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Resumen 

Una forma de regulación de la actividad de los receptores de membrana es a través 

de su fosforilación por distintas proteínas cinasas. Nuestro grupo ha demostrado 

previamente que los receptores awadrenérgicos son regulados en respuesta a la activación 

de otros receptores acoplados a proteínas G como por, ejemplo, los receptores para la 

bradicidina y Ja endotelina, o regulados por receptores con actividad cinasa de tirosina, 

como son los receptores para el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) o Jos receptores 

del Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF). En este trabajo se reporta que 

los receptores con actividad de cinasa de serina/treonina, como los del Factor de 

Crecimiento Transformante-P "TGF-P" (Iransforming Growth .Eactor-P) son capaces de 

ejercer también este tipo de regulación sobre los receptores awadrenérgicos expresados 

establemente en células Rat-1. La estimulación de las células Rat-1 con TGF-P induce la 

fosforilación de los receptores awadrenérgicos, lo que se traduce en una desensibilización 

de la respuesta a 1b-adrenérgica, evidenciada por una disminución de la respuesta a 

norepinefrina (el agonista natural), por la elevación del calcio intracelular (Ca2
) y por la 

producción de fosfatos de inositol (IPs). Algunos de los inhibidores de la proteína cinasa C 

(PKC) y de la fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K) bloquean la fosforilación de los receptores 

a 1b-adrenérgicos inducida por el TGF-p. Además, en la cotransfección de los receptores 

awadrenérgicos y de la mutante dominante negativa de la PI3-K (~p85) en la línea celular 

COS-1 se observó que se bloquea la fosforilación de los receptores a1b-adrenérgicos 

inducida por el TGF-p. Nuestros datos sugieren que la activación de los receptores para el 

TGF-P estimulan la actividad de la PI3-K, lo cual lleva probablemente a la activación de la 

PKC; entonces la PKC fosforila y desensibiliza a los receptores a 1b-adrenérgicos. 
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Abstract 

One form of regulation of the activity of the membrane receptors is through its 

phosphorylation catalyzed by of distinct protein kinases. Our group has previously 

demonstrated that the receptors awadrenergics are regulated, in response to the activation 

of others G protein-coupled receptors. For example, the receptors for bradykinin and 

endothelin, like in others, as receptors with intrinsic tyrosine kinase activity such as those 

for epidermal growth factor (EGF), or platelet-derived growth factor (PDGF). In this study 

it is reported that the receptors with activity of serine/threonine kinases, such as those the 

transforming growth factor p (TGF-P) are capable to exert this type of regulation over a 1h­

adrenergic in Rat-1 fibroblasts stably espressing these adrenoceptors. The stimulation of the 

cells Rat-1 with TGF-P induced phosphorylation/desensitization a 1h-adrenergic receptors. 

We observed that the TGF-P mediated a 1b-adrenergic receptor phosphorylation was 

associated with a decrease in the maximal adrenergic effect by noradrenaline (the natural 

agonist) in the elevation of the intracellular calcium (Ca2+) and as indicated by a reduction 

in the adrenergic-mediated production of [3H] inositol phosphates. Sorne of the protein 

kinase C (PKC) inhibitors and the phosphoinositide 3-kinase (PI3-K) inhibitors blocked the 

phosphorylation of a 1b-adrenergic receptors. Our data suggests the activation of the 

receptors for the TGF-P stimulate the activity of the PI3-K, in which probably carries the 

activation of the PKC, and then the PKC phosphorate and desensitization the a 1b­

adrenergic receptors. Phosphorylation of a 1b-adrenergic receptors by TGF-P was also 

observed in Cos-1 cells transfected with the receptor. Co-transfection of the dominant­

negative mutant of the regulatory subunit of phosphoinositide 3-kinase (~p85) inhibited the 

phosphorylation of a 1b-adrenergic receptors induced by TGF-p. Our results indicate that 

activation of TGF- p receptors induces a 1b-adrenergic receptor phosphorylation and 

desensitization. The data suggest that phosphoinositide 3-kinase and protein kinase C play 

key roles in this effect of TGF-p. 
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Introducción 

La familia de receptores acoplados a proteínas G, GPCRs, (por sus siglas en inglés, 

G Eroteins Coupled Receptors ), está formada por una gran cantidad de receptores 

diferentes, cuya función principal es la transmisión de la información del ambiente 

extracelular al interior de la célula. Esta familia incluye receptores para muchas moléculas 

señales: como hormonas, neurotransmisores, péptidos, moléculas de olores y sabores, 

fotones, así como, para iones por ejemplo: de Ca2+ y K+. De acuerdo a una reciente 

estimación entre 1000-2000 genes codifican para esta familia de receptores lo que 

representa el 1 % del genoma humano (Bockaert et al., 1999). 

Los GPCRs comparten una estructura común constituida por una región amino 

terminal extracelular, siete hélices que atraviesan la membrana celular unidas por tres asas 

extracelulares y tres asas intracelulares y una región carboxilo terminal citoplásmica. A los 

receptores acoplados a proteínas G también se les denomina receptores de siete dominios 

transmembranales. 

Las señales extracelulares son transducidas hacia el citoplasma vía la interacción de 

los ligandos con sus receptores. La activación del receptor se produce por la interacción con 

su ligando (también llamado agonista) lo que induce cambios en la conformación en el 

receptor que le permiten acoplarse con proteínas G y formar complejos de alta afinidad 

agonista-receptor-proteína G. Dicha asociación promueve el intercambio de GDP por GTP 

en la subunidad a de la proteína G. Esto causa la disociación de las proteínas G 

heterotriméricas en sus subunidades: la subunidad a y el dímero py son capaces de regular 

la actividad de un gran número de moléculas efectoras: la adenilato ciclasa, isoformas 

diferentes de la fosfolipasa Cp (PLCp), canales iónicos, proteínas cinasas de tirosina, etc. La 

unión del GTP a la subunidad a y la disociación del complejo py también producen una 

disminución en la afinidad del receptor por el agonista. La actividad intrínseca de GTPasa 

de la subunidad a hidroliza el GTP a GDP, por lo que el sistema regresa a su estado basal 

(Gilman, 1987), ver Figura 1. 

La activación de la adenilato ciclasa o de la PLCp generan los segundos mensajeros 

AMPc y diacilglicerol en el primer caso, el inositol 1,4,5 trisfosfato y movilización de Ca2
+, 

en el segundo, modificando el medio intracelular y produciendo una cascada de 
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fosforilaciones/desfosforilaciones que dan por resultado una gran variedad de respuestas 

celulares. 

Las respuestas celulares a la epinefrina y la norepinefrina se llevan a cabo por la 

activación de los receptores de membrana llamados adrenérgicos, los cuales pertenecen a 

los GPCRs, a la fecha se han identificado 9 subtipos. Basándose en sus propiedades 

farmacológicas, bioquímicas y en el sistema de transducción de señales al que se 

encuentran acoplados, los receptores adrenérgicos se han dividido en tres familias: a 1 (a 1A, 

arn y arn); a2 (a2A, a2s y a2c) y P CP1,P2 y p3). Los a2 y los P están acoplados al sistema 

de la adenilato ciclasa y los a 1 al recambio de fosfoinosítidos/Ca2+. 

Por convención y de acuerdo a la "Intemational Union of Pharmacology. X. 

Recommendation for nomenclature of alpha 1-adrenoceptors: consensus update" se 

nombran a los receptores a 1-adrenérgicos nativos con letras mayúsculas en los subíndices y 

a los receptores a 1-adrenérgicos clonados con letras minúsculas en los subíndices (Hieble 

et al., 1995). 

Los receptores a 1b-adrenérgicos, motivo de esta tesis, ejercen su acción a través del 

sistema de recambio de fosfoinosítidos/Ca2+. Este sistema de señalización se activa por la 

interacción del receptor con el agonista (norepinefrina), favoreciendo la interacción con la 

proteína Gq (Cotecchia et al., 1992) lo que ocasiona la activación de la fosfolipasa C (PLC) 

cuyo sustrato específico es el fosfatidilinositol ( 4,5)-bisfosfato generando diacilglicerol e 

inositol ( 1,4,5)-trisfosfato (IP3). El IP3 generado difunde en el citosol y se une a sus 

receptores, situados en el retículo endoplásmico, formados por tetrámeros de éstos, que 

permite la salida del calcio (Ca2+) almacenado en el organelo. Tanto el diacilglicerol, como 

el Ca2
+ favorecen la activación de la proteína cinasa C (PKC). La activación de la PKC 

tiene diferentes efectos sobre la célula generando diversas respuestas celulares que incluyen 

la contracción, la secreción y la activación metabólica dependiendo del tipo celular. Este es 

el mecanismo más empleado por los receptores a 1-adrenérgicos ver Figura 1. 
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Figur'ª l. Vías de Transducción de los Receptores Adrenérgicos. A, agonista; R-a¡ , receptor a1-adrenérgico; R-a2, receptor a r 
adren#gico; R-P, receptor P-adrenérgico; AC, adenilato ciclasa; PLCp, fosfolipasa C-; PKC, proteína cinasa C; PKA, proteína cinasa 
A- p¡f 2, fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato; IP3, inositol 1,4,5-trisfosfato; DAG, diacilglicerol. 

' 
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Las proteínas G heterotriméricas median una gran variedad de señales intracelulares 

debido a que son intermediarias en el acoplamiento de receptores de siete dominios 

transmembranales con diferentes moléculas efectoras por lo que ahora es claro que los 

receptores a1-adrenérgicos no sólo interaccionan con la proteína Gq, sino que también se 

acoplan a la proteína Ü¡, (Casas-Gónzalez et al. , 2000). 

La eficacia con la cual los receptores adrenérgicos propagan las señales 

extracelulares es regulada dinámicamente debido a la existencia de mecanismos de control , 

que por un lado le permiten a la célula responder rápidamente al agonista y por el otro la 

protegen de las variaciones sostenidas o extremas en el ambiente externo. 

Desensibilización 

La estimulación prolongada de los receptores acoplados a proteínas G regulan la 

acción de sus agonistas cuando estos se presentan de manera repetida o persistente. En esta 

situación la respuesta al estímulo hormonal es disminuida, o incluso ausente. A este 

proceso se le ha denominado como desensibilización (Lohse et al., 1993). La 

desensibilización rápida, que se produce seguida de un estímulo hormonal agudo, está 

mediada por la fosforilación del receptor. Esta fosforilación es llevada a cabo por diferentes 

tipos de cinasas que probablemente actúan de forma secuencial como las activadas por las 

proteínas G llamadas GRKs (por sus siglas en inglés, G proteins Receptors Kinase§) y 

aquellas activadas por segundos mensajeros (PKC activada por el diacilglicerol y para 

algunas isoformas también por el calcio y PKA activada por el aumento intracelular en el 

AMP cíclico). La desensibilización se ha dividido en dos tipos; desensibilización homóloga 

y desensibilización heteróloga. 

Desensibilización Homóloga 

La desensibilización homóloga es un fenómeno general, en donde la acción de 

hormonas y neurotransmisores es el mecanismo regulador común de la función de diversos 

receptores. Se caracteriza por una pérdida rápida y específica en la capacidad de activación 

de los receptores cuando han sido estimulados de manera repetida por el agonista o cuando 

el agonista estimula de forma intermitente al receptor, mientras que la respuesta de otros 

receptores permanece inalterada (Benovic, et al., 1998). En la familia de receptores 

acoplados a proteínas G, este proceso ha sido estudiado en la rodopsina que es el receptor 
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que media la fototransducción en células de la retina y en el receptor p2-adrenérgico en el 

que su activación, inducida por las catecolaminas, lleva a la estimulación de la adenilato 

ciclasa. La PKA activada por el AMP cíclico es capaz de fosforilar y desensibilizar al 

receptor P2-adrenérgico cuando éste ha sido estimulado o bien cuando aumenta el AMP 

cíclico intracelular en respuesta a otros estímulos. Por otra parte, los receptores antes 

mencionados también son fosforilados por cinasas específicas que sólo actúan sobre los 

receptores acoplados a proteínas G, por lo que se les conoce como GRK.s. Estas cinasas 

tienen la característica de fosforilar exclusivamente a los receptores que han sido activados 

por su ligando y en los que muy probablemente los sitios de fosforilación quedan accesibles 

como parte de un cambio conformacional (Premont et al., 1995). 

Los receptores al ser fosforilados aumentan su afinidad por las proteínas P­

arrestinas; la P-arrestina, al unirse al complejo receptor-proteína G, evita que interactúe con 

las proteínas G, por lo que se mantiene el estado desacoplado del receptor, ver Figura 2. La 

fosforilación del receptor por las GRK.s es un paso importante en el proceso de 

desensibilización e internalización de los GPCR. Los receptores fosforilados son 

desfosforilados por fosfatasas que se encuentran localizadas en los endosomas 

intracelulares, los cuales son los encargados del tráfico de los receptores después de su 

estimulación y desensibilización (Krueger et al. , 1997; Pitcher et al. , 1995). 

En la desensibilización homóloga intervienen 3 procesos importantes: l) el 

desacoplamiento rápido (segundos) del receptor de la proteína G, sin que exista una 

disminución del número de receptores; 2) la internalización de los receptores, que se 

produce a los pocos minutos de la estimulación por el agonista, a contin\lación los 

receptores son introducidos en las vesículas intracelulares, en las cuales permanecen por lo 

que son inaccesibles al agonista; 3) la "down regulation" se da después de una estimulación 

prolongada por el agonista (horas) ocasionando una disminución en el número total de 

receptores debido a un aumento en la degradación o a una disminución en la síntesis de los 

mismos (Lohse et al. , 1990). 

8 



Agonista 

Figura 2. Modelo de la desensibilización homóloga. La activación de los receptores acoplados a proteínas G por el agonista lleva a la disociación de las subunidades 
a y py, que confonnan a la proteína G. El dímero libre py recluta a las proteínas cinasas específicas para los receptores acoplados a las proteínas G (GR.Ks), las cuales 
fosforilan a los receptores ocupados por su agonista. La fosforilación del receptor por las GR.Ks es una sefial para que las P-arrestinas se unan al receptor, este complejo 
receptor fosforilado-P-arrestina, será recubierto por la proteína clatrina, formando una hendidura en la membrana, junto con las proteína dinamina, la cual cierra el 
cuello de la hendidura fonnándose la vesícula en la cual los receptores se intemalizan. EL receptor fosforilado junto con la P-arrestina es intemalizado dentro de los 
endosoma. El pH ácido del medio interno del endosoma favorece la desfosforilación del receptor, el cual regresa a la superficie de la membrana celular, reciclándose ó 
para seguir un proceso de degradación. (Tomado de Pierce et al; 2002). 
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Regulación por GRKs 

Las enzimas GRKs pertenecen a una familia de al menos seis proteínas cinasas de 

serina/treonina, que fosforilan a los receptores acoplados a proteínas G sólo cuando el 

agonista se encuentra unido al receptor. El mecanismo propuesto para explicar estas 

interacciones es el siguiente : una vez que el receptor es ocupado por su agonista, se induce 

un cambio conformacional favoreciéndose la interacción con las proteínas G, lo que 

produce una disociación del heterotrímero liberando a la subunidad a y al dímero formado 

por las subunidades py. El dímero unido a la membrana en forma de un complejo, py­
fosfatidilinositol-bisfosfato, se une al dominio carboxilo terminal de la GRK, lo que induce 

la fosforilación de los receptores (Ferguson et al., 1998). La fosforilación del receptor no es 

suficiente para que exista el proceso de desensibilización, pero contribuye para generar un 

sitio de alta afinidad para promover la asociación de las P-arrestinas, lo que garantiza la 

desensibilización del sistema, ya que la unión de las P-arrestinas no permite que se asocien 

nuevamente las subunidades a y py de la proteína G (Lohse et al., 1990). 

A continuación, el receptor sigue dos caminos: ser reciclado y/o degradado. Este 

proceso se da por medio de la intemalización de los receptores en los endosomas, en los 

cuales los receptores al ser desfosforilados por fosfatasas específicas (2A) son regresados a 

la superficie de la membrana reciclándose; o los receptores intemalizados son degradados 

por los lisosomas, ver Figura 3. 

Las GRKs en mamíferos están codificadas por una familia de seis genes: la GRK.1 

conocida como la rodopsina cinasa; la GRK.2 o PARK 1 conocida como la cinasa del 

receptor P-adrenérgico; la GRK.3 o PARK2; las GRK.4; GRK.5; GRK.6 y GRK.7. En la 

Tabla 1 se dan algunas de las características de la familia de las GRK.s (Steme-Marr et al., 

1995). Las GRKs antes mencionadas se localizan en el citosol y se mueven hacia la 

membrana cuando los receptores, que son sus sustratos, se encuentran ocupados por su 

ligando, es decir en su estado activo. En cambio cuando los receptores no están ocupados, 

es decir en su estado inactivo, las GRKs se encuentran en el citosol. La forma en que cada 

una de las distintas GK.Rs interaccionan con la membrana es particular para cada una de 

ellas, de esta manera las GRK.s sufren modificaciones postransduccionales que promueven 

la unión de lípidos, como la famesilación de la GRK 1 y la palmitoilación de la GRK.4 y 
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GRK6 en residuos de cisteínas presentes en la región carboxilo terminal de las GRKs; la 

GRK5 posee una región con fuerte carga positiva que le permite asociarse con los lípidos 

de carga negativa, abundantes en la cara citosólica de la membrana. Por su parte las GRKs 

que inactivas se distribuyen en el citosol, se desplazan a la membrana cuando el receptor es 

activado y en la membrana interaccionan con el dímero py de las proteínas G que queda 

libre cuando éstas son activadas (Pitcher et al., 1995). Este último es un mecanismo 

interesante, ya que el dímero py se encuentra disponible solamente cuando un receptor es 

estimulado por su ligando y lleva a la disociación del heterotrímero de las proteínas G 

(Premont et al. , 1995). 

Las GRKs que fosforilan a los receptores a 18-adrenérgicos son las GRK 2, 3 y 6. La 

fosforilación ocurre en los residuos de Ser404
, Ser408 y Ser410 de la región carboxilo terminal 

del receptor (Diviani et al., 1997). 

Tabla 1 

Características de los miembros de la familia de las GRKs 

Nombre de la Familia Tamat\o Variantes OistribuciónQ Modificación Activ11dores 1 nactivadores 
(kOa) Polipeptldicas Tejidos Covalente 

GRKI (cinasa de la 63 N.O. Retina (ROS) > Farnesilación Poli cationes Recoverina 
rodopsina) pineal 
GRK2 (pARKI) 79 N.O. l>cx> co>pl> r N.O. Gpy, PIP1, PKC, c-Src MAPK 
GRK3 (pARK2) 80 N.O. o/> e > r > co > pl>b N.O. Gpy, PIP2 N.O. 
GRK4 66 Cuatro t >>>C Palmitoilación N.O. N.O. 
GRK5 68 N.O. co,pl >me >c,h >r N.O. Policationes, PIP1 PKC, 

calmodulina 
GRK6 66 Si C, me >> co, pl,r > h Palmitoilación Pollcationes N.O. 
GRK7 62 N.O. Retina (cono) N.O. N.O. N.O. 

(Farnesilación?) 

N.O., no detenninado 
ª Detenninado por la expresión de RNAm: C, cerebro; ex, corteza cerebral; co, corazón; h, higado; pi, 
pulmón; r, riñón; o/f, tracto olfatorio; /, leucocitos; b, bazo; me, músculo esquelético; t, testiculos. PIP2, 

fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato; ROS, segmento externo del bastón. (Tomado de Ferguson 2001) 
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Agonista 

A 

B 

Figura 3. Esquema del posible mecanismo molecular durante el proceso de desensibilización e 
internalización de los receptores acoplados a proteinas G. 
Mecanismo I La activación del receptor lleva a la fosforilación del receptor por el agonista (A ) y favorece la 
fosforilación del receptor por la GRK en residuos de serina y treonina localizados en el receptor en la región 
intracelular carboxilo terminal, que facilitan la translocación y unión de las 13-arrestinas (J3Arr) al receptor, 
asociándose al complejo adaptador AP2 por medio de la subunidad 132 de la adaptina. Todo este complejo se 
une a la clatrina para que se fonne el endosoma recubierto de clatrina el cual será cerrado por la proteína . 
dinamina. El endosoma formado sigue los siguientes pasos: (1) en el endosoma, las 13Arr se separan del 
receptor; (2) por la disminución del pH se activa la fosfatasa 2A para desfosforilar al receptor y éste puede 
regresar a la membrana plasmática; (3) el receptor dentro del endosoma es llevado hacia los lisosomas para su 
degradación por lo que existe una disminución del número de receptores en la membrana plasmática. 
Mecanismo Il. Los receptores en la membrana son intemalizados junto con la 13Arr en endosornas donde 
pennanecen como almacén. o los receptores son sintetizados por el Aparato de Golgi cuando son requeridos. 
(Tomado de Ferguson 2001). 
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Función de las p~arrestinas en la regulación los GPCRs 

Las arrestinas son proteínas que juegan un papel muy importante en el bloqueo de la 

transducción de señales iniciada por los receptores acoplados a proteínas G. La actividad de 

estas proteínas en el proceso de desensibilización homóloga sucede inmediatamente 

después de la fosforilación del receptor. El bloqueo de la señal ocurre por la capacidad que 

tiene la arrestina de interferir directamente con el acoplamiento del receptor con la proteína 

G (Lohse et al., 1990). A la fecha se conocen cuatro isoformas distintas de proteínas P­
arrestinas en mamíferos. Dos pertenecen al sistema de fototransducción (la arrestina del 

bastón y la arrestina de cono). Las otras dos isoformas de arrestinas son la arrestina 2 

también llamada P-arrestina 1 y Ja arrestina 3 llamada P-arrestina 2, las cuales son 

expresadas ubicuamente y se sabe que regulan los procesos de internalización de los 

receptores de siete dominios transmembranales (Benovic et al. , Sterne-Marr et al. , 1995), 

ver Figura 3. 

La internalización de los receptores acoplados a proteínas G es un fenómeno 

observado comúnmente como una respuesta a Ja estimulación por el agonista. El modelo en 

donde más se ha estudiado este proceso es en los receptores P2-adrenérgicos, estos 

receptores se expresan naturalmente en los eritrocitos de pavo, en los cuales se llevaron 

acabo los ensayos de unión a ligandos radiactivos, tanto hidrofilicos como hidrofóbicos 

observándose así su distribución diferencial. Los receptores activados no fueron detectados 

con compuestos hidrofílicos después de 5 minutos, pero sí se detectaron por los compuestos 

hidrofóbicos, lo que indicó que los receptores eran secuestrados dentro de los 

compartimientos intracelulares especializados al ser expuestos al agonista. Esto ocurrió 

dentro de los primeros minutos de exposición y coincide en el tiempo de fosforilación del 

receptor y la unión a la P-arrestina (Barak et al., 1999), ver Figura 3. 

Uno de los primeros reportes en la literatura en el que se demuestra este fenómeno 

en tiempo real es el de la activación del receptor de neuroquina 1 en las células HEK 293. 

Haciendo diferentes construcciones con la proteína verde fluorescente (GFP) y la PKC, las 

GRKs y la P-arrestina 2, se observó una redistribución de la GFP-PKC a la membrana 

plasmática como respuesta la estimulación por la sustancia P, mostrando que los receptores 

para la neuroquina 1 son activados dentro de los primeros segundos de la exposición al 
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agonista y que la respuesta se pierde a los 30 segundos. La desensibilización del receptor 

coincide con la redistribución de la GFP-GRK.2 del citoplasma a la membrana plasmática, 

seguida de una translocación de la GFP-P-arrestina (Barak et al., 1999). A la fecha existen 

numerosos reportes sobre el secuestro de los receptores durante la desensibilización y la 

resensibilización. Algunas evidencias sugieren que este fenómeno es parte del proceso de 

desensibilización, mientras que otras evidencias sugieren que la intemalización es un paso 

por el cual los receptores son resensibili zados y reciclados a la membrana (Yu et al. , 1993), 

ver Figura 3. 

Estudios realizados con los receptores Pradrenérgicos han demostrado que la 

dinamina, una proteína l 00 kDa con actividad de GTPasa, es la encargada de cerrar el 

cuello de la vesícula que se forma para intemalizar a los receptores la cual se recubre de 

una proteína llamada clatrina. Esta proteína es esencial para el "secuestro" de los receptores 

P2-adrenérgicos durante el proceso de endocitosis (Zhang et al., 1996). La sobreexpresión 

de las P-arrestinas produce un aumento en el proceso de íntemalización de un 50% en los 

receptores de angiotensina 11 (AT iA) (Zhang et al., 1996). La sobreexpresión de la mutante 

negativa de la dinamina (K44A) bloquea la intemalización de los receptores Pr 

adrenérgicos en las células HEK 293, pero no tiene efecto sobre la endocitosis de los 

receptores para la angiotensina 11 (AT tA) (Zhang et al. , 1996). La movilización de los 

receptores se lleva a cabo por un camino dependiente de la dinamina, como se demostró 

con la co-expresión de la mutante negativa (K44A) la cual bloqueó el proceso de 

endocitosis. Los receptores P2-adrenérgicos y la P-arrestina fueron colocalizados junto con 

la clatrina en las vesículas revestidas de clatrina (Goodman et al. , 1996). La idea de que la 

unión de las P-arrestinas a los receptores acoplados a proteínas G favorece el proceso de 

endocitosis vía la formación de vesículas recubiertas de clatrina ha sido comprobada por los 

estudios en donde se demuestra que la P-arrestina se une directamente a los componentes 

de la maquinaria del proceso de endocitosis, ver Figura 3. Las P-arrestinas se unen tanto a 

la cadena pesada de la clatrina como a la proteína adaptina, la cual es una subunidad del 

adaptador heterotetramérico AP-2 (Goodman et al., 1997). Este complejo adaptador está 

formado por dos subunidades grandes: a adaptina y P2 adaptina (100 kDa para ambas), una 

subunidad mediana µ2 (50 kDa) y una subunidad pequeña cr2 (17 kDa) (Kirchhausen et al. , 

1999). Cada subunidad del complejo cumple con una función distinta. La subunidad a 
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adaptina se une a la clatrina, la dinamina y al Eps 15. La subunidad ~2 adaptina es esencial 

para la formación de la recubierta de clatrina, interactuando tanto con la clatrina como con 

los motivos de leucina. La subunidad mediana µ 2 reconoce la secuencia señal, NPXY para 

la intemalización (Kirchhausen et al., 1999). 

Varias rutas han sido descritas para el proceso de internalización: J) la 

internalización dependiente de arrestina, dinamina y clatrina como por ejemplo en el caso 

del receptor P2-adrenérgico; 2) la intemalización dependiente de dinamina e independiente 

de arrestina, por ejemplo en los receptores para acetilcolina M 1 y M4; 3) la intemalización 

independiente de dinamina y arrestina, por ejemplo en el receptor de la acetilcolina M2 y el 

receptor de angiotensina A T 1; 4) la intemalización dependiente de las caveolas, como por 

ejemplo en la familia de receptores P-adrenérgicos y en la familia de los receptores 

muscarínicos. 

La mayor parte de los estudios sobre el proceso de desensibilización homóloga se 

han desarrollado en el receptor P-adrenérgico, en particular el P2. En cambio para los 

receptores a.1-adrenérgicos existe mucha menos información, aunque del receptor a.IB­

adrenérgico es del que se tiene un poco más de información. 

Regulación del receptor a1b-adrenérgico 

Las primeras evidencias reportadas sobre la desensibilización rápida producida por la 

estimulación de los receptores a 18-adrenérgicos por su agonista norepinefrina. se 

obtuvieron en células DDT1MF2 de músculo liso de vasos eferentes de hámster, en donde 

se asocia el proceso de desensibilización con la fosforilación y desacoplamiento de los 

receptores a 18-adrenérgicos. En estas mismas células también se observó que el agonista 

induce una disminución del número de receptores en la superficie de la célula, sugiriéndose 

un proceso de intemalización de los receptores (Leeb-Lundberg et al., 1987). En 

fibroblastos Rat-1 se expresaron los receptores a.1 b-adrenérgicos de hámster por 

transfección estable y se demostró un aumento en el estado de fosforilación del receptor al 

estimularse con la norepinefrina (Diviani et al., 1996; V ázquez-Prado et al., 1997). Al 

truncarse la región carboxilo terminal del receptor awadrenérgico se impide el proceso de 

fosforilación y de desensibilización inducida por el agonista. Lo que apoya la idea de que el 
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carboxilo tenninal de los receptores es importante para regular su funci ón al ser activados 

por su agonista. (Lattion et al. , 1994; Vázquez-Prado et al. , 2000). Además se observó que 

el aumento en la fosforilación del receptor a 18-adrenérgico no se afecta por el empleo de 

inhibidores de la PKC (Lattion et al. , 1994). Estos mismos autores reportaron los sitios de 

fosforilación del receptor en los residuos de las Ser404
, Ser408 y Ser4 10 de la región carboxilo 

terminal y que dicha fosforilación es catalizada por la GRK.2 (Diviani et al. , 1997). En el 

caso de la fosforilación inducida por la activación directa de la PKC por el éster de forbol 

(PMA), ésta se lleva a cabo sobre los residuos Ser394 y Ser400 (Diviani,., 1997). Así, la 

mayoría de las evidencias indican claramente que cuando los receptores a 18-adrenérgicos 

son activados por sus agonistas son entonces sustrato de las GRKs, produciéndose una 

fosforilación del receptor asociada con el proceso de desensibilización e internalización del 

receptor, como se describió anteriormente. 

Desensibilización Heteróloga 

La capacidad del receptor para responder a la estimulación por su agonista es a 

veces disminuida por la activación de un receptor no relacionado mediante un mecanismo 

llamado desensibilización heteróloga. Este proceso frecuentemente resulta de la 

fosforilación de uno de los receptores por proteínas cinasas, tales como la proteína cinasa A 

(PKA) y la proteína cinasa C (PKC), que son activadas por el otro receptor. Sin embargo, 

puede ser también el resultado de la fosforilación y desensibilización de la proteína G o de 

la utilización de otros componentes comunes del sistema de transducción, por ejemplo 

enzimas como la PKC y la PKA (Chuang et al. , 1996; Ferguson et al. , 1996). 

Las proteínas cinasas activadas por segundos mensajeros reconocen sitios de 

fosforilación consenso en cualquier receptor acoplado a las proteínas G. La activación de 

estas cinasas (PKA y PKC) no sólo conlleva la fosforilación de los receptores activados por 

sus agonistas, sino que además, promueven la fosforilación de otros receptores, lo que se le 

denomina, cross- talk o regulación cruzada. 

Regulación por la proteína cinasa A 

En la literatura existen varios ejemplos de este tipo de desensibilización heteróloga, 

sobre todo para el receptor P-adrenérgico, en particular el p2. El aumento en la 
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concentración de AMPc ejerce, a través de la PKA, efectos reguladores a diferentes niveles 

de la cascada de señales. Por ejemplo, la activación de la adenilato ciclasa puede conducir a 

una disminución en el número de receptores que activan el recambio de fosfoinosítidos, tal 

es el caso. del estudio realizado en células CHO (células de ovario de hámster) 

cotransfectadas con los receptores P2-adrenérgicos y con los receptores muscarínicos M 1 

(los P2 interaccionan con la proteína Gs y estimulan a la adenilato ciclasa y a los Ml 

estimulan el recambio de fosfoinosítidos) , en el que la estimulación prolongada de los P2-

adrenérgicos resulta en una disminución en el número de receptores muscarínicos. Este 

efecto también se generó por la activación directa de la adenilato ciclasa por la forskolina 

(Lee et al., 1993). Sin embargo, en otras células, la estimulación crónica en la producción 

de AMPc mejora la respuesta del recambio de fosfoinosítidos como se observa al estimular 

a los receptores para la bradicinina en células MC3T3-E 1, en las que además se detecta un 

aumento en el número de receptores para esta hormona (Banno et al., 1993). La activación 

de la PKA fosforila y desensibili za a diferentes tipos de receptores como los receptores : Pr 
adrenérgicos (Benovic et al., 1985; Clark et al., 1988), a los receptores A T 1 para 

angiotensina lI (García-Caballero et al., 2001) y al receptor a de los tromboxanos 

(Yamamoto et al. , 2002). 

Regulación por la proteína cinasa C 

La activación de la PKC diminuye la actividad de la vía de recambio de 

fosfoinosítidos activada por diferentes receptores acoplados a proteínas G. Los blancos 

potenciales de la PKC incluyen el receptor, la Gq y la PLC entre otros (García-Sáinz, 1991 ). 

La PKC forma parte de un mecanismo de regulación negativo ya que en diversos reportes 

se ha demostrado su participación en el proceso de fosforilación/desensibilización de los 

receptores, por citar algunos ejemplos de este proceso; la activación de la PKC que induce 

la fosforilación de los receptores AT1 y A Tu para la angiotensina 11 (García-Caballero et al. , 

2001; Olivares-Reyes et al. , 2000), de los receptores b de los opiodes (Xiang et al. , 2001), 

así como, de los receptores a.13-adrenérgicos (Vázquez-Prado et al., 2000), a1b-adrenérgicos 

(García-Sáinz et al. , 1999) y awadrenérgicos (García-Sáinz et al. , 2000) en todos ellos hay 

una disminución de la respuesta a su ligando. 
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Regulación cruzada entre los receptores a1b·adrenérgicos y otros receptores 
acoplados a proteínas G 

En el caso de los receptores a1-adrenérgicos la información es más escasa, 

probablemente porque se han realizado pocos estudios acerca de los mecanismos que 

participan en el proceso de desensibilización y porque se acoplan a una ruta de señalización 

diferente (recambio de fosfoinosítidos/Ca2+) activando a otras vías de transducción: como 

la de la fosfolipasa A2 (PLA2) y a la fosfolipasa D (PLD) específica de la fosfatidilcolina 

(Minnenam 1988). 

Las primeras evidencias que se tienen del proceso de desensiblización de los 

receptores a!B-adrenérgicos son las que obtuvieron con hepatocitos aislados de rata. En este 

caso la activación de la PKC por ésteres de forbol (PMA) bloqueó las acciones de los 

receptores awadrenérgicos y este efecto estuvo asociado a la fosforilación del receptor 

(Corvera et al., 1984; Corvera, et al., 1986). La fosforilación inducida por el éster de forbol 

también se observó en células DDT-1 MF2, en las que se demostró la fosforilación del 

receptor a 18-adrenérgico (Leeb-Lunberg et al. , 1985). Otro ejemplo de regulación cruzada, 

se obtuvo en estudios in vitro en los que demostró que los receptores a 18-adrenérgicos, 

purificados de células DDT-1 MF2, una línea celular de músculo liso de vasos eferentes de 

hámster, son fosforilados por la activación de la PKA (Bouvier et al., 1987), aunque no se 

ha encontrado cuál pueda ser su importancia fisiológica in vivo. Existen diferentes reportes 

que apoyan el papel de la PKC en la desensibilización de los receptores a 1-adrenérgicos y 

la activación directa de la enzima con ésteres de forbol (TPA), ya que se ha observado que 

disminuyen las respuestas a 1-adrenérgicas en varios sistemas. 

En células DDT 1-MT2, al ser estimuladas con la bradicinina, existe una 

fosforilación y desensibilización de los receptores arn-adrenérgicos, de forma similar a lo 

que se produce por el tratamiento con ésteres de forbol (Leeb-Lundberg et al., 1987). 

En los hepatocitos de las especies que expresan naturalmente a los 3 subtipos de 

receptores a 1-adrenérgicos se ha observado que tienen diferente sensibilidad a los efectos 

reguladores de la PKC (García-Sáinz y Macías-Silva, 1996). 
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En fibroblastos Rat-1, en donde se expresan de forma independiente los tres 

subtipos de receptores a,-adrenérgicos por transfección estable, se logró determinar la 

diferente sensibilidad que tienen los subtipos de receptores a 1-adrenérgicos al efecto 

bloqueador del TPA. Se observó que el subtipo awadrenérgico es el más sensible, el 

subtipo a1b-adrenérgico tiene una sensibilidad intermedia y el subtipo a 13-adrenérgico es el 

menos sensible al efecto bloqueador del TPA (V ázquez-Prado et al., 1996). Estas 

variaciones en la desensibilización mediada por la PKC se deben muy probablemente a las 

diferencias estructurales entre los subtipos de receptores a 1 -adrenérgicos en la segunda y 

tercera asas intracelulares y en el carboxilo terminal del receptor, las cuales son regiones en 

las que se encuentran los sitios posibles de fosforilación por la PKC. La proporción de 

sitios de fosforilación varía de acuerdo al subtipo de receptor a 1-adrenérgico del que se 

trate; por ejemplo, el a10 presenta seis, el a 1s presenta cuatro y el aA presenta tres 

secuencias consenso para la PKC (García-Sáinz et al. , 2000). Sin embargo no parece existir 

una correlación entre el número de sitios concenso y el nivel de fosforilación del receptor in 

vitro , ya que en condiciones experimentales similares, el que presenta un nivel de 

fosforilación mayor es el receptor a 1b-adrenérgico y el que se fosforila menos es el receptor 

a 1a-adrenérgico (García-Sáinz et al., 2000). 

Otro ejemplo es la activación de los receptores para la endotelina los cuales inducen 

la fosforilación del receptor awadrenérgico por una activación secuencial de la fosfatidil 

inositol 3-cinasa (PI3-K) y la PKC, lo que produce una desensibilización de la respuesta a 1-

adrenérgica (Vazquez-Prado et al., 1997) probablemente por la utilización de moléculas 

comunes a las vías de transducción (Chuang et al. , 1996; Ferguson et al., 1996) que a su 

vez activan a las cinasas activadas por segundos mensajeros (PKA y PKC) suministrando 

una vía de retroalimentación negativa, para regular la sensibilidad del receptor por el cual 

fueron activadas y de esta forma pueden participar en la desensibilización homóloga. 

Además, estas enzimas también pueden modular a los receptores no ocupados por el 

agonista y contribuir de manera importante en la desensibilización heteróloga (Lohse et al. , 

1993). 
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La Proteína cinasa C (PKC) 

La proteína cinasa C representa una familia de al menos 12 proteínas con actividad 

de cinasa sobre residuos de serina/treonina. Las isoformas de la PKC participan, como ya se 

mencionó anteriormente, en las cascadas de transducción activadas por la acción hormonal , 

neuronal y por factores de crecimiento. En las células de mamífero las isoformas de la PKC 

están codificadas por 1 O genes, las isoformas ~I y ~11 son el resultado del procesamiento 

alternativo de dichos genes. De acuerdo a su estructura y a su regulación por cofactores las 

PKCs se clasifican en tres grupos: (1) las PKCs convencionales (cPKC): a, ~I, ~11 y y son 

dependientes de Ca2
+ y activadas por la fosfatidilserina (PS) y el segundo mensajero DAG, 

además son blanco de los ésteres de forbol (TPA), que son compuestos diterpénicos con 

una estructura muy similar a la del DAG que se intercalan en la membrana activando 

fácilmente a Ja PKC; (2) las PKCs nuevas (nPKC): o, E, ri y 8 son independientes de Ca2
+ y 

reguladas por PS y DAG y son también activadas por TPA y (3) las PKCs atípicas (aPKC): 

t , /..... y ~ son independientes de Ca2
+ y no requieren del DAG para su activación, aunque la 

PS regula su actividad y no responden a la activación por los ésteres de forbol, ver Tabla 2 

(Hofmann et al., 1997; Mellar et al., 1998). 

Las isoformas de la PKC están distribuidas ampliamente en Jos tejidos de 

mamíferos, aunque algunas isoformas se encuentran en tejidos específicos, como por 

ejemplo la PKC 8 que está presente en músculo esquelético y en las células 

hematopoyéticas; la PKC y que está restringida al sistema nervioso central y la PKC13 que 

está presente en las células de los islotes pancreáticos, los monocitos, el cerebro y tejidos de 

la retina, ver Tabla 2 (Kanashiro et al., 1998). 

Estructuralmente, las diferentes isoformas de la PKC están formadas por una sola 

cadena polipeptídica, construida por dos dominios que están unidos por una región 

hipervariable (región bisagra) : el dominio regulador formado por Ja región amino-terminal 

y el dominio catalítico que comprende el carboxilo terminal; cada uno de estos dominios 

tiene regiones altamente conservadas así como regiones variables. En Ja literatura existen 

diversas evidencias de la participación de Ja PKC en Ja regulación de Jos receptores a 1b­

adrenérgicos (Alcántara-Hernández et al., 2001 ). 
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Tabla 2 

ISOFORMAS DE LA PKC EX P RESADAS EN TE JID OS DE 

M AM IFER O S 

PK C S U BES P EC IE S A C TIVA DO RES E XPRES IO N 

a A mplia 
Con v en c iona les PI Ca 2• , DAG , PS , FFA , C iertos Tejidos 

(c P KC) p 11 LysoPC Diferentes Tejidos 

y Cerebro 

DA G , PS , 

N u ev a s 
o DA G , PS, FFA, PIP 3 Amplia 
E DA G, P IP3 , P S , Cereb ro y otros Teji dos 

(n P K C ) r¡ (L) SUL FATO DE Pie l, Pu lmón , Coraz ón 
COLEST EROL 

e P S, ? M úscu lo, Células T , etc. 

A tí p icas µ PS , ? Células NRK 

(aP K C ) s PS , FFA, PIP 3 ? Am plia 

/c (i) PS , ? Diferentes Tejidos 

DAG : Dia ci lg li cero l; PS · Fosfa tidil serina ; FFA : Ac . Grasos c is -ln sa tu rados: LysoPC : 
Lisofos fatidil co lin a ; P IP3: Fosfa t id il inosit o l 3.4.5. tri s fosfato . 
To m ad a d e R e n dón - Huer ta e t a l. , 200 1 
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En nuestro laboratorio, empleando hepatocitos de rata que expresan estos receptores 

hemos tratado a las células con los ésteres de forbol (TP A) para activar de forma directa a 

la PKC y hemos observado que la respuesta a 18-adrenérgica se bloquea (Corvera et al., 

1984; García-Sáinz et al. , 1985). Este efecto fue también comprobado en células DDT1-

MF2 donde se demostró la fosforilación del receptor a 18-adrenérgico inducida por los 

ésteres de forbol. La capacidad de los ésteres de forbol para activar de forma directa a la 

PKC ha sido estudiada en las células Rat-1 en las cuales se han expresado a los receptores 

a 1b-adrenérgicos de hámster (Diviani et al. , 1997; Vázquez-Prado et al., 1997). 

Los estudios de la estructura de los receptores a 1-adrenérgicos han permitido 

determinar que el carboxilo terminal del receptor tiene los sitios consenso para la 

fosforilación por la PKC, tal fosforilación ocasiona la desensibilización del receptor a 18-

adrenérgico (Lattion et al., 1994). En estudios en el receptor a 1b-adrenérgico humano 

expresado en fibroblastos de ratón se determinó que el receptor a 1b-adrenérgico es 

fosforilado por la acción del TP A (García-Sáinz et al., 1996). 

Estudios realizados en diferentes sistemas de transducción de señ.ales han señ.alado a 

la familia de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3-K), como un grupo de enzimas importantes 

que pueden ser reguladas por diferentes estímulos en respuesta a factores de crecimiento y a 

citocinas. En los añ.os recientes se han reportado a los lípidos fosforilados por estas enzimas 

en la posición 3-0H, como moléculas importantes que actúan como segundos mensajeros y 

que pueden de manera directa o indirecta regular la actividad de diferentes proteínas 

cinasas con actividad sobre residuos de serinas/treoninas, incluyendo a isoformas de la 

PKC, la cinasa p70 S6 y la PKB/Akt (Duronio et al. , 1998). 
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la Fosfatidilinositol 3-Cinasa (Pl3-K) 

Algunas rutas de señalización convergen y son reguladas por la enzima fosfatidil 

inositol-3 cinasa (PI3-K, por su nombre en inglés Ehosphoinositide J-kinase). La PI3-K 

cataliza la reacción de fosforilación del -OH en la posición 3' del anillo de inositol del 

lípido fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato y es uno de los mediadores de diferentes 

señalizaciones. Los lípidos fosforilados son producidos en la membrana celular como 

resultado de la activación de diferentes señales de transducción y estos lípidos fosforilados 

ayudan a reclutar y a activar a varios componentes de las vías de señalización. La 

activación de la PI3-K produce la fosforilación del lípido de membrana fosfatidilinositol-4-

5-bisfosfato [PI( 4,5)P2] a fosfatidilinositol-3-4-5-trisfosfato [PI(3,4,5)P3]; por lo tanto, esta 

enzima fosforila en la posición 3 del anillo de inositol, en respuesta a la estimulación de la 

célula por un grupo de hormonas y factores de crecimiento que permiten el inicio del ciclo 

celular, la migración y la sobrevivencia. La señal de la PI3-K finaliza con la degradación 

del [PI(3,4,5)P3] por al menos dos tipos diferentes de fosfatasas: las fosfatasas que tienen 

homología con Src 2 y las fosfatasas PTEN. Los lípidos producidos por la PI3-K no son 

sustratos para la enzima PLC. Existen múltiples isoformas de las PI3-K, que pueden ser 

divididas en tres clases con base a su estructura y su especificidad por el sustrato 

(Vanhaesebroeck et al., 1997; Fruman et al., 1998; Wymann et al., 1998). 

Clase I de la f osf atidil inositol 3-cinasa 

La clase I de las PI3-Ks son heterodímeros compuestos por una subunidad catalítica 

de - 11OkDa(p11 O) y una subunidad adaptadora/reguladora de 85 kDa (p85). Estas PI3-Ks, 

in vitro, pueden utilizar como sustrato al fosfatidilinositol [PI], al fosfatidilinositol 4-fosfato 

[PI( 4 )P] y al fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato [PI( 4,5)P2]. En las células, sin embargo, 

parecen preferir al [PI( 4,5)P2], lo que da por resultado el fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato 

[PI(3,4,5)P3]. La clase I de las PI3-Ks se subdivide en dos subclases de enzimas, la IA y la 

I8 , que intervienen en la transducción de la señal cascada abajo de los receptores con 

actividad de cinasa de tirosina y de los receptores acoplados a proteínas G, 
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respectivamente. La clase 1 de las PI3-K se unen a las proteínas G monoméricas como Ras, 

pero aún no es muy claro el papel de dichas interacciones. 

Clase JA de la fosfatidilinositol 3-cinasa 

Los mamíferos presentan tres isoformas de la subunidad catalítica (p 11 Oa, p 11 op y 

p 1108, codificadas por tres genes diferentes) y al menos siete proteínas reguladoras. Las 

subunidades p 11 Oa y p 11013 están ampliamente distribuidas en los tejidos de los 

mamíferos, mientras que la distribución de la p 1008 es más restringida y se encuentra 

solamente en los leucocitos (V anhaesebroeck et al. , 1997). 

La subunidad reguladora, llamada generalmente proteína p85, de la que han sido 

purificadas y clonadas dos isoformas la p85a y la p85j3, no tiene actividad enzimática y 

estructuralmente está compuesta de varios dominios homólogos a otras proteínas 

implicadas en la transducción de señales; tanto la p85a como la p8513 tienen una región N­

terminal, que presenta un dominio con homología con src 3 (SH3); dos o tres segmentos 

ricos en prolinas; una región que presenta homología con las proteínas con actividad de 

GTPasa de la familia rho de las proteínas G pequeñas y dos dominios con homología con 

src2 (SH2), cuya función es interactuar con la región catalítica N-terminal de la subunidad 

pl 10 (Fruman et al.,1998). Varios grupos han reportado que algunos ligandos que activan a 

las proteínas G, estimulan la actividad de las PI3-K clase IA, lo cual podría explicarse por la 

inducción de la actividad de cinasas de tirosina vía proteínas G. (Rameh et al. , 1999). Por 

otra parte, parece ser que la p 1 1013, pero no la p 11 Oa o la p 1108, puede ser activada 

directamente por el complejo py in vitro (Vanhaesebroeck et al. , 1997). 

Clase I B de la f osfatidilinositol 3-cinasa 

La única PB-K de la clase Is identificada a la fecha es la formada por el 

heterodímero de la subunidad catalítica p 11 Oy con la subunidad reguladora de -1 O l kDa 

(p 1O1) de la cual no se ha encontrado una proteína con una secuencia homóloga. El 

heterodímero p 11O/p1O1 es activado por el complejo formado por las subunidades j3y del 

heterotrímero de las proteínas G y la p 1O1 es indispensable para la respuesta (Krugmann et 

al., 1999). Algunos reportes muestran que la clase Is de las PB-K es la responsable de la 
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activación de la subunidad Ga (Stoyanov et al ., 1995; Murga et al. , 1998). Esta clase PI3-K 

Is se encuentra al parecer únicamente en mamíferos, con un patrón de distribución muy 

restringido (sólo se encuentra en los leucocitos). Esto podría explicar por qué Jos receptores 

activados por proteínas G no inducen la activación de la PI3-K en todos los tipos celulares. 

Sin embargo, la generación del [PI(3 ,4)P2]/[PI(3,4,5)P3 vía la clase Is es menos usada que 

la vía de la clase IA. La clase Is emplea como sustratos in vitro: [PI], [PI( 4)P] y [PI( 4,5)P2], 

pero in vivo sólo al íPT( 4,5)P2]. 

Clase II de la f osf atidilinositol 3-cinasa 

La clase 11 de las PI3-K está formada por proteínas de ~ 170-21 O kDa, que tienen 

una característica distintiva ya que contienen un dominio e2 en su e-terminal (Tabla 3). 

Este dominio e2 puede unir fosfolípidos de forma independiente de ea2
+ in vitro debido a 

que les falta un residuo crítico (aspártico ), presente sólo en los dominios que unen lípidos 

de manera dependiente de ea2
+. Estas proteínas tienen también un dominio denominado 

PIK y un dominio catalítico, él que presenta una similitud de 45-50% con el de la clase I de 

las PI3-K. 

Los genes de las cinasas clase II han sido clonados de humano y de ratón, así como 

de D. melanogaster, D. discoideum y C. elegans cuya región e-terminal tienen homología 

con los dominios e2. Otras proteínas con dominios e2 son algunas isoformas de la PKe. 

Una característica de algunas de las enzimas clase II de las PI3-K (PI3K-2a y p) es que 

pueden utilizar ea2
+ I A TP para su actividad de cinasa in vitro. 

La clase II de las PI3-Ks utilizan como sustratos in vitro: al [PI], al [PI(4)P] y al 

[PI( 4,5)P2], pero in vivo no es muy claro qué lípidos utilizan. La clase II de las PI3-Ks es 

activada por la insulina, el factor de crecimiento epidérmico, el factor derivado de 

plaquetas, las integrinas y las quimocinas. Los mecanismos mediante los cuales se da tal 

activación no han sido esclarecidos. A diferencia de la clase I de las PI3-Ks que se 

mantienen en el citosol, la clase lI de las PI3-K se. encuentran asociadas a la membrana de 

las células predominantemente. Los mamíferos tienen tres isoformas de la clase II 

(Pl3Ke2a, p y y) las cuales son producidas por genes distintos. Las isoformas Pl3Ke2a y 

Pl3Ke2p tienen una distribución ubicua, en cambio la Pl3Ke2y sólo se encuentra en el 

hígado. 
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Clase 111 de la fosfatidilinositol 3-cinasa 

La clase III de las PI3 -Ks son proteínas homólogas a la proteína de levadura 

vesicular Yp34p y utilizan únicamente al [PI] como sustrato tanto in vivo como in vitro. 

Ellas son las responsables de la generación del [PI(3)P] . El nivel de este lípido al parecer 

permanece constante en las células. Esta clase está formada por una sola subunidad 

catalítica identificada en todas las células eucariontes, tanto en las levaduras como en los 

mamíferos; esta subunidad se encuentra formando un complejo con una proteína cinasa con 

actividad de Ser/Thr (V ps l 5p en levadura y p 150 en mamíferos). En la Tabla 3 se resumen 

las características de las diferentes clases de la fosfatidilinositol 3-cinasa. 

lnhibidores de la Pl3-K 

Con el descubrimiento de inhibidores de la actividad de la PB-K fue posible 

describir la función de la PI3-K en varios sistemas de señalización. La wortmanina es un 

inhibidor potente y selectivo, generado por un hongo como un metabolito, este compuesto 

modifica irreversiblemente el dominio catalítico de la PI3-K e inactiva a la enzima (Arcaro 

et al., 1993; Yano et al., 1993). La wortmanina inhibe a la Pl3-K dentro del orden 

nanomolar. Otro inhibidor sintético también muy empleado para bloquear los efectos de la 

actividad de la enzima es el L Y-294002, aunque es menos potente que la wortmanina para 

bloquear el efecto de la activación de la enzima (Vlohos et al ., 1994). 

Como la mayoría de los inhibidores, la wortmanina tiene efectos inespecíficos, que 

pueden causar problemas para interpretar los resultados. Por ejemplo, fue reportado que en 

varios tipos celulares la wortmanina bloqueaba parcialmente la activación de la cinasa 

activada por mitógenos (MAPK) inducida por diferentes maneras de estimulación, lo que 

sugería una participación de la PI3-K para activar a la MAPK en la señal dependiente de 

ras y p21 (Welsh et al ., 1994; Cross et al., 1994; Sakanaka et al 1994) 
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Tabla 3 

Pl3K de Mamíferos 
------------ ------------------------------------------------------------- --------------------------------------------------------------- ------------------------------ --------------------------------------- -- ----

Subunidades 
Reg ulación Substratos lipídicos 

cataliticas adaptadoras in vitro ; in vivo ¡ 

IA 
p85a Cinasas de Fos fato de 

• • ~ p110 o.. fl. li P85fl tiros inas y Ras inos itol 

P 55y 
Fosfato de Fosfato de 
inos itol-4 - inos itol-4 .5-

Proteinas G fosfato bifos fa to • • C=:J p11 0y p101 
heterot rimé ricas 

B y Ras Fosfato de 
inositol-4 ,5-
bifosfato 

11 
Cinasas de Fosfato de 
tiros inas ? inositol 

Pl3K-C2o.. ? Proteínas G Fosfato de ') 

C==:J • [l. c5 heterotrimé ricas inositol-4 -
y Ras? fosfato 

no Ras Fosfato de 
inositol-4,5 -
bifosfato 

111 
Constitutiva? Fosfato de Fos fa to de 

inositol inositol 

Análogos p150 

Vps34p 

• Dominio de unión • Dominio de uni ón a Ras ~ C2 C==:J PIK Dominio Principal de cinasa 

Clases de Pl3Ks. Características de las subunidades cata líticas de heterod ímero que fo rman las subunidades. (Tomado de Ca ntley et a l. , 200 1) 
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El empleo de los dos inhibidores que bloquean la actividad de la PI3-K, así como el 

análisis cuidadoso de las concentraciones que se emplean para construir las curvas de 

concentración efecto inhibidor son de gran ayuda para relacionar su efecto bloqueador 

sobre algún evento celular de interés. Con la ayuda de estos inhibidores los estudios de la 

participación de la PB-K se han incrementado y han mostrado que la PB-K es activada en 

respuesta a la mayoría, pero no a todos los factores de crecimiento y además, toma parte en 

la regulación de numerosas vías de señalización. Por ejemplo, las proteínas señal con 

dominios homólogos a plekstrina (PH), son activadas por la interacción directa al 

[PI(3,4,5)P3], como las Akt cinasas con actividad de serina-treonina (también llamadas 

proteínas cinasas B) y las cinasa 1 dependiente de fosfoinosítidos (PDK 1 ). La asociación 

con el [PI(3 ,4,5)P3] en la membrana ocasiona que la Akt esté más próxima a la PKD 1, lo 

que facilita la fosforilación de la Akt por la PKD 1 (Lawlor et al. , 2001 ). La PKC¿; es 

activada por el [Pl(3 ,4,5)P3). En estudios realizados in vitro se vió que el [Pl(3,4,5)P3] es 

capaz de activar a varias isoformas de la PKC, tales como las isoformas atípicas 

8, E, 11, y¿; e incluyendo a la forma convencional, PKCa. En una línea celular 

hemapoyética humana, la PB-K es capaz de asociarse con la PCK8 y PKCE, así como en 

plaquetas (Nakanishi et al., 1993). 

La Familia del TGF-~ 

El factor de crecimiento transformante p "TGF-P" (por sus siglas del inglés 

Iransforming Growth Eactor 1D son péptidos involucrados en el control de importantes 

funciones como la proliferación, la diferenciación, la migración celular, la reparación de 

tejidos, el desarrollo embrionario, la respuesta inmune y la muerte celular entre otros 

(Massagué et al., 2000; ten Dijke et al., 2002). 

El TGF-P forma parte de una gran familia de péptidos extracelulares que se 

encuentran relacionados estructuralmente, en la familia se incluyen a los TGF-ps, a las 

activinas, a las proteínas morfogénicas de hueso (BMPs) y a los factores de crecimiento y 

diferenciación (GDFs) entre otros. Sus homólogos han sido identificados en Drosophila 

melanogaster (dpp, Gbb/60~ srew, y dActivin) y en Caenorhabditis elegans (daf 7, db/-1 

unc-129 y tig-2). Los integrantes de la superfamilia comparten, además de las 
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características estructurales, los mecanismos de síntesis y de señalización (Zimmerman et 

al., 2000). 

En un prmc1p10 el TGF-P fue identificado y nombrado con base en las 

observaciones en las que el TFG-P estimulaba la proliferación celular en los fibroblastos en 

cultivo. Sin embargo, estudios posteriores mostraron que estas moléculas son en su mayoría 

potentes inhibidores del crecimiento y de la división celular en varios tipos celulares. La 

familia del TGF-~ es ahora conocida ampliamente como una familia de proteínas que 

inhiben el crecimiento; las moléculas que componen cada uno de los pasos de la vía de 

señalización han sido identificadas como supresoras de tumores (Massagué 2000). 

Porque la señal del TGF-P ha sido generalmente asociada a un efecto negativo sobre 

el crecimiento celular y por que la inactivación de esta señal contribuye a la generación de 

tumores. Se ha observado que las mutaciones tanto, en la familia de receptores para TGF-P 

como en las proteínas Smad resultan en tumores, como por ejemplo, en la mayoría de los 

cánceres gastrointestinales se ha encontrado que el receptor tipo II es inactivo; otro ejemplo 

muestra que al menos en la mitad de los carcinomas pancreáticos la proteína Smad 4 se 

encuentra mutada (Shi et al., 2003). Muchos otros desórdenes somáticos o hereditarios son 

el resultado de mutaciones o un mal funcionamiento de la señal del TGF-P por lo que las 

alteraciones en las moléculas que conforman la cascada de señalización del TGF-P han sido 

implicadas en varias enfermedades humanas, tales como: los desórdenes vasculares, las 

enfermedades auto-inmunes y el cáncer (Bloobe et al. , 2000). 

El primer miembro de la familia del TGF-P se descubrió hace aproximadamente 20 

años. A la fecha se han descrito tres isoformas del TGF-P expresadas en los mamíferos, 

que son: el TGF-P 1, el TGF-P2 y el TGF-P3 . Estas isoformas están codificadas en tres 

cromosomas diferentes (en el humano en los cromosomas: l 9q 13, 1 q4 l y 14q24 

respectivamente). La isoforma TGF-P4 se expresa en el pollo y la isoforma del TGF-PS se 

encuentra en Xenopus . La secuencia de aminoácidos de los TGF-P se encuentra muy 

conservada entre las especies (de un 97% entre varias especies de aves y mamíferos) 

(Massagué 1990; Kingsley et al. , 1994) 

Todas las isoformas del TGF-P se sintetizan como precursores diméricos que se 

secretan al medio extracelular como moléculas inactivas, de las cuales se originan los 
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TGF-Ps maduros que son activos. Cada cadena del dímero es sintetizada como un precursor 

de 390 a 412 aminoácidos que se une a diversas proteínas de membrana con alta afinidad. 

Los 112 residuos localizados en el extremo carboxilo terminal constituyen la forma 

madura del TGF-P, la cual contiene nueve cisteínas; mientras que, los residuos restantes 

localizados en la porción amino tenninal forman el péptido asoc iado a la latencia LAP 

(TGF-P Latency Associated Protein). Este precursor tiene las características de un 

polipéptido secretor, contiene un péptido señal que permite su translocación a través del 

retículo endoplásmico y está glicosilado (Massagé, 1998). 

El proceso proteolítico del pro-TGF-P está mediado por endopeptidasas como la 

furina (Dubois et al., (1995). El sitio de corte del precursor son cuatro aminoácidos básicos 

precedidos inmediatamente del dominio con actividad biológica. La región amino de la 

LAP no se requiere para la actividad biológica del TGF-p, pero juega un papel importante 

en mediar el correcto plegamiento y dimerización de las regiones maduras. Las dos cadenas 

de polipéptidos del pro-TGF-P unidas mediante un puente disulfuro permanecen unidas al 

dímero LAP por interacciones no covalentes. A este complejo se le llama TGF-P latente 

pequeño. El complejo TGF-P latente grande se refiere a un complejo que además contiene a 

una de las cuatro proteínas de unión al TGF-P latente (LTBPs, proteínas de unión al TGF­

p latente), mediante uniones covalentes al LAP, ver Figura 4. Las L TBPs tienen un papel 

central en el procesamiento y la secreción de los TGF-Ps. Las proteínas L TBPs pertenecen 

a la familia de las L TBPS/fribrilinas, las cuales son proteínas de la matriz extracelular, ver 

Figura 4. 

Los TGF-Ps son producidos por Ja mayoría de las células en forma de complejos 

latentes que no son capaces de asociarse con los receptores del TGF-P y transmitir la señal. 

Las mutaciones en el dominio LAP producen una retención intracelular del TGF-p, lo que 

demuestra que la asociación del TGF-P con el LAP es un requerimiento esencial para la 

secreción del TGF-P (Roberts, 1998). Los complejos latentes están asociados a la matriz 

extracelular en las líneas celulares en cultivo. 

La activación del complejo TGF-P latente in vivo se lleva a cabo por una gran 

variedad de moléculas, desde protones hasta proteasas. La activación proteolítica del TGF­

p latente es producto de la actividad de enzimas como la plasmina, las MMP-2/9, estas 

proteínas pertenecen a la familia de proteasas de serina y metaloproteasas respectivamente 
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(Annes, et al., 2003). Además la activación in vivo también implica la participación de una 

proteína de matríz extracelular llamada trombospondina-1 , el mecanismo involucra la unión 

del LAP por medio de la secuencia LSKL localizada cerca de la región amino terminal , con 

la secuencia KRFK de la trombospondina-1 y al parecer esta interacción trombospondina-

1-precursor latente produce un arreglo conformacional del LAP que permite la activación 

del TGF-P (Murphy-Ullrich et al., 2000). 

La activación del TGF-P latente se lleva a cabo in vilro por calentamiento a 85ºC 

por 1 O min por una disminución del pH (1.5) por detergentes o por Ja acción de enzimas 

proteolíticas como la furina o la plasmina (Annes et al. , 2003). 

Todas las isoformas del TGF-P ejercen su acción biológica a través de la formación 

de complejos específicos con los receptores tipo lI y I que tienen actividad de cinasa sobre 

residuos de serina y treonina. 

Existen otras dos glicoproteínas que atraviesan la membrana, el receptor tipo III ó P­

glicano y la endoglina, que ayudan al control de la interacción del TGF-P con sus 

receptores . 
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Pro-TGF-(3 

Prodomino 

O -·· -- RXXR1 ... v"'\.i\.i L\.i "w 1 

0 RXXRIC CCcc cccc 1 
Sccuc1acia 

Líder 

LLC[ 

Secreción 

Complejo latente de TGF-P 

LAP TGF~ 

Factor 
Maduro 

MEC 

Figura 4. Precursor y forma latente del TGF-~. El TGF-P es secretado como un precursor fonnado por una secuencia líder N-tenninal, un prodominio y un 
dominio activo, factor maduro, que contiene nueve cisteínas (C). En la secuencia RXXR se encuentra el sitio de corte para dejar libre al factor maduro. Al ser 
cortado el prodominio (LAP) permanece asociado con el dímero del TGF-p, por uniones no covalentes, formando un complejo latente denominado complejo 
latente pequefio (SLC). Este complejo se une a la proteína LTBP a través de puentes disulfuro, formando el complejo latente grande (LLC). El LLC se une a la 
matriz extracelular (MEC). (Tomado y modificado de Koli et al., 2001) 
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Los receptores para el TGF-~ 

Los receptores pertenecen a la familia de receptores con actividad de 

serina/treonina. Actualmente se han detectado doce miembros de estos receptores en el 

gemona humano: siete para el receptor tipo I y cinco para el tipo II (Manning et al., 2002). 

Los receptores tipo 1 y 11 son proteínas transmembranalcs, formadas por alrededor 

de 500 aminoácidos, ambos tipos de receptores tienen actividad de proteína cinasa sobre 

residuos de serina/treonina y participan directamente en la transducción de la señal del 

TGF-p, mientras que los receptores tipo III ayudan a la interacción del ligando con el 

receptor tipo II . El receptor II es una cinasa activa constitutivamente y su interacción con 

su ligando favorece la formación del complejo heteromérico con el receptor l. El receptor 1 

requiere del receptor 11 para unir al TGF-p. Por otro lado, el receptor 11 puede unir de forma 

independiente al TGF-P pero requiere de la presencia del receptor 1 para la transducción de 

la señal. El TGF-P se une directamente al receptor II. El TGF-P unido al receptor 11 es 

reconocido por el receptor 1, formando un complejo heterotetramérico. El receptor I es 

entonces fosforilado por el receptor 11 en los residuos de serinas y treoninas de la secuencia 

TTSGSGSG del dominio GS (Wrana et al. , 1994) que conlleva a la fosforilación y 

activación de la cinasa del receptor 1, la cual tiene como sustratos a las proteínas Smad, que 

son el equivalente a los segundos mensajeros en la vía de transduccion de la señal del TGF­

p, ver Figura 6. Las proteínas Smad fueron descubiertas a través de estudios genéticos en 

D. melanogaster y C. elegans (Attisano et al., 2000). El nombre de Srnad se originó de la 

fusión de Mad y Sma, proteínas de D. melanogaster y C. elegans, respectivamente 

(Derynck et al., 1996). 
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Las proteínas Smads 

Las proteínas Smads están formadas por cadenas de polipéptidos de alrededor de 

400 a 500 aminoácidos de longitud, y su secuencia se encuentra muy conservada entre 

ellas, así como entre las especies, con una similitud particularmente alta en los dominios N­

terminal MH 1 y el C-terminal MH 2 y una similitud variable en la región de unión "linker" 

(Heldin et al. , 1997; Massagué 1998). 

Las Smads son divididas funcionalmente en tres distintas subfamilias: Smad 

regulada por receptor, R-Smad; Smad comunes, Co-Smad y Smad inhibitorias, I-Smad. 

La activación de la señal del TGF-P comienza por la unión de una citocina 

específica a un par de receptores transmembranales, produciéndose una activación por 

fosforilación en los dominios citoplásmicos de los receptores con actividad de proteína 

cinasa en residuos de serina/treonina, ver Figura 5 (Wrana et al. , 2000), entonces los 

receptores tipo I fosforilan a las R Smad. 

La subfamilia de las R-Smads puede ser dividida en dos grupos: las BMP-Smads y 

TGF-P/activina-Smad. Mientras que las Smads 1, 5 y 8 son fosforiladas por los receptores 

tipo 1 activados por las BMPs; las Smads 2 y Smads 3 son activadas por el TGF-P y la 

activina. 

Las Co-Smads pueden formar complejos heteroméricos con todas las R-Smad 

activadas por fosforilación y son entonces componentes compartidos en el mecanismo de 

transducción de la señal del TGF-p, de las activinas y de las BMPs. La única Co-Smad 

aislada en mamíferos es la Smad 4. En Xenopus se han identificado dos Co-Smads; la 

Smad 4a y la Smad 4p (también llamada Smad 1 O) (Howell et al., 1999; LeSueur et al. , 

1999; Masuyama et al., 1999). 

Las 1-Smads inhiben la señal de la familia del TGF-p, evitando la activación de las 

R-Smad y Co-Smad ( Hayashi et al. , 1997). Las 1-Smads descritas a la fecha son dos, la 

Smad 6 y la Smad 7 también denominadas anti-Smads, ver Figura 6. 
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Figura S. Familia de las proteínas Smads. El árbol filogenético de las proteínas Smads en 
vertebrados. El esquema muestra la similitud en la secuencia de las tres subfamilias de las 
proteínas Smads. Las R-Smads (Smads activadas por el receptor) y las C-Smads (Smads 
comunes) tienen dominios conservados en la región amino terminal (MH 1) y en la región 
carboxilo terminal (MH2) y una región que los separa llamada región de unión. Las 1-
Smads (Smads inhibitorias) también llamadas anti-Smads. En la región MH2 se encuentra 
el sitio de fosforilación de las R-Smads en la secuencia SXS. Los motivos PY (región rica 
en prolinas; el asa L3 en las R-Smads que es importante para la interacción con el receptor 
tipo I; La horquilla J3 y la Hélice 1 son importantes para la interacción con el DNA o con 
las proteínas (Tomado de Itoh et al., 2000) 

COOH 

La activación por fosforilación de la Smad 2 o la Smad 3, permite que formen complejos 

estables con la Smad 4, estos complejos son capaces de llevar la señal del TGF-J3 al núcleo 

celular y con ello regular las respuestas transcripcionales positivas o negativas del TGF-J3. 

La capacidad del complejo formado por las Smads para activar el proceso de transcripción, · 

resulta también de su capacidad funcional para interactuar con otros factores 

transcripcionales, así como la interacción directa con otras secuencias promotoras. Estos 

dos requerimientos para la interacción con el DNA y los otros factores de transcripción, son 

los que le proporcionan la selectividad hacia los diferentes blancos de la transducción de 
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señal promovida por las Smads, ver Figura 6. El mecanismo de finalización de la señal del 

TGF-J3 implica la ubiquitinización de las Smads en el núcleo. La ubiquitina ligasa regula 

los niveles basales de la Smad 1 (Zhu et al. , 1999), mientras que la Smad 2 en el núcleo es 

blanco de ubiquitinización y por lo tanto de degradación por medio de la formación de 

proteosomas terminando su función (Lo y Massague, 1999). 

Regulación cruzada entre el sistema de señalización del TGF-J3 y otras vías 
de señalización. 

Además de la inhibición producida por la asociación de la Smad 7 al receptor 1 de 

forma tal que evita la fosforilación de otras Smads, otras vías también pueden regular la vía 

de señalización del TGF-J3, por lo que otras cinasas pueden fosforilar a las Smads. Las 

Smads presentan sitios de fosforilación para las MAP cinasas de la familia Erk 

(Kretzschmar et al., !'997), para la proteína cinasa II dependiente de Ca2+/calmodulina 

(Wicks et al. , 2000) y para la PKC. No es extraña la existencia de dicha regulación a través 

de diferentes vías de señalización como la de las activinas y la de las BMPs que regulan el 

desarrollo embrionario y la diferenciación de tejidos, se sabe que estos efectos pueden ser 

regulados también por otras vías de señalización. 

En el ámbito molecular, el sistema de las Smads converge con la vía de señalización 

de los receptores con actividad cinasa de tirosina en respuesta a los factores de crecimiento, 

con la consecuente estimulación del sistema de cinasas activadas por mitógenos (MAPK), 

ya que por ejemplo, la activación de los receptores para el factor de crecimiento epidérmico 

(EGF) y el factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF) producen la fosforilación de la 

Smad 2 mediante la activación de sus receptores con actividad cinasa de tirosina. La Smad 

2 puede ser activada también por la vía de las MAPKs cinasas 1 (MAPKK-1), una proteína 

cinasa de c-Jun activada por estrés en el sistema SAPK/JNK (de Caestecker et al. , 2001 ). 

Otro ejemplo es la fosforilación de la Smad 1 por la proteína cinasa MAP/Erk, la que inhibe 

la translocación de la Smad 1 al núcleo, lo que sugiere que la activación de los receptores 

con actividad cinasa de tirosina inhiben la señal inducida por la BMP (Nakasima et al. , 

1999). 
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Figura. 6 Esquema del mecanismo de la señal de traducción del TGF-P/Smad. Por la acción de un ligando (TGF-P) se induce la 
formación de un complejo y la activación de los receptores tipo 1 y tipo 11, las R-Smads son fosforiladas y forman complejos 
heterodiméricos con las C-Smads, migrando hacia el núcleo donde controlan la expresión de genes blanco en un tipo de célula de 
manera específica. Las Smads no activadas pueden ser retenidas en el citoplasma por los microtúbulos (MT). La proteína SARA 
(~mad ª1}chor for receptor ªctivation) ayuda a anclar a la Smad para ser activada por el receptor, es un miembro de las proteínas 
asociadas a la membrana que contiene dominios FYVE. La modulación transcipcional por las Smads se consigue a través de la 
formación de los complejos. La fosforilación de las Smads deja libre a la Smad de SARA e induce la formación del complejo de una 
CoSmad y dos R-Smads. Aunque otra estequiometría no puede ser excluída. (ltoh et al., 2000; Wrana 2000). 
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Regulación cruzada entre el TGF-P y los receptores acoplados a proteínas G 

Los ejemplos anteriores nos muestran una regulación cruzada, cross-ta/k, entre otras 

vías de señalización con el TGF-p, tales como la vía activada por factores de crecimiento, 

cuyos receptores con actividad cinasa de tirosina son capaces de regular la señal del TGF-p, 

a través de las Smads, mientras que el TGF-P afecta a otros sistemas de transducción como 

el sistema de receptores acoplados a proteínas G, en donde la PKC tiene un papel regulador 

muy importante en las respuestas celulares, como por ejemplo, la regulación del 

metabolismo, la secreción y la proliferación celular. La PKC constituye un elemento 

importante en el sistema de sefialización hormonal de los receptores acoplados al sistema 

de recambio de fosfoinosítidos/Ca2+; esta enzima actúa a través de fosforilaciones en 

residuos de serina y treonina, como un puente bioquímico que comunica a diferentes 

sistemas de transducción. Algunas de las evidencias de una posible regulación cruzada 

entre los receptores del TGF-P y los receptores acoplados a proteínas G se proporcionan a 

continuación: en células de músculo liso de tráquea de humano y en fibroblastos de corazón 

que expresan a los receptores P-adrenérgicos, el TGF-P disminuye la acumulación del 

segundo mensajero adenosín monofosfato cíclico (AMPc), producido por el isoproterenol , 

un agonista P-adrenérgico, así como también disminuye el número de receptores P­

adrenérgicos (Nogami et al., 1994; Iisuka et al. , 1995). En estudios en la línea celular A549 

de carcinoma de pulmón humano, se demuestra que el TGF-P activa la expresión de genes 

de la matriz extracelular (PAI-1) a través de un mecanismo en donde participa la 

fosfolipasa C de la fosfatidilcolina y la PKC (Halstead et al ., 1995; Ignotz et al. , 2000). En 

los fibroblastos Rat-2, el TGF- p induce la activación del elemento de respuesta a suero de 

e-Jos (c-fos SER), mediante un mecanismo de transactivación en donde participa la PKC 

(Sung et al ., 1999). Más recientemente en los astrocitos de rata, el TGF- p regula los 

canales rectificadores de K+, Kir2.3 , a través de la participación de la PLC y de la PKC-8 

(Perillan et al., 2002). En las células MvILu la activación directa de la PKC por el PMA 

induce una fosforilación de la Smad 3, inhibiendo su función como factor de transcripción 

(Yakymovych et al., 2001). Por otra parte se ha reportado que el PMA induce la activación 

de Erk para mediar la fosforilación de Smad 3 activando la señal (Biggs et al ., 1999). 
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Además se ha encontrado una gran actividad de la PKC en células de cáncer humano. 

Como ya se mencionó anteriormente la PKC es un punto muy importante en la regulación 

de las respuestas celulares por lo que esta enzima constituye un elemento clave en el 

sistema de señalización del recambio de fosfoinosítidos/Ca2+. Así como, en la vía de 

señalización de los factores de crecimiento, la cual interactúa con la señal de TGF-p. La 

sobreactivación de los componentes de la vía mitogénica cascada abajo de los receptores 

con actividad de cinasa de tirosina contribuye a la promoción de la carcinogénesis (Toker, 

1998). 

Justificación 

Los receptores acoplados a proteínas G son regulados eficazmente, mediante 

modificaciones postransduccionales covalentes, como la fosforilación y la asociación a 

moléculas reguladoras (GRKs, P-arrestinas), en donde la respuesta a la exposición continua 

del agonista produce una disminución de la respuesta máxima, lo que se denomina como 

desensibilización. El proceso de desensibilización ha sido objeto de un intenso estudio en 

nuestro laboratorio, tanto el proceso mediado por el agonista, como la regulación cruzada 

cross-talk entre otros receptores de siete dominios transmembranales acoplados a proteínas 

G así como los receptores con actividad de cinasa de tirosina. Algunos de los datos que se 

han obtenido en nuestro laboratorio sobre esta regulación cruzada y los receptores a 1b­

adrenérgicos son los siguientes: los receptores para endotelina ET1A, acoplados a Gq1 11 , al 

ser activados son capaces de inducir la fosforilación y la desensibización de los receptores 

a 1b-adrenérgicos vía la activación de la PKC (Vázquez-Prado et al. , 1997); los receptores 

para el ácido lisofosfatídico (LPA), acoplados a G¡, al ser activados por su ligando, son 

capaces de inducir la fosforilación y desensibilización de los receptores awadrenérgicos a 

través de la activación secuencial de la PI3-K y de la PKC (Casas-González et al. , 2000). 

En cambio los receptores para la bradicinina, B2, acoplados a Gq;11 , inducen la 

fosforilación, pero no la desensibilización de los receptores a 1b-adrenérgicos (Medina et al. , 

1998). 

En los estudios con factores de crecimiento como el Factor de Crecimiento 

Epidérmico (EFG) y el Factor Derivado de Plaquetas (PDGF), se observó que también 
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pueden regular la respuesta a1b-adrenérgica. Al activar los receptores para el EGF y el 

PDGF, se aumenta la fosforilación del receptor a 1b-adrenérgico, lo que lleva a una 

desensibilización del mismo (Medina et al., 2000). El mecanismo propuesto para explicar la 

fosforilación de los receptores a 1b-adrenérgicos inducida por el EGF, es a través de la 

participación secuencial de la PIJ-K y de la PKC. En cambio el PDGF utiliza una vía 

diferente para promover la fosforilación del receptor, en la cual los datos señalan que la 

PKC es esencial y la PI3-K no contribuye de manera importante (Medina et al. , 2000). 

Otros grupos han demostrado que la activación de los receptores muscarínicos M3 induce 

la fosforilación y la desensibilización de los receptores a 1b-adrenérgicos por la activación 

de la PKC (Bundey et al. , 2001 ). 

Por otra parte, otros investigadores han demostrado que los receptores a 1b­

adrenérgicos son capaces de modular la respuesta a la interleucina 6, una citocina implicada 

en las funciones como la respuesta inmune, humoral y neuronal. La activación de los 

receptores awadrenérgicos disminuye la acción del factor de transcripción STAT 3, 

activado por la interleucina 6 (Nguyen et al., 1999). 

De tal forma que el interés de esta tesis fue estudiar si la activación de una clase 

diferente de receptores, los receptores para el TFG-~ con actividad de cinasa de 

serina/treonina como los receptores para el TGF-~, era capaz de regular la respuesta a1b­

adrenérgica. 
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Objetivo General 

El objetivo de este trabajo fue estudiar los mecamsmos que participan en la 

regulación heteróloga del receptor awadrenérgico, utilizando como modelo a los 

fibroblastos Rat-1 que por transfección estable expresan a los receptores awadrenérgicos. 

En particular se quiso estudiar la posible regulación cruzada ejercida por la activación de 

los receptores endógenos del TGF-~ sobre los receptores a 1b-adrenérgicos, así como 

establecer el mecanismo por el cual se lleva a cabo la regulación. 

Objetivos Particulares 

1.- Investigar en los fibroblastos Rat-1 si la activación de los receptores para TGF-p, 

que se expresan de forma endógena en este tipo de células, induce un incremento en el 

estado de fosforilación del receptor a 1b-adrenérgico. 

2.- Determinar la participación de las posibles proteínas con actividad de cinasas en 

el proceso de fosforilación del receptor a 1b-adrenérgico, inducido por la activación de los 

receptores para TGF-p. 

3.- Estudiar el papel de la fosforilación en la regulación de la respuesta a 1b­

adrenérgica, determinando si se presenta un patrón de desensibilización por el efecto de la 

activación de los receptores para TGF-p. 

Hipótesis 

Si aJ activar a los receptores para el TGF-P se induce una fosforilación sobre los 

receptores a 1b-adrenérgicos, entonces es posible que exista una desensibilización de la 

respuesta a 1 b-adrenérgica. 
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Materiales y Métodos 

Materiales y reactivos 

El medio modificado Dulbecco 's Eagle ' s (DMEM), el antibiótico G4 l 8, el suero 

fe tal bovino y otros reactivos para el cultivo celular se obtuvieron de Gibco BRL. La (-)­

norepinefrina, la fentolamina, el TPA, los inhibidores de proteasas y los reactivos de uso 

general fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. El Ro 31-8220, el L Y 294002 y la 

Bisindolilmaleimida I fueron de Calbiochem. El [32P]Pi (8500-9120 Ci/mMol); el [2, 3-3H]­

mio-inositol (22.9 Ci/mMol) fueron obtenidos de New England Nuclear Life Science 

Products. La proteína A acoplada a sefarosa se obtuvo de Upstate Biotechnology. El Fura-

2/AM fue de Molecular Probes. El péptido del carboxilo terminal del receptor aw 

adrenérgico fue adquirido de Multiple Peptide Sistems. Los Kits de purificación del DNA 

fueron de Qiagen. El cDNA de receptor a 1b-adrenérgico de hárnster fue donado gentilmente 

por el Dr. Robert J. Lefkowitz. El plásmido SR a-p85 que contiene el cDNA de la mutante 

dominante negativa de la subunidad p85 de la PI3-K, a la cual le falta el sitio de unión a la 

p 11 O, fue proporcionado amablemente por los Drs. Wataru Ogawa y Masato Kasuga (Hara 

et al. , 1994). El TGF-~ 1 fue de RD Systems. 

Cultivo celular 

La línea celular Rat-1 derivada de los fibroblastos de pulmón de rata que expresan 

por transfección estable al receptor a 1b-adrenérgico de hárnster, además de expresar 

endógenamente a los receptores para el TGF-~, fueron donados por el grupo del Dr. R. J. 

Lefkowitz y M. G. Caron (Duke University Medica! Center). Las células Rat-1 y las células 

COS-1 (CRL-1654, A TTC) fueron cultivadas en medio Eagle modificado por Dulbecco 

(DMEM, GIBCO/BRL) con glutamina, con una concentración de glucosa alta, fue 

complementado con 10% de suero fetal de bovino (SFB, GIBCO/BRL) y con los 

antibióticos estreptomicina, 100 µg/ml, penicilina, 100 U/mi, anfotericina B, 0.25 µg/ mi y 

el G418, 300 µg/ml como antibiótico de selección. Las células COS-1 fueron cultivadas en 

condiciones similares a las Rat-1 , sólo que el medio no contenía el antibiótico de selección, 
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el G4 l 8. Las células fueron cultivadas dentro de una incubadora a 3 7 ºC en una atmósfera 

de 95% aire y 5% C02. 

Para todos los experimentos se emplearon células subconfluentes. Las células 

fueron ayunadas de suero 24 h antes de los ensayos de fosforilación, de movilización de 

calcio intracelular (Ca¡2+) y de determinación de la producción de fosfatos de inositol (IPs). 

Transfección de las células COS-1 

Las células COS-1 fueron transfectadas mediante el método de DEAE-Dextran 

( dietilaminoetil-dextran) (Aruffo et al., 1987; González et al. , 1995). Para ello, las células se 

sembraron en cajas Petri de 1 O cm de diámetro y al día siguiente se removió el medio de 

cultivo y las células se lavaron 2 veces con medio DMEM sin suero y se adicionó la mezcla 

de transfección (1 O µg del plásmido, 0.1 mM cloroquina, 0.4 mg/ml DEAE-Dextran). Las 

células se incubaron 2.5 h a 37 ºC en atmósfera de 98% aire y 2% C0 2 (González et al. , 

1995; Vázquez-Prado et al. , 2000). Posteriormente, se les retiró el medio de transfección y 

se incubaron con solución amortiguadora al 10% de DMSO en PBS (v/v) durante 1 min, 

inmediatamente se lavaron dos veces más con medio DMEM sin suero, para después 

agregarles medio DMEM complementado con SFB al l 0% (v/v) con antibióticos. Las 

células COS-1 transfectadas se resembraron al día siguiente en placas de 6 pozos. Las 

células se utilizaron para los ensayos de fosforilación a las 48 horas después de la 

transfección. El día del ensayo se les retiró el medio y se les adicionó DMEM sin suero 

durante 2 h y a continuación se procedió a realizar los ensayos de fosforilación . 

Fosforilación del receptor a1b-adrenérgico 

Las células COS-1 transfectadas y los fibroblastos Rat-1 que expresan el receptor 

a 18-adrenérgico fueron crecidos en placas de cultivo de 6 pozos a confluencia. El día del 

experimento las células fueron mantenidas en medio DMEM libre de fosfatos por 1 hora y 

entonces se incubaron con 2 mi de este mismo medio conteniendo [32P]Pi (0.30 mCi /mi) 

durante por 3 horas a 3 7 ºC. Las células marcadas metabólicamente se estimularon con 

norepinefrina, TGF-~ ó TPA de acuerdo al protocolo de cada experimento. Posteriormente 

se lavaron con solución amortiguadora de fosfatos-salina (PBS) frío y se resuspendieron en 
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500 µ! de solución amortiguadora de lisis (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 0.1 % 

(p/v), Tritón 1 % (v/v), NaF 50 mM; Na3 V04 100 µM, P-glicerofosfato 1 O mM, N~P207 1 O 

mM, p-serina 1 mM; p-tirosina 1 mM, p-treonina 1 mM; EDT A 5 mM, leupeptina 20 

µg/ml, aprotinina 20 µg/ml , fluoruro de metil-sulfonilo (PMSF) 100 µg/ml y de inhibidor 

de tripsina de soya 50 µg/ml a pH 7.5 final) por una hora sobre hielo. Los extractos fueron 

colectados y centrifugados a 10,000 x g durante 15 minutos en una microcentrifuga 

Eppendorf. Los sobrenadantes de las muestras fueron transferidos a tubos nuevos 

conteniendo 5 µI del anticuerpo generado contra el receptor a 1b-adrenérgico. Se incubaron 

toda la noche a 4 ºC. Posteriormente se le adicionaron 20 µl de proteína A-sefarosa y se 

continuó la incubación por 2 horas más, terminando la interacción por centrifugación de las 

muestras. Las esferas de sefarosa fueron lavadas cinco veces por resuspensión­

centrifugación con solución amortiguadora de: Hepes l 00 mM, NaHP04 50 mM, NaF 1 O 

mM, Tritón 1 O % (v/v), SDS 0.5 % (p/v) a pH 7.2 (solución amortiguadora de lavado). A 

las esferas lavadas se les agregó solución amortiguadora de Laemmli (Laemmli , 1970) y 

fueron hervidas por cinco minutos. Se centrifugaron y los sobrenadantes de las muestras 

fueron sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.5 % (p:v) en condiciones 

reductoras. 

Los geles una vez secados, fueron expuestos sobre una placa del sistema 

Phosphorlmager de Molecular Dynamics con el software Image Quant, para la 

cuantificación de la fosforilación . 

Determinación de la concentración de calcio intracelular [Ca]/+ 

El día del experimento las células se pusieron a cargar con 5 µM Fura 2/ AM en 

solución amortiguadora de Krebs-Hepes-Glucosa-BSA (NaCl 120 mM, KH2P04 1.2 mM, 

MgS04 1.2 mM, KCI 4. 75 mM, glucosa 1 O mM, Hepes 20 mM, CaC'2 1.27 mM, albúmina 

sérica bovina 0.05% (p/v), a pH 7.4) por 1 ha 37 ºC con una atmósfera de C02/02. Después 

de este tiempo las células fueron lavadas con solución amortiguadora de fosfatos-salina pH 

7.4 (PBS). Las células fueron despegadas de la caja Petri con 0.5 mi de solución de tripsina 

al 0.3% (p/v). La reacción de la tripsina se detuvo con la adición de la solución 

amortiguadora Krebs-Hepes-glucosa-BSA. 

44 



Las células fueron lavadas tres veces más con la solución amortiguadora anterior. 

Los lavados se realizaron de la siguiente manera: las células fueron centrifugadas a 1200 x 

g, por 3 min, se retiró el sobrenadante por aspiración y las células se resuspendieron 

nuevamente con la solución amortiguadora de Krebs-Ringer-Hepes-BSA. A continuación, 

se realizó la determinación del Ca2
+ intracelular. En los ensayos con el TGF-p, las células 

fueron preincubadas con 10 pM del TGF-P durante por 15 min, pasado este tiempo las 

células fueron estimuladas con las diferentes concentraciones de la norepinefrina. La 

determinación de la movilización de calcio intracelular en las células en suspensión se 

determinó por fluorescencia en un equipo Amico-Bowman con agitación y temperatura 

controladas, ajustando los monocromadores a las longitudes de onda 340 y 380 nm para la 

excitación y 51 O nm para la emisión con un intervalo de adquisición de 0.5 segundos. La 

concentración de calcio intracelular se calculó de acuerdo a Grynkiewicz (Grynkiewicz et 

al. , 1985), empleando el software incluido con el equipo. Los trazos mostrados fueron 

exportados directamente del fluorómetro a las gráficas. 

Determinación de fosfatos de inositol totales f Ps. 

Las células sembradas en placas de 6 pozos se marcaron metabólicamente con 6 

µCi /ml de [2,3-3H ]-mio-inositol por 18 horas en DMEM libre de inositol. Las células se 

lavaron con solución amortiguadora de PBS. A continuación se adicionaron 2 mi de 

solución amortiguadora de Krebs-Ringer-Hepes-LiCI (NaCl 120 mM, KH2P04 1.2 mM, 

MgS04 1.2 mM, KCI 4.75 mM, Hepes 20 mM, CaC12 1.27 mM, LiCl 20 mM, a pH 7.4) y 

se dejaron incubando durante 20 min. Las células se estimularon con la norepinefrina o con 

el TGF-P durante 15 min. La reacción se detuvo por aspiración de la solución 

amortiguadora anterior en cada pozo, seguida de la adición de 2 ml de la mezcla 

cloroformo:metanol (2: 1 v/v) fría. Las placas se dejaron 30 min sobre una cama de hielo. 

Los sobrenadantes de cada pozo se transfieren a tubos de ensayo y se centrifugaron a 1200 

x g en una centrífuga clínica, durante 1 O min De la fase acuosa se separaron los fosfatos de 

inositol marcados con [3H] por cromatografia de intercambio iónico en columnas de 

Dowex AG1-X8. 
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Resultados 

Los resultados que se generaron de este estudio se encuentran publicados en 

el manuscrito: 

urn-Adrenergic receptor phosphorylation and desensitization induced by 

transforming growth factor-J3 

M.Teresa ROMERO-ÁVILA, C.Fabián FLORES-JASSO and J.Adolfo GARCÍA-SÁINZ 

Biochemical Journal (2002) 368, 581-587 
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A continuación se enumeran los resultados del trabajo. 

El receptor a1b-adrenérgico fue identificado como una proteína de una sola banda, 

de ~85 kD, que ha sido identificada previamente con un anticuerpo policlonal generado en 

conejos utilizando como antígeno a los últimos 1 O aminoácidos de la región carboxilo 

terminal del receptor a1b-adrenérgico de hámster. Este anticuerpo fue capaz de 

inmunodectectar e inmunoprecipitar al receptor a 1b-adrenérgico. En un estudio anterior en 

nuestro del laboratorio se demostró por fotomarcaje con la [125I]azido-prazosina, que el 

anticuerpo generado es específico para el receptor a 1b-adrenérgico, ya que células 

incubadas con fentolamina o prazosina (antagonistas específicos de los receptores a 1-

adrenérgicos) bloquean el fotomarcaje del receptor, (Vázquez-Prado et al., 1996). 

El TGF-/J induce lafosforilación del receptor awadrenérgicos. 

Los estudios de fosforilación del receptor mostraron datos muy interesantes. Los 

fibroblastos Rat-1 que expresan de forma endógena a los receptores para TGF-P y que 

tienen transfectados los receptores a 1 b-adrenérgicos de manera permanente, fueron 

estimulados 15 min con el vehículo (Basal) o con el TGF-P 1 O pM a diferentes tiempos, ver 

Figura 7. La estimulación con el TGF-P indujo la fosforilación del receptor a 1b­

adrenérgico. La respuesta fue relativamente rápida y transitoria, consiguiéndose el máximo 

a los 15-30 min de la estimulación y disminuyendo hacia los 60 min. Las células fueron 

estimuladas durante 15 min con el vehículo ó con diferentes concentraciones del TGF-P 

(O.O 1-100 nM), lo que indujo una fosforilación dependiente de la concentración con una 

EC5o de 0.3 pM y consiguiéndose el máximo con 10 pM, ver Figura 7. El aumento en el 

estado de fosforilación de los receptores awadrenérgicos fue de un 70-80% sobre la 

fosforilación en condiciones basales, ver Figura 7. 

Como la cinética de fosforilación del receptor a 1b-adrenérgico inducida por el TGF­

p es diferente a la que se induce con la norepinefrina, esto nos lleva a suponer que pueda 

existir la participación de otra(s) cinasa(s) o que sea un mecanismo diferente. Para tratar de 

obtener mayor información del posible mecanismo por el cual el TGF-P induce la 

fosforilación de los receptores a 1b-adrenérgicos se emplearon inhibidores específicos de las 

proteínas cinasas PKC y P13-K. 
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Figura 7. El TGF-P induce la fosforilación del receptor a.18-adrenérgico. En el panel 
izquierdo . Las células Rat-1 que expresan los receptores para TGF-P y a. 1b-adrenérgicos 
fueron marcadas metabólicamente con [3 2P]Pi e incubadas en los tiempos que se indican 
con 10 pM del TGF-p. Panel derecho. Las células fueron incubadas con las concentraciones 
de TGF-P que se indican en la gráfica durante 15 min. En las gráficas se muestran el 
promedio y el error estándar de 4-6 experimentos independientes. Se tomó el basal como 
100% en cada experimento. Se presenta una auto-radiografia representativa. 

Los inhibidores de la PKC y de la PJ3-K bloquean lafosforilación del receptor aw 

adrenérgico inducida por el TGF-/3. 

Para elucidar el mecanismo por medio del cual se lleva a cabo la fosforilación de los 

receptores a.wadrenérgicos inducida por 1 O pM del TGF-P se emplearon inhibidores 

específicos de la PKC y PI3-K en concentraciones máximas. Para la PKC se utilizaron: 1 

µM de la bisindolilmaleimida 1, 100 nM de la estaurosporina y 1 µM del R03 l 8220; para 

la PI3-K se usó 100 nM de la wortmanina. El efecto del TGF-P fue bloqueado por estos 

inhibidores de estas proteínas cinasas, ver Figura 8. 
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Figura. 8 El efecto de inhibidores de proteínas cinasas sobre la fosforilación del 
receptor a 1b-adrenérgico inducida por la activación de los receptores para TGF-f3. En 
el panel izquierdo: las células Rat-1 que expresan los receptores para TGF-P y a 1b­

adrenérgicos (endógenos y transfectados pennanentemente) fueron marcados 
metabólicamente con [32P]Pi e incubados con los inhibidores durante 30 min. Sin ningún 
agente (Basal), con 10 pM del TGF-P solo o lµM de la bisindolilmaleimida (BIM), 100 nM 
de la estaurosporina (STAU) y 1 µM del R0318220 (RO) seguida de la estimulación con 
10 pM del TGF-P durante 15 min. En el panel derecho: las células Rat-1 fueron incubadas 
sin ningún agente (Basal), con 10 pM del TGF-P solo o incubadas con l µM de la 
bisindolilmaleimida (BIM) y 100 nM de la wortmanina (WT) durante 30 min, seguida de la 
estimulación con 1 O pM del TGF-P durante 15 min. *P<0.001 comparado con el control; 
**P<0.001 comparado con el TGF-p . El basal se tomó como 100% en cada experimento. 
Se presenta una auto-radiografia representativa. En la gráfica se muestra el promedio y el 
error estándar de 5-6 experimentos independientes. 
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La fosforilación inducida sobre los receptores awadrenérgicos por la activación de 

los receptores para el TGF-(3 se bloquea de manera dependiente de la concentración de los 

inhibidores de estas dos cinasas sin que se vea efecto sobre la fosforilación basal del 

receptor, como se observa en la Figura 9. 
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Figura 9. Curvas concentración-respuesta del efecto de los inhibidores de la Pl3-K y 
de la PKC sobre la fosforilación inducida por el TGF-p. Panel izquierdo: las células 
Rat-1 que expresan los receptores para TGF-P y los receptores awadrenérgicos 
(endógenos y transfectados permanentemente) fueron marcados metabólicamente con 
[32P]Pi e incubadas sin ningún agente (B) ó en presencia de 1 O pM del TGF-(3 (11) ó con 

diferentes concentraciones de la wortmanina (WT; • ) ó del L Y294002 (L Y; 0) seguido 
de la estimulación con 1 O pM del TGF-(3 durante 15 min. Panel derecho: las células fueron 
incubadas sin ningún agente (B) ó en presencia del TGF-(3 (• ) ó con las diferentes 

concentraciones de la bisindolilmaleimida (BIM; 0) ó de estaurosporina (STAU ; • ) 
durante 30 min seguida por la estimulación con 1 O pM del TGF-(3 por 15 min. Se presenta 
una auto-radiografía representativa. En la gráfica se muestra el promedio y el error estándar 
de 3-4 experimentos independientes realizados por triplicado. 
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Para saber si la fosforilación inducida en los receptores a 1b-adrenérgicos por la 

activación de los receptores para el TGF-P tienen algún significado fisiológico se decidió 

determinar la movilización del Ca2
+ intracelular y la producción de inositoles totales (!Ps) . 

El efecto de la norepinefrina sobre la movilización de Ca2
+ intracelular no fue 

modificado por el pretratamiento de las células con TGF-p, como se puede ver en la Figura 

1 O, panel izquierdo parte superior. Al estimular con la norepinefrina a las células que 

expresan tanto los receptores a 1b-adrenérgicos como los del TGF-P se observó un claro 

aumento en la movilización de calcio dependiente de la concentración de norepinefrina, ver 

Figura 10. En las células que fueron pretatratadas con 10 pM del TGF-P por 15 min y 

después estimuladas con concentraciones crecientes de la norepinefrina se observó que el 

pretratamiento con el TGF-P no afecta de manera significativa la respuesta a 1adrenérgica 

promovida por la norepinefrina, ver Figura 1 O, panel derecho. 
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Figura 10. Efecto del TGF-P sobre el aumento en la [Ca2+]¡ inducido por la 
norepinefrina. Para la determinación de la [Ca2+]¡, las células Rat-1 que expresan los 
receptores para TGF-P y los receptores a 1b-adrenérgicos fueron sembradas en cajas de 
cultivo de 1 O cm de diámetro, se incubaron con 5 µM de Fura-2/ AM por l h a 3 7ºC y la 
[Ca2+]¡ fue cuantificada. Panel izquierdo: la curva concentración-respuesta para el efecto de 
la norepinefrina en la concentración de calcio intracelular en células incubadas 15 min en 
ausencia (O) ó presencia (e ) de 10 pM del TGF-p. Panel derecho: se muestran los trazos 
representativos de la respuesta en la [Ca2+]¡ promovida por la estimulación de 1 O µM de la 
norepinefrina NE (trazo de línea contínua) y la preincubación por 15 min con 1 O pM del 
TGF-P seguida de la estimulación con 1 O µM de la NE (trazo de línea discontínua). Las 
gráficas representan los promedios y los errores estándar de 3-4 experimentos 
independientes. 
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Esta disminución en la respuesta a la norepinefrina se debe a que existe una 

desensibilización de la respuesta en calcio inducida por la activación de los receptores para 

el TGF-f3. 

Para el recambio de fosfoinosítidos en los fibroblastos Rat-1 se observó que existe 

una disminución de la respuesta medida como IPs totales, por lo que se puede decir que la 

magnitud de la respuesta promovida por la fosforilación del receptor es suficiente para 

desensibilizar al receptor a. 1b-adrenérgico. Estos resultados confirman que efectivamente 

existe una fosforilación de los receptores a. 1b-adrenérgicos inducida por la activación de los 

receptores para TGF-f3 . 
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Figura 11. Efecto del TGF-P sobre la acumulación de fosfatos de [3H] inositol inducida 
por la norepinefrina. Para la determinación de los [3H]-fosfatos de inositol totales las 
células Rat-1 que expresan a los receptores para TGF-f3 y a los receptores a. 1b-adrenérgicos 
se marcaron la noche anterior al experimento con [3H] mio-inositol en medio DMEM libre 
de inositoles. Al día siguiente se realizó una curva concentración-respuesta del efecto de la 
norepinefrina en la producción de IPs totales. Las células se incubaron 15 min en ausencia 
(O) ó presencia (•)de 100 pM del TGF-f3. La gráfica muestra los promedios y los errores 
estándar de 3-4 experimentos independientes. 

52 



La fosfori/ación del receptor awadrenérgico inducida por el TGF-/3 ocurre por la 

activación de lafosfatidilinositol-3-cinasa (Pl-3K). 

La PI-3K es un importante mediador de los procesos celulares modulados por 

fosforilación y se ha encontrado que participa en los procesos de desensibilización 

heteróloga. Nosotros hemos mostrado la posible participación de la Pl-3K como uno de los 

pasos en el mecanismo por medio del cual el TGF-P induce la fosforilación del receptor 

a.1 b-adrenérgico. 

Para tratar de confirmar la participación tanto de la PKC como de la PI3-K se 

realizó la cotransfección de los receptores a.wadrenérgicos y de la mutante dominante 

negativa de la PI3-K (~p85) en las células COS- 1, así como la cotransfección de las 

mismas con el vector vacío para mantener constante la cantidad de cDNA. Con este 

procedimiento lo que encontramos es que la activación de los receptores para el TGF-~ 

induce la fosforilación de los receptores a.wadrenérgicos transfectados y que esta 

fosforilación se bloquea por la presencia del inhibidor para la PKC, la bisindolilmaleimida 

al igual que con el inhibidor de la PI3-K, la wortmanina, como se muestra en la Figura 12, 

panel izquierdo. 

Al cotransfectar a las células COS-1 con el cDNA de la mutante negativa y el 

cDNA de los receptores a.wadrenérgicos, se puede observar que el TGF-P no es capaz de 

inducir la fosforilación del receptor a.wadrenérgico. En cambio, la fosforilación inducida 

por la norepinefrina sobre los receptores a.wadrenérgicos es muy similar a la observada 

cuando se expresan sólo a los receptores a. 1 b-adrenérgicos, ver Figura 12, panel derecho. 

Estos resultados coinciden con lo que se encontró en las células Rat-1 . 

Se intentó también la cotransfección en las células Rat-1 silvestres con el cDNA 

para los receptores a.1b-adrenérgicos y con el cDNA de la mutante dominante negativa, 

6p85, sin embargo la eficiencia de transfección fue muy pobre, por lo que se decidió 

utilizar a las células COS-1, en las cuales obtuvimos una eficiencia del 70 al 80% y con ello 

se pudo determinar la participación de la PI3-K. 
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Figura 12. Efecto de los inhibidores de las proteínas cinasas sobre la fosforilación del 
receptor a 1b-adrenérgico inducida por el TGF-[3. Panel izquierdo: las células COS-1 que 
fueron transfectadas con el receptor awadrenérgico fueron incubadas sin ningún agente 
(Basal) ó en presencia de 1 O pM del TGF-~ solo ó con 1 µM de la bisindolilmaleimida 1 
(BIM) o con 100 nM de la wortmanina (WT). Panel derecho: las células COS-1 fueron 
cotransfectadas con cDNA del receptor a 1h-adrenérgico más el vector vacío y con el cDNA 
receptor a 1h-adrenérgico más el vector que lleva el cDNA de la dominante negativa 6.p85 . 
La gráfica muestra los promedios y los errores estándar de 3-4 experimentos independientes 
realizados por trip licado; *P<0.00 1 comparada con el basal; **P<0.001 comparada con el 
TGF- ~. 
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Discusión 

Nuestros resultados demuestran que los receptores a 1b-adrenérgicos pueden ser 

regulados por estímulos no adrenérgicos. En esta tesis se demuestra claramente que la 

activación de los receptores del TGF-~ produce un aumento en el nivel de fosforilación del 

receptor a 1b-adrenérgico, induciéndose su desensibilización como consecuencia de una 

regulación cruzada entre los receptores para el TGF-~ y los receptores a 1b-adrenérgicos. 

Los receptores del TGF-~ tienen actividad de cinasa en residuos de serina/treonina y su vía 

de señalización es a través de las proteínas Smads, mientras que los receptores a 1b­

adrenérgicos están acoplados al recambio de fosfoinosítidos/Ca2
+. Y a que estos dos 

receptores emplean diferentes vías de señalización, la existencia de una regulación cruzada 

entre ellos resulta novedosa. 

La desensibilización y la fosforilación de los receptores a 1b-adrenérgicos por 

estímulos no adrenérgicos ha sido reportada previamente, así, por ejemplo, la activación de 

los receptores para la endotelina, ET A, aumenta la fosforilación del receptor a 1b­

adrenérgico y tal modificación produce una desensibilización de la respuesta a 1b­

adrenérgica (Vázquez-Prado et al. , 1998); los receptores para la bradicinina B2 inducen la 

fosforilación, pero no producen una desensibilización de la respuesta awadrenérgica 

(Medina et al. , 1998). Tanto los receptores para endotelina como los de bradicinina 

pertenecen a la familia de receptores acoplados a las proteínas Gq111 • Otro tipo de receptores 

que pertenecen a esta familia, pero que ejercen su acción a través de la proteína del tipo G¡, 

son los receptores para el ácido lisofosfatídico (LP A), que al ser activados por su ligando 

son capaces de inducir la fosforilación y desensibilización del receptor a 1b-adrenérgico 

(Casas-Gónzalez et al., 2000). Además de los receptores acoplados a proteínas G, existen 

otros receptores, como los del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) y los del Factor 

Derivado de Plaquetas (PDGF), que tienen actividad intrínseca de proteína cinasa sobre 

residuos de tirosina y que al ser activados por sus ligandos respectivos son capaces de 

regular la respuesta awadrenérgica. El efecto que se observa es un aumento en la 

fosforilación del receptor a 1b-adrenérgico, lo que lleva a una clara disminución de su 

respuesta (Medina et al. , 2000). 
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Al parecer existe una relación entre la fosforilación del receptor a 1b-adrenérgico y la 

desensibilización, pero este proceso aún no está comprendido totalmente. No sabemos por 

qué algunos agentes como la bradicinina inducen un aumento en la fosforilación del 

receptor pero no inducen su desensibilización. Es probable que la magnitud de la señal 

desencadenada por los receptores B2 para la bradicinina no sea suficiente para inhibir la 

actividad del receptor awadrenérgico, o que la modificación del receptor inducida por los 

receptores de la bradicinina no promueva su desensibilización (Medina et al. , 2000). 

Existen algunos antecedentes que sugieren que éste puede ser el caso, ya que se ha 

reportado que las cinasas GRK.5 y GRK.6 aumentan el nivel de fosforilación de los 

receptores a 1s-adrenérgicos sin modificar su actividad (Diviani et al., 1996). Por lo tanto, 

no todos los estímulos que aumentan la fosforilación del receptor promueven su 

desensibilización. Por ejemplo, la fosforilación de los receptores 5HT1A por la PKC 

bloquea la capacidad de aumentar la movilización de Ca2
+ intracelular sin que se afecte la 

inhibición de la adenilato ciclasa (Lembo et al. , 1995). En las células HEK 293 

transfectadas con el receptor µ-opiode se observa que la estimulación con el agonista 

produce un aumento en la fosforilación del receptor y que está fosforilación no se 

correlaciona con la desensibilización de la respuesta inhibitoria de la adenilato ciclasa 

mediada por el receptor (Vouret-Craviari et al. , 1995). De manera similar, la fosforilación 

de los receptores para el glutamato, mglua 1, por la PKC inhibe la estimulación de la PLC 

por su agonista, pero no tiene efecto sobre la vía del AMPc (Francesconi et al., 2000). 

El efecto del TGF-P sobre la fosforilación del receptor a 1b-adrenérgico se observa a 

concentraciones bajas, dentro del orden pM, que es la magnitud a la cual trabaja el TGF-P 

dentro del organismo (Massagué, 1998). La inducción de la fosforilación de los receptores 

a 1b-adrenérgicos por efecto de la activación de los receptores para el TGF-P es rápida pero 

transitoria. Este curso temporal no es consistente con la idea de que el TGF-P esté 

ejerciendo su acción a través de la vía de señalización clásica, en la que participan las 

proteínas Smads, lo que involucraría la transcripción de genes, así como la síntesis de novo 

de proteínas (Wrana et al. , 1994). Esto nos lleva a suponer que participa otra(s) cinasa(s), o 

que el TGF-P empla un mecanismo diferente. Además, la cinética de la fosforilación 

inducida por el TGF-P sobre los receptores a 1b-adrenérgicos es atractiva, ya que es más 

lenta que la fosforilación inducida por su agonista natural, la norepinefrina, que es más 
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rápida y además disminuye rápidamente en estas mismas células (Vázquez-Prado et al., 

1996). La fosforilación del receptor arn-adrenérgico inducida por el agonista es mediada 

principalmente por las GRKs (Krupnick et al., 1996), concretamente por las GRK.2 y 

GRK.3. La sobreexpresión de estas dos GRKs aumenta la fosforilación del receptor a 18-

adrenérgico inducida por la epinefrina, mientra que la sobreexpresión de la dominante 

negativa de la GRK2 (K220R) impide la fosforilación del receptor por el agonista (Diviani 

et al ., 1997). Los sitios de la fosforilación inducida por el agonista se encuentran en las 

S 404 S 408 S 41 0 1 . . b ·1 . 1 d 1 d . . (D ' . . er , er y er en a reg1on car ox1 o termma e receptor a 18-a renerg1co 1v1an1 

et al ., 1997). 

Por otro lado, la fosforilación sobre el receptor awadrenérgico producida por 

ésteres de forbol es rápida y se sostiene por más tiempo (Vázquez-Prado et al., 1996). Los 

sitios de fosforilación por la PKC se encuentran en los residuos de serina específicos Ser394 

y Ser400
, localizados en el carboxilo terminal del receptor a 18-adrenérgico (Divani et al., 

1997). La PKC cataliza también la fosforilación del receptor a 18-adrenérgico (Vázquez­

Prado et al., 2000), del receptor a 1d-adrenérgico (García-Sáinz et al., 2001), de los 

receptores A T 2 y A T 1 para la angiotensina 11 (Olivares-Reyes et al., 2000; García-Caballero 

et al., 2001) y de los receptores para somatostatina (Hipkip et al., 2000). 

Dado que la PKC es un elemento regulador entre las diferentes vías de señalización 

y que diferentes procesos pueden activarla (García-Sáinz et al. , 2000), el mecanismo 

propuesto para explicar la fosforilación de los receptores awadrenérgicos inducida por los 

receptores de EGF y LPA es a través de la participación secuencial de la PI3-K y de la PKC 

(Medina et al., 2000; Casas-Gónzalez et al., 2000). De acuerdo con estos reportes, nosotros 

encontramos que los inhibidores de la PKC y de la PI3-K bloquean el efecto de 

fosforilación en los receptores awadrenérgicos inducida por Ja activación de los receptores 

del TGF-~, lo que sugiere que estas cinasas actúan de forma secuencial y no en caminos 

independientes, a diferencia del mecanismo que emplea el PDGF para promover la 

fosforilación del receptor a 1b-adrenérgico, en el cual la PKC es esencial y Ja PI3-K no 

contribuye de manera importante (Medina et al., 2000). 

La fosforilación del receptor awadrenérgico inducida por la activación de la PKC 

ha sido ampliamente estudiada (Leeb-Lundberg et al., 1985; Diviani et al., 1997; Vázquez­

Prado et al., 1997; Medina et al., 2000; Vázquez-Prado et al. , 2000; García-Sáinz et al., 
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1999; García-Sáinz et al., 2000). Aunque no existe una evidencia directa sobre las 

isoformas de la PKC que participan en este mecanismo, se ha encontrado que las células 

Rat-1 expresan cuatro isoformas diferentes de la PKC (a, 8, E, y s ). Las isoformas a, 8 y 

E co-inmunoprecipitan con el receptor awadrenérgico en condiciones basales, o al 

estimular con la norepinefrina, con la endotelina, con ésteres de forbol ó con alguna 

hormona que aumente el estado de fosforilación del receptor (Alcántara-Hemández et al., 

1998), lo que sugiere que alguna(s) de esta(s) isoforma(s) pudiera ser la(s) responsables de 

las modificaciones del receptor por la activación de los receptores para el TGF-P. 

La participación de la PKC en la fosforilación de los receptores a 18-adrenérgicos, 

inducida por la activación de los receptores del TGF-P vía la participación de la PBK está 

fundamentada por la inhibición de la fosforilación inducida por el TGF-P al emplear los 

inhibidores específicos wortmanina y L Y294002. La wortmanina se ha descrito como un 

potente inhibidor selectivo, no competitivo de la PI3-K (Powis et al. , 1994) y el L Y294002 

es un inhibidor que compite por el sitio de unión al A TP de la cinasa (Vlahos et al., 1994). 

El empleo de la mutante dominante negativa de la subunidad adaptadora de la PI3-K, 

(L\p85) que carece del sitio de unión para la subunidad catalítica p 11 O confirmó la 

participación de la PI3-K (Barik et al., 2000). 

En este trabajo , nosotros observamos que la fosforilación inducida por la activación 

del receptor para el TGF-P está asociada a la disminución de la respuesta máxima a 1b­

adrenérgica, medida como la producción de fosfatos de [3H]-inositol (IPs), que se observa 

al pretratar a las células con el TGF-p. En cambio, al medir la movilización del Ca2
+ 

intracelular en células pretratadas con el TGF-p , la respuesta no fue modificada totalmente; 

sólo se presentó un ligero desplazamiento de la curva concentración-respuesta a la 

estimulación a 1b-adrenérgica. Estas diferencias pueden deberse al tiempo de estimulación 

de las células con la norepinefrina ya que mientras que para la producción de fosfatos de 

inositol el tiempo de estimulación es de 15 min y a continuación se detiene la reacción, en 

cambio para la movilización del Ca2
+ intracelular la respuesta es inmediata al estímulo. Por 

lo que muy probablemente un pequeño aumento en la producción de los fosfatos de inositol 

sea suficiente para aumentar la concentración del Ca2
+ intracelular. 

Nuestros datos aportan evidencias sobre una posible regulación cruzada, cross-talk, 

entre los receptores para el TGF-P y los receptores a 1b-adrenérgicos la cual no había sido 
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reportada con anterioridad. Existen reportes en los que se evidencía la participación del 

TGF-~ en la regulación de otras vías, como, por ejemplo, en las células de músculo liso de 

tráquea humana y en los fibroblastos de corazón, en donde se expresan los receptores p­
adrenérgicos; se observa que disminuye la acumulación de AMPc producida por el 

isoproterenol, un agonista P-adrenérgico (Nogami et al., 1994; Iisuka et al., 1995). En los 

miocitos, el TGF-P potencia el efecto de los receptores a 1-adrenérgicos en la expresión del 

RNAm de e-Jos con la participación de la PKC (Miki et al., 1994). En estudios en la línea 

celular A549 derivada de un carcinoma de pulmón humano, se ha demostrado que el TGF­

p activa la expresión de genes de la matríz extracelular (PAl-1) a través de un mecanismo 

donde participa la fosfolipasa C de la fosfatidilcolina y la PKC (Halstead et al., Ignotz et 

al. , 2000). En los fibroblastos Rat-2 , el TGF-P induce la activación del elemento de 

respuesta a suero de c-fos (e-Jos SER), mediante un mecanismo de transactivación en donde 

participa la PKC (Sung et al., 1999). En las células Mul Lµ , la activación directa de la PKC 

por el PMA produce una fosforilación de la Smad 3, inhibiendo su función como factor de 

transcripción (Yakymovych et al., 2001). 

Recientemente se ha encontrado que en los astrocitos de rata el TGF-P regula los 

canales rectificadores de K+, Kirr2,3 , a través de la participación de la PLC y de la PKC-8 

(Perillan et al. , 2002). La PKC interviene en diferentes sistemas de transducción, por 

ejemplo en las células PC-3 , una línea celular derivada de un carcinoma prostático humano, 

en donde el TGF-P induce una inhibición parcial del crecimiento de las células. Este efecto 

inhibitorio sobre el crecimiento de las células se vió aumentado por la adición de PMA, lo 

que implica una probable participación de la PKC (Franzen et al. , 1993). 

Es posible que la activación de la PKC ocurra por la interacción directa con los 

fosfoinosítidos generados por la PI3-K: el Pl[(3 ,4)]P2 y el PI[3,4,5]P3. Se ha demostrado 

que estos fosfoinosítidos son capaces de promover la activación de la isoenzimas de la PKC 

nuevas (8, E y 11) y atípicas (s y A.) (Nakanishi et al. , 1993). Además, los fosfolípidos 

generados por la activación de la PI3-K son moduladores de una cinasa intermediaria, la 

proteína cinasa-1 dependiente de fosfoinosítidos (PDK 1 ), que también puede intervenir en 

el control de la PKC. La PDKl se une con alta afinidad al PI[3,4,5]P3 y fosforila a las 

PKCs y PKC8 in vivo. Además, las PKCs clásicas (a, PI y PII) se unen directamente a la 

PDKl , lo que sugiere que la enzima puede ejercer un control sobre diferentes isoenzimas 
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de la PKC (Chow et al., 1998). De esta forma los fosfoinosítidos fosforilados producidos 

por la actividad de la PB-K actúan como moléculas de anclaje para el ensamble de las 

proteínas señal con una localización específica en la membrana, en respuesta a la 

estimulación de la célula. 

El posible mecanismo que interviene en los efectos del TGF-P sobre los receptores 

a 1b-adrenérgicos podría ser mediante una vía que involucre una participación secuencial de 

la PIJ-K y de la PKC (ver Figura 13). 

En algunos reportes se ha mostrado que la PIJ-K es un blanco cascada abajo de la 

activación de los receptores para el TGF-p, en donde las cinasas Akt son las responsables 

de la actividad antiapoptótica de la insulina contra los efectos del TGF-p. Además, se ha 

descrito a la PI3-K como una vía de sobrevivencia celular, ya que actúa como un supresor 

de la muerte celular por su actividad apoptótica a través de la acción de la cinasa Atk sobre 

los residuos de serina/treonina (Chen et al. , 2000). 

En el pasado las investigaciones sobre los receptores habían sido realizadas 

generalmente en una dirección lineal, en base al sistema de transducción al cual se 

encontraban acoplados principalmente. Sin embargo, la apararición en la literatura de 

diversos reportes en donde se demuestra Ja complejidad en la red de las vías señalización, 

en las cuales se comparten tanto enzimas, como moléculas efectoras que les son comunes a 

varias vías de señales de transducción, permitiendo la interacción entre las mismas, lo cual 

produce múltiples combinaciones entre ellas, por lo que es necesario un estudio más amplio 

sobre estos procesos con el fin de entender mejor cómo es que suceden. 
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Figura 13. Modelo del mecanismo de regulación de los receptores del TGF-(3 sobre los 
receptores a 1b-adrenérgicos. La fosforilación de los receptores a 1b-adrenérgicos, a 1b,-AR, 
producida por la activación de los receptores para el TGF-P induce su desensibilización. 
Nuestros datos sugieren que el TGF-P induce la fosforilación de los receptores a1b­
adrenérgicos por una vía que involucra la participación secuencial de las cinasas PI3K y 
PKC. Abreviaturas: la estaurosporina, ST; la bisindolilmaleimida, BIM; la wortmanina, 
Wor; el LY7973, LY; la subunidad regulatoria de la PI3-K, p85; la subunidad catalítica de 
la PI3-K, pl 10. 
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Conclusiones 

Nuestros resultados indican que en los fibroblastos Rat-1 los receptores aw 

adrenérgicos son fosforilados significativamente como consecuencia de la activación de Jos 

receptores para el TGF-~. La acción de los receptores del TGF-~ es mediada por la 

activación secuencial de la PI3-K y de la PKC, catalizando la fosforilación de residuos de 

serina en el receptor a 1b-adrenérgico. La modificación por fosforilación del receptor a 1b­

adrenérgico por el TGF-~ se correlaciona con una desensibilización de la respuesta a 1b­

adrenérgica en el recambio de fosfoinosítidos, mientras que la movilización del calcio 

intracelular no se afecta por el tratamiento con el TGF-~. 
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Transi'n rrning groll'th fac tor-// tTGF-¡I) induced .x 111-adrenergic 
receptor phnsphory lation in Rat-1 fibrobla sts suibly ex press ing 
these adre rrnceptms. This dfoct ofTG l.- -¡I was rap id. reaching a 
rn axirnurn within 30 rnin and decreas in g therea fter. and concen­
tra ti on-depende nl ( EC .;o 0.3 pM ). The phosph o inos itide 3-kinase 
inhibitnrs ll'Orlrna nnin a nd L Y 294002. a nd the pro tei n kinase C 
inh ibitPrs staurnspor·inc. Ro .l 18220 and bisindo lylrnakirn ide, 
blocked the clkct of thi s grow th fact or . .z 111-/\drenergic recep tor 
phospho ry lat io n was :issocia ted with dcse nsitizat ion. as ind ica ted 
by a rcduction in the adrcnc:rgic-rned ia ted prnduction of [' H] 
in osi to l phospha tc s. Ph os ph ory lati o n oi' .z, 11 -adrc:nergic receptors 

INTRODUCTION 

G-protci n-cou pkd recep tors co nstilulc one o!' the rnajor fam ilies 
in thc rnarnrnalian ge norne [I ]. T hey play prirnary ro les in the 
percepti on by the organism of externa! stirnuli such as light . 
odours a nd las tes. and in cell -to-cell con111rn11icatio n mediating 
the respo nse to man y hormones and neuro tra nsrnitters. Contro l 
of recep tor fu nc ti o n is a card ina l event in the adap ta tio n o f 
wholc orga ni s rn s <111d in d ividua l ci:l ls lo changcs in the ex terna! 
and irllern•il rnili éux. a nd to thc ovcra ll rnairllcnancc o !' homoeo­
stasis . 

.z, -A drencrgic receptors l.z ,-A Rs) rnediate rnany of the actio ns 
of ad rc nalinc and nn radrenaline. suc h as the srnoo th rnuscle 
contractio n that rnainta in s vascu la r to ne. and thc rc:gu la ti on of 
horn10 11 e sccrct io n and of inte rrn ed iary rne tabo lisrn [2]. They 
a lso participa te in the pathogenesis of d iseases. such as hyper­
lcnsinn and bcnign pros ta tic hype nrnph y [2] . Therefore 
kn o\\'kclgc about thc rnolécular cvents that cn ntrol thcir function 
is or rnaior irnponancc I'or thc understnnding of thc physiological 
balance th•lt we ca l! health. and its perturbati o ns duri ng disease . 

This farnil y of rece pt ors co nsists of three rnembers. the a,,-. 
.x, 11- and .z, ,,-A Rs. which media te thcir ac tio ns rn a in ly via the 
plhlsp l10i rrnsi ti dc-t urnover / calciu 111 -111obiliza l io n pathway [2- 5]. 
Thc funninn oft hese A Rs is rnodu lated thrnugh phosphory la tio n 
via C -protcin-couplcd recept or kinascs :rnd second rnessenger­
depcn dcnt kinascs such a s protein kinasc C iPKC) ([6-- 13]; 
revic\\'cd in [14]). Dilfore nces in sc nsi ti vity lO phosphorylation 
and dcse nsitizat io n ha ve bee n observed arnong these receptor 
subtypes [ 1~.15 ]. 

T hc .z, 11-/\ R ( hamstcr) was the firs t receptor o!' thc .z 1 subfa mily 
to be c lo ncd [ 16]. and it has been stud ied to a rn uc h grea ter extent 
than thc nthcr subt ypes . G -protein-coupled receptor kinases 2 
and .l seern to be in vo lved in the phosp horyla ti o n of agonist-

by TGF-(1 wa s a lso o bserved in Cos- 1 ce ll s t ransfected with the 
recep tor. Co-transfection of the dorninan t-negative rnuta nt of 
the regu la tory su bunit of phosphoinositidc 3-kinase (óp85) 
inhibited the phosphorylation of a, 11-adre nergic receptors in­
duced by TGF-(1. Our resu lt s ind ica te that ac tivati on of TG F-(1 
receptors induces .z, 11-ad renergic recep tor rh osphorylation and 
desens iti za ti nn . T he data suggcst that rhnsphoi nositide 3-k ina sc 
a nd protein ki na sc: C play key ro les in thi s effec t of TGF-//. 

Key words · adrcna linc. cross- talk. ph os phoinositide 3-k inase. 
protei n k in ase C. 

occupied a,,,- A Rs durin g hornologo us desensiti zation [1 7, 18] . 
The phosph oryla ti o n sites involved ha ve been loca ted at Ser'º'. 
Ser' º" and Ser"º in the rece ptor C-terminus [7]. 

In he terologous desensiti za tio n. ac ti va ti on of no n-adrene rgic 
receptors desensiti zcs a 11 1-A Rs. a nd th is has a lso been associated 
w ith receptor ph osphorylatio n (reviewed in [1 4]) . Direc t acti ­
vation of PKC by active phorbol es ters rnarkedly desensiti zes 
a, 11-ARs a nd leads to a pronounced inc rease in recepto r phos­
ph orylati o n [(> 12.14] . Thc si tes phos phory la ted by PK C have 
been located al Ser"'" ancl Ser'ºº o f the a 111-A R C- terminus [7]. A 
variety of recep tors ha ve a lso been observed to induce a,,,-AR 
phosphorylation . Thus we have shown that acti va tion of seven­
tra nsrnembranc-dorna in receptors coupled to G., .,, (such as 
endo the li n ET, rccepto rs [8]) or G , (e .g. lysophosphatidic a cid 
receptors (1 O]) or of rece ptors with intrin sic tyros ine kinase 
activity [e.g. ep iderrna l growth fac tor (EG F) a nd pla telet-derived 
growth factor (PDGF) receptors [I IJ: can induce a,,

1
-AR ph os­

phoryla ti on / descns iti zation . PKC a nd phospboinositide 3-kinase 
(Pl 3K ) are key participan ts in these effec ts (reviewed in [14]). 

In the present work . we stud ied the effect of activation of 
receptors of a different class, the transfo rming growth factor-// 
(TFC-//) rcccptors. o n .x , 11-A R ph osph o rylation / desensiti za ti on . 
TGF-(11 - 1 const itute a fa rnil y o !' growth factors invo lved in the 
control of cell d ifferentiati o n. pro lifera tio n and a poptosis [ 19- 21 ). 
These growth fac tors signa! th rough the ac ti va ti o n of hetcro rner ic 
type 1 a nd type 11 recep tors tha t are serine/ th rconine kinases . In 
the presence n i' TGF-//. the co nstituti ve ly ac ti ve type !! receptor 
phosph oryla tes and acti va tcs the type 1 receptor. The activated 
type l recep tor ph osph orylates recep tor-associated Srnads 
(Smad2 a nd Srnad3). whi ch then b ind Srnad4. a nd the cornplex 
translocates to the nucleus where it regu la tes the t ra nscription of 
target ge nes [1 9 - ~J ]. lnterestingly. there are some rapid ac tions 
of TGF-// tha t do no t seern to in vo lve gene tra nscripti o n or de 

A:,.1·<.v ,11 ,y,; " sec ::<. AR ;:, . ao ,e·ierg c reccci rn · D'.AEM. Dulbecco 's mod 1f ied Eag te's mcrJ •u m . EG F. ep ,derma l g row111 !a c to r . PDG F. p latelet ­
cwvP.c: q·nwr·- lrtCIO·. rt'.l-< •JhOSPl10 •' 0Sl •Oe 3 "'ase. r-<C . pro le1n k1n ase c . SH , Src h0'1100gy, TG F-/1. 1ra 11 sfo rm 1ng g rowlil fac l o r- /1. 

· - n w"CJ 1\ C'1"P.S'.1Cl "OC"ce sl10L lo oe adcJresscr1 (e 11a ' agarc 1a (<i.. ifis1o l unam mx) 
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11 uro pro tcin syn thesis [22- 24]. PKC and PIJK ha v.: becn reponed 
to play a rn le in so rn e of' these ac ti ons ,111d in other Jonger- tenn 
dkcts ol. thi s grnll'th fac tor [21--27]. 

EXPERIMENTAL 

Materials 

J) ulbc1.n1·, nHld ilicd Laglc·, 1m:d iu111 1u :v1J-. :vl). (AI X. k ta l 
bo\·inc scrurn ami Plhcr rcagents uscd for cél l cu lt un: were 
nhtaincd 1·ro 111 C ibcn HRL. T(iJ :-¡11 and TCl :·/12 ll'crc from RD 
Syst1.· 111s . 1 )- Noradrcna li nc. staurosporinc. wort 111anni11 and 
prnt<.:ase inhibitors w.: r..: frorn Sigma Chcrnica l Co . Ro 318220. 
L Y2'!.:lll02 and hisindo lyl111aki111id..: 1 w..:rc i'ro111 Ca lbi oc hc111 . 
[·'.' l' ]I' , iX:\(l(l •J 120 Ci / 111n10 I). f"H]pr:tl<)sin ¡74 . .J Ci / 11111101) and 
111.r,,-[2 .. >- 'H]inPsi tol 122 ') Ci / 11111101) wcrc i'ro 111 New England 

' uck" r Lik S1·icnc.: l' rnduc ts. htra -2 '1c.:10.x y111.:th yl es ter was 
i'rP1n \'lnlccu b r !'robes. l'ro tcin A S.:ph;1rnsc lx:;1 ds wcn: from 
lJ pstate Hi1ll.:ch nol ogy. D 1A pur ification kit s werc frorn Qiagen. 
The harnstcr .z ,,,-A R cDN/\ [1 6]. kindly provided to us by Dr 
Robe n J. Lelkowitz. was su bcloned imo pcDNA3 as described 
[12] . Thc S R.z-i\p85 plasmid con ta inin g the cDNA of the mutant 
p85 subu nit or PUK lacking the p i JO bindin g site li'lp85) was 
kind ly prn vided to us by Dr Wa ta ru Ogawa a nd Dr Masa to 
Kasuga [2X]. 

Cell culture 

Rat-1 c.: Jl s tra nsfec ted with the harnstcr .z ,,,-AR [1 6] were 
generously provided by Dr R. J . Lefkowitz. Dr M . G . Caron and 
Dr L. Alkn . Cells wcrc grown a t contl ue nc.: in 10-crn cu ltu re 
d ishcs in D\1EM supplcrnented with 10 "., (v / v) fe tal bovine 
Sértllll. G41 8 (.100 ,ug/ ml). strept omyci n ( I00¡1g/ 1111)_ penicillin 
( 1110 uni ts/ ml) and amp hotc:rici n H (0.25 ,11g/ 111l ) undc: r a 5 "·,, 
C0, / '!5 " ., air a tnrn sphc:rc: "t '37 ºC. Cos- 1 cd ls wc:re cu ltured in 
the sa rn e 111c:d iu111 but in the absence of G41 8. Tra nsient 
tra nsfcctio n in to Cos-1 ce ll s was performed using DEAE-dextran 
[29]: e.xperi 111.:nts were performed 48- 72 h a fter transfection. 
ll' ith a n dlicacy or 60 80 "., . as d.:sc ribcd in [1 2]. Tota l plasmid 
DNA \\'as maintaincd "t 3 ¡1g ¡ier 1 ll cm Pctri d ish us in g 1.5 ¡1.g 
ni' plasrnid 1.·0 111ai11i11g th c: .z 111 - /\ R cDNA and 1.5 ¡1g of plasm id 
con taining thc i\p8 5 cDNA or thc cmp ty vec tor. For a li the 
.:.xp.:rimcnts. con ll u.:nt cd ls wt:re scru 111 -dcpr ivcd overnight in 
unsu ppkrncntcd J)M EM . .x, 11-t\ Rs w.:r.: .:xp rcss.:d ata density of 
- J p111 ol/ 111g 0J'111c111bra11c pro tcin in Ra t- 1 cd ls. a nd - 2 pmol/ 
rng or 111c111bra11e protein in Cos- 1 cdl s. as dt: termined by 
["H]prazos in binding. with K., va lut:s in thc ra nge 0.15-0 .3 nM 
f 12]. 

Determination of 7. 18-AR phosphorylation 

Rat -1 ccl ls c.\p r.:ssing .z ,,,-A Rs were incu bat cd in ph osphate-free 
O:VI E\11.or J h. and th en labell ed in the same medium containing 
['" P]P, (50 ¡1Ci/ ml) for 3 h at 37 ºC. as dc:scribed previously 
[8- J 2]. In this procedure. a rabbi t a nti serum against the C­
termi nal deca pepti de of' the harnster a 11,-AR was used [8] . This 
a nt iseru m i111111un oprecipitates a,, ,-ARs with high efficacy 
( - 80 ",, of photolabelled receptors) [8]: th.: receptors were 
detec ied as a broad band of - 80- 85 k Da [8]. l n brief. fo ll owing 
trea unent with inh ibit ors a nd/ or agonists. ce ll s were washed 
with ice-rn ld PBS and lysed for 1 h on ice in lysis buffer 
con 1a i11ing JO rnM Tris/ HCL pH 7.4. 50 rnM Na CI. 5 mM 
EDTA. l " ., T rit on X- 100. 0.05"., SDS. 511 mM 1aF. 100 ¡1 M 

Na, VO,. JO mM ¡i-g lycero ph osphate. JO mM sod ium pyro­
phosphatc. 1 mM ph osphoserine, 1 mM ph osphoth reo nine and 
prolcase inhi bi tors (20 ¡1g/ 111 l leupcp1i n. 20 ¡1g/111l apro ti nin , 
100 ¡1g/ 111 l l' MSJ :. 500 ¡1g/ 111 l bac it rac in and 50 ¡1g/ 111l soybca n 
trypsin inhi bi tor) . Ce!! lysa tes werc cen tr ifuged at 12 700 g for 
15 111in. and 1he supernata llls were incubated wi th the an ti -a, 

11
-

AR a nti serurn a nd Protein A- Sepharose overnight a t 4 ºC. After 
fivc wash.:s wi1h buffer co nta ini ng 50 rnM Hcpc:s. 50 111M 
NaH , 1'0,. 100 111\ll 1;1CI. pH 7.2. I "., T ri1 n11 X- 100. !Ul5 '.',, 
SlJS and 100 rn M Na! :. fo ll owcd by a fina l was h with 50 111 M 
Tris/ 150 rnM NaC I. pH 7.4. thc im munc com pkxcs wcre de­
na turcd by boi lin g in SDS sampk bu fk r co ntaining 5 " ,, /i-
111ercaptoethanol. a nd subjected to SDS/ PAG E. The gels were 
dried a nd exposcd for 3 24 h al 70 ºC using X-Omal X-ray 
film s a nd int ensi fyin g scrc:ens. Thc k vd or rccc plO r phosphoryl­
ati on was assesscd in the sa111e gds with Mok cular Dynarn ics 
Ph osph or lrn agc r and l111 agcqua n1 so f't warc . 

Measurement of intracellular free ca2 ~ concentration 

Co ntluent fib ro blas ts were incu ba ted overnight in DM EM with­
out serum and an tibio ti cs. Cell s were loaded with 5 ¡1M fura-2 
acetoxymeth yl ester in K rebs- Rin ger/ Hepes conta ining 0.05 "·,, 
BSA. pH 7.4. for 1 h a t 37 ºC. Cells were detached by gentl e 
trypsiniza tion. and tluorescence measurements were carried out 
as described previously [1 2] using an Aminco- Bowman Series 2 
spect rometer wi th the excitation monochromator set at 340 and 
380 nm . a chopper interva l of 0.5 s, and the emi ssion 111011 0-
chromator se t a t 510 nrn . The intracellular free Ca' • concen­
tra tion was ca lcula ted as described in [30] using the software 

· provided by A111inco- Bow111 a n; traces were exponed direc tl y to 
the graphs. 

(
3H]lnositol phosphate production 

Cells were Ja bd led with '[' H]inositol (5 ¡1Ci/ 111 l) for 18- 24 h in 
inositol- free DMEM co nta ining I " ;, (v / v) feta l bovine serum. 
On the day of the ex periment. cell s wcre washed twice wi th 
Krebs- Ringer/ Hepes buffer contain ing 1.3 mM CaCJ, and pre­
incubated fo r 20 rnin in 2 111! of the sa me buffer containing 
20 111M Li CJ a t ~7 ºC in a 5 " ,, CO, a trn osphc:re. lncubati ons 
were fo r 15 min a nd werc tt:nn inated by the add ition of 2 111! of 
chlorofor111 / 111cth anol ( 1: 2, v / v) ; sa111ples wt:rc mixed th oroughl y 
and cent rifuged in a cli nica l centri fuge. Th c aq ueous phase was 
recovered a nd tota l ["H]in os itol ph os phates wc:rc sc para ted by 
Dowex AG l-X8 chro111a togra ph y [31]. 

RESULTS 

lncubat ion of Ra t- l cell s stab ly ex press ing the a, 
11
-A R with 

10 pM TGF-¡i l induced a n increase in the phosphorylati on of 
the A R that was evident at 5 min , reached it s 111aximum wi th in 
15 min and had vanished by 60 min lFigure 1 ). A similar effect 
was observed in a few ex periments perfo rmed using T G F-/12 
(resu lts not shown ). The effect of TG F-/i was concentration­
dependent. with an EC, 0 of0.3 pM . a nd reached its max imum at 
l O pM (Figure 1) 

This effect of 1 O pM TGF-/i was blocked by 100 nM sta uro­
sporine. l ¡1.M bi sind olylmalei111ide L 1 ¡1 M Ro 318220 or 100 nM 
wortmannin (Figure 2). Wortman nin and L Y294002. inhibitors 
of Pl3K. blocked the receptor phosphorylation induced by 
JO pM TG F-¡i in a concent ra tion-dependen t fashi on ; the EC,0 

values were 1 nM a nd 50 nM respec tively (Figure 3) . Similarly. 
the PKC inhi bitors staurosporine and bisindolylmaleimi de J 
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Fig ure 2 Effect of protein kinase inhibitors on TGF·P·induced 1X,8 AR phosphorylation 

Lell panel. cells were incuba led in lhe absence ol any agenl ¡Basal) or in lhe presence ol 10 pM TG F-/1 alone or wilh 1 ¡1M bisindolylmaleimide 1(81M).100 nM slaurosporine (STAU ) or 1 ¡1.M 
Ro 318220 ¡Ro). Plollec are lhe mea ns± S.E.M. ol lriplicale delerminalions ol 6- 7 experimen ls using diffe<enl cell cu llures: · P < 0.001 compared wi lh conlrol : •• P < 0.001 compa red wilh 
TGF-/1. A represenlal ive auloradiograph is shown. Rignl pa nel : cells wern incubaled in lhe absence ol any agenl (Basal) or in lhe presence ol 10 pM TGF·/I alone or wilh 1 ¡1M bisindolylmaleimide 
1 (81\11 or 100 n\1 worJma nn in ¡WT). Plolled are lhe rneans ± S.E.M. ol l<iplicale delerminalions ol 3-4 experimenls using difieren! cell cullures: · P < 0.001 cornpared wi lh conlrol : •• P < 0.001 
comparea wil h TGF-/1. A represenlalive aulorad iograph is shown. 

blockécl lile x,,,-AR ph ospho ry la li on inclucecl by TGF-/1 with 
nearly ic!enlical EC,0 va lues of ~ 15 nM (Figure 3). These 
inhibi tors by thern selves liad no effect on basal receptor phos­
phoryla li on a l the concentrati ons testee! (resulls no t shown ; see 
[8- 1 ~ ]) . 

ln orc!er lo determine whether lhe x,,,-A R phosphorylation 
in ducecl by TGF-/i has fu nctional metabo lic consequences. the 
cffects of noraclrenalinc 0 11 inlrace ll ular cd l ca lcium ancl [' H] 
in osilol ph ospha te proclucti on were lcSlccl . As shown in Figure 4 

(upper lefl panél ). incubation of lhc cells for 15 min wi lh l 00 pM 
TGF-/1 die! not alter in a significant way the increase in 
int racell ular calcium incluced by l ¡1M noraclrenaline. The con­
centration- response curve to the adrenergic agon ist showecl that 
TGF-/1 inclucecl onl y a small shifl to the right (EC,0 va lues of 60 
and l 00 nM in cell s prei\1cubatecl in the absence anc! presence 
respectively of 100 pM TGF-/1 for 15 min). Never theless. when 
['' H]inosit ol phosphale procluction was testee! . a clear clecrease in 
the maximal respo nse to norac!renaline was observecl in cell s 
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Figure 3 Concentration- re sponse curves fo r the effects of P13K and PKC inhibitors on TGF·P·induced a18 -AR phosphorylation 

.ell pa1cl cclls wc1e i1 c.batcc 111 the aosence ot any agcr t (BI 011n the p1escnce ol 10 pM TGF-/1 alone (• l m with oille1ent concen t1at1ons ot wmtmannin (WT . e l m LY294002 (LY. O l 
Rig r t pw·ct. cells wme incubated in the absence ot any agenl (BI c1 r1 thc p1esence ot 10 pM TGF-/1 alone ( • l 01 wilh di llcienl concenlialions ol stau1ospo1ine (SI AU . e ) 01 bisindolylmaleimide 
1 (BIM . 01. Ploltco a1c lhc --1ca·1s l: S.E.M. ol l1 ipliralc 11c1c1 :11i l'alions ol 3 4 cxpe1imen ls using dille1en1 cell cullu1es. Rep1escn1ativc auto1adiogiophs a1c shown. 

incuba tcd ll' ith TGl .-·/i: no significa n! cha ngc was observed in 
thc EC,., valuc s. i.c. - 50 nM undcr both condi ti ons (Figure 4. 
low.: r panel). 

Pl ~ K s.:cms to pla y a kcy ro le: in thc TC l·-/i-mediated 
ph osph orylati on of .:i.

11
,-i\ Rs. T hc rcfore, in order to fu rther 

doc u111enl it s panicipation. w.: uscd tran sfcc ti nn of a dominant ­
n.:gativ.: 11Hlla111 nf th..: ..: nzy m..: [28). Wc alt <.: 111pt ..:d to perfor111 
th.:sc cxp..:rim..: nl s with th ..: Ra t- 1 cdl lin.:. but the ..:mcacy of 
trans tcc ti on wa s too low. Thcreforc wc perforn1cd thcse experi-
111c11 ts using Cos- 1 ccll s co- tra nsfect..:d with thc .:i. 111-AR and 
either th<: dominam -nega ti ve Pl 3K mutant or a n identical 
a111 ounl or Clllply \'CC lo r. As shown in Figure 5 (righl panel). 
TGF-/i was able to induce .:i. 111-AR phosph ory la ti on in Cos- l 
cd ls transfec ted with .x, ,.-A Rs. Thi s dTecl was bl ocked by tbe 
Pl3 K inhibito r wonrna nnin and by the PKC inhibi wr bisindolyl­
malei111ide 1. whi ch confirrned the da ta obtained with Rat- l cells. 
The inhibit ors by themselves were withou l effoct (resu lts not 
shown). When ce ll s were co- tran sfected with the t.p85 muta nt of 
Pl 3K. the ability of TGF-/1 to increase .:i. 1 ,.-i\R phosphorylation 
was losl ( f' igure 5. left panel) . T he AR ph osphorylat ion induced 
by noradrena line was sim ilar in ce ll s transfec tcd with or withou t 
the Pl.l K rnutanl (Figure 5. left panel). 

DISCUSSION 

The pr.:se 111 data indica t..: th at ac ti va ti on or TG l' -/i receptors 
incr.::a sed .z,.,-A R phosp horylati on a nd thu s induced receptor 
dcsensiti 7.a tion . Ph osphorylati on and desc nsit ization of .:i. 111-ARs 
has be.:n nbs.:rwd pr.: viously in n:spo nse to ac ti va ti on of G11 11 ,­

coupled rece rt ors such as the ET, endo thelin recep tors [8), 
G,-couplcd r.:cc pt ors suc h as lyso phos plia tid ic acid rec..:p tors 
[10}. a nd rcc<:plllrs \\'il h int rinsic tyrosi n..: kinas..: ac ti vit y such as 
th osc fo r l:Cil' and l'l) (if' [11 }. In thc pn:scnt study. recept ors 
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belonging to a d ifferent fa111il y, i.e. those with intrinsic serine/ 
lh rconinc kinas..: act ivit y. were studied. Thc da ta show clearly 
that acti va ti o n or thc.:s<: rc.:cc.:ptors can also 111odu lalc.: th c.: :x,. ,-i\R 
scnsili vity of ce ll s. 

T here see111s lo be a rela ti onship between :x ,.,-A R phosphoryl­
ati on and descnsiti za tion, but as y..: l il is far from fully 
unders tood . Thu s ag..: nt s thal induc..: a sma ll im:rcase in rc.:cep­
tor phosphoryla ti on, such as bradyk inin. do 11 0 1 induce recep tor 
desensitiza ti on (9 ]. This can be explained if onl y some site(s) or 
a fraction of thc receptors are a ffected. However. okadaic ac id. 
an inhibitor of protein phosphatases , or overexpressio n of G­
pro tein-coupled receptor kinase 5 or 6 markedly increased 
receptor ph osphorylation, but such covalent modifications do 
not seem lo alter recept or functi on [1 7.32]. In the presen t study 
we observed tha l the TGF-/1-med iated AR phosphorylation was 
associated with a decrease in the maximal a'drenergic effect oo 
[' H]in ositol phosphate production anda small shift to the right 
of the concentration- response curve to norad renaline for in­
tracellu lar calc iu m. This di fference could be due to the time 
frames ofagonist ac ti on limrnediate for int racellu la r calcium a nd 
! 5 min for ["H]in ositol phosphate produc ti on). a nd to the fact 
that a small increase in inositol trisphosphate co uld be sufficient 
to induce a near- maximal increase in int race ll ular calcium. 

The effecl ot" TGF-/i was observed a l low co ncent ra ti ons, and 
it was relati vd y ra pi d and transienl in a shon time frame . Thi s 
time course is nol co nsistent with the idea that it could be 
media ted th rough the classic TGF-/i signalling pathway involving 
gene t ra nscription a nd de novo pro tein synthesis. As mentioned 
in the lnt roduc ti on, there is evidencc tha t ad<l iti onal signalling 
events ma y panicipate in the ac ti on of thi s growth factor [22- 27}. 
In agreement with thes..: fi nd ings. we observed that inhi bitors of 
PK C and PU K dfocti vd y bl ockcd thc .z,. 1-i\ R phosphorylation 
induced by TCF-¡i; thc IC.-,., va lues were sim ila r to what was 
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1e 1 ni 10 pM 11;r ¡1 11r. loic llcing challcngr.d wilh lhe intlica lr.tl cnncenlralions ol noradrena line (NA). Resull s are p1cscn lcd as a pe1ce nlage ol lhe rnax irnurn inc1ease observed in response 10 
·1croc1w·afi ·1e i·· rc·•11 cl cclls. Plollca are lhe rneans l S.E.M. ol 4 -5 cxpe1irnenls using difieren! ce ll preparalions. owcr panel : conccnlralion- rcsponse curves lo noradrenaline lor ¡3H¡inosi lol 
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Plollcc Jir. l"r. ··iea-:s l S.C.M . ol 4- 5 experirnenls usiog ci' 'c1c r;1 r.11 11 cullures . 
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an1i cipa1cd a nd within thc rn nges observcd r reviously by us 
(8- 1 2]. As nbservcd previousl y for .z1 ,.-AR ph osphorylation 
ind uccd by lysophnsphatid ic aci d a nd EG F [10. 11 ]. inhi bito rs of 
l' KC ;1 1H1 l'l.>K co111pk1dy block cd the clkc t o r TGF-/1. T hi s 
su ggL"-i ls th ~ ll thL' Sl'. k ina '\l!S ~ l C l in ~ 1 '\l'q t1 c11 cc an d nol in 
indepc11dc111 p:11!111 :1y.;. 

Thc-rc 1.; " l:1rgc hodv " t' ex pe1·in1en1 ,.i e,·1dence ind ica ting 1ha1 
l' KC: ph11s ph,1 ry l:11es .:<

1
,.-1\ Rs [!> 14 ]. l'KC · cornp rises a largc 

Lt1 nil\ ,, f .- 11 11111cs 11i11l d iffe1c 11 ces in s,· 11 si1i vi1 y 10 ac1i va1ors a nd 
in suhs1r;11e specifici1 y [:1 1.:1 4]. The re is n<l d irecl cvidenee with 
regare! 10 the isnfonns 1lrn1 pan icipate in .z1 ,.-AR phosphoryl­
a 1i o 11 . Ne,·en hdess. ll'e ha vc observed 1ha1 the .z . ~ and f. 

isofllrlll s of PKC co- i111111un oprec ipita1 c ll' ith .z 111-A Rs under 
ba sal ct> nd iti <' ns. and thi s association is dy na1nicall y incrcased by 
cell 1re;i1111 e111 wi th pho rbol cstc rs or hornrnncs that increasc 
recept or ¡1irnsph ory la1i on [.>5] . Thcsc data ind ica tc that severa ! 
PKC iso l'tmns pani cipa tc in this prncess. a nd suggcsl the 
possibilit y 1ha1 they rna y panicipate in di fferc nl st..:ps or 1ha1 
t'uncti onal redu nda ncy rnay cxisL 11 should be 111en1ioned tha t a 
recen! publ ica ti on pres..: nted ex periment al cvidence that seriously 
ques ti ons the selec1i vi1 y ofman y pro tein kinase in hi bit ors (36]. In 
the prese nt wo rk we uscd three d ifferenl PK C inhibitors, and the 
EC ,11 value s w..:re simi lar lo wha l wou ld be cxrected . However, in 
viell' or lhé a bove-menti oned fin d ing [36]. lhc possibility that 
o ther pro tein kinascs rna y be in volved ca nno t be ruled out. 

P\ 3K is a f'a mil y or enzymes with fun dam ental ro les in 
signa lling and the regu la ti on of ce ll ular ac ti vit y [33 ,34]. These 
enzy rnes co 1nprise catal yti c and adapt or/ rcgul a tory subu nits. l n 
Class 1A . 1hc adaptor p85 subunil has Src homolgy 2 (S H2 ) and 
SH J mo ti\ 's 1ha1 binct ph osphotyrosine rcs id ues a nd the pi 10 
ca1 aly1ic subunil [37.38] . Our prese nt dat a usin g Pl3K inhibito rs 
Or l ra ns\'cL' li<'n nf !he i\p85 d o111 in a nt - nq~alil'C llllllanl Stron g!y 
in d ic ~11 e a rn lc 1·or l' LlK in thc plrnsphorylati on and dcscnsitiza -
1 ion of .z 111-i\ Rs ind uced by TG 1 :-¡!. \V or1111;1 nnin is a po t<.:nl a nd 
selccti vc 110n-co111 pe1 i1i v..: inhibitor ot' l'L1K (39], whereas 
L Y2<J4002 is an inhibito r tha t cornpél es al the binding si te of 
AT P o\' 1his kinase (40] . The t.p8 5 dom ina nt-ncgati ve mutant 
of Pl~K lacks 1hc bind ing si te fo r the catal yti c subunit pi 10. a nd 
intc rk rcs with it s in1 erac1ion with tyrns ine-phosph orylatcd resi ­
d ues [2. ]. Thesc th ree inhibitors of l'L1K clear ly and consi st<.:ntl y 
block.:d .:< 111-i\ R phosph orylation. undcrscor ing the irnponance 
of thi s en1.y1ne :1c1i vi1 y as a rn odu la tor ot' the i\ R rh osp horyla tion 
stale. 

Pl.>K is a 111 od ula1or of PKC ac ti vit y th rn ugh the synthesis of 
.1- ph osph orylated plwsphoinositides. T hesc phospholipids are 
imponan t rn od ulators of ph osph oin ositi dc-dependent protein 
kina se 1. which ph osphorylates th e acti vat ion loop of some PKC 
isoform s [41.42]. 3-Ph ospho ryla ted ph osph oi nositides have a lso 
been re pon ed 10 ac tivate novel and at ypi ca l PKC isoforrns 
(41.42 ]. 

The 111eclia 11 is 111 fs) th ro ugh which TG F-¡1 ac ti va tes Pl.1K is not 
yet fu l! ) unck rstood . Sorne a uth ors havc suggested 1ha1 it takes 
place 1h rough ind irccl action s. 1101 involving tyros ine ph osph oryl­
aiion (2 7] . Nevenhelcss . it is known 1h a1 T GF-/1 stirnu lates Src 
kina se ac1i vi1 y. increa sing protein 1yrosi11e ph os phor ylation (22] . 
On 1he othe r hand . it ha s heen ohscrved by severa\ autho rs that 
l'l.>K pX 5 and l'L>K aui vit y co- i111 111 u1rn prccipilale with TC 1-'-/I 
recept ors [2 5.26]. 

lt has been elegantl y demonstra ted tha l ac ti vation ofreceptors 
fo r in su lin or for insulin-li ke growt h fact or 1 leads to /1,-AR 
desen si 1i za1 ion associa ted wi th A R tyros i ne phosphory la tion 
!(43.44 ]: reviewcd in (4 5]). A key hierarchical ro le for protein 
kinase B (f\ kt ) in thi s effect has recent ly been described [46] . 
Simila rly. we ha ve shown tha t acti vati on of other tyrosine kinase 
recept nrs. suc h as th osc fo r F.GF or PDGF. kads to desensiti za -
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ti on of .z 1u-AR s (11 ]. As shown here. acti va ti on of TG F-/1 
receptors, which have endogen ous serinc / th reonine kinase act­
ivity , rnod ulat es a G-pro tein-coupled rece rll o r 

In su111111a ry. th <.: p rcs..: nl data show 1ha1 TG\ ·-/1 induces ct 111-
!\R phosph or ylati on and d..:sc nsi1i za1i o n. Thc da ta suggcsl thc 
foll owi ng work i ng nwdd : ac ti va ti on of T( i I ·-ji rcc<.:pl ors. d i r<.: c.: l\ y 
or ind irec tl y. s1i11rn la1 es P1 1K ac1iv i1 y : this leads 10 ac1iva 1i on of 
l'K C. whic.:h plrns ph orylat<.:s an ti ckscn siti zcs .z 111 -!\ Rs. 
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