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Resumen

Una forma de regulacion de la actividad de los receptores de membrana es a través
de su fosforilacién por distintas proteinas cinasas. Nuestro grupo ha demostrado
previamente que los receptores o p-adrenérgicos son regulados en respuesta a la activacién
de otros receptores acoplados a proteinas G como por, ejemplo, los receptores para la
bradicidina y la endotelina, o regulados por receptores con actividad cinasa de tirosina,
como son los receptores para el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) o los 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-f “TGF-B” (Transforming Growth Factor-f) son capaces de
ejercer también este tipo de regulacion sobre los receptores ojy-adrenérgicos expresados
establemente en células Rat-1. La estimulacion de las células Rat-1 con TGF-p induce la
fosforilacion de los receptores ojp-adrenérgicos, lo que se traduce en una desensibilizacion
de la respuesta o),-adrenérgica, evidenciada por una disminucién de la respuesta a
norepinefrina (el agonista natural), por la elevacién del calcio intracelular (Ca*") y por la
produccion de fosfatos de inositol (IPs). Algunos de los inhibidores de la proteina cinasa C
(PKC) y de la fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K) bloquean la fosforilacién de los receptores
ap-adrenérgicos inducida por el TGF-B. Ademads, en la cotransfeccién de los receptores
ap-adrenérgicos y de la mutante dominante negativa de la PI3-K (Ap85) en la linea celular
COS-1 se observd que se bloquea la fosforilacion de los receptores oy-adrenérgicos
inducida por el TGF-B. Nuestros datos sugieren que la activacion de los receptores para el
TGF-P estimulan la actividad de la PI3-K, lo cual lleva probablemente a la activacion de la

PKC; entonces la PKC fosforila y desensibiliza a los receptores a,p-adrenérgicos.



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 a,p-adrenergics 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 § (TGF-) are capable to exert this type of regulation over oy~
adrenergic in Rat-1 fibroblasts stably espressing these adrenoceptors. The stimulation of the
cells Rat-1 with TGF-B induced phosphorylation/desensitization o, p-adrenergic receptors.
We observed that the TGF-B mediated oj,-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 (Ca** ) and as indicated by a reduction
in the adrenergic-mediated production of [*H] inositol phosphates. Some of the protein
kinase C (PKC) inhibitors and the phosphoinositide 3-kinase (PI3-K) inhibitors blocked the
phosphorylation of o jy-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 op-
adrenergic receptors. Phosphorylation of o,-adrenergic receptors by TGF- 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 (Ap85) inhibited the
phosphorylation of a,-adrenergic receptors induced by TGF-B. Our results indicate that
activation of TGF- B receptors induces «,,-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.



Introduccion

La familia de receptores acoplados a proteinas G, GPCRs, (por sus siglas en inglés,
G Proteins Coupled Receptors), estda formada por una gran cantidad de receptores
diferentes, cuya funcion principal es la transmision de la informacion del ambiente
extracelular al interior de la célula. Esta familia incluye receptores para muchas moléculas
seflales: como hormonas, neurotransmisores, péptidos, moléculas de olores y sabores,
fotones, asi como, para iones por ejemplo: de Ca’* y K'. De acuerdo a una reciente
estimacion 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 comun constituida por una regién amino
terminal extracelular, siete hélices que atraviesan la membrana celular unidas por tres asas
extracelulares y tres asas intracelulares y una region carboxilo terminal citoplasmica. A los
receptores acoplados a proteinas G también se les denomina receptores de siete dominios
transmembranales.

Las sefiales extracelulares son transducidas hacia el citoplasma via la interaccion de
los ligandos con sus receptores. La activacion del receptor se produce por la interaccion con
su ligando (también llamado agonista) lo que induce cambios en la conformacién en el
receptor que le permiten acoplarse con proteinas G y formar complejos de alta afinidad
agonista-receptor-proteina G. Dicha asociacion promueve el intercambio de GDP por GTP
en la subunidad o de la proteina G. Esto causa la disociacion de las proteinas G
heterotriméricas en sus subunidades: la subunidad a y el dimero Py son capaces de regular
la actividad de un gran numero de moléculas efectoras: la adenilato ciclasa, isoformas
diferentes de la fosfolipasa Cg (PLCp), canales idnicos, proteinas cinasas de tirosina, etc. La
unién del GTP a la subunidad o y la disociacion del complejo By también producen una
disminucion en la afinidad del receptor por el agonista. La actividad intrinseca 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 activacion de la adenilato ciclasa o de la PLCy generan los segundos mensajeros
AMPc y diacilglicerol en el primer caso, el inositol 1,4,5 trisfosfato y movilizacién de Ca.

en el segundo, modificando el medio intracelular y produciendo una cascada de



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
activacion de los receptores de membrana llamados adrenérgicos, los cuales pertenecen a
los GPCRs, a la fecha se han identificado 9 subtipos. Basindose en sus propiedades
farmacologicas, bioquimicas y en el sistema de transduccion de sefales al que se
encuentran acoplados, los receptores adrenérgicos se han dividido en tres familias: o) (o4,
B Y op); &2 (024, 02 Y 2¢) Y B (B1,B2 y B3). Los a; y los B estan acoplados al sistema
de la adenilato ciclasa y los a; al recambio de fosfoinositidos/Ca®".

Por convenciéon y de acuerdo a la “International Union of Pharmacology. X.
Recommendation for nomenclature of alpha 1-adrenoceptors: consensus update” se
nombran a los receptores a-adrenérgicos nativos con letras mayusculas en los subindices y

a los receptores a-adrenérgicos clonados con letras mintsculas en los subindices (Hieble
etal., 1995).

Los receptores ojp-adrenérgicos, motivo de esta tesis, ejercen su accion a través del
sistema de recambio de fosfoinositidos/Ca®". Este sistema de sefializacién se activa por la
interaccion del receptor con el agonista (norepinefrina), favoreciendo la interaccion con la
proteina G, (Cotecchia et al., 1992) lo que ocasiona la activacion de la fosfolipasa C (PLC)
cuyo sustrato especifico es el fosfatidilinositol (4,5)-bisfosfato generando diacilglicerol e
inositol (1,4,5)-trisfosfato (IP3). El IP; generado difunde en el citosol y se une a sus
receptores, situados en el reticulo endoplasmico, formados por tetrameros de éstos, que
permite la salida del calcio (Ca**) almacenado en el organelo. Tanto el diacilglicerol, como
el Ca’" favorecen la activacion de la proteina cinasa C (PKC). La activacién de la PKC
tiene diferentes efectos sobre la célula generando diversas respuestas celulares que incluyen
la contraccion, la secrecion y la activacion metabolica dependiendo del tipo celular. Este es

el mecanismo mas empleado por los receptores o;-adrenérgicos ver Figura 1.
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Figurd 1. Vias de Transducciéon de los Receptores Adrenérgicos. A, agonista; R-a,;, receptor a,-adrenérgico; R-o, receptor -
adrenfrgico; R-P, receptor B-adrenérgico; AC, adenilato ciclasa; PLCP, fosfolipasa C-; PKC, proteina cinasa C; PKA, proteina cinasa
A; PIP2, fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato; IPs, inositol 1,4,5-trisfosfato; DAG, diacilglicerol.



Las proteinas G heterotriméricas median una gran variedad de sefiales 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 o-adrenérgicos no sdlo interaccionan con la proteina Gg, sino que también se
acoplan a la proteina G;, (Casas-Génzalez et al., 2000).

La eficacia con la cual los receptores adrenérgicos propagan las sefiales
extracelulares es regulada dinamicamente debido a la existencia de mecanismos de control,
que por un lado le permiten a la célula responder rapidamente al agonista y por el otro la

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

La estimulacion prolongada de los receptores acoplados a proteinas G regulan la
accion de sus agonistas cuando estos se presentan de manera repetida o persistente. En esta
situacion la respuesta al estimulo hormonal es disminuida, o incluso ausente. A este
proceso se le ha denominado como desensibilizacion (Lohse et al., 1993). La
desensibilizacion rapida, que se produce seguida de un estimulo hormonal agudo, esta
mediada por la fosforilacion del receptor. Esta fosforilacion es llevada a cabo por diferentes
tipos de cinasas que probablemente actuan de forma secuencial como las activadas por las
proteinas G llamadas GRKs (por sus siglas en inglés, G proteins Receptors Kinases) 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 ciclico). La desensibilizacion se ha dividido en dos tipos: desensibilizacién homéloga

y desensibilizacion heterdloga.

Desensibilizacion Homéloga

La desensibilizacion homoéloga es un fenémeno general, en donde la accion de
hormonas y neurotransmisores es el mecanismo regulador comin de la funcién de diversos
receptores. Se caracteriza por una pérdida rapida y especifica en la capacidad de activacion
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 proteinas G, este proceso ha sido estudiado en la rodopsina que es el receptor
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que media la fototransduccion en células de la retina y en el receptor B,-adrenérgico en el
que su activacion, inducida por las catecolaminas, lleva a la estimulacion de la adenilato
ciclasa. La PKA activada por el AMP ciclico es capaz de fosforilar y desensibilizar al
receptor P;-adrenérgico cuando éste ha sido estimulado o bien cuando aumenta el AMP
ciclico intracelular en respuesta a otros estimulos. Por otra parte, los receptores antes
mencionados también son fosforilados por cinasas especificas que sélo actian sobre los
receptores acoplados a proteinas G, por lo que se les conoce como GRKs. Estas cinasas
tienen la caracteristica de fosforilar exclusivamente a los receptores que han sido activados
por su ligando y en los que muy probablemente los sitios de fosforilacion quedan accesibles
como parte de un cambio conformacional (Premont et al., 1995).

Los receptores al ser fosforilados aumentan su afinidad por las proteinas f-
arrestinas; la B-arrestina, al unirse al complejo receptor-proteina G, evita que interactie con
las proteinas G, por lo que se mantiene el estado desacoplado del receptor, ver Figura 2. La
fosforilacion del receptor por las GRKs es un paso importante en el proceso de
desensibilizacion e internalizacion de los GPCR. Los receptores fosforilados son
desfosforilados por fosfatasas que se encuentran localizadas en los endosomas
intracelulares, los cuales son los encargados del trafico de los receptores después de su
estimulacion y desensibilizacion (Krueger et al., 1997; Pitcher et al., 1995).

En la desensibilizacion homéloga intervienen 3 procesos importantes: 1) el
desacoplamiento rapido (segundos) del receptor de la proteina G, sin que exista una
disminuciéon del numero de receptores; 2) la internalizacion de los receptores, que se
produce a los pocos minutos de la estimulacién por el agonista, a continuacion los
receptores son introducidos en las vesiculas intracelulares, en las cuales permanecen por lo
que son inaccesibles al agonista; 3) la “down regulation™ se da después de una estimulacién
prolongada por el agonista (horas) ocasionando una disminucién en el numero total de
receptores debido a un aumento en la degradacion o a una disminucién en la sintesis de los

mismos (Lohse et al., 1990).



Agonista

Figura 2. Modelo de la desensibilizacién homéloga. La activacion de los receptores acoplados a proteinas G por el agonista lleva a la disociacién de las subunidades
a y By, que conforman a la proteina G. El dimero libre Py recluta a las proteinas cinasas especificas para los receptores acoplados a las proteinas G (GRKs), las cuales
fosforilan a los receptores ocupados por su agonista. La fosforilacién del receptor por las GRKs es una sefial para que las B-arrestinas se unan al receptor, este complejo
receptor fosforilado-B-arrestina, sera recubierto por la proteina clatrina, formando una hendidura en la membrana, junto con las proteina dinamina, la cual cierra el
cuello de la hendidura forméandose la vesicula en la cual los receptores se internalizan. EL receptor fosforilado junto con la B-arrestina es internalizado dentro de los
endosoma. El pH écido del medio interno del endosoma favorece la desfosforilacion del receptor, el cual regresa a la superficie de la membrana celular, reciclandose 6
para seguir un proceso de degradacién. (Tomado de Pierce et al; 2002).



Regulacion por GRKs

Las enzimas GRKs pertenecen a una familia de al menos seis proteinas cinasas de
serina/treonina, que fosforilan a los receptores acoplados a proteinas G sélo 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 interaccion con las proteinas G, lo que
produce una disociacion del heterotrimero liberando a la subunidad « y al dimero formado
por las subunidades By. El dimero unido a la membrana en forma de un complejo, By-
fosfatidilinositol-bisfosfato, se une al dominio carboxilo terminal de la GRK, lo que induce
la fosforilacion de los receptores (Ferguson et al., 1998). La fosforilacion del receptor no es
suficiente para que exista el proceso de desensibilizacion, pero contribuye para generar un
sitio de alta afinidad para promover la asociacién de las B-arrestinas, lo que garantiza la
desensibilizacion del sistema, ya que la unién de las B-arrestinas no permite que se asocien
nuevamente las subunidades a y By de la proteina G (Lohse et al., 1990).

A continuacién, el receptor sigue dos caminos: ser reciclado y/o degradado. Este
proceso se da por medio de la internalizacion de los receptores en los endosomas, en los
cuales los receptores al ser desfosforilados por fosfatasas especificas (2A) son regresados a
la superficie de la membrana reciclandose; o los receptores internalizados son degradados
por los lisosomas, ver Figura 3.

Las GRKs en mamiferos estan codificadas por una familia de seis genes: la GRK1
conocida como la rodopsina cinasa; la GRK2 o BARKI1 conocida como la cinasa del
receptor B-adrenérgico; la GRK3 o BARK2; las GRK4; GRKS; GRK6 y GRK7. En la
Tabla 1 se dan algunas de las caracteristicas de la familia de las GRKs (Sterne-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 estan ocupados,
es decir en su estado inactivo, las GRKs se encuentran en el citosol. La forma en que cada
una de las distintas GKRs interaccionan con la membrana es particular para cada una de
ellas, de esta manera las GRKs sufren modificaciones postransduccionales que promueven
la unién de lipidos, como la farnesilacion de la GRK1 y la palmitoilacion de la GRK4 y
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GRK6 en residuos de cisteinas presentes en la region carboxilo terminal de las GRKs: la
GRKS posee una region con fuerte carga positiva que le permite asociarse con los lipidos
de carga negativa, abundantes en la cara citosolica 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 dimero By de las proteinas G que queda
libre cuando éstas son activadas (Pitcher et al., 1995). Este altimo es un mecanismo
interesante, ya que el dimero Py se encuentra disponible solamente cuando un receptor es
estimulado por su ligando y lleva a la disociacion del heterotrimero de las proteinas G

(Premont et al., 1995).

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

-4 4
U4~ Ser 08

fosforilacion ocurre en los residuos de Ser y Ser*'? de la region carboxilo terminal

del receptor (Diviani et al., 1997).

Tabla 1

Caracteristicas de los miembros de la familia de las GRKs

Nombre de la Familia  Tamafo Variantes Distribucién® Modificacion Activadores Inactivadores
{kDa) Polipeptidicas Tejidos Covalente
GRKI (cinasa de la 63 N.D. Retina (ROS) > Farnesilacion Policationes Recoverina
rodopsina) pineal
GRK2 (SARKI) 79 N.D. I>ex> co>pl>r N.D. Gfy, PIPy, PKC, c-Src MAPK
GRK3 (ARK2) 80 N.D. ol>c>r>co>pl>h  N.D. Gy, PIP, N.D.
GRK4 66 Cuatro 1>>>¢ Palmitoilacion N.D. N.D.
GRKS 68 N.D. co,pl >me >ch>r N.D. Policationes, PI1P, PKC,
calmodulina

GRK6 66 Si C, me >>co, pl,r >h  Palmitoilacion Policationes N.D.
GRK7 62 N.D. Retina (cono) N.D. N.D. N.D.

(Farnesilacién?)

N.D., no determinado

“ Determinado por la expresion de RNAm: C, cerebro; cx, corteza cerebral; co, corazén; h, higado; pl,
pulmén; r, rifién; olf, tracto olfatorio; /, leucocitos; b, bazo; me, musculo esquelético; ¢, testiculos. PIP,,
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato; ROS, segmento externo del bastén. (Tomado de Ferguson 2001)



Figura 3. Esquema del posible mecanismo molecular durante el proceso de desensibilizacién e
internalizacién de los receptores acoplados a proteinas G.

Mecanismo I La activacion del receptor lleva a la fosforilacién del receptor por el agonista (A ) y favorece la
fosforilacion del receptor por la GRK en residuos de serina y treonina localizados en el receptor en la regién
intracelular carboxilo terminal, que facilitan la translocaciéon y unién de las B-arrestinas (BArr) al receptor,
asociandose al complejo adaptador AP2 por medio de la subunidad B2 de la adaptina. Todo este complejo se
une a la clatrina para que se forme el endosoma recubierto de clatrina el cual serd cerrado por la proteina
dinamina. El endosoma formado sigue los siguientes pasos: (1) en el endosoma, las BArr se separan del
receptor; (2) por la disminucién del pH se activa la fosfatasa 2A para desfosforilar al receptor y éste puede
regresar a la membrana plasmatica; (3) el receptor dentro del endosoma es llevado hacia los lisosomas para su
degradacion por lo que existe una disminucién del niimero de receptores en la membrana plasmatica.
Mecanismo II. Los receptores en la membrana son internalizados junto con la BArr en endosomas donde
permanecen como almacén. o los receptores son sintetizados por el Aparato de Golgi cuando son requeridos.
(Tomado de Ferguson 2001).



Funcién de las p-arrestinas en la regulacion los GPCRs

Las arrestinas son proteinas que juegan un papel muy importante en el bloqueo de la
transduccion de sefiales iniciada por los receptores acoplados a proteinas G. La actividad de
estas proteinas en el proceso de desensibilizacion homoéloga sucede inmediatamente
después de la fosforilacion del receptor. El bloqueo de la sefial ocurre por la capacidad que
tiene la arrestina de interferir directamente con el acoplamiento del receptor con la proteina
G (Lohse et al., 1990). A la fecha se conocen cuatro isoformas distintas de proteinas [3-
arrestinas en mamiferos. Dos pertenecen al sistema de fototransducciéon (la arrestina del
baston y la arrestina de cono). Las otras dos isoformas de arrestinas son la arrestina 2
también llamada P-arrestina 1 y la arrestina 3 llamada P-arrestina 2, las cuales son
expresadas ubicuamente y se sabe que regulan los procesos de internalizacion de los
receptores de siete dominios transmembranales (Benovic et al., Sterne-Marr et al., 1995),
ver Figura 3.

La internalizacién de los receptores acoplados a proteinas G es un fenoémeno
observado comunmente como una respuesta a la estimulacion por el agonista. El modelo en
donde mas se ha estudiado este proceso es en los receptores [;-adrenérgicos, estos
receptores se expresan naturalmente en los eritrocitos de pavo, en los cuales se llevaron
acabo los ensayos de union a ligandos radiactivos, tanto hidrofilicos como hidrofobicos
observandose asi su distribucion diferencial. Los receptores activados no fueron detectados
con compuestos hidrofilicos después de 5 minutos, pero si se detectaron por los compuestos
hidrofébicos, lo que indico que los receptores eran secuestrados dentro de los
compartimientos intracelulares especializados al ser expuestos al agonista. Esto ocurrié
dentro de los primeros minutos de exposicion y coincide en el tiempo de fosforilacion del
receptor y la union a la B-arrestina (Barak et al., 1999), ver Figura 3.

Uno de los primeros reportes en la literatura en el que se demuestra este fenémeno
en tiempo real es el de la activacion del receptor de neuroquina 1 en las células HEK 293.
Haciendo diferentes construcciones con la proteina verde fluorescente (GFP) y la PKC, las
GRKs y la B-arrestina 2, se observo una redistribucion de la GFP-PKC a la membrana
plasmatica como respuesta la estimulacion por la sustancia P, mostrando que los receptores

para la neuroquina 1 son activados dentro de los primeros segundos de la exposicion al
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agonista y que la respuesta se pierde a los 30 segundos. La desensibilizacion del receptor
coincide con la redistribucion de la GFP-GRK2 del citoplasma a la membrana plasmatica,
seguida de una translocacion de la GFP-B-arrestina (Barak et al., 1999). A la fecha existen
numerosos reportes sobre el secuestro de los receptores durante la desensibilizacion y la
resensibilizacion. Algunas evidencias sugieren que este fenomeno es parte del proceso de
desensibilizacion, mientras que otras evidencias sugieren que la internalizacion es un paso
por el cual los receptores son resensibilizados y reciclados a la membrana (Yu et al., 1993),
ver Figura 3.

Estudios realizados con los receptores Pr-adrenérgicos han demostrado que la
dinamina, una proteina 100 kDa con actividad de GTPasa, es la encargada de cerrar el
cuello de la vesicula que se forma para internalizar a los receptores la cual se recubre de
una proteina llamada clatrina. Esta proteina es esencial para el “secuestro” de los receptores
B,-adrenérgicos durante el proceso de endocitosis (Zhang et al., 1996). La sobreexpresion
de las B-arrestinas produce un aumento en el proceso de internalizaciéon de un 50% en los
receptores de angiotensina II (ATa) (Zhang et al., 1996). La sobreexpresion de la mutante
negativa de la dinamina (K44A) bloquea la internalizacién de los receptores [»-
adrenérgicos en las células HEK 293, pero no tiene efecto sobre la endocitosis de los
receptores para la angiotensina Il (AT;s) (Zhang et al., 1996). La movilizacién de los
receptores se lleva a cabo por un camino dependiente de la dinamina, como se demostro
con la co-expresion de la mutante negativa (K44A) la cual bloqued el proceso de
endocitosis. Los receptores (,-adrenérgicos y la B-arrestina fueron colocalizados junto con
la clatrina en las vesiculas revestidas de clatrina (Goodman et al., 1996). La idea de que la
union de las B-arrestinas a los receptores acoplados a proteinas G favorece el proceso de
endocitosis via la formacion de vesiculas recubiertas de clatrina ha sido comprobada por los
estudios en donde se demuestra que la B-arrestina se une directamente a los componentes
de la maquinaria del proceso de endocitosis, ver Figura 3. Las B-arrestinas se unen tanto a
la cadena pesada de la clatrina como a la proteina adaptina, la cual es una subunidad del
adaptador heterotetramérico AP-2 (Goodman et al., 1997). Este complejo adaptador esta
formado por dos subunidades grandes: o adaptina y 2 adaptina (100 kDa para ambas), una
subunidad mediana u2 (50 kDa) y una subunidad pequefia 62 (17 kDa) (Kirchhausen et al.,

1999). Cada subunidad del complejo cumple con una funcién distinta. La subunidad o
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adaptina se une a la clatrina, la dinamina y al Eps 15. La subunidad B2 adaptina es esencial
para la formacion de la recubierta de clatrina, interactuando tanto con la clatrina como con
los motivos de leucina. La subunidad mediana p 2 reconoce la secuencia sefial, NPXY para
la internalizacion (Kirchhausen et al., 1999).

Varias rutas han sido descritas para el proceso de internalizacion: 1) la
internalizacion dependiente de arrestina, dinamina y clatrina como por ejemplo en el caso
del receptor B;-adrenérgico; 2) la internalizacion dependiente de dinamina e independiente
de arrestina, por ejemplo en los receptores para acetilcolina M1 y M4; 3) la internalizacion
independiente de dinamina y arrestina, por ejemplo en el receptor de la acetilcolina M2 y el
receptor de angiotensina AT); 4) la internalizacion dependiente de las caveolas, como por
ejemplo en la familia de receptores P-adrenérgicos y en la familia de los receptores
muscarinicos.

La mayor parte de los estudios sobre el proceso de desensibilizacion homéloga se
han desarrollado en el receptor [-adrenérgico, en particular el ;. En cambio para los
receptores o-adrenérgicos existe mucha menos informacion, aunque del receptor o p-

adrenérgico es del que se tiene un poco mas de informacion.

Regulacion del receptor a4p-adrenérgico

Las primeras evidencias reportadas sobre la desensibilizacion rapida producida por la
estimulacion de los receptores o g-adrenérgicos por su agonista norepinefrina. se
obtuvieron en células DDT;MF2 de musculo liso de vasos eferentes de hamster, en donde
se asocia el proceso de desensibilizacién con la fosforilacion y desacoplamiento de los
receptores ag-adrenérgicos. En estas mismas células también se observo que el agonista
induce una disminucién del numero de receptores en la superficie de la célula, sugiriéndose
un proceso de internalizacion de los receptores (Leeb-Lundberg et al., 1987). En
fibroblastos Rat-1 se expresaron los receptores o p-adrenérgicos de hamster por
transfeccion estable y se demostr6 un aumento en el estado de fosforilacion del receptor al
estimularse con la norepinefrina (Diviani et al., 1996; Vazquez-Prado et al., 1997). Al
truncarse la region carboxilo terminal del receptor ojp-adrenérgico se impide el proceso de

fosforilacion y de desensibilizacién inducida por el agonista. Lo que apoya la idea de que el



carboxilo terminal de los receptores es importante para regular su funcion al ser activados
por su agonista. (Lattion et al., 1994; Véazquez-Prado et al., 2000). Ademas se observé que
el aumento en la fosforilacion del receptor a;g-adrenérgico no se afecta por el empleo de
inhibidores de la PKC (Lattion et al., 1994). Estos mismos autores reportaron los sitios de
fosforilacion del receptor en los residuos de las Ser*™, Ser*® y Ser*'” de la region carboxilo
terminal y que dicha fosforilacion es catalizada por la GRK2 (Diviani et al., 1997). En el
caso de la fosforilacion inducida por la activacion directa de la PKC por el éster de forbol
(PMA), ésta se lleva a cabo sobre los residuos Ser’” y Ser*® (Diviani,., 1997). Asi, la
mayoria de las evidencias indican claramente que cuando los receptores og-adrenérgicos
son activados por sus agonistas son entonces sustrato de las GRKs, produciéndose una
fosforilacion del receptor asociada con el proceso de desensibilizacion e internalizacion del

receptor, como se describid anteriormente.

Desensibilizacion Heterologa

La capacidad del receptor para responder a la estimulacién por su agonista es a
veces disminuida por la activacién de un receptor no relacionado mediante un mecanismo
llamado desensibilizaciéon heteréloga. Este proceso frecuentemente resulta de la
fosforilacion de uno de los receptores por proteinas cinasas, tales como la proteina cinasa A
(PKA) y la proteina cinasa C (PKC), que son activadas por el otro receptor. Sin embargo,
puede ser también el resultado de la fosforilacion y desensibilizacion de la proteina G o de
la utilizacion de otros componentes comunes del sistema de transduccion, por ejemplo
enzimas como la PKC y la PKA (Chuang et al., 1996; Ferguson et al., 1996).

Las proteinas cinasas activadas por segundos mensajeros reconocen sitios de
fosforilacion consenso en cualquier receptor acoplado a las proteinas G. La activacion de
estas cinasas (PKA y PKC) no s6lo conlleva la fosforilacion de los receptores activados por
sus agonistas, sino que ademas, promueven la fosforilacion de otros receptores, lo que se le

denomina, cross- talk o regulacion cruzada.

Regulacion por la proteina cinasa A

En la literatura existen varios ejemplos de este tipo de desensibilizacion heteréloga,
sobre todo para el receptor [-adrenérgico, en particular el ;. El aumento en la
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concentracion de AMPc ejerce, a través de la PKA, efectos reguladores a diferentes niveles
de la cascada de sefiales. Por ejemplo, la activacion de la adenilato ciclasa puede conducir a
una disminucion en el nimero de receptores que activan el recambio de fosfoinositidos. tal
es el caso. del estudio realizado en células CHO (células de ovario de hamster)
cotransfectadas con los receptores [3-adrenérgicos y con los receptores muscarinicos M1
(los B, interaccionan con la proteina Gs y estimulan a la adenilato ciclasa y a los M1
estimulan el recambio de fosfoinositidos), en el que la estimulacion prolongada de los 3,-
adrenérgicos resulta en una disminucion en el nimero de receptores muscarinicos. Este
efecto también se generd por la activacion directa de la adenilato ciclasa por la forskolina
(Lee et al., 1993). Sin embargo, en otras células, la estimulacion crénica en la produccion
de AMPc mejora la respuesta del recambio de fosfoinositidos como se observa al estimular
a los receptores para la bradicinina en células MC3T3-El, en las que ademas se detecta un
aumento en el numero de receptores para esta hormona (Banno et al., 1993). La activacion
de la PKA fosforila y desensibiliza a diferentes tipos de receptores como los receptores: B,-
adrenérgicos (Benovic et al., 1985; Clark et al., 1988), a los receptores AT, para
angiotensina Il (Garcia-Caballero et al., 2001) y al receptor o de los tromboxanos

(Yamamoto et al., 2002).

Regulacion por la proteina cinasa C

La activacion de la PKC diminuye la actividad de la via de recambio de
fosfoinositidos activada por diferentes receptores acoplados a proteinas G. Los blancos
potenciales de la PKC incluyen el receptor, la G4 y la PLC entre otros (Garcia-Séinz, 1991).
La PKC forma parte de un mecanismo de regulacion negativo ya que en diversos reportes
se ha demostrado su participacion en el proceso de fosforilacion/desensibilizacion de los
receptores, por citar algunos ejemplos de este proceso; la activacion de la PKC que induce
la fosforilacion de los receptores AT, y AT, para la angiotensina Il (Garcia-Caballero et al.,
2001; Olivares-Reyes et al., 2000), de los receptores & de los opiodes (Xiang et al., 2001),
asi como, de los receptores oj,-adrenérgicos (Vazquez-Prado et al., 2000), ojp-adrenérgicos
(Garcia-Sainz et al., 1999) y o 4-adrenérgicos (Garcia-Séinz et al., 2000) en todos ellos hay

una disminucion de la respuesta a su ligando.
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Regulacion cruzada entre los receptores o,,-adrenérgicos y otros receptores
acoplados a proteinas G

En el caso de los receptores aj-adrenérgicos la informacion es més escasa,
probablemente porque se han realizado pocos estudios acerca de los mecanismos que
participan en el proceso de desensibilizacion y porque se acoplan a una ruta de sefializacion
diferente (recambio de fosfoinositidosta2+) activando a otras vias de transduccién: como
la de la fosfolipasa A, (PLA;) y a la fosfolipasa D (PLD) especifica de la fosfatidilcolina
(Minnenam 1988).

Las primeras evidencias que se tienen del proceso de desensiblizacion de los
receptores o g-adrenérgicos son las que obtuvieron con hepatocitos aislados de rata. En este
caso la activacion de la PKC por ésteres de forbol (PMA) bloqued las acciones de los
receptores o p-adrenérgicos y este efecto estuvo asociado a la fosforilacion del receptor
(Corvera et al., 1984: Corvera, et al., 1986). La fosforilacion inducida por el éster de forbol
también se observo en células DDT-1 MF2, en las que se demostrd la fosforilacion del
receptor o, g-adrenérgico (Leeb-Lunberg et al., 1985). Otro ejemplo de regulacion cruzada,
se obtuvo en estudios in vitro en los que demostro que los receptores o g-adrenérgicos.
purificados de células DDT-1 MF2, una linea celular de musculo liso de vasos eferentes de
hamster. son fosforilados por la activacion de la PKA (Bouvier et al., 1987), aunque no se
ha encontrado cual pueda ser su importancia fisiologica in vivo. Existen diferentes reportes
que apoyan el papel de la PKC en la desensibilizacion de los receptores o -adrenérgicos y
la activacion directa de la enzima con ésteres de forbol (TPA), ya que se ha observado que
disminuyen las respuestas o;-adrenérgicas en varios sistemas.

En células DDT,-MT2, al ser estimuladas con la bradicinina, existe una
fosforilacion y desensibilizacion de los receptores o g-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 o -adrenérgicos se ha observado que tienen diferente sensibilidad a los efectos

reguladores de la PKC (Garcia-Séinz y Macias-Silva, 1996).



En fibroblastos Rat-1, en donde se expresan de forma independiente los tres
subtipos de receptores o-adrenérgicos por transfeccion estable, se logré determinar la
diferente sensibilidad que tienen los subtipos de receptores o-adrenérgicos al efecto
bloqueador del TPA. Se observd que el subtipo a4-adrenérgico es el mas sensible, el
subtipo o p-adrenérgico tiene una sensibilidad intermedia y el subtipo o ,-adrenérgico es el
menos sensible al efecto bloqueador del TPA (Vazquez-Prado et al., 1996). Estas
variaciones en la desensibilizacion mediada por la PKC se deben muy probablemente a las
diferencias estructurales entre los subtipos de receptores o -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 fosforilacion por la PKC. La proporcion de
sitios de fosforilacion varia de acuerdo al subtipo de receptor oj-adrenérgico del que se
trate; por ejemplo, el ap presenta seis, el oyp presenta cuatro y el as presenta tres
secuencias consenso para la PKC (Garcia-Sainz et al., 2000). Sin embargo no parece existir
una correlacion entre el nimero de sitios concenso y el nivel de fosforilacion del receptor in
vitro, ya que en condiciones experimentales similares, el que presenta un nivel de
fosforilacion mayor es el receptor o p-adrenérgico y el que se fosforila menos es el receptor
ap-adrenérgico (Garcia-Sainz et al., 2000).

Otro ejemplo es la activacion de los receptores para la endotelina los cuales inducen
la fosforilacion del receptor ajp-adrenérgico por una activacion secuencial de la fosfatidil
inositol 3-cinasa (PI3-K) y la PKC, lo que produce una desensibilizacion de la respuesta o-
adrenérgica (Vazquez-Prado et al., 1997) probablemente por la utilizacion de moléculas
comunes a las vias de transduccién (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 via de retroalimentacion negativa, para regular la sensibilidad del receptor por el cual
fueron activadas y de esta forma pueden participar en la desensibilizacién homéloga.
Ademas, estas enzimas también pueden modular a los receptores no ocupados por el

agonista y contribuir de manera importante en la desensibilizacion heter6loga (Lohse et al.,

1993).



La Proteina cinasa C (PKC)

LLa proteina cinasa C representa una familia de al menos 12 proteinas con actividad
de cinasa sobre residuos de serina/treonina. Las isoformas de la PKC participan, como ya se
menciond anteriormente, en las cascadas de transduccién activadas por la accion hormonal,
neuronal y por factores de crecimiento. En las células de mamifero las isoformas de la PKC
estan codificadas por 10 genes, las isoformas BI y BII son el resultado del procesamiento
alternativo de dichos genes. De acuerdo a su estructura y a su regulacion por cofactores las
PKCs se clasifican en tres grupos: (1) las PKCs convencionales (¢cPKC): a, BI, BII y y son
dependientes de Ca” y activadas por la fosfatidilserina (PS) y el segundo mensajero DAG,
ademas 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
facilmente a la PKC; (2) las PKCs nuevas (nPKC): 8, €, 1 y 6 son independientes de Ca*'y
reguladas por PS y DAG y son también activadas por TPA y (3) las PKCs atipicas (aPKC):
1, Ay & son independientes de Ca®* y no requieren del DAG para su activacion, aunque la

PS regula su actividad y no responden a la activacion por los ésteres de forbol, ver Tabla 2
(Hofmann et al., 1997; Mellor et al., 1998).

Las isoformas de la PKC estan distribuidas ampliamente en los tejidos de
mamiferos, aunque algunas isoformas se encuentran en tejidos especificos, como por
ejemplo la PKC 6 que estd presente en musculo esquelético y en las células
hematopoyéticas; la PKC y que esta restringida al sistema nervioso central y la PKCy que
esta presente en las células de los islotes pancredticos, los monocitos, el cerebro y tejidos de
la retina, ver Tabla 2 (Kanashiro et al., 1998).

Estructuralmente, las diferentes isoformas de la PKC estan formadas por una sola
cadena polipeptidica, construida por dos dominios que estan unidos por una region
hipervariable (region bisagra): el dominio regulador formado por la regién amino-terminal
y el dominio catalitico que comprende el carboxilo terminal; cada uno de estos dominios
tiene regiones altamente conservadas asi como regiones variables. En la literatura existen
diversas evidencias de la participacion de la PKC en la regulacion de los receptores o p-

adrenérgicos (Alcantara-Hernandez et al., 2001).
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Tabla 2

ISOFORMAS DE LA PKC EXPRESADAS EN TEJIDOS DE

MAMIFEROS
PKC SUBESPECIES ACTIVADORES EXPRESION
(vl Amplia
Convencionales Bl Ca?*, DAG, PS, FFA, Ciertos Tejidos
(cPKC) BlI LysoPC Diferentes Tejidos
Y Cerebro
DAG, PS,
(nPKC) € DAG. PIP,, PS, Cerebro y otros Tejidos
n(L) SULFATO DE Piel, Pulmén, Corazén
COLESTEROL
i PS. ? Musculo, Células T, etc
Atipicas o PS, ? Células NRK
(aPKC) ¢ PS, FFA, PIP,? Amplia
}(I) PS, ? Diferentes Te}idos
Fosfatudilserina; FFA: Ac. Grasos cis-Insaturados. LysoPC:

DAG: Diacilghicerol;

Lisofosfatidilcolina: PIP;: Fosfatidilinositol 3.4.5, trisfosfato.
Tomada de Renddén-Huerta et al., 2001




En nuestro laboratorio, empleando hepatocitos de rata que expresan estos receptores
hemos tratado a las células con los ésteres de forbol (TPA) para activar de forma directa a
la PKC y hemos observado que la respuesta a,g-adrenérgica se bloquea (Corvera et al.,
1984; Garcia-Sainz et al., 1985). Este efecto fue también comprobado en células DDT)-
MF2 donde se demostré la fosforilacion del receptor a,g-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
ap-adrenérgicos de hamster (Diviani et al., 1997; Vazquez-Prado et al., 1997).

Los estudios de la estructura de los receptores o -adrenérgicos han permitido
determinar que el carboxilo terminal del receptor tiene los sitios consenso para la
fosforilacién por la PKC, tal fosforilacion ocasiona la desensibilizacion del receptor o p-
adrenérgico (Lattion et al., 1994). En estudios en el receptor «y-adrenérgico humano
expresado en fibroblastos de raton se determiné que el receptor oj,-adrenérgico es
fosforilado por la accion del TPA (Garcia-Sainz et al., 1996).

Estudios realizados en diferentes sistemas de transduccion de sefiales han sefialado a
la familia de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3-K), como un grupo de enzimas importantes
que pueden ser reguladas por diferentes estimulos en respuesta a factores de crecimiento y a
citocinas. En los aflos recientes se han reportado a los lipidos fosforilados por estas enzimas
en la posicion 3-OH, como moléculas importantes que actiian como segundos mensajeros y
que pueden de manera directa o indirecta regular la actividad de diferentes proteinas

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 (P13-K)

Algunas rutas de sefalizacion convergen y son reguladas por la enzima fosfatidil
inositol-3 cinasa (PI3-K, por su nombre en inglés Phosphoinositide 3-kinase). La PI3-K
cataliza la reaccion de fosforilacion del —OH en la posicion 3° del anillo de inositol del
lipido fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato y es uno de los mediadores de diferentes
sefializaciones. Los lipidos fosforilados son producidos en la membrana celular como
resultado de la activacion de diferentes sefiales de transduccion y estos lipidos fosforilados
ayudan a reclutar y a activar a varios componentes de las vias de sefalizacion. La
activacion de la PI3-K produce la fosforilacion del lipido de membrana fosfatidilinositol-4-
S-bisfosfato [PI(4,5)P,] a fosfatidilinositol-3-4-5-trisfosfato [PI1(3,4,5)P;]; por lo tanto, esta
enzima fosforila en la posicion 3 del anillo de inositol, en respuesta a la estimulacion de la
célula por un grupo de hormonas y factores de crecimiento que permiten el inicio del ciclo
celular, la migracion y la sobrevivencia. La sefial de la PI3-K finaliza con la degradacion
del [PI(3,4,5)P3] por al menos dos tipos diferentes de fosfatasas: las fosfatasas que tienen
homologia con Src 2 y las fosfatasas PTEN. Los lipidos producidos por la PI3-K no son
sustratos para la enzima PLC. Existen multiples 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 fosfatidil inositol 3-cinasa

La clase I de las PI3-Ks son heterodimeros compuestos por una subunidad catalitica
de ~110 kDa (p110) y una subunidad adaptadora/reguladora de 85 kDa (p85). Estas PI3-Ks,
in vitro, pueden utilizar como sustrato al fosfatidilinositol [P1], al fosfatidilinositol 4-fosfato
[PI(4)P] y al fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato [PI(4,5)P;]. En las células, sin embargo,
parecen preferir al [P1(4,5)P,], lo que da por resultado el fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato
[PI(3.4,5)P5]. La clase I de las PI3-Ks se subdivide en dos subclases de enzimas, la I y la
Ig, que intervienen en la transduccion de la sefial cascada abajo de los receptores con

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

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

Clase 14 de la fosfatidilinositol 3-cinasa

Los mamiferos presentan tres isoformas de la subunidad catalitica (p110a, pl110p y
p1106, codificadas por tres genes diferentes) y al menos siete proteinas reguladoras. Las
subunidades pl10a y pll10P estan ampliamente distribuidas en los tejidos de los
mamiferos, mientras que la distribucion de la pl003 es mas restringida y se encuentra
solamente en los leucocitos (Vanhaesebroeck et al., 1997).

La subunidad reguladora, llamada generalmente proteina p85, de la que han sido
purificadas y clonadas dos isoformas la p85a y la p85f, no tiene actividad enzimatica y
estructuralmente estd compuesta de varios dominios homdlogos a otras proteinas
implicadas en la transduccion de sefiales; tanto la p85a como la p85p tienen una regiéon N-
terminal, que presenta un dominio con homologia con src 3 (SH3); dos o tres segmentos
ricos en prolinas; una region que presenta homologia con las proteinas con actividad de
GTPasa de la familia rho de las proteinas G pequefias y dos dominios con homologia con
src2 (SH2), cuya funcion es interactuar con la region catalitica N-terminal de la subunidad
p110 (Fruman et al.,1998). Varios grupos han reportado que algunos ligandos que activan a
las proteinas G, estimulan la actividad de las P13-K clase I, lo cual podria explicarse por la
induccion de la actividad de cinasas de tirosina via proteinas G. (Rameh et al., 1999). Por
otra parte, parece ser que la pl10B, pero no la pl10a o la pl10d, puede ser activada

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

Clase I de la fosfatidilinositol 3-cinasa

La tnica PI3-K de la clase Iy identificada a la fecha es la formada por el
heterodimero de la subunidad catalitica p110y con la subunidad reguladora de ~101 kDa
(p101) de la cual no se ha encontrado una proteina con una secuencia homéloga. El
heterodimero p110/p101 es activado por el complejo formado por las subunidades By del
heterotrimero de las proteinas G y la p101 es indispensable para la respuesta (Krugmann et

al., 1999). Algunos reportes muestran que la clase Iz de las PI3-K es la responsable de la
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activacion de la subunidad G, (Stoyanov et al., 1995; Murga et al., 1998). Esta clase PI3-K
Ig se encuentra al parecer unicamente en mamiferos, con un patron de distribucion muy
restringido (s6lo se encuentra en los leucocitos). Esto podria explicar por qué los receptores
activados por proteinas G no inducen la activacion de la PI3-K en todos los tipos celulares.
Sin embargo, la generacién del [P1(3,4)P,])/[P1(3,4,5)P; via la clase Iz es menos usada que
la via de la clase I4. La clase Iz emplea como sustratos in vitro: [P1], [P1(4)P] y [P1(4,5)P;],
pero in vivo sélo al [P1(4,5)P,].

Clase 11 de la fosfatidilinositol 3-cinasa

La clase II de las PI3-K estd formada por proteinas de ~170-210 kDa, que tienen
una caracteristica distintiva ya que contienen un dominio C2 en su C-terminal (Tabla 3).
Este dominio C2 puede unir fosfolipidos de forma independiente de Ca®" in vitro debido a
que les falta un residuo critico (aspartico), presente solo en los dominios que unen lipidos
de manera dependiente de Ca®". Estas proteinas tienen también un dominio denominado
PIK y un dominio catalitico, €l 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 raton, asi como
de D. melanogaster, D. discoideum y C. elegans cuya regiéon C-terminal tienen homologia
con los dominios C2. Otras proteinas con dominios C2 son algunas isoformas de la PKC.
Una caracteristica de algunas de las enzimas clase II de las PI3-K (PI3K-2a y B) es que
pueden utilizar Ca*" /ATP 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
[P1(4,5)P,], pero in vivo no es muy claro qué lipidos utilizan. La clase [I 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
activacion no han sido esclarecidos. A diferencia de la clase I de las PI3-Ks que se
mantienen en el citosol, la clase Il de las PI3-K se encuentran asociadas a la membrana de
las células predominantemente. Los mamiferos tienen tres isoformas de la clase II
(PI3KC2a, B y ) las cuales son producidas por genes distintos. Las isoformas PI3KC2a y
PI3KC2p tienen una distribucion ubicua, en cambio la PI3KC2y sélo se encuentra en el
higado.
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Clase 111 de la fosfatidilinositol 3-cinasa

La clase III de las PI3-Ks son proteinas homologas a la proteina de levadura
vesicular Vp34p y utilizan unicamente al [PI] como sustrato tanto in vivo como in vitro.
Ellas son las responsables de la generacion del [PI(3)P]. El nivel de este lipido al parecer
permancce constante en las células. Esta clase estd formada por una sola subunidad
catalitica identificada en todas las células eucariontes, tanto en las levaduras como en los
mamiferos; esta subunidad se encuentra formando un complejo con una proteina cinasa con
actividad de Ser/Thr (Vps15p en levadura y p150 en mamiferos). En la Tabla 3 se resumen

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

Inhibidores de la PI3-K

Con el descubrimiento de inhibidores de la actividad de la PI3-K fue posible
describir la funcion de la PI3-K en varios sistemas de sefalizacion. La wortmanina es un
inhibidor potente y selectivo, generado por un hongo como un metabolito, este compuesto
modifica irreversiblemente el dominio catalitico de la PI3-K e inactiva a la enzima (Arcaro
et al., 1993: Yano et al., 1993). La wortmanina inhibe a la PI3-K dentro del orden
nanomolar. Otro inhibidor sintético también muy empleado para bloquear los efectos de la
actividad de la enzima es el LY-294002, aunque es menos potente que la wortmanina para
bloquear el efecto de la activacion de la enzima (Vlohos et al., 1994).

Como la mayoria de los inhibidores, la wortmanina tiene efectos inespecificos, que
pueden causar problemas para interpretar los resultados. Por ejemplo, fue reportado que en
varios tipos celulares la wortmanina bloqueaba parcialmente la activacion de la cinasa
activada por mitogenos (MAPK) inducida por diferentes maneras de estimulacion, lo que
sugeria una participacion de la PI3-K para activar a la MAPK en la sefial dependiente de

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

PISK de Mamiferos
ni " i N
Subunidades Regulacién Substratos ilP idicos
cataliticas adaptadoras in vitro e o
p85a Cinasas de Fosfato de
I A _.._‘_|:}_.7 p110a. . & P85 tirosinas y Ras inositol
P55y |
Fosfato de | Fosfato de
inositol-4- | jnositol-4,5-
p110y p101 Proteinas G fosfato | bifosfato
_‘.—’_‘:'-.—— heterotiméricas :
B y Ras Fosfato de |
inositol-4,5- |
bifos fato !
Cinasas de Fosfato de
| I tirosinas? inositol
PI3K-C2a. 92 Proteinas G Fosfato de 9
— - | | ; heterotriméricas | inositol-4-
y Ras? fosfato
no Ras Fosfato de
inositol-4,5-
bifos fato
Constitutiva? Fosfato de Fosfato de
I I I inositol inositol
Analogos p150
—{ <> | ps34p
@ Dominio de unién . Dominio de union a Ras - C2 [Pk <l Ocninio Principal de cinasa

Clases de PI3Ks. Caracteristicas de las subunidades cataliticas de heterodimero que forman las subunidades. (Tomado de Cantley et al., 2001)



El empleo de los dos inhibidores que bloquean la actividad de la PI3-K, asi como el
andlisis cuidadoso de las concentraciones que se emplean para construir las curvas de
concentracion efecto inhibidor son de gran ayuda para relacionar su efecto bloqueador
sobre algin evento celular de interés. Con la ayuda de estos inhibidores los estudios de la
participacion de la PI3-K se han incrementado y han mostrado que la PI3-K es activada en
respuesta a la mayoria, pero no a todos los factores de crecimiento y ademads, toma parte en
la regulacion de numerosas vias de sefalizacion. Por ejemplo, las proteinas sefial con
dominios homoélogos a plekstrina (PH), son activadas por la interaccion directa al
[PI(3,4,5)P;], como las Akt cinasas con actividad de serina-treonina (también llamadas
proteinas cinasas B) y las cinasa 1 dependiente de fosfoinositidos (PDK1). La asociacién
con el [PI(3,4,5)P3] en la membrana ocasiona que la Akt esté mas proxima a la PKDI, lo
que facilita la fosforilacién de la Akt por la PKD1 (Lawlor et al., 2001). La PKCCZ es
activada por el [PI(3.4,5)P;]. En estudios realizados in vitro se vio que el [PI(3.4,5)P;] es
capaz de activar a varias isoformas de la PKC, tales como las isoformas atipicas
d,e,m,yL e incluyendo a la forma convencional, PKCoa. En una linea celular
hemapoyética humana, la PI3-K es capaz de asociarse con la PCK3 y PKCe, asi como en

plaquetas (Nakanishi et al., 1993).

La Familia del TGF-p

El factor de crecimiento transformante p “TGF-B” (por sus siglas del inglés
Transforming Growth Factor ) son péptidos involucrados en el control de importantes
funciones como la proliferacion, la diferenciacion, la migraciéon celular, la reparacion 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-B forma parte de una gran familia de péptidos extracelulares que se
encuentran relacionados estructuralmente, en la familia se incluyen a los TGF-Bs, a las
activinas, a las proteinas morfogénicas de hueso (BMPs) y a los factores de crecimiento y
diferenciacion (GDFs) entre otros. Sus homoélogos han sido identificados en Drosophila
melanogaster (dpp, Gbb/60°, srew, y dActivin) y en Caenorhabditis elegans (daf-7, dbl-1

unc-129 y tig-2). Los integrantes de la superfamilia comparten, ademas de las
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caracteristicas estructurales, los mecanismos de sintesis y de sefializacion (Zimmerman et
al., 2000).

En un principio el TGF-B fue identificado y nombrado con base en las
observaciones en las que el TFG- estimulaba la proliferacion celular en los fibroblastos en
cultivo. Sin embargo, estudios posteriores mostraron que estas moléculas son en su mayoria
potentes inhibidores del crecimiento y de la division celular en varios tipos celulares. La
familia del TGF-B es ahora conocida ampliamente como una familia de proteinas que
inhiben el crecimiento; las moléculas que componen cada uno de los pasos de la via de
sefializacion han sido identificadas como supresoras de tumores (Massagué 2000).

Porque la seial del TGF-P ha sido generalmente asociada a un efecto negativo sobre
el crecimiento celular y por que la inactivacion de esta sefial contribuye a la generacion de
tumores. Se ha observado que las mutaciones tanto, en la familia de receptores para TGF-j3
como en las proteinas Smad resultan en tumores, como por ejemplo, en la mayoria de los
canceres gastrointestinales se ha encontrado que el receptor tipo II es inactivo; otro ejemplo
muestra que al menos en la mitad de los carcinomas pancreaticos la proteina Smad 4 se
encuentra mutada (Shi et al., 2003). Muchos otros desordenes somaticos o hereditarios son
el resultado de mutaciones o un mal funcionamiento de la sefial del TGF-p por lo que las
alteraciones en las moléculas que conforman la cascada de sefializacion del TGF-p han sido
implicadas en varias enfermedades humanas, tales como: los desérdenes vasculares, las
enfermedades auto-inmunes y el cancer (Bloobe et al. , 2000).

El primer miembro de la familia del TGF-p se descubrié hace aproximadamente 20
anos. A la fecha se han descrito tres isoformas del TGF-f3 expresadas en los mamiferos,
que son: el TGF-B1,el TGF-p2 y el TGF-B3. Estas isoformas estan codificadas en tres
cromosomas diferentes (en el humano en los cromosomas: 19q13, 1q41 y 14924
respectivamente). La isoforma TGF-p34 se expresa en el pollo y la isoforma del TGF-5 se
encuentra en Xenopus. La secuencia de aminoacidos de los TGF- se encuentra muy
conservada entre las especies (de un 97% entre varias especies de aves y mamiferos)
(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-Bs maduros que son activos. Cada cadena del dimero es sintetizada como un precursor
de 390 a 412 aminoacidos que se une a diversas proteinas de membrana con alta afinidad.

Los 112 residuos localizados en el extremo carboxilo terminal constituyen la forma
madura del TGF-f, la cual contiene nueve cisteinas; mientras que, los residuos restantes
localizados en la porcion amino terminal forman el péptido asociado a la latencia LAP
(TGF- Latency Associated Protein). Este precursor tiene las caracteristicas de un
polipéptido secretor, conticne un péptido sefial que permite su translocacion a través del
reticulo endoplasmico y esta glicosilado (Massagé, 1998).

El proceso proteolitico del pro-TGF-p esta mediado por endopeptidasas como la
furina (Dubois et al., (1995). El sitio de corte del precursor son cuatro aminoacidos basicos
precedidos inmediatamente del dominio con actividad biologica. La regién amino de la
LAP no se requiere para la actividad biol6gica del TGF-p, pero juega un papel importante
en mediar el correcto plegamiento y dimerizacion de las regiones maduras. Las dos cadenas
de polipéptidos del pro-TGF-p unidas mediante un puente disulfuro permanecen unidas al
dimero LAP por interacciones no covalentes. A este complejo se le llama TGF-p latente
pequeiio. El complejo TGF-p latente grande se refiere a un complejo que ademas contiene a
una de las cuatro proteinas de unién al TGF-f latente (LTBPs, proteinas de union al TGF-
B latente), mediante uniones covalentes al LAP, ver Figura 4. Las LTBPs tienen un papel
central en el procesamiento y la secrecion de los TGF-fBs. Las proteinas LTBPs pertenecen
a la familia de las LTBPS/fribrilinas, las cuales son proteinas de la matriz extracelular, ver
Figura 4.

Los TGF-Bs son producidos por la mayoria de las células en forma de complejos
latentes que no son capaces de asociarse con los receptores del TGF-P y transmitir la sefial.
Las mutaciones en el dominio LAP producen una retencion intracelular del TGF-f, lo que
demuestra que la asociacion del TGF-f con el LAP es un requerimiento esencial para la
secrecion del TGF-B (Roberts, 1998). Los complejos latentes estan asociados a la matriz
extracelular en las lineas celulares en cultivo.

La activacion del complejo TGF-B latente in vivo se lleva a cabo por una gran
variedad de moléculas, desde protones hasta proteasas. La activacion proteolitica del TGF-
B latente es producto de la actividad de enzimas como la plasmina, las MMP-2/9, estas
proteinas pertenecen a la familia de proteasas de serina y metaloproteasas respectivamente
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(Annes, et al., 2003). Ademas la activacion in vivo también implica la participacion de una
proteina de matriz extracelular llamada trombospondina-1, el mecanismo involucra la unién
del LAP por medio de la secuencia LSKL localizada cerca de la regién amino terminal, con
la secuencia KRFK de la trombospondina-1 y al parecer esta interaccion trombospondina-
1-precursor latente produce un arreglo conformacional del LAP que permite la activacion
del TGF-B (Murphy-Ullrich et al., 2000).

La activacion del TGF-P latente se lleva a cabo in vitro por calentamiento a 85°C
por 10 min por una disminucion del pH (1.5) por detergentes o por la accién de enzimas
proteoliticas como la furina o la plasmina (Annes et al., 2003).

Todas las isoformas del TGF-f ejercen su accion bioldgica a través de la formacion
de complejos especificos con los receptores tipo II y I que tienen actividad de cinasa sobre
residuos de serina y treonina.

Existen otras dos glicoproteinas que atraviesan la membrana, el receptor tipo III 6 -
glicano y la endoglina, que ayudan al control de la interaccion del TGF-B con sus

receptores.
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Figura 4. Precursor y forma latente del TGF-P. El TGF-p es secretado como un precursor formado por una secuencia lider N-terminal, un prodominio y un
dominio activo, factor maduro, que contiene nueve cistefnas (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 dimero del TGF-B, por uniones no covalentes, formando un complejo latente denominado complejo
latente pequefio (SLC). Este complejo se une a la proteina 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-3

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 Iy I1 son proteinas transmembranales, formadas por alrededor
de 500 aminoacidos, ambos tipos de receptores tienen actividad de proteina cinasa sobre
residuos de serina/treonina y participan directamente en la transduccion de la sefial del
TGF-B, mientras que los receptores tipo III ayudan a la interaccion del ligando con el
receptor tipo II. El receptor II es una cinasa activa constitutivamente y su interaccion con
su ligando favorece la formacion del complejo heteromérico con el receptor 1. El receptor |
requiere del receptor II para unir al TGF-3. Por otro lado, el receptor II puede unir de forma
independiente al TGF-p pero requiere de la presencia del receptor I para la transduccion de
la sefial. EI TGF-f se une directamente al receptor II. El TGF-p unido al receptor II es
reconocido por el receptor I, formando un complejo heterotetramérico. El receptor 1 es
entonces fosforilado por el receptor II en los residuos de serinas y treoninas de la secuencia
TTSGSGSG del dominio GS (Wrana et al., 1994) que conlleva a la fosforilacion y
activacion de la cinasa del receptor I, la cual tiene como sustratos a las proteinas Smad, que
son el equivalente a los segundos mensajeros en la via de transduccion de la sefial del TGF-
B. ver Figura 6. Las proteinas Smad fueron descubiertas a través de estudios genéticos en
D. melanogaster y C. elegans (Attisano et al., 2000). El nombre de Smad se origin6 de la
fusiéon de Mad y Sma, proteinas de D. melanogaster 'y C. elegans, respectivamente
(Derynck et al., 1996).
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Las proteinas Smads

Las proteinas Smads estan formadas por cadenas de polipéptidos de alrededor de
400 a 500 aminoacidos de longitud, y su secuencia se encuentra muy conservada entre
ellas, asi 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 region de union "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 activacion de la sefial del TGF-p comienza por la union de una citocina
especifica a un par de receptores transmembranales, produciéndose una activacion por
fosforilacion en los dominios citoplasmicos de los receptores con actividad de proteina
cinasa en residuos de serina/treonina, ver Figura 5 (Wrana et al., 2000), entonces los
receptores tipo | fosforilan a las R Smad.

La subfamilia de las R-Smads puede ser dividida en dos grupos: las BMP-Smads y
TGF-B/activina-Smad. Mientras que las Smads 1, 5 y 8 son fosforiladas por los receptores
tipo I activados por las BMPs; las Smads 2 y Smads 3 son activadas por el TGF- y la
activina.

Las Co-Smads pueden formar complejos heteroméricos con todas las R-Smad
activadas por fosforilacion y son entonces componentes compartidos en el mecanismo de
transduccion de la sefial del TGF-f, de las activinas y de las BMPs. La unica Co-Smad
aislada en mamiferos es la Smad 4. En Xenopus se han identificado dos Co-Smads; la
Smad 4o y la Smad 4P (también llamada Smad 10) (Howell et al., 1999; LeSueur et al.,
1999; Masuyama et al., 1999).

Las I-Smads inhiben la sefial de la familia del TGF-f, evitando la activacion de las
R-Smad y Co-Smad ( Hayashi et al., 1997). Las I-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 proteinas Smads. El arbol filogenético de las proteinas Smads en
vertebrados. El esquema muestra la similitud en la secuencia de las tres subfamilias de las
proteinas Smads. Las R-Smads (Smads activadas por el receptor) y las C-Smads (Smads
comunes) tienen dominios conservados en la regién amino terminal (MH1) y en la regién
carboxilo terminal (MH2) y una region que los separa llamada region de unién. Las I-
Smads (Smads inhibitorias) también llamadas anti-Smads. En la region MH2 se encuentra
el sitio de fosforilacion de las R-Smads en la secuencia SXS. Los motivos PY (region rica
en prolinas; el asa L3 en las R-Smads que es importante para la interaccién con el receptor
tipo I; La horquilla B y la Hélice 1 son importantes para la interaccién con el DNA o con
las proteinas (Tomado de Itoh et al., 2000)

La activacion por fosforilacion de la Smad 2 o la Smad 3, permite que formen complejos
estables con la Smad 4, estos complejos son capaces de llevar la sefial del TGF-p al nucleo
celular y con ello regular las respuestas transcripcionales positivas o negativas del TGF-f.
La capacidad del complejo formado por las Smads para activar el proceso de transcripcion,
resulta también de su capacidad funcional para interactuar con otros factores
transcripcionales, asi como la interaccién directa con otras secuencias promotoras. Estos
dos requerimientos para la interaccién con el DNA y los otros factores de transcripcion, son

los que le proporcionan la selectividad hacia los diferentes blancos de la transduccién de
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sefial promovida por las Smads, ver Figura 6. El mecanismo de finalizacion de la sefial del
TGF-B implica la ubiquitinizacion de las Smads en el nicleo. La ubiquitina ligasa regula
los niveles basales de la Smad 1 (Zhu et al., 1999), mientras que la Smad 2 en el nicleo es

blanco de ubiquitinizacion y por lo tanto de degradacion por medio de la formacion de

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

Regulacion cruzada entre el sistema de sefnalizacion del TGF-$ y otras vias
de senalizacion.

Ademas de la inhibicion producida por la asociacion de la Smad 7 al receptor I de
forma tal que evita la fosforilacion de otras Smads, otras vias también pueden regular la via
de sefializacion del TGF-f, por lo que otras cinasas pueden fosforilar a las Smads. Las
Smads presentan sitios de fosforilacion para las MAP cinasas de la familia Erk
(Kretzschmar et al., 1997), para la proteina cinasa Il dependiente de Ca®*/calmodulina
(Wicks et al., 2000) y para la PKC. No es extraiia la existencia de dicha regulacion a través
de diferentes vias de sefializacion como la de las activinas y la de las BMPs que regulan el
desarrollo embrionario y la diferenciacion de tejidos, se sabe que estos efectos pueden ser
regulados también por otras vias de sefializacion.

En el ambito molecular, el sistema de las Smads converge con la via de sefializacion
de los receptores con actividad cinasa de tirosina en respuesta a los factores de crecimiento,
con la consecuente estimulacion del sistema de cinasas activadas por mitégenos (MAPK),
ya que por ejemplo, la activacion de los receptores para el factor de crecimiento epidérmico
(EGF) y el factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF) producen la fosforilacién de la
Smad 2 mediante la activacion de sus receptores con actividad cinasa de tirosina. La Smad
2 puede ser activada también por la via de las MAPKs cinasas | (MAPKK-1), una proteina
cinasa de c-Jun activada por estrés en el sistema SAPK/INK (de Caestecker et al., 2001).
Otro ejemplo es la fosforilacion de la Smad 1 por la proteina cinasa MAP/Erk, la que inhibe
la translocacién de la Smad 1 al nucleo, lo que sugiere que la activacion de los receptores
con actividad cinasa de tirosina inhiben la sefial inducida por la BMP (Nakasima et al.,
1999).
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Figura. 6 Esquema del mecanismo de la seiial de traduccion del TGF-B/Smad. Por la accién de un ligando (TGF-p) se induce la
formacién de un complejo y la activacién de los receptores tipo I y tipo II, las R-Smads son fosforiladas y forman complejos
heterodiméricos con las C-Smads, migrando hacia el nicleo donde controlan la expresion de genes blanco en un tipo de célula de
manera especifica. Las Smads no activadas pueden ser retenidas en el citoplasma por los microtibulos (MT). La proteina SARA
(Smad anchor for receptor activation) ayuda a anclar a la Smad para ser activada por el receptor, es un miembro de las proteinas
asociadas a la membrana que contiene dominios FYVE. La modulacién transcipcional por las Smads se consigue a través de la
formacioén de los complejos. La fosforilacion de las Smads deja libre a la Smad de SARA e induce la formacion del complejo de una
CoSmad y dos R-Smads. Aunque otra estequiometria no puede ser excluida. (Itoh et al., 2000; Wrana 2000).



Regulacion cruzada entre el TGF-$ y los receptores acoplados a proteinas G

Los ejemplos anteriores nos muestran una regulacion cruzada, cross-talk, entre otras
vias de sefializacion con el TGF-p, tales como la via activada por factores de crecimiento,
cuyos receptores con actividad cinasa de tirosina son capaces de regular la sefial del TGF-j,
a través de las Smads, mientras que el TGF-p afecta a otros sistemas de transduccion como
el sistema de receptores acoplados a proteinas G, en donde la PKC tiene un papel regulador
muy importante en las respuestas celulares, como por ejemplo, la regulacion del
metabolismo, la secrecion y la proliferacion celular. La PKC constituye un elemento
importante en el sistema de seflalizacion hormonal de los receptores acoplados al sistema
de recambio de fostbinosilidostaZ+; esta enzima actua a través de fosforilaciones en
residuos de serina y treonina, como un puente bioquimico que comunica a diferentes
sistemas de transduccion. Algunas de las evidencias de una posible regulacion cruzada
entre los receptores del TGF-f y los receptores acoplados a proteinas G se proporcionan a
continuacién: en células de musculo liso de traquea de humano y en fibroblastos de corazén
que expresan a los receptores B-adrenérgicos, el TGF- disminuye la acumulacién del
segundo mensajero adenosin monofosfato ciclico (AMPc), producido por el isoproterenol,
un agonista [B-adrenérgico, asi como también disminuye el numero de receptores -
adrenérgicos (Nogami et al., 1994; lisuka et al., 1995). En estudios en la linea celular A549
de carcinoma de pulmoén humano, se demuestra que el TGF-3 activa la expresion 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 activacion del elemento de respuesta a suero de
c-fos (c-fos SER), mediante un mecanismo de transactivacion en donde participa la PKC
(Sung et al., 1999). Mas recientemente en los astrocitos de rata, el TGF- B regula los
canales rectificadores de K", Kir2.3, a través de la participacion de la PLC y de la PKC-8
(Perillan et al., 2002). En las células MvILu la activaciéon directa de la PKC por el PMA
induce una fosforilacion de la Smad 3, inhibiendo su funcién como factor de transcripcion
(Yakymovych et al., 2001). Por otra parte se ha reportado que el PMA induce la activacién

de Erk para mediar la fosforilacion de Smad 3 activando la sefial (Biggs et al., 1999).
38



Ademas se ha encontrado una gran actividad de la PKC en células de cancer humano.
Como ya se menciono anteriormente la PKC es un punto muy importante en la regulacion
de las respuestas celulares por lo que esta enzima constituye un elemento clave en el
sistema de sefializacién del recambio de fosfoinositidos/Ca’*. Asi como, en la via de
sefializacion de los factores de crecimiento, la cual interactua con la sefial de TGF-B. La
sobreactivacion de los componentes de la via mitogénica cascada abajo de los receptores

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

1998).

Justificacion

Los receptores acoplados a proteinas G son regulados eficazmente, mediante
modificaciones postransduccionales covalentes, como la fosforilacion y la asociacion a
moléculas reguladoras (GRKs, -arrestinas), en donde la respuesta a la exposicion continua
del agonista produce una disminucion de la respuesta maxima, lo que se denomina como
desensibilizacion. El proceso de desensibilizacion ha sido objeto de un intenso estudio en
nuestro laboratorio, tanto el proceso mediado por el agonista, como la regulacion cruzada
cross-talk entre otros receptores de siete dominios transmembranales acoplados a proteinas
G asi como los receptores con actividad de cinasa de tirosina. Algunos de los datos que se
han obtenido en nuestro laboratorio sobre esta regulacion cruzada y los receptores op-
adrenérgicos son los siguientes: los receptores para endotelina ET)a, acoplados a Gy, al
ser activados son capaces de inducir la fosforilacion y la desensibizacién de los receptores
ap-adrenérgicos via la activacion de la PKC (Vazquez-Prado et al., 1997); los receptores
para el acido lisofosfatidico (LPA), acoplados a G;, al ser activados por su ligando, son
capaces de inducir la fosforilacion y desensibilizacion de los receptores ayp-adrenérgicos a
través de la activacion secuencial de la PI3-K y de la PKC (Casas-Gonzalez et al., 2000).
En cambio los receptores para la bradicinina, B, acoplados a Ggy, inducen la
fosforilacion, pero no la desensibilizacion de los receptores ay-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 observé que también
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pueden regular la respuesta o p-adrenérgica. Al activar los receptores para el EGF y el
PDGF, se aumenta la fosforilacion del receptor a,y-adrenérgico, lo que lleva a una
desensibilizacion del mismo (Medina et al., 2000). El mecanismo propuesto para explicar la
fosforilacion de los receptores o p-adrenérgicos inducida por el EGF, es a través de la
participacion secuencial de la PI3-K y de la PKC. En cambio el PDGF utiliza una via
diferente para promover la fosforilacion del receptor, en la cual los datos sefialan que la
PKC es esencial y la PI3-K no contribuye de manera importante (Medina et al., 2000).
Otros grupos han demostrado que la activacién de los receptores muscarinicos M3 induce
la fosforilacion y la desensibilizacion de los receptores ap-adrenérgicos por la activacion
de la PKC (Bundey et al., 2001).

Por otra parte, otros investigadores han demostrado que los receptores o p-
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 activacion de los
receptores o p-adrenérgicos disminuye la accion del factor de transcripcion STAT 3,
activado por la interleucina 6 (Nguyen et al., 1999).

De tal forma que el interés de esta tesis fue estudiar si la activacion de una clase
diferente de receptores, los receptores para el TFG-B con actividad de cinasa de
serina/treonina como los receptores para el TGF-f, era capaz de regular la respuesta oy~

adrenérgica.
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Objetivo General

El objetivo de este trabajo fue estudiar los mecanismos que participan en la
regulacion heterologa del receptor «)p-adrenérgico, utilizando como modelo a los
fibroblastos Rat-1 que por transfeccion estable expresan a los receptores o ,-adrenérgicos.
En particular se quiso estudiar la posible regulacion cruzada ejercida por la activacion de
los receptores endégenos del TGF-B sobre los receptores o,-adrenérgicos, asi como

establecer el mecanismo por el cual se lleva a cabo la regulacion.
Objetivos Particulares

1.- Investigar en los fibroblastos Rat-1 si la activacion de los receptores para TGF-f3,
que se expresan de forma enddgena en este tipo de células, induce un incremento en el
estado de fosforilacion del receptor ap-adrenérgico.

2.- Determinar la participacion de las posibles proteinas con actividad de cinasas en
el proceso de fosforilacion del receptor ajp-adrenérgico, inducido por la activacion de los
receptores para TGF-p.

3.- Estudiar el papel de la fosforilacién en la regulacion de la respuesta op-
adrenérgica, determinando si se presenta un patréon de desensibilizacion por el efecto de la

activacion de los receptores para TGF-p.

Hipotesis

Si al activar a los receptores para el TGF-P se induce una fosforilacion sobre los
receptores o p-adrenérgicos, entonces es posible que exista una desensibilizacion de la

respuesta o p-adrenérgica.
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Materiales y Métodos

Materiales y reactivos

El medio modificado Dulbecco’s Eagle’s (DMEM), el antibiotico G418, el suero
fetal 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 LY 294002 y la
Bisindolilmaleimida I fueron de Calbiochem. EI [**P]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 proteina A acoplada a sefarosa se obtuvo de Upstate Biotechnology. El Fura-
2/AM fue de Molecular Probes. El péptido del carboxilo terminal del receptor op-
adrenérgico fue adquirido de Multiple Peptide Sistems. Los Kits de purificacion del DNA
fueron de Qiagen. El cDNA de receptor a,y-adrenérgico de hamster fue donado gentilmente
por el Dr. Robert J. Lefkowitz. El plasmido 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 union a la
p110, fue proporcionado amablemente por los Drs. Wataru Ogawa y Masato Kasuga (Hara
et al., 1994). E1 TGF-B1 fue de RD Systems.

Cultivo celular

La linea celular Rat-1 derivada de los fibroblastos de pulmén de rata que expresan
por transfeccion estable al receptor ajp-adrenérgico de hamster, ademas de expresar
endogenamente a los receptores para el TGF-B, fueron donados por el grupo del Dr. R. J.
Lefkowitz y M. G. Caron (Duke University Medical Center). Las células Rat-1 y las células
COS-1 (CRL-1654, ATTC) fueron cultivadas en medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM, GIBCO/BRL) con glutamina, con una concentracion de glucosa alta, fue
complementado con 10% de suero fetal de bovino (SFB, GIBCO/BRL) y con los
antibidticos estreptomicina, 100 pg/ml, penicilina, 100 U/ml, anfotericina B, 0.25 pg/ ml y
el G418, 300 pg/ml como antibidtico de seleccion. Las células COS-1 fueron cultivadas en

condiciones similares a las Rat-1, s6lo que el medio no contenia el antibiético de seleccion,
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el G418. Las células fueron cultivadas dentro de una incubadora a 37 °C en una atmdsfera
de 95% aire y 5% CO..

Para todos los experimentos se emplearon células subconfluentes. Las células
fueron ayunadas de suero 24 h antes de los ensayos de fosforilacion, de movilizacion de

calcio intracelular (Ca;*") y de determinacién de la produccion de fosfatos de inositol (IPs).

Transfeccion de las células COS-1

Las células COS-1 fueron transfectadas mediante el método de DEAE-Dextran
(dietilaminoetil-dextran) (Aruffo et al.,1987; Gonzalez et al., 1995). Para ello, las células se
sembraron en cajas Petri de 10 cm de didmetro y al dia siguiente se removi6 el medio de
cultivo y las células se lavaron 2 veces con medio DMEM sin suero y se adicion6 la mezcla
de transfeccion (10 pg del plasmido, 0.1 mM cloroquina, 0.4 mg/ml DEAE-Dextran). Las
células se incubaron 2.5 h a 37 °C en atmosfera de 98% aire y 2% CO; (Gonzalez et al.,
1995: Vazquez-Prado et al., 2000). Posteriormente, se les retiré el medio de transfeccion y
se incubaron con solucion amortiguadora al 10% de DMSO en PBS (v/v) durante 1 min,
inmediatamente se lavaron dos veces mas con medio DMEM sin suero, para después
agregarles medio DMEM complementado con SFB al 10% (v/v) con antibidticos. Las
células COS-1 transfectadas se resembraron al dia siguiente en placas de 6 pozos. Las
células se utilizaron para los ensayos de fosforilacion a las 48 horas después de la
transfeccion. El dia del ensayo se les retiré el medio y se les adicion6 DMEM sin suero

durante 2 h y a continuacion se procedio a realizar los ensayos de fosforilacion.

Fosforilacion del receptor ayy-adrenérgico

Las células COS-1 transfectadas y los fibroblastos Rat-1 que expresan el receptor
ap-adrenérgico fueron crecidos en placas de cultivo de 6 pozos a confluencia. El dia del
experimento las células fueron mantenidas en medio DMEM libre de fosfatos por 1 hora y
entonces se incubaron con 2 ml de este mismo medio conteniendo [nP]Pi (0.30 mCi /ml)
durante por 3 horas a 37 °C. Las células marcadas metabolicamente se estimularon con
norepinefrina, TGF-B 6 TPA de acuerdo al protocolo de cada experimento. Posteriormente

se lavaron con solucion amortiguadora de fosfatos-salina (PBS) frio y se resuspendieron en
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500 pl de solucion amortiguadora de lisis (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 0.1%
(p/v), Triton 1% (v/v), NaF 50 mM; Na;VO4 100 uM, B-glicerofosfato 10 mM, NasP>05 10
mM, p-serina 1 mM: p-tirosina 1 mM, p-treonina 1 mM; EDTA 5 mM, leupeptina 20
pg/ml, aprotinina 20 pg/ml, fluoruro de metil-sulfonilo (PMSF) 100 pg/ml y de inhibidor
de tripsina de soya 50 pg/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 pl del anticuerpo generado contra el receptor o p-adrenérgico. Se incubaron
toda la noche a 4 °C. Posteriormente se le adicionaron 20 pl de proteina A-sefarosa y se
continud la incubacion por 2 horas mas, terminando la interaccion por centrifugacion de las
muestras. Las esferas de sefarosa fueron lavadas cinco veces por resuspension-
centrifugacion con solucion amortiguadora de: Hepes 100 mM, NaHPO,4 50 mM, NaF 10
mM, Triton 10 % (v/v), SDS 0.5 % (p/v) a pH 7.2 (soluciéon amortiguadora de lavado). A
las esferas lavadas se les agreg6 solucion 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

cuantificacion de la fosforilacion.

. . r . F . . +
Determinacion de la concentracion de calcio intracelular [Ca],-"

El dia del experimento las células se pusieron a cargar con 5 uM Fura 2/AM en
solucion amortiguadora de Krebs-Hepes-Glucosa-BSA (NaCl 120 mM, KH,PO4 1.2 mM,
MgS0;4 1.2 mM, KCI 4.75 mM, glucosa 10 mM, Hepes 20 mM, CaCl, 1.27 mM, albumina
sérica bovina 0.05% (p/v), a pH 7.4) por 1 h a 37 °C con una atmosfera de CO,/O,. Después
de este tiempo las células fueron lavadas con solucién amortiguadora de fosfatos-salina pH
7.4 (PBS). Las células fueron despegadas de la caja Petri con 0.5 ml de solucion de tripsina
al 0.3% (p/v). La reaccion de la tripsina se detuvo con la adicion de la solucion

amortiguadora Krebs-Hepes-glucosa-BSA.
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Las células fueron lavadas tres veces mas con la solucion amortiguadora anterior.
Los lavados se realizaron de la siguiente manera: las células fueron centrifugadas a 1200 x
g, por 3 min, se retir0 el sobrenadante por aspiracion y las células se resuspendieron
nuevamente con la solucién amortiguadora de Krebs-Ringer-Hepes-BSA. A continuacion,
se realizé la determinacién del Ca®' intracelular. En los ensayos con el TGF-p, las células
fueron preincubadas con 10 pM del TGF-B durante por 15 min, pasado este tiempo las
células fueron estimuladas con las diferentes concentraciones de la norepinefrina. La
determinacion de la movilizacion de calcio intracelular en las células en suspension se
determiné por fluorescencia en un equipo Amico-Bowman con agitacion y temperatura
controladas, ajustando los monocromadores a las longitudes de onda 340 y 380 nm para la
excitacion y 510 nm para la emision con un intervalo de adquisicion de 0.5 segundos. La
concentracion de calcio intracelular se calcul6 de acuerdo a Grynkiewicz (Grynkiewicz et
al.. 1985), empleando el software incluido con el equipo. Los trazos mostrados fueron

exportados directamente del fluorometro a las gréaficas.

Determinacion de fosfatos de inositol totales IP;

Las células sembradas en placas de 6 pozos se marcaron metabolicamente con 6
uCi/ml de [2.3-H J-mio-inositol por 18 horas en DMEM libre de inositol. Las células se
lavaron con solucion amortiguadora de PBS. A continuacion se adicionaron 2 ml de
solucion amortiguadora de Krebs-Ringer-Hepes-LiCl (NaCl 120 mM, KH,PO4 1.2 mM,
MgSO4 1.2 mM, KCI 4.75 mM, Hepes 20 mM, CaCl, 1.27 mM, LiCl 20 mM, apH 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 reacciéon se detuvo por aspiracion de la solucion
amortiguadora anterior en cada pozo, seguida de la adicién de 2 ml de la mezcla
cloroformo:metanol (2:1 v/v) fria. Las placas se dejaron 30 min sobre una cama de hielo.
Los sobrenadantes de cada pozo se transfieron a tubos de ensayo y se centrifugaron a 1200
X g en una centrifuga clinica, durante 10 min De la fase acuosa se separaron los fosfatos de
inositol marcados con [3 H] por cromatografia de intercambio iénico 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:

og-Adrenergic receptor phosphorylation and desensitization induced by

transforming growth factor-B

M.Teresa ROMERO-AVILA, C.Fabian FLORES-JASSO and J.Adolfo GARCIA-SAINZ
Biochemical Journal (2002) 368, 581-587
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A continuacion se enumeran los resultados del trabajo.

El receptor ap-adrenérgico fue identificado como una proteina de una sola banda,
de ~85 kD, que ha sido identificada previamente con un anticuerpo policlonal generado en
conejos utilizando como antigeno a los dltimos 10 aminoacidos de la region carboxilo
terminal del receptor o p-adrenérgico de hamster. Este anticuerpo fue capaz de
inmunodectectar e inmunoprecipitar al receptor ap-adrenérgico. En un estudio anterior en
nuestro del laboratorio se demostré por fotomarcaje con la ['*IJazido-prazosina, que el
anticuerpo generado es especifico para el receptor ay-adrenérgico, ya que células
incubadas con fentolamina o prazosina (antagonistas especificos de los receptores -

adrenérgicos) bloquean el fotomarcaje del receptor, (Vézquez-Prado et al.. 1996).

El TGF-p induce la fosforilacion del receptor ajp-adrenérgicos.

Los estudios de fosforilacion del receptor mostraron datos muy interesantes. Los
fibroblastos Rat-1 que expresan de forma enddgena a los receptores para TGF-B y que
tienen transfectados los receptores ojp-adrenérgicos de manera permanente, fueron
estimulados 15 min con el vehiculo (Basal) o con el TGF-f 10 pM a diferentes tiempos, ver
Figura 7. La estimulacion con el TGF-B indujo la fosforilacion del receptor oy-
adrenérgico. La respuesta fue relativamente rapida y transitoria, consiguiéndose el maximo
a los 15-30 min de la estimulacién y disminuyendo hacia los 60 min. Las células fueron
estimuladas durante 15 min con el vehiculo 6 con diferentes concentraciones del TGF-3
(0.01-100 nM), lo que indujo una fosforilacion dependiente de la concentracion con una
ECsy de 0.3 pM y consiguiéndose el maximo con 10 pM, ver Figura 7. El aumento en el
estado de fosforilacion de los receptores a,p-adrenérgicos fue de un 70-80% sobre la
fosforilacion en condiciones basales, ver Figura 7.

Como la cinética de fosforilacion del receptor ap-adrenérgico inducida por el TGF-
B es diferente a la que se induce con la norepinefrina, esto nos lleva a suponer que pueda
existir la participacion de otra(s) cinasa(s) o que sea un mecanismo diferente. Para tratar de
obtener mayor informacién del posible mecanismo por el cual el TGF-B induce la
fosforilacion de los receptores o) y-adrenérgicos se emplearon inhibidores especificos de las

proteinas cinasas PKC y PI3-K.

47



Log [TGF-B] M
B -13 -12 -11 -10 -9
— o o G - e

Tiempo (min)

0 5 15 30 60

oD G WP aw .
'l

« % 20
< — k2 S
m
5 . 200 1 ﬁg
pa— w —
S 8 8 © 150}
S5 150 ] =8
[S o] (o]
8 o k7]
= o o)
8 = L ‘100-{(
2 (O 1 _
- 0 15 30 60 A3 AT <9

Tiempo (min) Log [TGF-B] M

Figura 7. El TGF-$ induce la fosforilacion del receptor og-adrenérgico. En el panel
izquierdo. Las células Rat-1 que expresan los receptores para TGF- y ajp-adrenérgicos
fueron marcadas metabolicamente con [**P]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-B que se indican en la grafica durante 15 min. En las graficas se muestran el

promedio y el error estandar de 4-6 experimentos independientes. Se tomo el basal como
100% en cada experimento. Se presenta una auto-radiografia representativa.

Los inhibidores de la PKC y de la PI3-K bloquean la fosforilacion del receptor a;y-
adrenérgico inducida por el TGF-p.

Para elucidar el mecanismo por medio del cual se lleva a cabo la fosforilacion de los
receptores ajp-adrenérgicos inducida por 10 pM del TGF-B se emplearon inhibidores
especificos de la PKC y PI3-K en concentraciones maximas. Para la PKC se utilizaron: 1
uM de la bisindolilmaleimida I, 100 nM de la estaurosporina y 1 uM del RO318220; para
la PI3-K se us6 100 nM de la wortmanina. El efecto del TGF-p fue bloqueado por estos

inhibidores de estas proteinas cinasas, ver Figura 8.
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Figura. 8 El efecto de inhibidores de proteinas cinasas sobre la fosforilacion del
receptor a;p-adrenérgico inducida por la activacion de los receptores para TGF-3. En
el panel izquierdo: las células Rat-1 que expresan los receptores para TGF-By oy
adrenérgicos (endogenos y transfectados permanentemente) fueron marcados
metabélicamente con [**P]Pi e incubados con los inhibidores durante 30 min. Sin ningun
agente (Basal), con 10 pM del TGF-f solo o 1uM de la bisindolilmaleimida (BIM), 100 nM
de la estaurosporina (STAU) y 1 uM del RO318220 (RO) seguida de la estimulacién con
10 pM del TGF-B durante 15 min. En el panel derecho: las células Rat-1 fueron incubadas
sin ningin agente (Basal), con 10 pM del TGF-B solo o incubadas con 1 pM de la
bisindolilmaleimida (BIM) y 100 nM de la wortmanina (WT) durante 30 min, seguida de la
estimulacion con 10 pM del TGF-p durante 15 min. *P<0.001 comparado con el control;
¥*¥P<0.001 comparado con el TGF-pB. El basal se tomdé como 100% en cada experimento.
Se presenta una auto-radiografia representativa. En la grafica se muestra el promedio y el
error estandar de 5-6 experimentos independientes.
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La fosforilacion inducida sobre los receptores ap-adrenérgicos por la activacion de
los receptores para el TGF-f se bloquea de manera dependiente de la concentracion de los

inhibidores de estas dos cinasas sin que se vea efecto sobre la fosforilacion basal del

receptor, como se observa en la Figura 9.
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Figura 9. Curvas concentracion-respuesta del efecto de los inhibidores de la PI3-K y
de la PKC sobre la fosforilacion inducida por el TGF-B. Panel izquierdo: las células
Rat-1 que expresan los receptores para TGF-f y los receptores ayp-adrenérgicos
(endégenos y transfectados permanentemente) fueron marcados metabolicamente con

[**P]Pi e incubadas sin ningun agente (B) ¢ en presencia de 10 pM del TGF-$ (M) 6 con
diferentes concentraciones de la wortmanina (WT; @) 6 del LY294002 (LY; O) seguido
de la estimulacion con 10 pM del TGF-B durante 15 min. Panel derecho: las células fueron
incubadas sin ninglin agente (B) ¢ en presencia del TGF-B (M) 6 con las diferentes
concentraciones de la bisindolilmaleimida (BIM; O) ¢ de estaurosporina (STAU; @)

durante 30 min seguida por la estimulacion con 10 pM del TGF-f por 15 min. Se presenta
una auto-radiografia representativa. En la grafica se muestra el promedio y el error estandar
de 3-4 experimentos independientes realizados por triplicado.
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Para saber si la fosforilacion inducida en los receptores o p-adrenérgicos por la
activacion de los receptores para el TGF-f tienen algin significado fisiologico se decidio
determinar la movilizacién del Ca®* intracelular y la produccion de inositoles totales (IPs).

El efecto de la norepinefrina sobre la movilizacion de Ca® intracelular no fue
modificado por el pretratamiento de las células con TGF-f3, como se puede ver en la Figura
10, panel izquierdo parte superior. Al estimular con la norepinefrina a las células que
expresan tanto los receptores ap-adrenérgicos como los del TGF-B se observo un claro
aumento en la movilizacion de calcio dependiente de la concentracion de norepinefrina, ver
Figura 10. En las células que fueron pretatratadas con 10 pM del TGF-B por 15 min y
después estimuladas con concentraciones crecientes de la norepinefrina se observéd que el
pretratamiento con el TGF-B no afecta de manera significativa la respuesta o,adrenérgica

promovida por la norepinefrina, ver Figura 10, panel derecho.
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Figura 10. Efecto del TGF-B sobre el aumento en la [Ca®'|; inducido por la
norepinefrina. Para la determinacion de la [Ca2+]-,, las células Rat-1 que expresan los
receptores para TGF-B y los receptores o p-adrenérgicos fueron sembradas en cajas de
cultivo de 10 cm de diametro, se incubaron con 5 uM de Fura-2/AM por 1 ha 37°C y la
[Ca®"); fue cuantificada. Panel izquierdo: la curva concentracién-respuesta para el efecto de
la norepinefrina en la concentracion de calcio intracelular en células incubadas 15 min en
ausencia (Q) 6 presencia (@ ) de 10 pM del TGF-B. Panel derecho: se muestran los trazos
representativos de la respuesta en la [Ca”].- promovida por la estimulacién de 10 uM de la
norepinefrina NE (trazo de linea continua) y la preincubacion por 15 min con 10 pM del
TGF-B seguida de la estimulacion con 10 uM de la NE (trazo de linea discontinua). Las
graficas representan los promedios y los errores estandar de 3-4 experimentos
independientes.
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Esta disminucion en la respuesta a la norepinefrina se debe a que existe una
desensibilizacion de la respuesta en calcio inducida por la activacion de los receptores para
el TGF-.

Para el recambio de fosfoinositidos en los fibroblastos Rat-1 se observd que existe
una disminucion de la respuesta medida como [Ps totales, por lo que se puede decir que la
magnitud de la respuesta promovida por la fosforilacion del receptor es suficiente para
desensibilizar al receptor o ,-adrenérgico. Estos resultados confirman que efectivamente
existe una fosforilacion de los receptores ay-adrenérgicos inducida por la activacion de los

receptores para TGF-f3.

°
=
@ 400 |
£
="
L w©
Y 300 -
°5 |
T o
0 o
S 200 !
3
/2]
)
100, : .
9 7 5
log [NE] M

Figura 11. Efecto del TGF- sobre la acumulacién de fosfatos de [*H] inositol inducida
por la norepinefrina. Para la determinacion de los [*H]-fosfatos de inositol totales las

células Rat-1 que expresan a los receptores para TGF -B y a los receptores o jp-adrenérgicos
se marcaron la noche anterior al experimento con [ H] mio-inositol en medio DMEM libre
de inositoles. Al dia siguiente se realizé una curva concentracion-respuesta del efecto de la
norepinefrina en la produccion de IPs totales. Las células se incubaron 15 min en ausencia
(O) 6 presencia (®) de 100 pM del TGF-B. La grafica muestra los promedios y los errores
estandar de 3-4 experimentos independientes.



La fosforilacién del receptor ays-adrenérgico inducida por el TGF-p ocurre por la

activacion de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI-3K).

La PI-3K es un importante mediador de los procesos celulares modulados por
fosforilacion y se ha encontrado que participa en los procesos de desensibilizacion
heterologa. Nosotros hemos mostrado la posible participacion de la P1-3K como uno de los
pasos en el mecanismo por medio del cual el TGF-f induce la fosforilacion del receptor
ap-adrenérgico.

Para tratar de confirmar la participaciéon tanto de la PKC como de la PI3-K se
realizd la cotransfeccion de los receptores ap-adrenérgicos y de la mutante dominante
negativa de la PI3-K (Ap85) en las células COS-1, asi como la cotransfeccion de las
mismas con el vector vacio para mantener constante la cantidad de cDNA. Con este
procedimiento lo que encontramos es que la activacion de los receptores para el TGF-p
induce la fosforilacion de los receptores ajp-adrenérgicos transfectados y que esta
fosforilacion 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
c¢DNA de los receptores a,-adrenérgicos, se puede observar que el TGF-p no es capaz de
inducir la fosforilacion del receptor ap-adrenérgico. En cambio, la fosforilacion inducida
por la norepinefrina sobre los receptores a,-adrenérgicos es muy similar a la observada
cuando se expresan solo a los receptores ap-adrenérgicos, ver Figura 12, panel derecho.
Estos resultados coinciden con lo que se encontro6 en las células Rat-1.

Se intent6 también la cotransfeccion en las células Rat-1 silvestres con el ¢cDNA
para los receptores o p-adrenérgicos y con el cDNA de la mutante dominante negativa,
Ap8S. sin embargo la eficiencia de transfeccion fue muy pobre, por lo que se decidid
utilizar a las células COS-1, en las cuales obtuvimos una eficiencia del 70 al 80% y con ello

se pudo determinar la participacion de la PI13-K.
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Figura 12. Efecto de los inhibidores de las proteinas cinasas sobre la fosforilacién del
receptor o, ,-adrenérgico inducida por el TGF-B. Panel izquierdo: las células COS-1 que
fueron transfectadas con el receptor a;p-adrenérgico fueron incubadas sin ningin agente
(Basal) 6 en presencia de 10 pM del TGF-p solo 6 con 1 uM de la bisindolilmaleimida I
(BIM) o con 100 nM de la wortmanina (WT). Panel derecho: las células COS-1 fueron
cotransfectadas con cDNA del receptor a,-adrenérgico mas el vector vacio y con el cDNA
receptor o p-adrenérgico mas el vector que lleva el cDNA de la dominante negativa Ap85.
La grafica muestra los promedios y los errores estandar de 3-4 experimentos independientes
realizados por triplicado; *P<0.001 comparada con el basal; **P<0.001 comparada con el

TGF-p.
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Discusion

Nuestros resultados demuestran que los receptores o p-adrenérgicos pueden ser
regulados por estimulos no adrenérgicos. En esta tesis se demuestra claramente que la
activacion de los receptores del TGF-f3 produce un aumento en el nivel de fosforilacion del
receptor ojy-adrenérgico, induciéndose su desensibilizacion como consecuencia de una
regulacion cruzada entre los receptores para el TGF-p y los receptores ojp-adrenérgicos.
Los receptores del TGF-p tienen actividad de cinasa en residuos de serina/treonina y su via
de sefializacion es a través de las proteinas Smads, mientras que los receptores o.jp-
adrenérgicos estan acoplados al recambio de fosfoinositidos/Ca’’. Ya que estos dos
receptores emplean diferentes vias de sefializacion, la existencia de una regulacion cruzada
entre ellos resulta novedosa.

La desensibilizacion y la fosforilacion de los receptores o,p-adrenérgicos por
estimulos no adrenérgicos ha sido reportada previamente, asi, por ejemplo, la activacion de
los receptores para la endotelina, ET,, aumenta la fosforilacién del receptor o p-
adrenérgico y tal modificacion produce una desensibilizacion de la respuesta oy-
adrenérgica (Vazquez-Prado et al., 1998); los receptores para la bradicinina B, inducen la
fosforilacion, pero no producen una desensibilizacion de la respuesta ap,-adrenérgica
(Medina et al., 1998). Tanto los receptores para endotelina como los de bradicinina
pertenecen a la familia de receptores acoplados a las proteinas Gg/11. Otro tipo de receptores
que pertenecen a esta familia, pero que ejercen su accion a través de la proteina del tipo G;j,
son los receptores para el acido lisofosfatidico (LPA), que al ser activados por su ligando
son capaces de inducir la fosforilaciéon y desensibilizacion del receptor op-adrenérgico
(Casas-Gonzalez et al., 2000). Ademas de los receptores acoplados a proteinas G, existen
otros receptores, como los del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) y los del Factor
Derivado de Plaquetas (PDGF), que tienen actividad intrinseca de proteina cinasa sobre
residuos de tirosina y que al ser activados por sus ligandos respectivos son capaces de
regular la respuesta oj,-adrenérgica. El efecto que se observa es un aumento en la
fosforilacion del receptor a,p-adrenérgico, lo que lleva a una clara disminucion de su

respuesta (Medina et al., 2000).
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Al parecer existe una relacion entre la fosforilacion del receptor o jp-adrenérgico y la
desensibilizacion, pero este proceso ain no estd comprendido totalmente. No sabemos por
qué algunos agentes como la bradicinina inducen un aumento en la fosforilacion del
receptor pero no inducen su desensibilizacion. Es probable que la magnitud de la sefial
desencadenada por los receptores B, para la bradicinina no sea suficiente para inhibir la
actividad del receptor a,p-adrenérgico, o que la modificacion del receptor inducida por los
receptores de la bradicinina no promueva su desensibilizacion (Medina et al., 2000).
Existen algunos antecedentes que sugieren que éste puede ser el caso, ya que se ha
reportado que las cinasas GRKS y GRK6 aumentan el nivel de fosforilacion de los
receptores ajg-adrenérgicos sin modificar su actividad (Diviani et al., 1996). Por lo tanto,
no todos los estimulos que aumentan la fosforilacion del receptor promueven su
desensibilizacion. Por ejemplo, la fosforilacion de los receptores SHT,o por la PKC
bloquea la capacidad de aumentar la movilizacién de Ca®" intracelular sin que se afecte la
inhibicion de la adenilato ciclasa (Lembo et al., 1995). En las células HEK 293
transfectadas con el receptor p-opiode se observa que la estimulaciéon con el agonista
produce un aumento en la fosforilacion del receptor y que esta fosforilacion no se
correlaciona con la desensibilizacion de la respuesta inhibitoria de la adenilato ciclasa
mediada por el receptor (Vouret-Craviari et al., 1995). De manera similar, la fosforilacion
de los receptores para el glutamato, mgluy,, por la PKC inhibe la estimulacion de la PLC
por su agonista, pero no tiene efecto sobre la via del AMPc (Francesconi et al., 2000).

El efecto del TGF-P sobre la fosforilacion del receptor a,p-adrenérgico se observa a
concentraciones bajas, dentro del orden pM, que es la magnitud a la cual trabaja el TGF-3
dentro del organismo (Massagué, 1998). La induccion de la fosforilacion de los receptores
ap-adrenérgicos por efecto de la activacion de los receptores para el TGF-P es rapida pero
transitoria. Este curso temporal no es consistente con la idea de que el TGF-B esté
ejerciendo su accion a través de la via de sefalizacion clasica, en la que participan las
proteinas Smads, lo que involucraria la transcripcion de genes, asi como la sintesis de novo
de proteinas (Wrana et al., 1994). Esto nos lleva a suponer que participa otra(s) cinasa(s), o
que el TGF-p empla un mecanismo diferente. Ademas, la cinética de la fosforilacion
inducida por el TGF-P sobre los receptores o p-adrenérgicos es atractiva, ya que es mas

lenta que la fosforilacion inducida por su agonista natural, la norepinefrina, que es mas
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rapida y ademas disminuye rapidamente en estas mismas células (Vazquez-Prado et al.,
1996). La fosforilacion del receptor o g-adrenérgico inducida por el agonista es mediada
principalmente por las GRKs (Krupnick et al., 1996), concretamente por las GRK2 y
GRK3. La sobreexpresion de estas dos GRKs aumenta la fosforilacion del receptor o) g-
adrenérgico inducida por la epinefrina, mientra que la sobreexpresion de la dominante
negativa de la GRK2 (K220R) impide la fosforilacion del receptor por el agonista (Diviani
et al., 1997). Los sitios de la fosforilacion inducida por el agonista se encuentran en las
Ser*™, Ser'™ y Ser''” en la region carboxilo terminal del receptor og-adrenérgico (Diviani
et al., 1997).

Por otro lado, la fosforilacion sobre el receptor ajy-adrenérgico producida por
ésteres de forbol es rapida y se sostiene por mas tiempo (Vazquez-Prado et al., 1996). Los
sitios de fosforilacién por la PKC se encuentran en los residuos de serina especificos Ser’*
y Serm, localizados en el carboxilo terminal del receptor ag-adrenérgico (Divani et al.,
1997). La PKC cataliza también la fosforilacion del receptor a,-adrenérgico (Vazquez-
Prado et al., 2000), del receptor a,¢-adrenérgico (Garcia-Sdinz et al., 2001), de los
receptores AT, y AT, para la angiotensina II (Olivares-Reyes et al., 2000; Garcia-Caballero
etal., 2001) y de los receptores para somatostatina (Hipkip et al., 2000).

Dado que la PKC es un elemento regulador entre las diferentes vias de sefializacion
y que diferentes procesos pueden activarla (Garcia-Sainz et al., 2000), el mecanismo
propuesto para explicar la fosforilacion de los receptores o, p-adrenérgicos inducida por los
receptores de EGF y LPA es a través de la participacion secuencial de la P13-K y de la PKC
(Medina et al., 2000; Casas-Gonzalez 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
fosforilacion en los receptores o p-adrenérgicos inducida por la activacion de los receptores
del TGF-, lo que sugiere que estas cinasas actian de forma secuencial y no en caminos
independientes, a diferencia del mecanismo que emplea el PDGF para promover la
fosforilacion del receptor o y-adrenérgico, en el cual la PKC es esencial y la PI3-K no
contribuye de manera importante (Medina et al., 2000).

La fosforilacion del receptor ojp-adrenérgico inducida por la activacion de la PKC
ha sido ampliamente estudiada (Leeb-Lundberg et al., 1985; Diviani et al., 1997; Vazquez-
Prado et al., 1997; Medina et al., 2000; Vazquez-Prado et al., 2000; Garcia-Sainz et al.,
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1999:; Garcia-Sainz 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, €, y £ ). Las isoformas o, & y
£ co-inmunoprecipitan con el receptor ap-adrenérgico en condiciones basales, o al
estimular con la norepinefrina, con la endotelina, con ésteres de forbol 6 con alguna
hormona que aumente el estado de fosforilacion del receptor (Alcantara-Hernandez 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 activacion de los receptores para el TGF-p.

La participacion de la PKC en la fosforilacion de los receptores o g-adrenérgicos,
inducida por la activacion de los receptores del TGF-f via la participacion de la PI3K esta
fundamentada por la inhibicion de la fosforilacion inducida por el TGF-p al emplear los
inhibidores especificos wortmanina y LY294002. La wortmanina se ha descrito como un
potente inhibidor selectivo, no competitivo de la PI3-K (Powis et al., 1994) y el LY294002
es un inhibidor que compite por el sitio de union al ATP de la cinasa (Vlahos et al., 1994).
El empleo de la mutante dominante negativa de la subunidad adaptadora de la PI3-K,
(Ap85) que carece del sitio de union para la subunidad catalitica pl10 confirmé la
participacion de la PI3-K (Barik et al., 2000).

En este trabajo, nosotros observamos que la fosforilacion inducida por la activacion
del receptor para el TGF-B estd asociada a la disminucion de la respuesta maxima op-
adrenérgica, medida como la produccion de fosfatos de [" H]-inositol (IPs), que se observa
al pretratar a las células con el TGF-B. En cambio, al medir la movilizacion del Ca*'
intracelular en células pretratadas con el TGF-p, la respuesta no fue modificada totalmente;
solo se presentd un ligero desplazamiento de la curva concentracién-respuesta a la
estimulacion op-adrenérgica. Estas diferencias pueden deberse al tiempo de estimulacion
de las células con la norepinefrina ya que mientras que para la produccion de fosfatos de
inositol el tiempo de estimulacion es de 15 min y a continuacion se detiene la reaccion, en
cambio para la movilizacion del Ca®" intracelular la respuesta es inmediata al estimulo. Por
lo que muy probablemente un pequefio aumento en la produccién de los fosfatos de inositol
sea suficiente para aumentar la concentracion del Ca** intracelular.

Nuestros datos aportan evidencias sobre una posible regulacién cruzada, cross-talk.

entre los receptores para el TGF-f y los receptores o, p-adrenérgicos la cual no habia sido
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reportada con anterioridad. Existen reportes en los que se evidencia la participacion del
TGF-B en la regulacion de otras vias, como, por ejemplo, en las células de musculo liso de
traquea humana y en los fibroblastos de corazén, en donde se expresan los receptores [3-
adrenérgicos; se observa que disminuye la acumulacion de AMPc producida por el
isoproterenol, un agonista B-adrenérgico (Nogami et al., 1994; lisuka et al., 1995). En los
miocitos, el TGF- potencia el efecto de los receptores oj-adrenérgicos en la expresion del
RNAm de c¢-fos con la participacion de la PKC (Miki et al., 1994). En estudios en la linea
celular A549 derivada de un carcinoma de pulmén humano, se ha demostrado que el TGF-
B activa la expresion de genes de la matriz extracelular (PAI-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-f induce la activacion del elemento de
respuesta a suero de c-fos (c-fos SER), mediante un mecanismo de transactivacion en donde
participa la PKC (Sung et al., 1999). En las células MulLp, la activacion directa de la PKC
por el PMA produce una fostorilacion de la Smad 3, inhibiendo su funcion como factor de
transcripcion (Yakymovych et al., 2001).

Recientemente se ha encontrado que en los astrocitos de rata el TGF-f regula los
canales rectificadores de K", Kirr2,3, a través de la participacion de la PLC y de la PKC-§
(Perillan et al., 2002). La PKC interviene en diferentes sistemas de transduccién, por
ejemplo en las células PC-3, una linea celular derivada de un carcinoma prostatico humano,
en donde el TGF-f induce una inhibicion parcial del crecimiento de las células. Este efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de las células se vié aumentado por la adicién de PMA, lo
que implica una probable participacion de la PKC (Franzen et al., 1993).

Es posible que la activacion de la PKC ocurra por la interaccion directa con los
fosfoinositidos generados por la PI3-K: el PI[(3,4)]P, y el PI[3.4,5]P;. Se ha demostrado
que estos fosfoinositidos son capaces de promover la activacion de la isoenzimas de la PKC
nuevas (8,eym) y atipicas (£ y A) (Nakanishi et al., 1993). Ademas, los fosfolipidos
generados por la activacion de la PI3-K son moduladores de una cinasa intermediaria, la
proteina cinasa-1 dependiente de fosfoinositidos (PDK1), que también puede intervenir en
el control de la PKC. La PDK1 se une con alta afinidad al PI[3,4,5]P; y fosforila a las
PKCZ y PKC3 in vivo. Ademas, las PKCs clasicas (o, Bl y BII) se unen directamente a la

PDKI1, 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 fosfoinositidos fosforilados producidos
por la actividad de la PI3-K actian como moléculas de anclaje para el ensamble de las
proteinas sefial con una localizacion especifica en la membrana, en respuesta a la
estimulacion de la célula.

El posible mecanismo que interviene en los efectos del TGF-3 sobre los receptores
ap-adrenérgicos podria ser mediante una via que involucre una participacion secuencial de
la PI3-K y de la PKC (ver Figura 13).

En algunos reportes se ha mostrado que la PI3-K es un blanco cascada abajo de la
activacion de los receptores para el TGF-P, en donde las cinasas Akt son las responsables
de la actividad antiapoptotica de la insulina contra los efectos del TGF-f. Ademas, se ha
descrito a la PI3-K como una via de sobrevivencia celular, ya que actia como un supresor
de la muerte celular por su actividad apoptética a través de la accion de la cinasa Atk sobre
los residuos de serina/treonina (Chen et al., 2000).

En el pasado las investigaciones sobre los receptores habian sido realizadas
generalmente en una direccion lineal, en base al sistema de transduccion al cual se
encontraban acoplados principalmente. Sin embargo, la apararicion en la literatura de
diversos reportes en donde se demuestra la complejidad en la red de las vias sefalizacion,
en las cuales se comparten tanto enzimas, como moléculas efectoras que les son comunes a
varias vias de senales de transduccion, permitiendo la interaccion entre las mismas, lo cual
produce multiples combinaciones entre ellas, por lo que es necesario un estudio mas amplio

sobre estos procesos con el fin de entender mejor como es que suceden.
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Figura 13. Modelo del mecanismo de regulacion de los receptores del TGF- sobre los
receptores op-adrenérgicos. La fosforilacion de los receptores ap-adrenérgicos, ap,-AR,
producida por la activacién de los receptores para el TGF-B induce su desensibilizacién.
Nuestros datos sugieren que el TGF-B induce la fosforilacién de los receptores oip-
adrenérgicos por una via que involucra la participacion 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 catalitica de
la PI3-K, p110.
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Conclusiones

Nuestros resultados indican que en los fibroblastos Rat-1 los receptores oy-
adrenérgicos son fosforilados significativamente como consecuencia de la activaciéon de los
receptores para el TGF-B. La accion de los receptores del TGF-B es mediada por la
activacion secuencial de la PI3-K y de la PKC, catalizando la fosforilacion de residuos de
serina en el receptor o p-adrenérgico. La modificacion por fosforilacion del receptor op-
adrenérgico por el TGF-f se correlaciona con una desensibilizacion de la respuesta o.p-
adrenérgica en el recambio de fosfoinositidos, mientras que la movilizaciéon del calcio

intracelular no se afecta por el tratamiento con el TGF-3.
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a.g-Adrenergic receptor phosphorylation and desensitization induced by

transforming growth factor-f
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Transtorming growth factor-f# (TGF-p) induced z,,-adrenergic
receptor phosphorylation in Rat-1 fibroblasts stably expressing
these adrenoceptors. This effect of TGE-# was rapid. reaching a
maximum within 30 min and decreasing thereafter, and concen-
tration-dependent (EC, 0.3 pM). The phosphoinositide 3-kinase
inhibitors wortmannin and LY 294002, and the protein kinase C
mhibitors staurosporine. Ro 318220 and bisindolylmaleimide,
blocked the effect of this growth factor. =, -Adrenergic receptor
phosphoryvlation was associated with desensitization, as indicated
by a reduction in the adrenergic-mediated production of [*H]
inositol phosphates. Phosphorylation of z, -adrenergic receptors

by TGF-ff was also observed in Cos-1 cells transfected with the
receptor. Co-transfection of the dominant-pegative mutant of
the regulatory subunit of phosphoinositide 3-kinase (Ap85)
inhibited the phosphorylation of z, -adrenergic receptors in-
duced by TGF-/. Our results indicate that actuvation of TGF-ff
receptors induces z, -adrenergic receptor phosphorylation and
desensitization. The data suggest that phosphoinositide 3-kinase
and protein kinase C play key roles in this effect of TGF-j1

Key words: adrenaline. cross-talk. phosphomositide 3-kinase.
protein kinase €

INTRODUCTION

G-protem-coupled receptors constitute one ol the major families
in the mammalian genome [1]. They play primary roles in the
perception by the organism of external stimul such as light,
odours and tastes. and in cell-to-cell communication mediating
the response to many hormones and neurotransmitters. Control
of receptor function is a cardinal event in the adaptation of
whole organisms and individual cells to changes in the external
und internal milieux. and to the overall mamtenance ol homoeo-
stasis.

z,-Adrenergic receptors (2, -ARs) mediate many of the actions
of adrenaline and noradrenaline. such as the smooth muscle
contraction that maintains vascular tone. and the regulation of
hormone secretion and of intermediary metabolism [2]. They
also participate in the pathogenesis of diseases. such as hyper-
tension and  benign  prostatic  hypertrophy  [2]. Therefore
knowledge about the molecular events that control their function
15 of major mportance for the understanding of the physiological
balance that we call health. and its perturbations during disease.

This family of receptors consists of three members, the z«, -,
- and 7, -ARs. which mediate their actions mainly via the
phosphomosinde-turnover /calcium-mobilization pathway [2-5].
The function of these ARs 18 modulated through phosphorylation
via G-protein-coupled receptor kinases and second messenger-
dependent kinases such as protein kinase C (PKC) ([6-13]:
reviewed in [14]). Differences in sensitvity o phosphorylation
and desensitization have been observed among these receptor
subtypes [12.13].

The 2, -AR (hamster) was the first receptor of the z, subfamily
to be cloned [16]. and it has been studied to a much greater extent
than the other subtypes. G-protein-coupled receptor kinases 2
and 3 seem to be involved in the phosphorylation of agonist-

occupied «,,-ARs during homologous desensitization [17.18].
The phosphorylation sites involved have been located at Ser'™,
Ser'™ and Ser'"" in the receptor C-terminus [7].

In heterologous desensitization, activation of non-adrenergic
receptors desensitizes z,,,-A Rs. and this has also been associated
with receptor phosphorylation (reviewed in [14]). Direct acti-
vation of PKC by active phorbol esters markedly desensitizes
2,,-ARs and leads 1o a pronounced increase in receptor phos-
phorylation [6-12.14]. The sites phosphorylated by PKC have
been located at Ser™ and Ser™ of the &, -AR C-terminus [7]. A
variety of receptors have also been observed to induce z, -AR
phosphorylation. Thus we have shown that activation of seven-
transmembrane-domain receptors coupled to G, (such as
endothelin ET, receptors [8]) or G, (e.g. lysophosphatidic acid
receptors [10]) or of receptors with intrinsic tyrosine kinase
activity le.g. epidermal growth factor (EGF) and platelet-derived
growth factor (PDGF) receptors [11]] can induce #, -AR phos-
phorylation/desensitization. PKC and phosphoinositide 3-kinase
(PI3K) are key participants in these effects (reviewed in [14]).

In the present work. we studied the effect of activation of
receptors of a different class, the transforming growth factor-#f
(TFG-/1) receptors. on 2, -AR phosphorylation /desensitization.
TGE-#1-3 constutute a family ol growth factors involved in the
control of cell differentiation. proliferation and apoptosis [19-21].
These growth factors signal through the activation of heteromeric
type | and type 11 receptors that are serine/threonine kinases. In
the presence of TGE-/4. the constitutively active type 11 receptor
phosphorylates and activates the type I receptor. The activated
type 1 receptor phosphorylates receptor-associated Smads
(Smad2 and Smad3). which then bind Smad4. and the complex
translocates to the nucleus where it regulates the transeription of
target genes [19-21]. Interestingly. there are some rapid actions
of TGF-f that do not seem to involve gene transcription or de

seeator . DMEM. Dulbecco's modtied Eagle's metium, £G
«:nase, PLC. prolein kinase C: SH, Src hamoogy. TGF-#. lransiorming growin lactor-j#
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nore protein synthesis [22- 24]. PKC and PI3K have been reported
to play a role in some of these actions and n other longer-term
effects ol this growth factor [23-27]

EXPERIMENTAL
Materials

Dulbeceo’s moditied  Lagle’s medium (DMEM), G4, fewal
bovine serum and other reagents used for cell culture were
obtaimed trom Gibeo BRL. TGE -1 and TG -2 were from RD
Systems. ( -Noradrenaline. staurosporine. wortmannin and
protease inhibitors were from Sigma Chemical Co. Ro 318220,
LY 2904002 and bisindolyvimaleimide | were from Calbiochem
(=PI, ss0n 9120 Cr/mmol). ["Hlprazosm (744 Ci/mmol} and
mye-[2.3-"H]inositol (229 Ci/mmol) were (rom New England
Nuelear Lite Sewenee Products, Fura=2 acetoxvmethyl ester was
from Molecular Probes. Protein A Sepharose beads were from
Upstate Biotechnology. DNA purification kits were {rom Qiagen.
The hamster =, ~AR cDNA [16]. kindly provided to us by Dr
Robert ). Letkowitz, was subcloned into pcDNA3J as described
[12]. The SRz-Ap#3 plasmid contaming the cDNA of the mutant
pE3 subunit of PI3K lacking the pl10 binding site (Ap85) was
kindly provided to us by Dr Wataru Ogawa and Dr Masato
Kasuga [2¥]

Cell culture

Rat-1 cells transfected with the hamster =, -AR [16] were
generously provided by Dr R ). Lefkowitz, Dr M. G. Caron and
Dr L. Allen. Cells were grown at confluence in 10-em culture
dishes in DMEM supplemented with 107, (v/v) fetal bovine
serum. G418 (300 pg/ml)., streptomyein (100 g /ml). penicillin
CHO0 units/mb) and amphotericin B (0.25 gg/ml) under a 5",
COL/93 0w awmosphere at 37 °C. Cos-1 eells were cultured in
the same medium but in the absence of G418, Transient
transfection into Cos-1 cells was performed using DEAE-dextran
[29]: experiments were performed 48-72h after transfection,
with an eflicaey ol 60- 80", as described in [12]. Total plasmid
DNA was maintained at 3 pg per 10 em Petr dish using 1.5 pg
of plastud contuning the 2, AR ¢DNA and 1.5 g of plasmid
containing the Ap83S cDNA or the empty vector. For all the
experiments. confluent cells were serum-deprived overnight in
unsupplemented DMEM 2 -ARs were expressed at a density of
~ | pmol/mg of membrane proteinin Rat-1 cells, and ~ 2 pmol/
mg ol membrane protein in Cos-1 cells. as determined by
["H]prazosin binding. with K, values in the range 0.15-0.3 nM
(12

Determination of z,,-AR phospharylation

Rat-1 cells expressing z, -ARs were incubated in phosphate-free
DMEM for | h.and then labelled in the same medium containing
[“PIP, (30 #Ci/ml) tor 3h at 37 °C. as described previously
[8-12]. In this procedure. a rabbit antiserum against the C-
terminal decapeptide of the hamster z, -AR was used [8]. This
antiserum immunoprecipitates  z,,-ARs with high efficacy
{~ 80", ol photolabelled receptors) [8]: the receptors were
detected as a broad band of ~ 80-85 kDa [8]. In brief. following
treatment with inhibitors and/or agonists. cells were washed
with ice-cold PBS and lysed for 1 h on ice in lysis buffer
containing 10 mM Tns/HCL. pH 7.4, 30 mM NaCl, 5mM
EDTA. 17, Triton X-100, 0.05", SDS. 50 mM Nak. 100 »M
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Na,VO,. 10mM j-glycerophosphate. 10 mM sodium pyro-
phosphate, | mM phosphoserine, | mM phosphothreonine and
protease inhibitors (20 pg/ml leupeptin, 20 pg/ml aprotinin,
100 pg/ml PMSEL 500 g /ml bacitracin and 50 pg/ml soybean
trypsin inhibitor). Cell lysates were centrifuged at 12700 g for
15 min. and the supernatants were incubated with the anti-z, -
AR antiserum and Protein A-Sepharose overnight at 4 °C. After
five washes with buffer contining 30 mM  Hepes, 50 mM
NaH, PO, 100 mM NaCl pH 7.2, 17, Triton X-100, 0.05",,
SDS and 100 mM Nal-. tollowed by a final wash with 50 mM
Tris/150 mM NuaCl. pH 74, the immune complexes were de-
natured by boiling in SDS sample buffer containing 5, /-
mercaptoethanol. and subjected 1o SDS/PAGE. The gels were
dried and exposed for 3 24 h ar  70°C using X-Omat X-ray
films and intensifying screens. The level ol receptor phosphoryl-
ation was assessed in the same gels with Molecular Dynamics
Phosphorlmager and Imageguant software

Measurement of intracellular free Ca®~ concentration

Confluent fibroblasts were incubated overnight in DMEM with-
out serum and antibiotics. Cells were loaded with 5 #M fura-2
acetoxymethyl ester in Krebs-Ringer/Hepes containing 0.05",,
BSA. pH 7.4. for 1 h at 37°C. Cells were detached by gentle
trypsinization. and fluorescence measurements were carried out
as described previously [12] using an Aminco-Bowman Series 2
spectrometer with the excitation monochromator set at 340 and
380 nm, a chopper interval of 0.5s, and the emission mono-
chromator set at 310 nm. The intracellular free Ca** concen-
tration was calculated as described in [30] using the software
provided by Aminco-Bowman: traces were exported directly to
the graphs.

[*H]Inesital phosphate production

Cells were labelled with [*Hlinositol (3 #Ci/jml) for 18-24 h in
inositol-free DMEM containing 1", (v/v) fetal bovine serum.
On the day of the experiment. cells were washed twice with
Krebs-Ringer/Hepes buffer containing 1.3 mM CaCl, and pre-
incubated for 20 min in 2ml of the same buffer containing
20mM LiClat 37°C in a 3", CO, atmosphere. Incubations
were for 15 min and were terminated by the addition ol 2 ml of
chloroform/methanol (1:2,v/v): samples were mixed thoroughly
and centrifuged in a clinical centrifuge. The agueous phase was
recovered and total ["Hlinositol phosphates were separated by
Dowex AGI-X8 chromatography [31].

RESULTS

Incubation of Rat-1 cells stably expressing the z, -AR with
10 pM TGF-//1 induced an increase in the phosphorylation of
the AR that was evident at 5 min, reached its maximum within
15 min and had vanished by 60 min (Figure 1). A similar effect
was observed in a few experiments performed using TGF-#2
(results not shown). The effect of TGF-# was concentration-
dependent. with an EC,, of 0.3 pM. and reached its maximum at
10 pM (Figure 1).

This effect of 10 pM TGF-# was blocked by 100 nM stauro-
sporine. | #M bisindolylmaleimide [. 1 M Ro 318220 or 100 nM
wortmannin (Figure 2). Wortmannin and LY 294002, inhibitors
of PI3K. blocked the receptor phosphorylation induced by
10 pM TGF-/ in a concentration-dependent fashion; the EC,,
values were | nM and 50 nM respectively (Figure 3). Similarly,
the PKC inhibitors staurosporine and bisindolylmaleimide |
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blocked the z,,-AR phosphorylation induced by TGF-# with
nearly identical EC,, values of ~ 15nM (Figure 3). These
inhibitors by themselves had no effect on basal receptor phos-
phorylation at the concentrations tested (results not shown; see
(8-12].

In order 1o determine whether the =, ,-AR phosphorylation
induced by TGF-# has functional metabolic consequences, the
effects of noradrenaline on intracellular cell caleium and [*H]
inositol phosphate production were tested. As shown in Figure 4

(upper left panel), incubation of the cells for 15 min with 100 pM
TGF-# did not alter in a significant way the increase in
intracellular calcium induced by 1 #M noradrenaline. The con-
centration-response curve to the adrenergic agonist showed that
TGF-# induced only a small shift to the right (EC,, values of 60
and 100 nM in cells preincubated in the absence and presence
respectively of 100 pM TGF-# for 15 min). Nevertheless, when
[*H]inositol phosphate production was tested. a clear decrease in
the maximal response to noradrenaline was observed in cells

© 2002 Biochemical Society
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weubated with TGE-//. no sigmificant change was observed in
the EC | values. te. ~ 30 oM under both conditions (Figure 4,
lower panel)

PI3K seems to play a key role in the 1TGE-g-mediated
phosphoryvlation of =, ,-ARs. Therefore. in order to further
document its participation, we used transfection of’ a dominant-
negative mutant of the enzyme [28]. We attempted to perform
these experiments with the Rat-1 cell line. but the efficacy of
transfection was too low. Therefore we performed these experi-
ments using Cos-1 cells co-transtected with the = ,-AR and
cither the dominant-negatuve PISK mutant or an identical
amount of empty vector. As shown in Figure 5 (right panel).
TGE-# was able to induce z,,-AR phosphorylation in Cos-1
cells transtected with ,,-ARs. This effect was blocked by the
P13K inhibitor wortmannin and by the PKC inhibitor bisindolyl-
maleimide 1. which confirmed the data obtained with Rat-1 cells.
The inhibitors by themselves were without effect (results not
shown). When cells were co-transfected with the Ap83 mutant of
PI3K. the ability of TGF-/ to increase z,,-AR phosphorylation
was lost (Figure 3. left panel). The AR phosphorylation induced
by noradrenaline was similar in cells transfected with or without
the PI3K mutant (Figure 5, left panel).

DISCUSSION

I'be present data indicate that acuvauon ol TGE-g receptors
increased %, -AR phosphorylation and thus induced receptor
desenstuzation. Phosphorylation and desensitization of z,,-ARs
has been observed previously in response to activation of G, ,-
coupled receptors such as the ET, endothelin receptors [8].
G -coupled receptors such as lysophosphatidic acid receptors
[10]. and receptors with intrinsic tyrosine kinase acuvity such as
those for LGE and PDGE [1] In the present study. receptors

€ 2002 Bicememunal Seeety

belonging to a different family, i.e. those with intrinsic serine/
threonine kinase activity. were studied. The data show clearly
that actvation ol these receptors can also modulate the 2, -AR
sensitivity of cells.

There seems to be a relationship between 2, -AR phosphoryl-
ation and desensitization, but as yet it s far from fully
understood. Thus agents that induce a small increase in recep-
tor phosphorylation, such as bradykinin. do not induce receptor
desensitization [9]. This can be explained if only some site(s) or
a fraction of the receptors are affected. However, okadaic acid.
an inhibitor of protein phosphatases, or overexpression of G-
protein-coupled receptor kinase 3 or 6 markedly increased
receptor phosphorylation. but such covalent modifications do
not seem Lo alter receptor function [17.32]. In the present study
we observed that the TGF-#-mediated AR phosphorylation was
associated with a decrease in the maximal adrenergic effect on
[*Hlinositol phosphate production and a small shift to the right
of the concentration-response curve to noradrenaline for in-
tracellular calcium. This difference could be due to the time
frames of agonist action (immediate for intracellular calcium and
15 min for ['H]inositol phosphate production). and to the fact
that a small increase in inositol trisphosphate could be sufficient
to induce a near-maximal increase in intracellular calcium.

The effect of TGEF-/# was observed at low concentrations, and
it was relatively rapid and transient in 2 short time (rame. This
ume course 1s not consistent with the idea that it could be
mediated through the classic TGF-/#signalling pathway involving
gene transcription and de novo protein synthesis. As mentioned
in the Introduction. there is evidence that additional signalling
events may parucipate in the action of this growth factor [22-27].
In agreement with these findings. we observed that inhibitors of
PKC and PI3K ellectively blocked the z, -AR phosphorylation
induced by TGl-/7: the IC, values were similar to what was
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anticipated and within the ranges observed previously by us
[8-12]. As observed previously for =z, -AR phosphorylation
induced by lysophosphatidic acid and EGFE [10,11]. inhibitors of
PRKC and PIIK completely blocked the effect of TGE-#. This
sugeests that these kiases act o o sequence and not in
mdependent pathwivs

Phere s a large body of experimental evidence indicating that
PR phosphoryhues 2, -ARs [0 14] PRC comprises a large
fanuly of enzvmes with differences i sensitnvaty o activators and
mosubstrane specilicity [33.34] There is no direet evidence with
regard to the soforms that participate in %,,-AR phosphoryl-
ation. Nevertheless, we have observed that the 2. 4 and «
isolorms ol PKC co-immunoprecipitate with =, ,-ARs under
hasal conditions. and this association is dymumically increased by
cell treatment with phorbol esters or hormones that increase
receptor phosphorylation [35]. These duta indicate that several
PRC isoforms participate in this process. and suggest the
possibility that they may participate in dilferent steps or that
funcuonal redundancy may exist. It should be mentioned that a
recent publication presented experimental evidence that seriously
questions the selectivity of many protein kinase inhibitors [36]. In
the present work we used three different PKC inhibitors, and the
EC,, values were similar to what would be expected, However, in
view of the above-mentioned finding [36]. the possibility that
other protein kinases may be involved cannot be ruled out.

PI3K 15 a family of enzymes with fundamental roles in
signalling and the regulation of eellular activity [33.34]. These
enzymes comprise catalytic and adaptor/regulatory subunits. In
Class 1AL the adaptor p83 subunit has Sre homolgy 2 (SH2) and
SH3 mouts that bind phosphotyrosine residues and the pl10
catalytic subunit [37.38]. Our present data using PI3K inhibitors
or transtection of the Ap83s dominant-negative mutant strongly
mdicate a role for PIAK in the phosphorylation and desensitiza-
tion ol 2, A Rs induced by TGE-2 Wortmannin 1s a potent and
selective non-competitive inhibitor of PIIK  [39], whereas
LY294002 is an inhibitor that competes at the binding site of
ATP of this kinase [40]. The Ap85 dominant-negative mutant
of PI3K lacks the binding site for the catalytic subunit p110, and
interferes with its interaction with tyrosine-phosphorylated resi-
dues [28] These three mhibitors of PIAK clearly and consistently
blocked », ~AR phosphorylation. underscoring the importance
ol this ensvme activity as a modulator of the AR phosphorylation
state

PISK 15 a modulator of PKC acuvity through the synthesis of
J-phosphorviated phosphoinositides. These phospholipids are
important modulators of phosphoinositide-dependent protein
kinase 1. which phosphorylates the activation loop of some PKC
isotorms [41.42]. 3-Phosphorylated phosphomositides have also
been reported to activate novel and atypical PKC isoforms
[41.42]

The mechanismis) through which TGE-gf activates PI3K is not
vet fully understood. Some authors have sugpested that it takes
place through indirect actions. not involving tyrosine phosphoryl-
ation [27] Nevertheless. it i1s known that TGE-4 stimulates Src
Kinase activity. increasing protein tyrosine phosphorylation [22].
On the other hand. it has been observed by several authors that
PIIK p83 and PI3K activity co-immunoprecipitate with TGIEF-g#
receptors [23.26].

It has been elegantly demonstrated that activation of receptors
for insulin or for nsulin-like growth factor | leads to f,-AR
desensitization associated with AR tyrosine phosphorylation
([43.44]: reviewed n [43]). A key hierarchical role for protein
kinase B (Akt) in this effect has recently been described [46].
Similarly. we have shown that activation of other tyrosine kinase
receptors, such as those for EGE or PDGL. leads to desensitiza-
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tion of x,-ARs [I1]. As shown here. activation of TGF-
receptors, which have endogenous serine/threonine kinase act-
ivity, modulates a G-protein-coupled receptor.

In summary. the present data show that TGl -/t induces =, -
AR phosphorylation and desensitization. The data suggest the
following working model: activation of TGl receptors. directly
or indirectly. sumulates PI3K activity: this leads to activation of
PKC. which phosphorylates and desensitizes =, -ARs.
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