl 111 th•· pn-,...nc•· flÍJ'J3K 1nh1b1tu..., ,_ortrn .. nn1n nnd 
l.Y :!9·100:!1 ur PKC 1nh1b1t-<•ra •ba,.1ndul'.'·l1n:il .. 1m1de l. 11t.Au• 
... _....,.,nnl". nnoJ Ro 31·/S~:.!O¡ IOUILJ:r"UI that t.'1 .. ..c rnzyrnr" m<111Y 
4ct .,.....c¡u ... ntrn.Jly 1n thr ,..,nu· ''"""r ,.1., .. ru•lu1g µ.nthway In 
;tccord ... 1lh curr ... nl H.!<·11,.. our d.-.tn ""i:>:.-11t that. 11 I..PA 
,,.~·11v.1P.rA •'-"' rrc.•¡11..<>n. th,11 u1i...r .. ..,t and nct1"·11U.- pcn.u.111,. 
toun·AC'"na1t.z,. ... G prut..·•n•, ... Juchar .. hkrly of th._. G• r .. nuly. 
::1 thu• 11llu"'"" t!h• uM.1,atJon uf PI."JK. wh 1.;h 31 1 .. 11d,. to nct.J· 
val1on of PKC ,.,.-,, 1nt .. ructu•n ...-1th •-.thrr 3·pho,.r,hu1n.,.1ud­
or phoaphurylauun by J'flK 1 .• -.nd ~ ! f'KC cnt.'t.lyz .. ,. theo phoOI· 
phorylnuon <lÍ n ,.,.Af(... 

• ..J 

·~ 
·~ 

nme (seconds) 
F"I•. 7. t-:tT-.c of l.rA. <>n lh .. NF. •n<tu<""d IC•'" 1, 1n,... .. .- c .. u ........ 
k.-1.d w1tb Fur.·:::tA..!M. anJ lC"a'"I. _...., .........,.._¡ '-"'-~ andical.ftf. 10 
.,.,.t NI'. 1 *4M LI•A_..,. to nl-1 "'>dor.Mlon.J 1t::T1 -- a<idrd T..- .zw 
...._u._.., .. o<U.~ to four ... ,_..,rn .... ta ~"« d11T,.n.nL n..ll ....... 
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CEll. TREA TMENT 

CONíROL lPA LPA • LPA • 
WORT STA.U 

CEU TREATMENT 

F'i•. ll. fn v1~ ~··• •Un1 .. i..t-.1 l"':-illOTl',..~ bin.Jm.: ,., n-mbt- .. -. 
Tnp .,.Ji. ........ tZ><"uhai..J. ror s -·n '"•h. .t-.~ .. r •n• ._.. ... .,, •t."OS 
TKOL• or ~ .,f 10 ... \.f SE ur 1 ... 11.1 tJ>A. ••>d ,,....,...n,..,,,_,, -.-,.... 
ot.r.a1n..J. In"''"° l~)(;n•,.s t>ond•na"' in ..... t_,_.,. ...... i:-tt·~ •n 
t,_11~<><.n,-al.t..,ulu.•--l•<W~<>Í•'l•h..rJO .. l\.fSf;••~n 
boor.1""' 1 ,._." f..J'A •-lod b.o.r.• f"'°"'--.1 """'u. .. """"'"" an.i .- .. ri,.-..J !,n.o., 
"'P'"-nlm.C' o .. S !: M <J4 :.>o l..> :.!.O, <$ri .. ,.....,,.,.,,__,. ua1n.r <r>,..mhr>I,.,._ 
~ • ._.i ,,.,,,.., lhn-. d1ffrTPnt .,...u .-..J<u..- •p •. 001 ... r ....... s':l:os. 
OR•>I. Jlot1o1n.n-u .... ~1~1-~ro.-:ion1&n \.l.~ondu-.-. ..... J. IO!)nll.I 
wrurt-n1n (\.\."OKTJ.., 1 -\f •t.au..-pnnn.r oSTAL'• -- pn-...-nt. rlunn¡e 
U... la•• 5 rn1n. no __..,.,, •l'lJ!'.lHUl.1.,.. J .... " U•A -,.. .. <1.1...a In ,.,.,.,, 
/~IC."T'P...t; bond........r; I<> ..,.-1nbr>oo.•- ... ,... t-rf..........., U> O- a1-nor .,r '""" 
.... ,... .. 1....,. ·~J1 ,..,. p~,..,._ º'JU .. M !>t: f'l.,ti-1 ar. U•,.. rn.-an.. •no.l 
~.,."'..,aj¡,,._ ~Un.te U>-- SE M o{ 10 l.<> I:.! do."°'"'"".at,....,.. tUUfl.te 
_..,,b,..,._ ulM.•n.d rr .. rn '"""' d1t!"........,1 ,,..u .-.. 1....,,_ •1• • 001 ........... 
CO!'i"T'Rl'L. ··r ~ 001 .... roo .... U"A 

ln 11umma.ry. our dnta 1nd1cu1 .. that LIJA 1ndu.-r,. .. , .. ·AH 
phooophoryl,.hon Lhnu.u:h u PI."lK· itnd PKC-d .. ¡..,.nd .. nt pnlh· 
way Such ph...,pho~·lnt>nn 1" """'><"1.·u..,.¿ to r..crpt.o•r-G pn>­
t..•1n unC'Ullphni:. Thc dn.t.1 1nd1.-.at.· th.at th .. funct."u of .. ,.,. 
AJY a.a n:-gula~ by d1\·••,._. pru<P>O,....• 1nclud1n~ hurnuloKOU" 
modulatíun. 1 ... du•• !o aruvatínn by ai;:on1"l 11nd pul.-.t1'ff•ly 
GRfu. 11nd hrt.o•n•l<>t-•UUIO m<>•lu/;ot1un11 hy h-..· .. ¡•tur .. •·oupl1"Cl t..• 
C-.q.'11 ... uch •1.11 the .. ndotJ1 .. hn ET.., ~pto~ .. •nd b) n-.:rp-
10..,. coupJ .. d lo G1, 11u..:h "" Lf'A ruc•·ptor.. ,\ k~·_i. ,-..,¡~. uf PKC 
111 ,..,~drnl 1n hri.,.rnlc•goua mo<lulatmn• 

Al~-;..'.:~~~·;;:.:.:·~.:::-:;;~ .. .:;"'""..., ..,-__... .• .._ ,._. ,...__,~'*• .,, '"""'#"" k.>••-
"- :>. n.- T. n .. _ Y .,nJ < O."'"'•l t...J • l- • -..-,....,, ,......., .. ,; ¡...,~n-p'-1 

~..:-=~~.":'::...-· - ..... _ ... --.i ........... _ _.,,,..,,_ ,,, • 

....... (" •n--,,. ......... u • .., ... ti··-·~"'-''-""~ ...m .... ,, 1m-­
....... ~ .._. , ,_.., '"'"'ª'"•"''•-' n¡• "1>1' ...,,_,¡.,_-.# t;. .... h-....-,.,_ 

.. 2ii~:e;.:;f:E..: ~:::. .. :=::~.:::..: ::.-::: 
:::;;7.7,~ -;.'!.!"'!::,. -~.,','!:""¡";:'-•;/,.._ .,,,__.. lun• .. 1• _ _.t.,. l"f l i..._ 

.-.. .... .1 •-.JJ•-.!lool ..... .._f' ............. - .......... 1>.,,, ............ -- ... ... 
;.;·.r:::;:~·<-d~ -..t ·U'A.• - -<•- ,,_,.,,_.....,,.,_. t~ ,, __ .,,. .. ~·· 

,. ..... _ .Jtt. H4,.- .JR......., ,.._...._,_, t•J ¡,..,...,.. n ........ _...,.,....._,.,.e• p.-

, ,:'"kJ>~S:MT~~~;i!--¡~;=-.J=A~•= e,.,:.=: 
~ .. -.-» .. • _ ........ _ ... .._,._,..J ..... .._. ... ~- ........ , ..... .r 
;::;:~~:·- ......... ••'4 ............ - ....... ••ti• r- ............ .___. -~· 1 "-" -

( _........_ ,¡_ ...... t; .... ~ ...... ,,.. JA 1-•· f"!R_ ... ., ._,.u ,n .. , .... •o _....__,..,, -,r.<A-

t•.:-=¿: ~S=.?.'"~S~~-~~::E::~(:~:~=:·:~~u-
. .::::= .. " .. ;:;.:::::;~ -'.,::;.~;";;;; ~_i¡_:: .. :·;¡_. ' • ._ a.¡,¡ .. - """""'" ~Jo; 

1-.. . ..,.,,_...¡,.,. ~ ................ _.. • ._ "",_,._ .¡, ..... - ,._ .............. ,. 
-.d•-s>< ,_..._ ,_ ·'-~'1.4.-t ..... /".'<~ -.:-1~ ... ,, ... , 

,.,......., n i.-...._ AJ~ ¡_,t..,; ......... r .. ~ 1· ,.,. .... ,.,A.,_,. .u.~,._..,_, i. ·111·-· t".rt'-n. <J ... t'I' ..................................... -....-.- ... ...._ - __ .... ._ 
~--,.....,,_.,,._,., __ ,.._.,...._,._ ..11<~.J<....,_rl'I'"""""" !"""5.0' 

!":.·;;;, ': . ..!:·:;:::.:.;¡ ::-::r~....::-..:,::-;...:;;:=::-.:::.· .. ::.:-:~ 
~~-;~~--.. ~-u#~ .... -·-·.-.. ·-·- .... ,, .... ,.,,__, r7:RI 
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PERTUSSIS TOXIN 

CELL TREA TMENT 

Flg. 9. Unión de (35 SJGTPyS in vitro a membranas de células 
tratadas con PTX. Las células fueron incubadas en ausencia o 
presencio de 0.3 µg/ml de toxina y se obtuvieron membranas. La 
unión de pssJGTPyS in vitro a membranas se realizó en ausencia 
de estímulo (basal) o en presencia de norepinefrina 1 O µM (NE) o 
LPA lµM (LPA). En la gráfica se muestra el promedio y el error 
estándar de 1 O- 1 2 determinaciones usando membranas 
obtenidas de 2 cultivos diferentes. 



DISCUSIÓN 

Con el paso del tiempo han sido definidas las vías que una 

célula utiliza para controlar una gran variedad de funciones 

biológicas estimuladas a través de receptores acoplados a 

proteínas G. La complejidad en la regulación de las vías de 

transducción de señales incrementa aún más si se considera 

que en la mayor parte del tiempo una célula 1iene que 

responder a varios estímulos a la vez. activando así una o más 

vías para poder adaptarse a todos los cambios de su medio 

ambiente. A este respecto. en nuestro laboratorio es de 

particular interés el estudio de los receptores odrenérgicas y en 

fechas recientes los estudios se han enfocado en tratar de 

dilucidar los diferentes mecanismos por los cuales lo respuesta 

a1-odrenérgica puede ser regulado. 

En este trabajo investigamos. en fibroblostos rat-1. la vía de 

señalización asociada o los receptores para LPA (expresados de 

manera endógena en estas células) mediante la cual regulan la 

respuesto cr.1b-odrenérgico. Aquí presentamos evidencias de que 

la activación de Jos receptores poro LPA induce lo fosforilación y 

desensibilizoción de Jos receptores cr.1b-adrenérgicos. indicando 

también la participación de lo PKC y lo Pl3K en la vía de 

transducción del receptor paro LPA. el cual se acopla o 

proteínas G sensibles a toxina pertussis del tipo G1. 



El LPA se ha caracterizado 

multifuncional en muchos sistemas. 

por 

Este 

66 

ser un mensajero 

fosfolípido parece 

actuar en diferentes sistemas celulares de manera autocrina. 

paracrina y tan1bién como mensajero ;ntracelular. teniendo 

como proteínas blanco: la adenilato ciclase. fosfolipasas. 

proteínas cinasas activadas por rnitógenos (MAPKs). proteínas 

cinasas que participan en la reorganización del citoesqueleto. 

etc .. y empleando diferentes vías de señalización (Moolenoar. 

1995a y 1995b). Ademós. se ha demostrado mediante et uso de 

la toxina pertussis que lo diversidad de los efectos celulares es 

parcialmente un resultado del acoplamiento entre el receptor 

para LPA y múltiples clases de proteínas 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 

activación de 

obtenidos en este 

los receptores 

estudio indican que la 

para LPA incrementa 

considerablemente el estado de fosforilación basal de tos 

receptores a1b-adrenérgicos. y que dicho fosforilación provoca 

la desensibilización de los mismos. Coincidiendo con algunos 

trabajos en los que diversos grupos demuestran la participación 

de proteínas Gi en importantes efectos del LPA. en este trabajo 

encontrarnos que lo toxina pertussis bloqueó el efecto del LPA 

sobre la fosforiloción y desensibilización del receptor a1b­

adrenérgico. Este dato morcó el primer punto relevante en lo 
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que se refiere a la regulación de la respuesta cx1b-adrenérgica. 

debido a que representa el primer ejemplo donde un receptor 

acoplado a una proteína G; modulo el estado funcional de los 

receptores u1b-adrenérgicos. Al respecto. se sabía que la 

actividad de los receptores a1b-adrenérgicos podio ser regulado 

por fosforilación debida a: 1) la propia activación del receptor 

donde principalrnente participaban miembros de la familia de 

las GRKs (Lattion et al .. 1994; Divioni et al .. 1996); 2) lo activación 

directa de la PKC con ésteres de forbo! (Corvera y Garcia-Sáinz. 

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

activación de otros receptores acoplados a proteínas Gq. 

insensibles a toxina pertussis (Vó::quez-Prado et ol .. 1997). Lo 

anterior difiere totalmente con lo encontrado en este trabajo. 

indicando que se trata de una nueva vía por la cual la 

respuesta a1b-adrenérgica puede ser regulada. 

Por otra parte. existen numerosas evidencias que indican 

que la PKC juega un papel importante en la fosforilación del 

receptor a1b-adrenérgico (Leeb-Lundberg et al.. 1985; Bouvier et 

al .• 1987). En este estudio encontramos que la fosforilación de los 

receptores cx1b-adrenérgicos estimulada por el LPA. se bloqueó 

casi completamente por el efecto de diferentes inhibidores 

específicos de lo PKC (estaurosporina. bisindofilmaleimida 1 y Ro 

31-8220). demostrando también la participación de esta cinasa 

en el proceso de desensibilización del receptor adrenérgico por 

efecto del LP A. De igual forma. el bloqueo de las acciones del 
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LPA con otros inhibidores de cinosas (wortmanina y L Y 294002), 

sugiere que la Pl3K está involucrada en estos procesos que sufre 

el receptor a1b-adrenérgico. La participación de la Pl3K viene a 

ser otra contribución importante del presente trabajo. 

mostrando así una nueva vía para regular la función de Jos 

receptores cr.1b-adrenérgicos. 

El hecho de que se observe una inhibición prácticamente 

total del proceso de fosforilación de los receptores a1b­

adrenérgicos en presencia de los inhibidores de la Pl3K y de Jos 

inhibidores de la PKC. nos sugiere que dichas cinasas pudieran 

estar actuando de forn1a secuencial en una misma vía de 

señalización. dirigida a modular la respuesta a1b-adrenérgica. 

En lo que se refiere a la P13K. como se menciona en la 

introducción. Ja clase 1 de esta familia de cinasas se subdivide 

con base en su modo de regulación en la clase IA. las que se 

asocian a receptores con actividad de cinasa de residuos de 

tirosina. y las de la clcse '"· que son activados por receptores 

acoplados a proteínas G. La isoforma P13Ky. miembro de esta 

última clase. interacciona con proteínas G heterotriméricas a 

través de su subunidad p 1 1 O. la cual no une adaptadores p85 

como en el coso de las P13Ks de la clase 1,.., sino que se asocia a 

una subunidad no catalítica denominada plOI (Stephens et al .. 

J 997). aunque existen evidencias que indican que las proteínas 

G son capaces de estimular a pi IOy en ausencia de p101. 

tanto in vivo como in vitro (Stoyanov et al .. 1995; Kular et al •• 
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1997; Lopez-llosoco et of .. 1997; Tong y Downes. 1997). Existen 

dotas reportados que indican que Gpy parece ser el estímulo 

fisiológico dominante poro activar o p 1 IOy. En otros estudios. 

pl IOy se ha identificado corno Ja proteina blanco de los 

complejos Gpy provenientes de proteínas G sensibles o toxina 

pertussis y se ho sugerido como un vínculo entre receptores 

acoplados o proteínas G, y lo vio de la MAPK {Lopez-llasoco et 

o/ .. 1997). Los dotas obtenidos en este trabajo sugieren que la 

Pl3K juego un importante papel asociando a un receptor 

acoplado a una proteína G, (el receptor para LPA) con la vía de 

señalización del receptor a.1b-adrenérgico (el cual se acopla a 

uno proteína Gq). 

Con base en resultados publicados. podemos sugerir que 

en esta vía de señalización la PKC pudiera estar siendo 

estimulada después de la activación de la Pl3K. Recientes 

estudios indican que algunos fosfoinosíiidos pueden activar 

directamente ciertas isaformas de lo PKC. así como a otro 

proteína cinaso de residuos de serina/treonina. la PKB {Nakonishi 

et o/ .. J 993; Carpenter y Contley. 1996; Franke el al .. 1997). Las 

11 isofomnos de lo PKC han sido implicadas en una multitud de 

procesos fisiológicos {Nishizuka. 1995). todas ellas requieren de 

fosfotidilserina como cofoctor y se han subdividida en tres 

grupos de acuerdo a su perfil de activación. i) las 

convencionales (a.. 131. 1311 y y) que son activadas tanto por 

diocilglicerol {DAG) como por calcio; ii) las novedosas {15. c. 11 y 
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OJ que no responden o calcio pero que requieren de DAG y iii) 

los atípicos (e; y A.) que no son activados ni por DAG ni por 

calcio. Lo isoformo descubierto rnós recientemente. lo PKCµ. 

también conocido como PKD. se ha propuesto que podño 

representar o uno nueva subfarnilio. De éstos. se sabe que los 

isoforrnos PKCE. PKCi5. PKCr¡ y PKCc; pueden ser activados in vitro 

por los productos lipídicos de la P13K. que son el fosfotidilinositol 

3.4.5-trisfosfoto y/o el fosfatidilinositol 3.4-bisfosfoto (P1(3.4.5)P3 y/o 

P1(3.4)P2. respectivamente) (Nakonishi et al .. 1993; Toker et al .. 

1994; Nietgen y Durieux. 1998; Wyrnann y Pirrara. 1998; Rorneh y 

Conlley. 1999). Por lo tanto. el mecanismo por el cual lo P13K 

pudiera estimular lo actividad de la PKC parece involucrar uno 

interacción directo entre la PKC y los fosfoinosítidos generados 

por la P13K. 

Se ha demostrado también que lo fosforiloción de la PKC 

es un mecanismo importante mediante el cual se regula la 

actividad de esto cinosa (Mitchell et al .. 1989; Newton. 1997). Al 

respecto. reportes recientes han mostrado o uno nuevo proteína 

cinosa dependiente de fosfoinosítidos (PDK-1). lo cual une con 

alto afinidad al Pl(3.4,5) P3. producto de la Pl3K. Primeramente. 

esta cinoso se identificó corno lo cinoso que activo o la PKB. 

cuyo nombre derivo de su homología con la PKA y con la PKC­

Se encontró que esto cinosa. lo PKB. ero fosforiloda por lo PDK-1. 

en una formo dependiente de P1(3.4)P2 y de Pl(3.4,S)P3. en un 

residuo de treonino (Thr308) localizado en el dominio de cinasa 
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de la proteína PKB. el cual es necesario para su fosforilación y 

activación. Posteriormente se encontró que la secuencio de 

aminoócidos alrededor de la Thr308 en la PKB estaba 

conservada en todos los miembros de las proteínas cinosas de 

residuos de serina y treonina (cinasas AGC). entre ellos. la PKC. 

Ademós. se encontró que en las células estos residuos 

homólogos de las cinasas AGC podían ser fosforilados después 

de un determinado estímulo bajo condiciones apropiadas. Estos 

descubrimientos sugirieron que las cinasas AGC eran activados 

por un mecanismo análogo al de la PKB. Más tarde se identificó 

a la PDK-1 como la cinasa responsable de la fosforilación y la 

activación de varias isoformas de la PKC (Le Good et al .. 1998; 

Chou et al.. 1998) en vías de ser.alización donde participa la 

P13K. lo fosforilación in vitro de la PKC por la PDK-1 aumenta en 

presencia de Pl(3.4.5)P,. Por lo tanto. la PDK-1 podría representar 

otro mecanismo mediante el cual la P13K podría estimular la 

activación de lo PKC y lo consecuente regulación de la 

respuesta et1b-adrenérgica. 

Finalmente. reuniendo los datos generados de este estudio 

podemos sugerir el siguiente modelo paro lo regulación de la 

respuesta et1b-adrenérgica (Fig. 1 O): a) al unirse el LPA a sus 

receptores provoca la activación de los mismos. los cuales se 

acoplan a proteínas G sensibles a toxina pertussis del tipo G,, b) 

al ser activadas las proteínas G heterotriméricas. se separa el 

complejo Gpy de la subunidad Gu. Por su porte. el dímero Gpy 



ct1b· AR 

Fig. 10. Representación esquemática del mecanismo propuesto para la regulación de la 
respuesta a1b·adrenérgíca por LPA. 

a,b·AR, receptor u,b·adrenérgico; LPA, ácido lisofosfatidico; et,. ¡l, ·¡, proteínas Gi heterotrimérícas; 
Pl3K, foslatidilinositol 3-cinasa; PDK1. proteína cinasa dependiente de losloinosítidos; PKC, proteína 
cinasa C. 
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podña entonces estimular lo actividad de lo Pl3K. Jo cual llevaría 

a. c} lo activación de lo PKC yo sea mediante lo interacción 

con fosfoinosítidos (productos de lo Pl3K). o por fosforiloción 

mediado por lo PDK-1 y d) finalmente. lo PKC catolizo lo 

fosforilación del receptor u1b-odrenérgico provocando también 

su desensibilizoción. 

Podemos concluir entonces que el LPA induce lo 

fosforilación de los receptores a1b-odrenérgicos o través de un 

mecanismo dependiente de Pl3K y PKC mediante lo activación 

de proteínas G1. El proceso de fosforilación del receptor provoca 

el desacoplamiento entre el receptor adrenérgico y su proteína 

G. Por lo tanto. estamos hablando de uno nuevo vía a través de 

lo cual se puede regular lo respuesta a1b-adrenérgica. lo cual 

difiere de Jos hasta ahora reportados. incluyendo: 

desensibilización homóloga que es inducida por el agonista y la 

desensibilización heteróloga mediado por receptores 

acoplados o proteínas G del tipo Gq111. como es el caso de los 

receptores paro endotelina. 



PERSPECTIVAS 

Los datos presentados en este trabajo muestran que la 

activación de los receptores para LPA regula la vía de 

señalización del receptor 0:1b-adrenérgico a través de proteínas 

G1, proteína cinasa C y P13K. lo cual representa una importante 

contribución al evidenciar una nueva vía por la cual la 

respuesta a1b-adrenérgica puede ser regulada. 

Algunas de las perspectivas del presente trabajo son: 1) 

comprobar fa participación de los complejos GJ3y de las 

proteínas G; en fa activación de la Pl3K y 2) determinar la(s) 

isoforma(s) de la Pl3K involucrada(s) en este proceso. todo ello 

con el fin de completar la vía de transducción empleada en 

este tipo de intercomunicación de los receptores involucrados. 

Como se menciona en la introducción. existen 3 clases de 

lo P13K; los miembros de la clase 1 que son heterodímeros 

formados por una subunidad catalítica de 1 1 O kDa y una 

subunidad adaptadora. se han subdividido en la clase IA (P 1 1 Oa. 

p 1 1013 y p 110.S) y la clase Is (p 11 Oy) dependiendo de la proteína 

adaptadora involucrada. la cual puede ser una subunidad 

denominada p85 que interacciona con tirosinas fosforiladas de 

los receptores con actividad intrínseca de cinasa de residuos de 

tirosina, en el caso de la clase IA o una subunidad plOl paro la 

clase Is. que junto con la subunidad p 11 O-¡ pueden ser activadas 

por complejos J3y de las proteínas G a través de receptores de 
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siete dominios transmembranales (Vonhoesebroeck et al .. 1997; 

Wymann y Pirola. 1998). Sin embargo. algunos grupos han 

reportado que existen ligandos que activan proteínas G 

heterotriméricas y estimulan lo actividad de ras P13Ks de la clase 

1,. (Thomason et al .. 1994: Ptasznik et ol.. 1 996; Hu et ol .. 1996). 

Esto puede deberse a que la activación de receptores 

acoplados a proteínas G puede inducir lo estimuloción de los 

receptores con actividad de cinasa de residuos de tirosinas 

(Grinstein y Furuya. 1991; Weiss et ol .. 1997: Luttrell et ol .. 1996). 

Por otro lodo. parece que lo P13Kf3 puede ser directamente 

activado por complejos G¡Jy in vitro y no así ro P13Ka ni la Pl3Ko 

(Kurosu et al .. 1997: Maier et al .. 1999). De igual forma. se ha 

detectado actividad de la Pl3K en respuesto a complejos Gf3y 

en células que no expresan niveles detectables de lo Pl3Ky 

(Stephens et al .. 1994). Por lo tonto. es necesario establecer la 

contribución de los Pl3Ks de ro erase r,. en lo señalización de los 

receptores acoplados o proteínas G. 

Dado que en este trabajo se sugiere que lo octivocíón de 

lo P13K se da como consecuencia de lo liberación de los 

dímeros J3y de las proteínas G1 al activar o los receptores poro 

LPA. primero se comprobaró la participación de dichos 

complejos Gf3y en lo activación de la Pl3K. 

Actualmente estó bien documentado que el dímero J3y 

regula diversos proteínas uniéndose o ellas o través de dominios 

PH contenidos en dichos proteínas (Touhoro et al .• 1994; Gaudet 
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et al.. 1996}. Por ejemplo. se han identificado este tipo de 

dominios que interaccionan físicarnente con py en proteínas 

tales como lo pARKl y lo pARK2 (Koch et al .. 1993). los cuales 

pueden ser regulados por el dímero py. Por lo anterior. lo sobre 

expresión de este tipo de dominios se ha utilizado como uno 

herramienta poro identificar acciones dependientes del dímero 

py. ya que estos dominios de unión poro fly pueden actuar como 

antagonistas cuando se expresan en células intactos y pueden 

inhibir lo activación de proteínas dependiente de Jly (Koch et al .. 

1994). Por lo tonto. planeamos secues tror al dírr.ero P·r y observar 

si se bloquea lo activación de lo P13K utilizando un cDNA que 

codifico para los últimos 195 aminoácidos del extremo corboxilo 

de Jo PARKl. donde se encuentro el dominio de unión para py. 

Este polipéptido esta clonado en un vector de expresión 

denominado pRKS. constituyendo el plásmido pRK-PARKl-(495-

689}. que junto con el vector vacío nos fueron amablemente 

donados por el Dr. W. J. Koch de lo Universidad de Duke. 

Con lo anterior se planteó lo siguiente estrategia 

experimental: 1) propogorel plásmido pRK-PARKl-(495-689) en E. 

co/i mediante transformación con CoCl2: 2} purificar el plásmido 

o través de lisis alcalino y utilizando una resino de intercambio 

aniónico; 3) tronsfectar de manera transitorio o los fibroblastos 

rot-1 con el plásrnido pRK-PARKl-(495-689); 4) demostrar lo 

expresión celular del polipéptido mediante inmunoblot 

utilizando un anticuerpo específico dirigido contra la l3ARK1 y 5) 
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realizar los experimentos de fosforilación e inmunoprecipitación 

del receptor a1b-adrenérgico utilizando las células transfectadas. 

En lo que respecta a la transfección de /os fibrob/astos rat-

1. inicialmente se utilizó el método de transfección mediante 

fosfato de calcio. Los experimentos iniciales se realizaron con las 

siguientes condiciones: 2 µg del plásmido y cultivos con un 40-

503 de confluencia que se incubaron con el medio de 

transfección durante 4 horas. Estos condiciones provocaron un 

gran índice de mortandad celular. Posteriormente se probaron 

los siguientes estados de confluencia: 50. 80 y 100%. así como 

también se probaron diferentes tiempos de incubación de las 

células con los complejos de ONA-fosfato de calcio. que fueron 

de 2 y 4 horas. En todos las condiciones probadas se obtuvieron 

los mismos resultados. un elevado índice de muerte celular que 

alcanzaba el 100% a los 48 horas. 

Posteriormente. se probó e/ método de tronsfección con 

DEAE-Dextron. con las siguientes condiciones: cultivos celulares 

con un 70 y un l 00% de confluencia. l µg de DNA y 2.5 horas de 

incubación de las células en el medio de tronsfección. Los 

resultados obtenidos con el método con DEAE-Dextran fueron 

similores o los obtenidos utilizando fosfato de calcio. 
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Debido o lo alta toxicidad de ambos métodos. se optó por 

un método menos agresivo. utilizando lípido" cotiónicos que 

forman pequeños liposomas cargados positivamente. lo cual 

provoco que el DNA se una de manera espontanea a los 

liposomos y de igual forma éstos se unen a las cargas negativas 

de lo 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 tran>fección puede llevarse a 

coba en presencia de suero. lo cual era importante dada la 

susceptibilidad de las células a sufrir daño considerable durante 

el proceso de transfección. 

Paro los 3 reactivos se siguieron !as instrucciones indicadas 

por sus proveedores. Dentro de los variantes que se probaron 

paro obtener las condiciones óptimas de transfección fueron: 

l.- Se vañó la cantidad del lípido manteniendo constante 

el número de células y la cantidad de DNA para deter'Tiinor la 

relación óptima de DNA/lípido. 

2.- Se vañó la cantidad de DNA manteniendo constante el 

número de células y la relación DNA/lípido establecida en el 

paso anterior. para determinar la cantidad óptin10 del complejo 

DNA/lípido. 

3.- Se repitieron los pasos 1 y 2 utilizando 3 distintos grados 

de confluencia paro las células. éstos fueron desde un 40-SO. 70-

80 y 1003. 
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4.- Se repitieron los pasos anteriores utilizando medio con y 

sin suero durante el proceso de transfección. 

Las condiciones óptimas se determinaron utilizando un gen 

reportero que expresa una proteína fácilmente detectable y 

que no se encuentra en las células que empleamos. el gen de 

la 13-galactosidasa cuya detección es por colorimetría 

El primer reactivo que se utilizó fue lipofectina. con el cual 

se observó un menor grado de toxicidad y una eficiencia de 

transfección de apenas un 5%. Posteriorn1ente se utilizó 

lipofectamina con el que se obtuvo una mejor viabilidad celular. 

sin embargo. Ja eficiencia de transfección siguió siendo baja. de 

-153. Finalmente se probó polifectina obteniendo un mínimo 

efecto de toxicidad y una eficiencia máxima de transfección 

del30%. 

Debido a la baja eficiencia de transfección con los 

fibroblastos rat-1. se decidió cambiar a una linea celular que 

fuera más resistente al proceso de transfección y con la cual se 

pudiera obtener una elevada eficiencia de transfección. Se 

decidió entonces utilizar células COS- 1. una línea celular de 

riñón de mono que ofrece las ventajas arriba señaladas. 

Utilizando el método de transfección con DEAE-Dextran se 

obtuvo una eficiencia de transfección de -60% utilizando las 

células con un 90-1003 de confluencia. 3 µg de DNA para una 

caja de cultivo de 100 mm e incubando durante 2.5 horas las 

células con el medio de transfección. Estas células expresan de 
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manera endógena a los receptores para LPA y no tienen 

receptores adrenérgicos por lo cual el siguiente paso fue 

transfectarlas con un plósmido que contiene el cDNA que 

codifica para el receptor a10-adrenérgico de hómster. 

Resultados preliminares han indicado que en células 

transfectadas se logra inmunoprecipitar a este receptor. el cual 

se encuentro fosforilado en condiciones basales y dicho 

fosforiloción se incrementa al incubar las células con 

norepinefrina o con LPA: este efecto no se observa en las células 

silvestres. Actualmente se estón mejorando las condiciones para 

los lavados del inmunoprecipitado, así como las condiciones de 

lo electroforesis que nos permitan obtener una mejor definición 

de la bando correspondiente al receptor. En los experimentos 

realizados a lo fecha hemos logrado una eficiente transfecci6n 

e inmunoprecipitación del receptor a1b-odrenérgico; sin 

embargo, lo detección de la bando correspondiente al 

receptor en geles de poliocrilomida se ha dificultado debido o 

que se obtienen agregados que no permiten una adecuada 

cuantificación de la proteína fosforilado. 

Uno vez probado el sistema. esto es. verificar que en estos 

células el LPA cause la fosforiloción y desensibilizaci6n del 

receptor a1b-odrenérgico. el siguiente poso seró transfector con 

el plósmido que contiene el cDNA del extremo carboxilo de lo 

¡3ARK1 y estudiar el efecto que ejerce sobre la fosforilaci6n del 

receptor adrenérgico mediado por LPA. una vez que se 

ESTA 
SALJI 
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compruebe la expresión del polipéptido mediante el uso de 

anticuerpos específicos dirigidos contra lo f3ARK 1. Se han 

realizado ya algunos experimentos transfec~ando con este 

plásmido. sin embargo. aún no tenemos datos cloros debido a 

los problemas para cuantificar la banda ccrrespondiente al 

receptor odrenérgico. 

Por otra parte. actualmente contamos con diferentes 

plásmidos que contienen el cDNA de lo Pl3K·r (clase la) y de la 

subunidod adoptadora p85 (de los Pl3Ks de lo clase IA). así 

como de sus mutantes dominantes negativas. con los cuales se 

tiene planeado transfectar estos células COS- 1 con el propósito 

de identificar el tipo de la P13K que esta participando en esta vía 

de señalización. Lo expresión de estas proteínas se probará 

también mediante el uso de anticuerpos es¡::ecíficos dirigidos 

contra coda una de los isoformas de lo Pl3K. 

Estos experimentos nos permitirán demostrar en forma 

concluyente la participación de la P13K y su modo de activación 

en la regulación de la respuesta c.t•b-adrenérgico. lo cual resulta 

de gran relevancia puesto que éste es el primer reporte que 

muestra lo participación de esta cinaso en uno vía de 

regulación heterólogo entre receptores de siete dominios 

tronsmembronoles. 
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