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Abreviaturas

GPCR: Receptores acoplados a proteinas &

NE: Norepinefrina

6TP: Guanosina trifosfato

ATP: Adenosina de trifosfato

AMPc: Adenosina menofostato ciclico

Ca®": Idn calcio

GRK: Cinasa especifica de receptores acoplados a proteinas G
PKC: Proteina cinasa C

PKA: Proteina cinasa A

IR: Receptor de insulina

IRS1: Sustrato 1 del receptor de insulina
PI3K: Fosfatidil inositol 3 cinasa

IP3: Inositol trifosfato

DAG: Diacilglicerol

MAPKS: Proteina cinasa activada por mitégenos
PLC: Fosfolipasa €

ET: Receptor de endotelina

LPA: Receptor de dcido lisofosfatidico

TGF-p—: Factor de crecimiento transformante beta



RESUMEN

Nuestro grupo ha demostrado que los receptores ajp-adrenérgicos son regulados
por fosforilacién en respuesta a la activacién de otros receptores acoplados a
proteinas & (bradicidina, endotelina), receptores con actividad de cinasa de
residuos de serina/treonina (TGF-B) y receptores con actividad de cinasa de
residuos de tirosina (EGF y PDGF). En este trabajo se encontré que otro receptor
con actividad de cinasa de tiresing, el de la insulina, es capaz de ejercer este tipo
de regulacién sobre los receptores ais-adrenérgicos en dos lineas celulares: las
DDTIMF2 que expresan endégenamente a los receptores de insulina y a los as-
adrenérgicos; y las células Rat-1 que expresan endégenamente a los receptores
de insulina y tienen transfectados establemente a los wjg-adrenérgicos. La
estimulacidn de ambas lineas con insulina induce la fosforilacién del receptor ag-
adrenérgico, lo que se traduce en uha desensibilizacién de la respuesta a la
norepinefrina, evidenciada por una disminucién en la produccién de segundos
mensajeras. Los inhibidores de la proteina cinase € y de la fosfoinositido-3-
cinasa, bloquean la fosforilacidn y la desensibilizacién funcional de los receptores
osp adrenérgicos inducida por la insulina. Este tipo de regulacién puede tener
implicaciones fisioldgicas importantes ya que los receptores de insulina y los oa-

adrenérgicas son expresados en tejidos, como el higado.



INTRODUCCION

Receptores acoplados a proteinas 6

Los receptores acoplados a proteinas 6 (GPCRs) son proteinas de membrana que
controlan la accidn de una gran variedod de mensajeros, como hormonas,
neuropéptidos, neurotransmisores, sustancias odoriferas y de otros estimulos del
medio ambiente, como la luz. Estos receptores constituyen una familia compuesta
por mds de 1000 receptores diferentes, entre los que se encuentran los de
rodopsina, el muscarinico, apara acetilcoling, el receptor de endotelina y los
receptores adrenérgicos, por mencionar algunos (Ullrich,1999).

Los 6PCRs estdn conformados por siete dominios transmembranales con una
estructura de alfa-hélice, cada unc de 20 a 25 residuos de aminodcidos
hidrofébices, alternados por tres asas extracelulares y 3 intracelulares; cuentan
con un extremo amino extracelular y un extremo carboxilo intracelular. Presentan
un sitio de unién al ligando formado por varios de los dominios transmembranales

de la alfa-hélice (Ullrich, 1999,

Proteinas 6

Cuando se lleva a cabo la unidn del ligando a un receptor de este tipo, se produce
el acoplamiento con proteinas 6, que se conocen asi ya que unen nucledtidos de
guanina. Existen dos tipos principales de protelnas G, las monoméricas, de bajo

peso molecular como Ras y Rho y las protefnas G heterotriméricas de alto peso



molecular, que estdn asociadas a la transduccidn de sefiales de receptores con
siete dominios transmembranales. Las proteinas & heterotriméricas estdn
formadas estructuralmente por tres subunidades diferentes, una alfa (6a ), que
une ¢ hidroliza 6TP y por las subunidades beta -gama (GPy) que se encuentran
fuertemente unidas entre si (Ham y Gilchrist, 1996). Tanto la subunidad &o. como
el dimero 6By regulan la actividad de las moléculas efectoras (la adenilil ciclasa o
lka fosfolipasa C-p). La subunidad 6o permanece activa hasta que el GTP es
hidrelizado a GDP por la actividad intrinseca de GTPasa de la subunidad, lo que
lleva a la reasociacién del heterotrimero, pasando a su estado inactivo (Ham y
Gilchrist, 1996).

Las proteinas 6o se han dividido en diferentes clases: la clase Gas que estimulaa
la adenilil ciclasa y a canales de calcio; ka clase 6ai que inhiben a la adenilil
ciclasa, regula canales de potasio y calcio; y la clase Goaq que activa a la
fosfolipasa C y Gal2 que regula el intercambio de sodio -potasio (Neer, 1995).

El dimero 6Py lleva a cabo funciones importantes en los procesos de
seflalizacidn, ya que siendo un complejo proteico sin actividad enzimdtica, es capaz
de modular a diferentes proteinas efectoras; como por ejemplo, a la adenilil
ciclasa, a la que puede activar o inhibir (Chen, et, al. 1995), también es capaz de
activar a proteinas cinasas como la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) y a las
cinasas activadas por mitdgenos ( MAPKs) (Luttrell et al., 1996), y/o activar

canales idnicos,



VIAS DE TRANSDUCCION DE SENALES DE  LOS RECEPTORES

ACOPLADOS A PROTEINAS &

Sistema de Fosfoinositidos-Caicio

En esta via el ogonista se une al receptor que luego de sufrir un cambio
conformacional, se acopla y activa a la proteina Gq, las subunidades de la proteina
sufren un cambio conformacional y la subunidad a promueve la activacidn de la
fosfolipasa C-p que se encuentra localizada en la membrana celular; esta enzima
lleva o cabo la hidrdligis del fosfolipido fosfatidilinositol, 4-5 bifosfato (PIP;}, lo
que conduce a la formacidn de dos sequndos mensajeros, el diacilglicerol (DAG) y
el inositol 1,4 5-trifosfato (IP3). El IP3 activa a su receptor-canal ubicado en el
reticulo endopldsmico y libera calcio que junto con ef DAG producido activan a la
proteina cinasa C (PKC). La produccién de estos segundos mensajeros lleva a cabo
la amplificacién de la sefial mediante cascadas intracelulares que permite e las
células tener un control preciso y regulado de sus funciones fisioldgicas. Algunos
ejemplos de receptores acoplados al sistema de fosfoinesitidos calcio, son los
receptores a3 adrenérgicos, los de rodopsina, los de endotelina y bradicidina,

entre otros (Figura 1).



Extraceldar

Intracelular I

Figura 1. Via de sefializacién del sistema de fosfoinositides-caleio.
Norepinefrina (NE), Difosfato de Guanidina (6DP), Trifosfato de Guaonidina
(6TP),Fosfolipasa ¢ B (PLCB), Inositol Trifosfato (IP3), Diacil Glicerol (DAE),
Reticulo Endoplasmdtico (RE), ién Calcio (Ca?*), Proteina Cinasa C (PKC).



Via de Ja Adenilil Ciclasa.

En esta via los receptores B-adrenérgicos y a;-adrenérgicos que actdan a través
de las proteinas Gs y Gi, respectivamente, provocan la estimulacién o la inhibicién
de una enzima asociada a membrana denominada adenilil ciclasa (AC), la cual es
encargada de sintetizar adenosina de monofosfate ciclico (AMPc) a través de la
hidrélisis de ATP, la cual mediante un cambio conformacional activa a una proteina
cinasa dependiente de AMPc, denominada PKA. Esta enzima se compone de dos
subunidades cataliticas y dos reguladoras que se separan o activarse la enzima,
las subunidades cataliticas pueden fosforilar a otras proteinas en residuos de
serina y freonina, como a la fosforilasa b cinasa, la cual activa a la glucégeno

fosforilasa b, lo que conduce e la rdpida movilizacion de glucosa a partir de

glucdgeno (Figura 2).



Extracelular
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FIGURA 2. Via de seRalizacién de la Adenilil Ciclasa. Norepinefrina (NE),
Difosfato de Guanidina (GDP), Trifosfato de Guanidina 6TP), Adenilil Ciclasa
(AC), Adencsina Monofasfato Ciclico (AMPc), Adenosina Trifosfato (ATP),
Proteina Cinasa A (PKA)
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Receptores Adrenérgicos:

Los receptores adrenérgicos pertenecen a la familia de receptores acoplados a
proteinas G, y son las catecolaminas, epinefrina y norepinefrina, sus ligandos
naturales. Como ya se menciond se caracterizan estructuralmente por presentar
un exiremo amino terminal extracelular, con siete segmenfos de 20 a 25
residuos de aminodcidos hidrofébicos que forman los dominios transmembranales,
conectados por tres asas extracelulares y tres intracelulares y un extremo
carboxilo terminal intracelular. El sitio de unién al agonista se encuentra
localizado dentro de los dominios transmembranal, mientras que las regiones
citosélicas intervienen en el acoplamiento con las proteinas 6. Gracias a estudios
realizados, utilizando mutagénesis dirigida, ha sido posible conocer los
aminodcidos y los sitios especificos de unién al ligando; el modelo estructural
mds aceptade indica que las asas III, IV, Vy VI forman un dominic de unién al
ligando y que el residuc 113 de asparfato actia como contra-ién para
contrarrestar la carga de la epinefrina y que asi pueda existir una unién no
covalente entre el receptor y su agonista. Otro sitio de unién muy importente es
el que interactda con las proteinas G, el cual se localiza en la II y IIT asas
intracelulares.

Existen tres subfamilias de receptores adrenérgicos, los a;, a2 y los P, de los
cuales se han identificado nueve subtipos en total, esto es: a; {oua,oue,onp), 2 (Cza

oz, ozc) ¥ B (B, Bz, Ba). Estos receptores difieren en sus secuencias de

11



aminodcides, en la afinidad por sus diferentes agonistas y en las vias de
transduccién que activan (Garcia-Sdinz, 2000).

Los subtipos de receptores o, adrenérgicos que se han clonado son el o4, el ass, ¥
el ayp, los cuales son capaces de activar la via de recambio de fosfoinositidos-
Ca®, aunque con diferencias en la eficiencia para producir la respuesta
intraceiular, siendo los mds eficientes los a;. seguidos por los o vy amp,

respectivamente (Coge, et al, 1999) (Figura 3).
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FIGURA 3. Modelo estructural del receptor ai, en donde se muestra k
secuencia de aminodcidos, los sitios de dominias transmembranales los sitios de
glicosilacidn ( @), el sitio de reconocimiento a Gaq ( @), y los sitios de
fosforilacién a PKC (@ },a GRK @ ) (Tomado de Cotecchia, et al., 1997).
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Shtesis y metabolismo de catecolaminas

Las catecolaminas norepinefrina y epinefrina son los principales agonistas de los
receptores adrenérgicos al promover su activacién. La norepinefrina es
sintetizada por neuronas simpdticas que se localizan en diversos micleos como el
locus coereulus, o en el sistema limbico del cerebro. La epinefrina se sintetiza y
almacena principalmente en las gldndulas suprarrenales. Estas dos moléculas son
los principales agentes adrenérgicos naturales comportdndose como
neurotransmisores y hormonas, respectivamente (Siegel, 1999).

La sintesis de ambos compuestos consiste en la descarboxilacién e hidroxilacién
del aminodcido esencial tirosina, el cual se adquiere mediante la alimentacién o de
la conversidn hepdtica de la fenilalanina. Estas reacciones enzimdticas ocurren en
el citoplasma celular, en donde la tiresina es hidroxilada a 34-
dihidraxifenilalanina (L-DOPA) por la enzima tirosina hidroxilasa, la cual necesita
de la co-enzima 5, 6, 7 8 tetrahidrobiopterina para poder actuar. En el siguiente
poso la L-DOPA es descarboxilada por una descarboxilasa de aminodcidos
aromdticos convirtiéndose en dopamina, la cual es hidroxilada para producir
norepinefrina. La norepinefrina enfonces es metilada en su grupo amino por la
enzima S-adenosilmetiltransferasa produciéndose la epinefrina (Figura 4)
(Siegel, 1999). Después de sintetizarse, la adrenalina es secretada de ki gldndula
suprarrenal para entrar a la circulacién sanguinea donde afecta al sistema

nervioso auténomo y actia como mediador de varios procesos fisioldgicos
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Figura 4. Sintesis de las catecolaminas noradrenalina y adrenalina a partir
del aminodeido tirosina.
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La liberacién de estas hormonas al torrente sanguineo o a bs espacios
presindpticos se Heva a cabo por la despolarizacién ocasionada por ka entrada de
iones al citoplasma, en donde se encuentran endocitadas la epinefrina y
norepinefriﬁa. El Ca® también promueve la sintesis de norepinefrina ya que activa
a la cinasa dependiente de calcio-calmodulina (CAM-II), la cual fosforila y activa
a la tiresina hidroxilasa. La accién de estas hormonas termnina por su recapturaa
través de diversos transportadores, particulartmente presindpticos. La
degradacién se lleva a cabo mediante reacciones enzimdticas una vez que las

hormonas son recapturadas por la enzima monoamino oxidasa {Siegel, 1999).

Importancia fisioldgica de los receptores a; adrenérgicos

Los receptores adrenérgicos se encuentran expresados en la mayoria de las
células del cuerpo humano, gracias a estudios realizados para ka defeccidn de RNA
mensajeros y por hibridacién in situ e inmnunchistoquimica, se ha podido
demostrar que existe una localizacién diferencial de cada uno de los subtipos en
diferentes tejidos y drganos, incluyendo el cerebro, las arterias, el higado, la
prdstata y el bazo (Garcia-Sdinz, et al., 2000).

También existe una diversidad de los receptores adrenérgicos entre diferentes
especies, por ejemplo, en el higado humano se expresa el mRNA del subtipo o,

(6arcia-Sdinz et al. 1995) y en el higado de rata al subtipo oy ( Rokosh, 1994),



En el humano el subtipe aus es predominante en el corazén, la corteza cerebral y
la préstata (Pierce, et al; 1994). Los musculos lisos y los vasos deferentes
expresan los subtipos ai y o, respectivamente (Piasick, et al; 1999). El RNAm
del subtipo oyp se encuentra expresado en altas concentraciones en el bazo y en
el rifién (Garcia-Sdinz, 1999).

Los receptores oy adrenérgicos participan en una gran cantidad de procesos
fisioldgicos muy importantes como la regulacién del equilibrio hidrico y de
electrolitos, la contraccién uterina, la regulacién de! ritmo cardiaco, la
neurotransmisién a nivel central y periférico, el tono vascular, la contraccién del
mdsculo liso en el sistema genito-urinario y la modulacién del metabelismo
hepdtico, entre otras (Garcia-Sdinz, et al; 2000).

Los recepféres adrenérgicos, al igual que otros receptores acoplades a proteinas
6, activan respuestas mitogénicas y transcripcionales en varios tipos celulares,
participando en procesos del desarrollo, como en la regulacién del crecimiento, la

diferenciacién y la proliferacién celular (Minemman, 1999).
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Reguiacién de la actividad de los receptores o, adrenérgicos.

La modulacién de la funcién de los GPCRs ocurre a través de dos procesos
conocidos como desensibilizacién y resensibilizacién, los cuales son mecanismos de
control que permiten a las células adaptarse ante los estimules que reciben, La
desensibilizacidn se define como la disminucién de la funcién de los receptores
{Benovic, et; al, 1998).

Actualmente se conocen dos tipos de desensibilizacién: la homélega, que se
caracteriza por una disminucién en la respuesta del receptor cuande ha side
estimulodo por su propio ogonista, y la heterdloga, que ocurre cuando la
disminucidn de la respuesta es debida a la activacién de otro tipe de receptor
(Benavic, et; al 1998). En la desensibilizacién homéloga estén involucrados una
serie de procesos importantes: 1) el desacoplamiento rdpido del receptor de la
proteina & (segundos-minutos), como consecuencia de la fosforilacidn del
receptor sin que haya una pérdida del nimero de receptores en la membrana; 2)
el secuestro (internalizacién) del receptor en vesicuias intracelulares en donde
permanece por lo que no existe contacto con su agonista y 3) la regulacién
negativa ("down-regulation”), que sucede después de la estimulacién prolongada
por el agonista (horas) y en la que se presenta una disminucidn en la cantidad total
de los receptores, debido a la reduccién en su sintesis o al aumento en su

degradacidn (Ferguson et al., 1996).



Se ha reportado que el proceso de desensibilizacién en el receptor au-
adrenérgico  se lleva a cabo mediante la interaccién directa con el complejo
adaptador 2, a través de la unidn de la subunidad p, a un motivo de argininas del
carboxilo terminal del receptor, (Cotecchia, et al, 2003), en cambio, en el
receptor B-adrenérgice esta proteina adaptadora participa en la endocitosis del
receptor a través de la unién con las B-arrestinas, formande vesiculas de clatrina
(Cotecchia, et al., 2003).

En la desensibilizacién homdloga, la fosforilacién del receptor es un proceso muy
importante e involucra a cinasas de residuos de serina y treonina, tales como la
proteina cinasa C (PKC) y la proteina cinasa A (PKA) y a las cinasas de los
receptores acopladas a proteinas & (6RKs) (Ferguson ef al., 1996). Estas cinasas
fosforilan aminodcidos especificos en el extremo carboxilo terminal del receptor
oy adrenérgico. Se han identificado seis miembros de las GRKs, llamados: GRK1 o
rodopsina cinasa, GRK2 o cinasa 1 del receptor pB-adrenérgico (BARK1), GRK3 o
BARK2, GRK4,6RKS y 6RK6 (Pitcher et., al 1998), las cuales tienen la capacidad
de reconocer y fosforilar a los receptores en su conformacidn activa (ocupado
por su agonista) interviniendo sdlo en la desensibilizacién homéloga (Pitcher et al,
1998).

La fosforilacién del receptor por las GRKs ocasiona su desacoplamiento de la
proteina & y permite la asociacién del receptor con una familia de proteinas

reguladoras conocidas como f-arrestinas (Benovic, et al; 1986).
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Las B-arrestinas permiten la interaccién del receptor con proteinas de membrana
llamadas clatrinas, llevdndose a cabo la internalizacién del receptor (Ferguson et
al., 1996). Posteriormente, para su reciclamiento y reesensibilizacién participan
una serie de fosfatasas que interactiian can los receptores vesicularizados para
desfosforilarlos intracelularmente y que de esta manera regresen a la membrana
plasmdtica o bien sean degradados en los lisosomas (Zhan, et al; 1997).

En la desensibilizacidn heterdloga de los receptores o, adrenérgicos, participan la
proteina cinasa € (PKC) vy la proteina cinasa A (PKA), mediante la regulacién
cruzada (“cross-talk”) con ofres receptores, pravocando una disminucién de la
respuesta (Benovic et al, 1985). Una de las principales evidencias de dicho
proceso de desensibilizacion, se reporté en hepatocitos de rata, en donde al
activar a la PKC con ésteres de forbol se observé una inhibicidn en la
funcionalidad de los receptores «; adrenérgicos, asocidndose este fenémeno con
la fosforilacién del receptor (Corvera, et al., 1986). Un resultado similar se
encontré estudiando la linea celuter DDTIMF2, en donde se demastrs también la
fosforilacidn del receptor a;s adrenérgice inducida por ésteres de forbal (TPA)
(Leeb—Lmder‘é, et al, 1985).

Los estudios de la secuencia del receptor oy adrenérgico han permitido conocer
que existen sitios consenso para la fosforilacidn por la PKC (Lattion, et al.,, 1994).
La activacién de la PKC induce la fosforilacién y la desensibilizacidn de diferentes

receptores, como los receptores para angiotensina AT1 (Garcia-Caballero, et al.

20



2001), los receptores AT; (Olivares Reyes, et di., 2000), ademds de los
receptores o, om, Y ap- adrenérgicos (Vdzquez-Prado et al., 2000: Garcla-
Sdinz, et al., 1999; Garcla-Sdinz, et al., 2000).

Otra enzima que participa en la desensibilizacién heterdloga es la fosfatidil
inositol 3 cinasa (PI3K), que participa de manera importante en la regulacidn
cruzada del receptor o~ adrenérgico, al activar el mecanismo que conduce a la
fosforilacién y desensibilizacién del receptor. Esta familia de estas enzimas
promueve también la activacién de otras vias de sefalizacién para factores de
crecimiento y citocinas. La PI3X cataliza la reaccidn de fosforliacién del OH en la
posicién 3 del anillo de inositol del lipido fosfatidilinoditol, como son el fosfatidil
isonitol 4-5-bisfasfato y el fosfatidil inositol, 3,4,5-trifosfato los cuaies actian
como importantes segundos mensajeros al activar de manera directa o indirectaa
diferentes proteinas cinasas, como por ejemplo a diferentes isoformas de la PKC
y a la proteina cinasa B (PKB) (Cantley, 2602).

La fosforilacién y desensibilizacién del receptor o,-adrenérgico, es inducida
también por otros receptores acoplados a proteinas G, como el receptor de
bradicidina (B2) (Medina, et al., 1998), el receptor de endotelina (ETa) (Vézquez-
Pradeo et al., 1997) y el del dcido lisofesfatidico (LPA) (Casas-Gonzdlez et al.,
2000). Asi como por receptores con actividad de cinasa de serina/treonina como
e! factor de crecimiento transformante p (TGF-B), (Romerc-Avila, et al., 2003) y

por receptores con activided de cinasa de tirosina, como el del factor de
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crecimiento epidérmico (EGF) y el del factor de crecimiento derivado de

plaquetas (PDGF) (Medina, et al., 1998).
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RECEPTORES CON ACTIVIDAD DE CINASA DE TIROSINA

Los miembros representativos de los receptores con actividad de cinasa de
tirosina son el receptor de insulina, el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGF), el factor derivado de plaquetas (PDGF) y los receptores de los
factores de crecimiento similares a la insulina (IGF-I y II). Estos receptores
tienen un solo dominio extracelular en el que se une el ligando, una regidn
transmembranal ¥ un dominio intracelular con actividad de cinasa de tirosina. La
unién del ligando induce la dimerizacién de moléculas efectoras y la
autofosforilacién del receptor en residuos de tirosina. Estas fosforilaciones
crean distintos sitios de urién para diferentes proteinas con actividad
enzimatica, como pueden ser la fosfolipasa C gama (PLCy), la fosfatidilinositol 3
cinasa (PI3K), cinasas de tirosina de la familia Src y las fosfatasas de tirosina
(5HPL y SHP2), o para proteinas adaptaderas come She, 6rb2, Crk, Nck, Cbl, y
Gabl. interviene ademds en la via de las proteinas cinasas activadas por mitdgenos

(MAPKs) (Ulrich, et.al, 1999).
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RECEPTOR DE INSULINA (IR)

El objeto de estudio de este trabajo es ki via de sefalizacién del receptor para
insulina. Esta se inicia mediante la unién de la hormena a su receptor ubicado en
la superficie celular (White, MF. 1997). El receptor de insulina es una
glucoproteina transmembranal, compuesta por dos subunidades a las cuales tienen
una masa molecular de 135 KDa y dos subunidades B de 95 KDaq, las cuales estdn
unidas medionte puentes disulfuro, formando un heterotetrdmero o-a-B-B. En
ausencia de la insuling, la subunidad o del receptor inhibe la actividad de cinasa
de tirosina de la subunidad B (White, MF. 1997).

E! comienzo de la via de sefalizacién del receptor de insulina inicia cuando la
insulina se une a las cadenas o del receptor, lo que promueve la actividad de
cinasa de tirosina de las cadenas §§ y cada mondmera op fosforila residuos
criticos de tirosina cerca del extremo carboxilo de la cadena P. Esta
autofosforilacién permite al receptor fosforilar residucs de tiresina de otras
proteinas diana (Khan J.E. 2001).

Una de estas proteinas diana es el sustrato 1 del receptor de insulina (IRS-1), el
cual una vez fosforilkado en sus residuos de tirosina , pasa a ser el sustrato de
activacién de atras proteinas que transportan el mensaje desde el receptor hasta
el citosal y el nicleo, a través de una serie de proteinas intermediarias.

Como paso inicial un residuo de tirosina fosforilade del IRS-1 es unido por el

dominio SH2 ( las secuencias delos dominios SH2 son similares a un dominio de
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otra proteina tirosina), de la proteina 6rb2, la cual a su vez recluta a otra
proteina Sos, esta unién cataliza la sustitucién del GDP unido por GTP en Ras, ka
cual es una proteina & monomérica , cuando el GTP esta unido, Ras puede activar a
una protelna cinasa denominada Raf-1; una vez activada esta fosforila a MEK y a
MAPK que forman una cascada en la que cada cinasa activa a la siguiente por
fosforilacién. La proteina activada por mitégenos (MAPK), se activa por
fosforilacion de un residuo de tirosina y otro de treonina , la cual activa,
interviene en algunos de los efectos bioldgicos de la insulina al entrar al niicleo y
fosforilar proteinas tales como Elkl, que modula la trenscripcién de
determinados genes regulados por la insulina (Cheatham and Kahn, 1995),

El TRS-1 activa por fosforilacién a otra proteina la fosfatidil inositol 3 cinasa
(PI3K) a través de dominios de SH2 de esta ultima. Una ves activa la PI3K
convierte el lipido de membrana fosfatidil inositol 4,4-bisfosfato (PIP2 en 3,4 5-
trisfosfato (PIP3) el cual activa directamente a la proteina cinasa B. A
continuacidn PKB fosforila residuos de serina y/o tirosina de la cinasa glucégeno
sintetasa 3 (6S5K3), inactivdndola y disminuyendo la sintesis de glicégeno.

La PKB desencadena también el desplazamiento de los transportadores de glucosa
(6LUT-4) desde vesiculas infernas a la membrana plasmdtica estimulando la

captacion de glucosa desde la sangre (Khan J.E. 2001) (Figura 5).
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Figura 5. Via de sefializacién del receptor de insulina, La insulina activa a su
receptor, encendiendo su actividad enzimatica de cinasas de tirosina, el
cual fosforila a su sustrate ( IRS-1), fosforilando a la fosfatidilinositol 3
cinasa (PI3K) vy al complejo 6rb2-Sos (Growth factor receptor-bound
protein 2- Son of sevenless protein) el cual activa la via de las MAPK
cinasas (Mitogen-activated protein kinases).
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INSULINA

La insulina se encarga de regular la concentracién de glucosa en sangre, favorece
la sintesis de lipidos, la utilizacién y almacenamiento de nutrientes celulares como
aminodcidos y dcidos grasos, ademds promueve blogueo de procesos catabélicos
como la degradacién del glucdgeno, grasas y proteinas (Khan A.H. 2001).

La insulina es producida y secretada por las células beta del péncreas, la cual es
sintfetizada primero como una cadena precursore de 110 aminodcidos llamada
preinsulina. Esta molécula precursora es translocada a la membrana plasmética a
través del reticuk endoplasmatico rugese en donde es cortada y transportada en
vesiculas hacia el complejo de Golgi, alll es empaquetada en grdnulos para su
conversién en insulina con ki ayuda de dos endopeptidasas dependientes de caicio
(PC2 y PC3), posteriormente, la insulina es liberada a la circulacién sanguinea en
cantidades equimolares (Goodman & Gillman, 2001),

La glucosa es el principal estimulo para la produccién de indulina, esta se lieva a
cabo cuando ésta entra a las células B mediante transporte facilitade mediado
por transportador especifico de glucosa, GLUTA4. Los transportadores de glucosa
son glucoproteinas de membrana, con una masa molecular de aproximadamente 50
Kba y cada uno posee 12 dominios helicoidales que abarcan ka membrana. Una vez
dentro, el azdcar es fosforilado por una enzima Hamada glucocinasa, esta reaccién
promueve la conversién de ATP en ADP, ko que promueve una inhibicién de los

canales de K’ sensibles a ATP, provocando la despolarizacién de las células p. De
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manera compensatoria se activan canales de Ca®* dependientes de voltqje
permitiendo la entrada de Ca® hacia la célula. Ei Ca** activa a las fosfolipasas A,
y € lo que estimula a la formacidn de dcido araquiddnico, fosfatos de inosital vy
diacilglicerol. El inasitol 145 frifosfato moviliza Ca®* desde el reticulo
endoplasmdtico; lo que ayuda a aumentar las concentraciones de Ca®* dentro de
las célukas finalizando la secrecién de insulina. La insulina una vez secretada
circula en el torrente sanguineo como un monémero libre, teniendo una vida media
en plasma de unos cinco a geis minutos: desintegrdndese principalmente en higado,
rifiones y musculo. La desintegracién proteolitica de la insulina en el higade
ocurre después de la internalizacidn de ésta con su receptor dentro de vesiculas
pequefas denaminadas endosomas, y en menor grado en la superficie celular

(6oodman & Gillman, 2001),
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ANTECEDENTES

Es conocido que la insulina antagoniza la accidn de los receptores a; -adrenérgicos
en hepatocitos de rata, alterando la concentracién de calcio en el citesol y
activando a la sintetasa y fosforilasa de! glucégeno (Thomas., 1985). Ha sido
bien caracterizado en nuestro laboratorio que en el higado de rata se lieva o
acabo un antagonismo de la insulina ¥ de las catecolaminas, y que estas acciones
metcbdlicas pueden estar mediadas a través de los receptores a-adrenérgicos
(Garcia-Séinz y Herndndez Sotomayor, 1985., Garcfa Sdinx et al., 1986).

Los receptores oy adrenérgicos, participan en una gren cantidad de eventos
celulares, y son regukados por fosforilacién y desensibilizacién. Este mecanismo
de desensibilizacién ha sido sujeto de estudio ya que en él participan diferentes
procesos de regulacién cruzada con receptores acoplados a proteinas 5q/11 como
el receptor de ET,_y los receptores de bradicidina que son capaces de regular al
receptor oz adrenérgico a través de la activacién de la PKC; los receptores para
LPA que se acoplan a &i { Casas-Gonzdler et., al 2000) v de algunos receptores
con actividad de cinasa de tirosina como el de EGF y el de PDEF, ( Medina et., al
2000) y receptores con actividad de cinasa de serina/treonina como el TGF-p
{Romero-Avila, et al, 2002), en donde participan la PI3K y la PKC .

Se ha reportadoe que la activacién de los receptores de insulina lleva a cabo la
fosforilacién y desensibilizacién de! receptor B,-adrenérgico, a través vde la via de

sefalizacién del receptor de insulina, el cual presenta actividad de cinasa de
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tirosina; participando en esta el sustrato IRS-1, la fosfatidil inositol 3 cinasa y la
profeina cinasa B (PKB/Akt) ( Malbon, et al., 1998).

Con base en estos antecedentes se estudié si el receptor de insulina es capaz de
regular el estado de fosforilacién y desensibilizar al receptor aj-adrenérgico,

ademds de la posible participacién de otros cinasas en esta via.
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HIPOTESLS
Si la activacién de los receptores de insulina llevan a un incremento en el estado
de fosforilacién y desensibilizacidn del receptor ay -adrenérgico, entonces

estardn participando ambos receptores en un mecanismo de regulacién cruzada.

OBJETIVOS
Generales:
¢ El objetivo de este trabajo es conocer si los receptores de insulina
modulan al receptor as;g -adrenérgico por fosforilacién y si esto causa una
desensibilizacién en la linea celutar DDTIMF2 y Rat-1 ayp.
Particulares:
< Conocer el papel de los receptores de insulina en la regulacién por
fosforilacién del receptor aip -adrenérgico, en ambas lineas celulares.
% Identificar la participecién de las proteihas cinasas involucradas en el
procese de fosforilacién inducida por insulina.
% Estudiar si se presenta desensibilizacién del receptor ag-adrenérgico
inducido por la insulina, mediante estudios funcionales, como son la

produccién de fosfatos de inositol y ka determinacién de [Ca™]i,
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

El medio medificado Dulbecco’'s Eagle's (DMEM), ¢l antibiético 5418, el suero
fetal bovino y ofros reactivos para el cultive celular se obtuvieron de &ibco
BRL. La (-) -norepinefrina, la insulina, el propranciol, y los reactivos de uso
general fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. El LY 294002, wortmaninag,
estaurosporina y bisindoleilmaleimida fueron de Calbiochem. El [*PJPi (8500-
9120 Ci/mMol): el [2, 3-*H}-mio-incsitol (22.9 Ci/mMol) fueron obtenides 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.

Cultives celulares

La linea celular Rat-1 (fibroblastos de pulmén de rata) que expresan por
transfeccién estable a el receptor ap-adrenérgico de hdmster, ademds de
expresar endégenamente los receptores para insulina, fueron donados por el
grupo del los Dres. R, J. Lefkowitz y M. 6. Caron (Duke University Medical
Center). Las células DDTIMF2 (misculo lisc de hémster) expreson
endégenamente el receptor ap-adrenérgico y al receptor de insulina (CRL-1701,
ATTC). Ambas lineas fueron cultivadas en medio Eagle modificado por Dulbecco

(DMEM, 6IBCO/BRL) con glutamina y con una concentracidn de glucosa alte. Fue
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complementado con 10% suero fetal de bovino (SFB, 6IBCO/BRL), antibidticos:
estreptomicina 100 pg/ml, penicilina 100 U/ml, anfotericina B 0.25 g/ ml y 6418
300 pg/ml como antibidtico de seteccién. Las células DDTIMF2 fueron cultivadas
en condiciones similares a las Rat-1, solo que el medic no contenia el antibidtico de
seleccién 6418, Las células fueron cultivadas dentro de una incubadora a 37 °C

en una atmdsfera de 95% aire y 5% de €02,

Fosforilacidn de! receptor oy -adrendrgico

Las células DDTIMF2 y las células Rat-1 que expresan el receptor oy
adrenérgico fueron crecidas en placas de cultivo de 6 pozos a confluencia,
dejando en ayuno sin suero un dia antes. €l dia del experimento las células fueren
mantenidas en medio DMEM libre de fosfatos por 1 hora v después se incubaron
con 2 ml de este mismo medio conteniendo [**PIPi (50uCi /ml para las Rat-1ay) y
(150pCi para las DDT1 MF2), durante 3 horas a 37 °C. Las células asi marcadas
metabolicamente se estimularon con insulina o con algin otro agente como se
indica en cada experiments, Posteriormente se lavaron con solucién
amortiguadora de fosfatos-salino (PBS) fria y se resuspendieron en 500 ul de
solucidén amortiguadora de lisis (Tris-HCl 50 mM; NacCl 150 mM; SDS 0.1%; tritén
1%:; NaF 50 mM; NasVO, 100uM; p-glicerofosfate 10mM. NalP:0; 10mM; p-
Serina 1mM; p-Tirogina ImM; ImM p-Treonina ImM; EDTA BmM; leupeptina 20

ng/ml; aprotinina 20 pg/ml, fluorure de fenil-sulfonile (PMSF) 100 pa/mi y de
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inhibidor de tripsina de soya 50 ug/ml a pH 7.5 final) por una hora sobre hielo.
Los extractos fueron colectades y centrifugados a 10,000 x g o 13,000 rpm por
15 minutos en una microcentrifuga Epperdorf. Los sobrenadantes de las muestras
fueron transferidos a tubos nuevos, que contenian 5 pl del ontisuero generado
conira el receptor ajs-adrenérgico y se le adicionaron ademds 20 pl de proteina
A-agarosa. Se incubaron toda la noche a 4°C; posteriormente, las esferas de
sefarosa fueron lavadas cinco veces por resuspension-centrifugacidn, con solucién
amortiguadora de: Hepes 100 mM, NaHPO, 50 mM, NaF 10 mM, Tritén 10 %, SDS
5 % a pH 7.2 (solucidn de lavado). A las esferas lavadas se les agregé solucidn de
Laemmli y fueron sometidas a ebullicién durante cinco minutos. Se centrifugaron,
y los sobrenadantes de las muestras fueron sometidos a electroforesis en geles
de poliacrilamida al 7.5 % en condiciones reductoras.

Los geles una vez secados, fueron expuestos sobre una placa de! sistema
PhosphorIinager de Molecular Dynamics y  después fueron analizados los
resultados con el software Image Quant, para la cuantificacién de ka

fosforilacidn
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Medicion de [Cal+]

Al estar en confluencia las células DDTIMF2 y las células Rat-1 oy, se incubaron
toda la noche con medio DMEM sin suero ni antibiéticos en cqjas petri. Al dia
siquiente las células fueron cargadas con el fluoréforo FURA 2AM [5uM ] en una
solucidn de 5 ml de medio Krebs-Ringer-Hepes-&lucosa (NaCt 120 mM, KHPO, 1.2
mM, MgS0, 1.2 mM, KCI 4.75 mM, glucosa 10 mM, Hepes 20mM, Call; 1.27 mM,
albimina sérica bovina 0.05%, pH 7.4) con 0.05% de albimina de suero bovino a
pH 7.4 durante 45 minutos a 37°C en una atmésfera de 5% de CO2,

Después de la incubacién se lavaron tres veces con solucién fisiolégica
amortiguadora para eliminar la alblimina y el FURA 2AM externo, a continuacidn
las células fueron despegadas de la caja con 0.5 mi de tripsina al 0.5% durante 1
minuto, pasado este tiempo fueron resuspendidas en medio Krebs-Hepes-
Glucosa-BSA sin Call; y trasladadas a tubos cénicos de 15 ml para realizar 3
lavados, éstos consistieron en centrifugar 5 min a 3000 rpm, en donde se
descarta el sobrenadante y el botén celulor se resuspendié muy suave en 10 mi
de Krebs-Hepes-6lucosa. En el litimo lavade las células fueron resuspendidas en
el mismo medio pero complementado con CaCl. 1.3 mM.

Una vez hecho esto, las células fueron preincubadas en presencia de insuling 100
nM y propranolol 10 yM , en las células DDTIMF2, ya que estas expresan

receptores B-adrenérgicos, durante 15 min a temperatura ambiente en agitacién
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suave, Las células Ratl- au solo fueron preincubadas con insulina 100 nM en las
mismas condiciones.

La movilizacién de calcio intracelular se observd después de la estimulacién con
diferentes concentraciones de norepinefrina, medionte cambios en la
fluorescencia. Las célilas se manfuvieron en ogitacién constante y se utilizd un
espectrofotémetro - fluorometro AMINCO-Bowman serie 2, el cual registra la
fiuorescencia de excitacién a 340 nm y a una emisgién de 510 nm del fiuorofora,
La [Ca2+]i se cuantificd utilizando un programa de compufb incluido en el
espectrofluordmetro a partir de la relacién entre lo fluorescencia méxima y
minima de acuerdo a la ecuacién [Ca®}i=Kd [(R-Rmin) / (Rmax-R)] [Sf2/5b2],
donde la Kd representa la constante de afinidad del fluoréforo por ef Ca**; Res la
lectura de la fluorescencia en unidades arbitrarias, Rmin representa la
fluorescencia minima obtenida al adicionar el quelante de Ca®* EGTA (BmM) vy
Rmax es la fluorescencia mdxima obtenida al lisar las células con Tritén-X-100 al
1%. 5f2 y Sb2 son los coeficientes de proporcionalidad del fluoréforoe libre (5f2)

¥ ¢l unido al calcio (5b2) en la longitud de onda 2 ( Gryenkiewitcz, et al,, 1998).

Cuantificacion da fosfatos de inositol totales
Las lineas celulares DDTIMF2 y Ratl- aj fueron sembradas en placas de seis
pozos con medio DMEM complementado con 10% de suero fetal bovino y

antibiéticos-antimicéticos, dejando que llegaran a una confluencia del 90%.
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Marcando metabolicamente can él [2,3-*HImic-inositol B puCi/ml por 18 horas en
DMEM sin inositel. El dia del experimento se retiré el medio rediactivo y las
células se lavaron dos veces con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS),
después las células fueron incubadas con una solucidn de Krebs-Ringer-Hepes-Li€l
(NaCl 120 mM, KH:PO, 1.2 mM, MgSO, 1.2 mM, KC1 4.75 mM, Hepes 20 mM, CaCl;
1.27 mM, 20 mM pH 7.4), durante 20 min a 37°C. Posteriormente sé preincubaron
las células con insulina 100nM y propranolol 10uM, dependiendo de la linea celular,
Pasado este tiempo las células fueron estimuladas con norepinefrina 10 pM
durante 5 minutos. La estimulacién fue detenida aspirande el medio y agregando
Z2m| de cloroformo: metanol (2:1) en frié dejondo incubar en hielo durante 20
minutos, pasade este tiempo se recupera el lisado de las placas y se transfiere a
tubos de ensaye agregando 0.7 ml de cloroformo mezclando con el vortex y 0.7 mi
de agua llevando a cabo el mismo procedimiento, después ze centrifugaron 10
minutos a 3000rpm en una centrifuga clinica. Tomando la fase acuosa para
separar los fosfatos de inositol totales (IPs), sé eluyé con una solucidn de 0.1M
de 4cido férmico, y 1 M de formato de amanio por cromatografia de intercambio
anidnico en columnas de Dowex AG1-X8.

Las cuentas por minuto (CPM) de las fracciones colectadas se obtuvieron en un

contador de centelleo Beckman, analizando los datos en el programa Prisma 2,0

6raph pad.
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Resuitados

Al astimidar el receptor de insulina s induce la fosforflacibn dal receptor
as-adrentrygico.

Los estudios de fosforilacién del receptor ajy-adrenérgice inducidos por la
estimulacién de los receptores de insulina con insulina 100nM durante 15 minutos,
muestren que el receptor es fosforilado en ambes lineas celulares utilizadas en
este estudio.
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Figura 6. Efecto de la insulina sobre la fosforilacién del receptor ap-adrenérgico. Panel
A. Curso-temporal de células Rat-fay que expresan tronsfectados establemente al
receptor alB-adrenérgico y de forina endégena al receptor de insulina fueron marcadas
metabolicamente con [**P] Pi durante 3 horas a 37° € e incubadas con los tiempos que se
muestran con insulina 100 nM. Panel B. Dosis-respuesta en lar célulos Rot-lay que
expresan tronsfectado establemente ol receptor oys -odrenérgico y enddgenamente al
receptor de insulina, fueron marcadas con {*PJPi durante 3 horas a 37° € e incubadas
con insulina a las concentraciones indicodas en la grdfica, Se presenta una
autorradiografia representativa de la proteina fosforilada y de Western Blot de k
cantidad de proteina total del receptor. Las lineas verticales en la grafica representan ka
SE.M. de 4-6 experimentos usando diferentes preparaciones de células,
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En la figura 6 (panel A), se muestra el curso-temporal de ka fosforilacién del
receptor au-adrenérgico estimulada por insulina en las células Rat-log; En ella se
observa que la fosforilacién del receptor ayg-adrenérgico, aumenta répidamente
entre los 10 y 15 minutos de estar en contacto con la hormona, manteniéndose asi
hasta los 60 minutos. En el panel B de la figura se presenta la curva dosis-
respuesta de las células Rat-l1ajs, en donde se muestra que la insulina induce
dependiente de la concentracién un incremento de ~ 2 veces en el estado de
fosforilacidn del receptor ay-adrenérgico, las cuales fueron estimuladas con
insulina por 15 minutos observindose el efecto méximo de fosforilacién con la
concentracién de 100 nM de insulina.

En la figura 7, (panel A) se muestra la cinética curso-temporal de las células
DDTIMF2, en donde el estado de fosforilacién mayor del receptor fue a los 15
minutos del estfmulo, disminuyenda hacia los 30 minutos de exposicidn con la
hormona. En el panel B la dosis-respuesta muestra que la concentrocién mdxima a
la cual la insulina es capaz de inducir la fosforilacién del receptor es de 100 nM,

al igual que en las células Rat-1ay,.
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Figura 7.Panel A. Curva curso-temporal de la fosforilacién del receptor oyp-
adrenérgico en cékidas DDTIMFZ que expreson endégenamente ol receptor ogy-
adrenérgico y al receptor de insulina, fueron marcadas con [1:PPi durante 3 horas a 37°
€ e incubadas con insulina 100nM en los tiempos indicades y con 10uM de propranolol
durante 15 minutos. Panel B. Curva dosis respuesta de Ja fosforilacién del receptor oy -
adrenérgico en célukes DDTIMF2 que expresan establemente al receptor oyp-
adrenérgico al receptor de insulina fueron marcadas metabolicamente con [*%P] Pi durante
3 horas a 37° C e incubadas con kis concentraciones de insulina indicadas en la gréfica
duronte 15 minutos. Se presenta una autorradiografia representativa de la proteina
fosforilada y del Western Blot de ki proteina total del receptor ajadrenérgico
inmunoprecipitado. Las lineas verticales en la grafica representan la SEM. de 46
experimentos usande diferentes preperaciones de células
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La PKC y PI3K participan en la via de fosforilacién del recsptor oy,-
adrenérgico.

Conociendo que el receptor adrenérgico es fosforilado por la activacién de los
receptores de insulina, se levaron a cabo experimentos para conocer las posibles
proteinas involucradas en este mecanismo de regulacidn cruzada: con base en
antecedentes de trabajos realizados en el laboratario, en los cugles se demuestra
la presencia de dos proteinas cinasas, la PKC y PI3K que intervienen en la
regulacién cruzada del receptor as -adrenérgico con receptores que presentan
actividad de cinasa de tirosina, como el receptor del factor crecimiento
epidérmico (EGF) y el del derivado de plaquetas (PDGF) (Medina 2000). Se
llevaron a cabo experimentos de fosforilacién del receptor en ambas lineas
celuiares utilizando inhibidores de estas cinasas.

Para inhibir a la PI3K, se usé 100nM de wortmaning y 1 uM de LY 294002; para
inhibir a la PKC se usaron 1 pM de bisindoleilmaleimida I o 100 nM de
estaurosporina,

Como se aprecia en la figura 8, el uso de estos inhibidores bloques en forma muy
similar la fosforilacién del receptor inducida por insulina, en las células Ratoy,
(Panel A) y en las células DDTIMF2 (panel B). Estos datos sugieren la
participacién de estas enzimas en la via de regulacién cruzada enfre ambos
receptores ya que, como se menciono anteriormente la PI3K activaa la PKC, y

esta proteina fosforila al receptor adrenérgico. Es probable que la activacién de
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la PKC ocurra g través de una interaccién directa “con el PI(3402 vy el
PI(3.4,5)P3, generados por la PI3K. Existe otra cinasa importante en la via de
seftalizacién de receptores con actividad de cinasa de tirosina, la proteina cinasa 1
dependiente de fosfoinositidos (PDK-1), la cual también puede intervenir en el
control de la PKC, ya que se une con alta afinidad al PI(3,45¥3 (Chow, 1998,

Schlessinger & Ullrich, 1992).
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Figura 8. Efecto de inhibidores de lka protelna cinasa C (PKC) vy de |a
fosfatidilinositol 3 cinasa sobre la fosforilacién del recaptor agy-adrendrgico Inducida
por ia activacién de receptores de insulina, Panel A. Céluks Rat-1 que expresan
transfectados establemente al receptor ay; -adrenérgico y de forma endégena al
receptor de insulina fueron marcadas metabolicamente con [?PPi durante 3 horas a 37°
C, las cuales fueron preincubadas durante 30 minutos con log inhibidores, wartmanina (100
nm), LY 294002 (1pM), estaurosporing ( 100 nM} y bisindoleilmaleimida I (1uM) y después
estimulados 15 minutos con insulina (100 nM). Panel B. Células DDTIMF2 que expresan
endégenamente al receptor a;g-adrenérgico y al receptor de insulina, fueron marcadas con
[**PPi durante 3 horas a 37° C, y preincubadas durante 30 minutes con los inhibidores
wortmanina (100 nM), LY 294002 (1uM), estaurosporina { 100 nM) y bisindoleiimateimida I
(1pM) y estimuladas 15 minutas con insulina ( 100 nM) + propanolol I{ 10 yM) v solo
propranolel (10 uM). Se presenta una autorradiografia representativa. Las lineas
verticales en la grofica representan b S.E.M. de 4-6 experimentos usando diferentes
preparaciones de células. *p< 0.001 vs basal **p < 0.001 vs insulina
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Una vez establecida el mecanismo v la cinética de fosforilacién del receptor agy
adrenérgico, inducida por los recepteres de insulina se prosiguié con la realizacién
de experimentos de cuantificacién de fosfatos de inositol y determinacién de la
movilizacién de [Ca®}i, inducidos por norepinefrina (Figura 9); para saber si la
activacién de los receptores de insulina tienen algin papel en la respuesta
fisioldgica del receptor wp-adrenérgico, desensibilizéndolo, en les lineas
celulares estudiadas,

El efecto de norepinefrina 10 uM en las células Rat-1oyg ( panel A) no muestra una
disminucidn en la produccién de fosfatos de inositol totales al estar preincubedas
15 minutos con insulina 100nM. En las células DDTIMF2, (panel B) se muestra una
disminucién del 60% en la produccién de fosfatos de inositol totales, al estar
preincubados 15 minutos con insulina 100 nM, en comparacidn con las células que
en donde no se aprecia una disminucién de la respuesta . Lo que sugiere gue el
receptor ass -adrenérgico, es desensibilizado por la activacién de los receptores

de insulina sclo en la linea celular DDTIMF2.
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Figura 9.Efecto de insulina  sobre la produccién de fosfatos de inositol totales inducidos
pornorepinefrina. Panel A. Células Rat-1 marcadas toda ka noche con [*H}-mio-inositol en
medio DMEM libre de inositoles, las cuales fueron preincubadas en ausencia o presencia de
insulina 100 nM durente 15 minutos y estimukadas con norepinefrina 10 uM. Ponel B. Células
DD TIMF2 marcadas toda la noche con [*H}-mio-inositol en medic DMEM libre de fosfates, al
dfa siguiente fueron preincubadas con insulina (100 nM) + propranolol ( 10 pM) y propranolal
(10uM) durante 15 minutos y después estimuladas 5 minutos con norepinefring ( 10pM), Las
lineas verticales en la grafica representan la SEM. de 4-6 experimentos usando diferentes
preparaciones de células. *p< 0.001 vs basal **p< 0.001 vs insulina, ***p < 0.001 vs
noradrenalina,
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Figura 10. Efecto de insulina en la liberacién de la [Ca™ ) Inducido por norepinefrina
Panel A, Curva Dosis Respuesta de células Rat-la;; marcadas 30 minutog a 37 ° € con
FURA 2 AM (5pM), las cuales fueron preincubadas en ausencia (O) o presencia (@ ) de
insulina 100 nM durante 15 minutas y estimuladas con norepinefrina a las concentraciones
indicadas en la grafica. Panel B, Curva Dosis Respuesta de células DDTIMF2 tratadas
con FURA 2AM (5uM) durante 30 minutos a 37° € y preincubadas 15 minutos en ausencia
( O) y presencia { @) de insulina 100 nM y propronolol 10uM, seguida por la estimulacién
con norepinefrina a las concentraciones mostradas en la grafica, Las [ineas verticales en
ka grafica representan lo SEM. de 4-6 experimentos usando diferentes preparaciones
de células. ¥p < 0.05 vs norepinefrina, **p< 0.001 vs narepinefrina + insulina.
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Los resultados obtenidos en la movilizacién de la [Ca®)i, inducida por
norepinefrina 10pM (Figura 10), en las células Rat-1, (panel A) muestran que la
respuesta no fue disminuida al tratarse con insulina, lo cual sugiere que no se
afecta de manera significativa la respuesta adrenérgica en esta linea celular.

En las células DDTIMF2, se aprecia una caida significativa del 40% en liberacién
de la [Ca®]i en presencia de insulina (100 nM), (panel B).

Estos resultados muestran que el efecto de desensibilizacidn es diferente
dependiendo ka linea celular en donde se lleven a cabo los experimentes, ya que las
células Rat-1 expresan una mayor densidad de receptores adrenérgicos
transfectados (~120 pmoles/mg de proteina) (Vazquez-.Pr'ado; Garcia-Sdinz,
1996), lo cual puede atenuar los efectos del receptor de insulina el cual se
expresa de manera endégena en las células, por lo que no se aprecia el efecto de
desensibilizacién. Por lo contrario las células DDTIMF2 los receptores ag.
adrenérgicos se expresan enddgenos, (~400 fmoles/mg de proteina), (Hague C,
et. al, 2004), motivo quizd por el cual se aprecie una desensibilizacién en esta

linea celular.
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En la figura 11 se presenta el efecto de los inhibidores de la PKC (estaurosporina
y bisindoleilmaleimida) y de la PI3K ( uror'fmaninq y LY294002) en la respuesta de
la [Ca®*Ji, confirmando la intervencién de estas dos cinasas en el proceso de
fosforilacidn y desensibilizacidn del receptor ass-adrenérgico, ya que la respuesta
de insulina fue abatida por los inhibidores, recuperdndose la respuesta
adrenérgica.

Los resultados obtenides nos muestran una diferencia muy importante en las
repuestas fisiolégicas de ambas lineas celulares, ya que solo en las células
DDTIMF2 fueron disminuidas kas respuestas de la produccién de fosfoinositidos
totales y la liberacién de la [Ca®Ji; esto podria deberse, probablemente a la
cantidad de receptores expresados en las lineas celulares, ya que el modelo de
estudio de la linea celular DDTIMF2 es enddgeno y en la linea celular Rat-lay,
los receptores adrenérgicos expresados en transfeccién estable. De forma
interesante en ambas lineas celulares el receptor oy -adrenérgico fue
fosforilado, con la misma dosis mdxima de insulina (100 nM), pero con diferencias
en el curso-temporal.

Estos resultades aporten informacién acerca de las interacciones que ocurren a
nivel del receptor ay-adrenérgico, en coordinacidn con otro tipo de receptores,

como es el caso del receptor de insulina, ya que nos ayuda a entender un paco mas
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como la célula puede integrar informacién de una gran contidad de eventos que
involucran varias y diversas vias de sefializacidn,

La informacién obtenida en este trabajo revela que al ser activados 'Ios
receptores de insulina se produce un aumento en la fosforilacién del receptor g
-adrenérgico, llevdndose a cabo su desensibilizacién, mediante un mecanismo de

regulacién cruzada entre estos receptores.
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Figura 11. Efecto de los inhibidores de la PKC y de la PI3K en la libsrocién de la
[Ca2+)i inducida por norepinefrina

Las células DDTIMF2 fueron marcadas con FURA 2AM (5uM), por 30 minutos a 37°C, las
cuales fueron pretratadas con los inhibidores wortmanina (100nM), LY 254002 (uM),
estaurosporina (100nM) y Bisindoleilmaleimida (1uM). Después fueron preincubadas 15
minutos con insulina 100 nM y propranolol ( 10 uM), seguido con la_estimulacién de
norepinefring (10uM). Las lineas verticales en la grofica representon la S.EM. de 4-6
experimentos usando diferentes preparaciones de células. *p< 0.001 vs basgal; **p < 0.001
vs 10uM norepinefrina + 10uM de propranolol; ®p < 0.001 vs 10uM norepinefrina + 10uM
de propronolol + 100 nM insulina : ®™p < 0001 vs 10uM norepinefrina + 10uM de
propranclol + 100 nM insulina.
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Discusién

Los datos presentados en este trabajo indican que la activacién del receptor de
insulina, incrementa el estado de fosforilacién del receptor ap-odrenérgico
induciendo su desensibilizacién, La fosforilacién y desensibilizacién del receptor
oy odrenérgico han sido ampliamente estudiadas en respuesta a la activacién de
receptores acoplades a proteinas 6q/11 como es el caso del receptor de
endotelina (ET,); (Vdzquez-Prado, et al. 1998), receptores acoplados a proteinas
6i, como el receptor de deido lisofosfat(dico (LPA), (Casas-Gonzdiez, et al.2000) ,
receptores con actividad de serina treonina (TGF-B), ( Romero-Avila, 2003) y de
algunos miembros de receptores con actividad de cinasa de tirosina, como es el
caso del EGF y PDSF, (Medina et., la 2000)

El trabajo se llevé a cabo en dos lineas celulares, la linea celular Rat-1a, que
expresa transfectados establemente a los receptores oy -adrenérgices y
endégenamente a los receptores de insulina, y la linea DDTIMF2, que expresa
enddgenamente ambos receptores.

En los resultados de esta tesis se muestra claramente que la activacidn de los
receptores de insulina son capaces de modular la respuesta adrenérgica por
fosforilacién e inducir una desensibilizacién del receptor aj; -adrenérgico en las
células DD TIMF2.

El efecto en la fosforilacién del receptor au -adrenérgico, fue observado en

ambas Iineas celulares, con una misma dosis mdxima, pero con diferencias en el
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estado temporal de la fosforilacién, ya que la linea Rat-layg, se observa que la
fosforilacién permanece constante al cabo de 60 minutos de estimulacién, por el
contrario en las células DDTIMF2 este estado de fosforilacidn decrece hacia los
30 minutos de estimulo,

La fosforilacién del receptor oy -adrenérgico, conlleva a un mecanismo de
regulacidn, conocido como desensibilizacién , en el cual la respuesta del receptor
es disminuida, este mecanismo puede ser monitoreado mediante ensayos
fisioldgicos como la produccién de fosfatos de inositoles y por el incremento en la
concentracién de [Ca®]i.

Los resultados obtenidos muestran de forma interesante la desensibilizacién del
receptora;s -adrenérgico por los receptores de insulina, habiendo una disminucién
clara de IPs y de la concentracién de [Ca2+])i, inducida por |la norepinefrina en las
células DDTIMF2, mientras que en las células Rat-1a; no fue observado este
proceso.

Estas diferencias en los efectos del estado de fosforilacién y funcionalidad del
receptor, podrian proponer una diferencia en los procesos de sefalizacidn
dependiendo del tipo celular y de la densidad de receptores expresados en éstas.
La insulina induce la fosforilacién del receptor oy -adrenérgico, mediante la
participacién de ka PI3K y de la PKC, ya que se observa el blogues casi total de la
fosforilacién en presencia del inhibidor selectivo de la PI3K wortmaning y del

inhibidor LY294002; o de los inhibidores de la PKC, estaurosporina y
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bisindoleilmaleimida, lo cual sugiere claramente la participacién de estas cinasas
es la regulacidn del receptor o -adrenérgico.

La fosforilacién del receptor oy -adrenérgico por PKC, ha sido bien
caracterizada, ya que se ha demostrado que se lleva a cabo en residuos de serina
especificos { Ser*™ y Ser*®) localizados en el carboxilo terminal de! receptor oy,
~adrenérgico (Diviani, et of 1997). La PKC también induce la fosforilacién del
receptor ajx-adrenérgico (Vdzquez-Prado, et; al 2000), la del ap-adrenérgico
(6arcia-Sdinz, et; al 2001) y la de receptores no adrenérgicos como los
receptores para anglotensina II (AT,) (Garcla-Caballero, et; al 2001) y los
receptores de angiotensina ( ATz), ( Olivares-Reyes, et; al 2000).

Se ha reportado que las células Rat-1 expresan cuatro isoformas diferentes de
PKC (8.£.ak), en donde las isoformas a, § y e coinmunoprecipitan con el receptor
a;s -adrenérgico en condiciones basales o en condiciones de activacién con
norepinefrina, endotelina, ésteres de forbol o con hormonas que aumenten el
estado de fosforilacién del receptor. ( Alcdntara-Herndndex et; al ., 1998). Esto
sugiere que alguna o varias de estas isoformas de la PKC estén participando en la
fosforilacién del receptor aj -odrenérgico a través de los receptores de
Insulina.

Es probable que la activacién de la PKC ocurra por la interaccién directa con el

PI(3,4)P; y el PI(3,4,5)P; que son generados por ka activacién de la PI3K. Se ha
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demostrado que estos fosfoinositidos son capaces de activar a isoenzimas de PKC

nuevas (8,£n) y atipicas (A, €) . (Toker, et al. 1994)

Con la informacién obtenida en este trabajo de tesis se puede proponer un modelo
para explicar los eventos moleculares que pueden lievar a cabo la fosforilacién del
receptor a; -adrenérgico a través de insulina, en donde este receptor lleva a
cabo sus funciones con la capacidad de autofasforikacién en residuog de tirosina
que posee al ser estimulado con su agonista, se promueve la activacién de su
sustrato IRS-1, que mediante dominios de homologia SH2 y SH3 se activa la
PI3K Una vez activada esta cinasa se generan PI(3,4)P2 y el PI(3,45)P3 los
cuales activan a la PKC, que esta a su vez es capaz de catalizar la fosforilacién del
receptor ay -adrenérgico. Figura 12.

Los resultados aportan informacién acerca de diferentes interacciones que
ocurren a nivel del receptor ay -adrenérgico, ya que pueden ayudar a explicar la
manera en la que la célula puede procesar e integrar la informacién que recibe de
estimulos con diferentes agonistas, activando una gran cantidad de vias de
sefalizacién en donde pueden interaccionar diferentes tipos de receptores,
" dependiendo del estado fisiolégico en el que la célula se encuentre y de las

necesidades que ella requiera
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alB-AR

Figura 12. Modelo representativo del mecanismo de regulacién cruzada del
receptor o p-adrenergico y ¢l receptor de insulina
Receptor de insulina (RIN), sustrato del receptor de insulina 1(IRS-1), fesfatidil

inositol3 cinasa (PI3K), proteina cinasa C (PKC), receptor alfa 1B-adrendrgico
(a13-AR)
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En este trabajo se ha demostrado que los receptores de insulina promueven un
incremento en el estado de fosforilacién del receptor ay-adrenérgico de manera

dosis-dependiente con diferencias en el curso-temporal del estade de

fosforilacién del receptor, en las dos lineas celulares y la desensibilizacién solo

fue reportada en ks células DDTIMF2.

También se identificd la clara participacién de la PI3K y de la PKC en la

fosforilacién del receptor ay-adrenérgico a través del sustrato IRS-1 del

receptor de insuline, lo que indica una participacién de estas cinasas en este

proceso.
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Abstract

The ability of insulin to induce a;g-adrenoceptor phosphorylation and desensitization was tested in two model
systems: rat-1 cells that stably express o p-adrenoceptors, through transfection, and endogenously express insulin
receptors and DDT, MF2 cells that endogenously express both receptors. Insulin induced concentration-dependent
increases in the phosphorylation state of the adrenergic receptors in the two models with similar ECs, values (0.5-2
nM). The effect was rapid in the two systems but it was sustained m rat-1 cells and transient in DDT, MF2 cells. In
both cell lines, the insulin-mediated phosphorylation of &, p-adrenoceptors was blocked by wortmannin and LY
294002, and by staurosporine and bisindolylmaleimide I, indicating that the effect involved phosphoinositide 3-
kinase and protein kinase C activities. The edrenoceptor phosphorylation induced by insulin was associated to
desensitization as evidences by a diminished clevation of intracellular calcium in response to noradrenaline.
Inhibitors of phosphoinositide 3-kinase and protein kinase C blocked the functionel desensitization induced by
insulin.
© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Introduction

It is wetl known that insulin counteracts many of the endocrine actions of catecholamines. In numerous
tissues, the actions of catecholamines (- and ay-adrenoceptor (AR)-mediated) are catabolic whereas
those of insulin are anabolic (Cryer, 2003). Although great progress has been achieved, the mechanism(s)
through which insulin attenuates the actions of catecholamines remains elusive and controversial.

Regarding insulin antagonism of P-adrenergic actions, it is known that insulin inhibits cyclic AMP
accumulation by activating a low Ky cyclic AMP dependent phosphodiesterase (Marchmont and
Houslay, 1980). It has also been reported that insulin inhibits adenylyl cyclase activity through
stimulation of pertussis-toxin sensitive G-proteins (Heyworth and Houslay, 1983). The elegant work of
Malbon and coworkers {Baltensperger et al., 1956; Doronin et al., 2002a; Doronin et al., 2002b; Hadcock
et al., 1992; Karoor et al., 1995; Karoor et al., 1998), has shown that activation of insulin receptors leads
to phosphorylation and desensitization of B,-ARs and that such action involves the insulin receptor kinase
activity itself and a cascade including the insulin receptor substrates (IRS1, 2), phosphoinositide 3-kinase
(P13K) and the kinase Akt/PKB.

There is a large amount of information showing the ability of insulin to antagonize o,-adrenergic
actions (Dehaye et al., 1981; Garcia-S4inz and Hernéndez-Sotomayor, 1985; Thomas et al., 1985), but
little is nown about the molecular mechanisms involved. Recent work from our laboratory has shown
that activation of EGF receptors induces a;p-AR phosphorylation and desensitization; such effects
involve the sequential activation of the EGF receptor intrinsic kinase, PI3K and protein kinase C (PKC)
{(Medina et al., 2000). It is known that EGF shares some of the spectrum of insulin action and that it can
antagonize o, -adrenergic actions (Bosch et al., 1986; Garcia-S4inz et al., 1986). PI3K is a key enzyme in
the intracellular processing of the insulin and EGF signals (Cantley, 2002). Therefore, we tested whether
insulin was able to induce a;p-AR phosphorylation and affect o;p-adrenergic actions. Two model
systems were used: rat-1 cells that stably express o p-ARs, through transfection, and endogenously
express insulin receptors and DDT, MF2 cells that endogenously express both. Our results clearly
indicate that insulin is able 1o induce ap-AR phosphorylation in a pathway involving PI3K and PKC.

Materials and methods
Materials

Dulbecco’s modified Eagle's medium, EGF, G418, fetal bovine serum and other reagents used for cell
culture were obtained from Gibco BRL. () Nomadrenaline, dl-propranolol, insulin, staurosporine,
wortmannin and protease inhibitors were from Si Chemical Co. LY 294002, tyrphostin AG1478 and
bisindolylmaleimide I were from Calbiochem. [**P]P; (8500-9120 Ci/mmol) and (2,3-*HJmyo-inositol
(22.9 Ci/mmol) were from Perkin Elmer Life Sciences. Fura-2 acetoxymethyl ester was from Molecular
Probes. Protein A-Sepharose beads were from Upstate Biotechnology.

Cell culture

Rat-1 cells transfected with the hamster a;5-AR (Cotecchia et al., 1988) were a generous gift from
Drs. R.J. Lefkowitz, M.G. Caron and L. Allen. Cells were grown at confluence in 10-cm culture dishes



JA. Garela-Sdinz et al. / Life Sciences 75 (2004) 1937-1947 1939

in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% fetal bovine serum, G418 (300 ug/ml),
streptomycin (100 pg/ml), penicillin (100 units/m!) and amphotericin B (0.25 pg/ml) under a 5% CO,,
95% air atmosphere at 37 °C. DDT| MF-2 cells were obtained from American Type Culture Collection
and cultured in the same medium but in the absence of G418. For all the experiments, confluent cells
were serum-deprived overnight in unsupplemented Dulbecco’s modified Bagle's medium.

Determination of o;5-AR phosphorylation

Cells were incubated in phosphate-free Dulbecco’s modified Eagle’s medium for 1 h, and then labeled
in the same medium containing [*2P]P; (50 uCi/m! for rai-1 cells and 150 uCi/ml for DDT,; MF2 celis)
for 3 h at 37 °C, as described previously (Medina et al., 1998; Vazquez-Prado et al., 1997; Vizquez-
Prada et al., 2000). In this procedure, a rabbit antiserum against the carboxyl terminus decapeptide of the
hamster o,-AR was used, which immunoprecipitates a;p-ARs with high efficacy (~80% of
photoiabeled receptors) (Vazquez-Prado et al, 1997). In brief, following treatment with inhibitors
and/or agonists, cells were washed with ice-cold phosphate-buffered saline and lysed for 1 h on ice in
lysis buffer containing 10 mM Tris-HC, pH 7.4, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.05%
SDS, 50 mM NaF, 100 uM Na;VO,, 10 mM B-glycerolphosphate, 19 mM sodium pyrophosphate, 1
mM phosphoserine, | mM phosphothreonine and protease inhibitors (20 pg/ml leupeptin, 20 pg/ml
aprotinin, 100 pg/m! phenylmethylsulfonyl fluoride, 500 Lg/ml bacitracin, 50 pg/ml soybean trypsin
inhibitor). Cell lysates were centrifuged at 12,700 x g for 15 min and the supematants were mcubated
with the anti-o p-AR entiserum and protein A-Sepharose overnight at 4 °C. After five washes with 50
mM Hepes, 50 mM NaH,PO,, 160 mM NaCl, pH 7.2, 1% Triton X-100, 0.05% SDS, 100 mM NaF
followed by a final wash with 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.4, the immune complexes were
denatured by boiling in SDS-sample buffer containing 5% B-mercaptoethanol, and subjected to SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis. The gels were dried and exposed for 24 h at —70 °C and the level of
receptor phosphorylation was assessed using a Molecular Dynamics Phosphorimager and the
Imagequant software. Western blotting using Super signal enhanced chemiluminescence kits from
Pierce evidenced the level of receptor immunoprecipitated.

[C&®" ]; measurements

Cells were incubated overnight in Dulbecco’s modified Eagle's medium without serum and antibiotics
and were loaded with 5 pM Fura-2 acetoxymethyl ester in Krebs-Ringer-HEPES containing 0.05%
bovine serum albumin, pH 7.4 for 1 h at 37 °C. Cells were detached by gentle trypsinization and
fluorescence measurements were carried out as described previously (Vézquez-Prado et al, 2000) with
an Aminco-Bowman Series 2 Spectrometer with excitation monochromator set at 340 and 380 nm; a
chopper interval of 0.5 sec was used, and the emission monochromator was set at 510 nm. [Ca®'}; was
calculated as described (Grynkiewicz et al., 1985) using the software provided by Aminco-Bowman;
traces were directly exported to the graphs.

P HJinositol phosphate production

Cells were labeled with [*Hinositol (5 pCi/ml) for 18-24 h in inositol-free Dulbecco’s modified
Eagle’s medium containing 1% fetal bovine serum. On the day of the experiment, cells were washed
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twice with Krebs-Ringer-HEPES buffer containing 1.3 mM CaCl, and preincubated for 20 min in 2
ml of the same buffer containing 20 mM LiCl, at 37°C in a 5% CC, atmosphere. Incubations were
for 15 min and were terminated by the addition of 2 ml of chloroform/methanol (1:2 v/v); samples
were thoroughly mixed and centrifuged in a clinical centrifuge. The aqueous phase was recovered and
total [*H]inositol phosphates were separated by Dowex AG1-X8 chromatography (Bemidge et al.,
1983).

Statistical analysis between comparable groups wes performed using ANOVA with Bonferroni’s
analysis and was effected with software included in the GraphPad Prism program.

Results

As shown in Fig. 1, in rat-1 cells insulin induced a concentration-dependent increase in the
phosphorylation of o p-ARs, with 2 maximum of = 2.fold and an ECs of 2.0 £ 0.5 nM (mean t
S.E.M., n=8). The effect of insulin wes rapid reaching near maximal within 15 min and remaining at that
level for at least 60 min. In DDT; MF-2 cells a clear effect was also observed but showed some
differences. Firstly, the effect was consistently of lesser magnitude and transient, i. e., reached its
maximum at 10-15 min repidly decreasing to near basal values thereafter (Fig. 2). The transient nature
of the effisct wes not due to receptor degradation as evidenced by Westem blotting. The ECso observed in
these cells was very similar (0.5 + 0.25 nM; mean *+ S.E.M., n=6}.

As mentioned, it is well known that PI3K is a key element in the signaling events triggered by the
activation of the insulin receptor intrinsic tyrosine kinase (Cantley, 2002). Therefore, we next test the
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Fig. I. Effect of insulin on «;a-AR phosphorylation in ral-1 cells. Cells were incubated in the presence of the indicated
concentration of insulin (/eft panel) for 15 min or with 100 nM insulin for the times indicated (right panel). Plotted ae the means
and vertical Imes represent the S.E.M. of 4-6 experiments using different cell preparations. Representative autoradiographs are
presented. Western blots (WB) of the immunoprecipitated receptors arc shown st the bottom of the figures.
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Fig. 2. Effect of insulin on a,5-AR phosphorylation in DDT; MF-2 cells. Cells were incubated in the preseace of the indicated
concentration of insulin (fef? panel) for 15 min or with 100 nM insulin for the tmes ndicated (right panet). Plotted are the
means and vertical lines represent the SEM. of 4-6 experiments using different cell prepamtions. Representative
sutoradiographs are presented. Western blots (WB) of the immunoprecipitated receptors are shown at the bottom of the figures.
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Fig. 3. Effect of kinase inhibitors on insulin-induced a,s-AR phosphorylation. Rat-1 fibroblasts (/gff pane/) or DDT; MF-2
cells (right panel) were incubated in the absence of eny agent {Basal) or presence of 100 nM insulin alone (Insulin) or with 100
nM wortmannin (+WGORT), | pM LY 234002 (+LY), 100 nM staurosporine (+STAU) or 1 pM bisindotylmaleimide I (+BIM),
Incubations with insulin were for 15 min and inhibitors were added 3¢ min before insulin. Ploited are the means and vertical
lines represent the S.E.M. of 7-9 experiments using different cell preparations. Representative mutoradiographs are presented.
* p < 0.001 vs basal; **p < 0.001 vs insulin alone.
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Fig. 5. Effect of insulin on o, g-adrenergic action on intracellutar calcium and [*H]inositol phosphate production. Rat-1 fibroblasts
(left parels) or DDT, MF-2 cells (right paneis) were incubated as follows: (Upper panels) (B), without any agent; (NA) with 10
puM poradrenaline +10 pM propranolel, (INS) 100 nM insulin; (lower panels) with 10 pM propranolol in the absence (open
symbols) or presence of insulin (filled symbols) and the indicated concentration of noredrenaline (NA). Plotted are the means and
vertical lines represent the S.E.M. of 4-5 experiments usmgdlffemn cell preparations. *p <0.001 vs basal, **p < 0.001 vs insulin,
***p < 0,01 vs insulin and p < 0.001 vs noradrenaline; *p < 0.05 vs noradrenaline alone, ™p < 0.001 vs noradrenaline alone.
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hypothesis that the action of insulin inducing o,5-AR phosphorylation is mediated through PI3K by the
use of inhibitors.

Wortmannin (100 nM) and LY 294002 (1 pM) were used at concentrations selected on the basis of
previously published work of our laboratory (Casas-Gonzalez et al., 2003; Casas-Gonzilez et al., 2000;
Medina et al., 2000; Vazquez-Prado et al., 1997; VAzquez-Prado et al., 2000). It should be mentioned that
these inhibitors are selective and have different mechanisms of action. Wortmannin is a potent non-
competitive inhibitor of PI3K (Powis et al., 1994), whereas LY 294002 competes at the binding site for
ATP of this kinase (Vlahos et al, 1994); they were without effect on basal a;g-AR phosphorylation but
essentially abolished the effect of insulin (Fig. 3).

We next tested the effect of staurosporine and bisindolylmaleimide I, two structurally related
inhibitors with selectivity for PKC (Toullec et al., 1991). At the concentrations tested (0.1-1 pM) none
of them significantly affected basal a;5-AR phosphorylation but blocked the effect of insulin (Fig. 3).

The effect of EGF was compared 1o that of insulin. Both. agents were able to increase a;p-AR
phosphotylation in mat-1 cells (Fig. 4). The effect of EGF, but not that of insulin, was blocked by
tyrphostin AG1478 (Fig. 4).

In order to define if the phosphorylation of the a;p-AR phosphorylation bad functional consequences,
we studied the effect of noradrenaline (in the presence of 10 WM propranolol, to block any B-adrenergic
effect) on the production of [*Hlinositol phosphates and the intracellular concentration of calcium. As
shown in Fig. 5, noradrenaline increased the production of [*H]inositol phosphates and the intracellular
concentration of calcium in both cell lines. Interestingly, insulin clearly decreased both effects of
noradrenaline in DDT, MF-2 cells but only marginally decreased noradrenaline-mediated increase in
intracellhular calcium in rat-1 cells.
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Fig. 6. Effect of kinase ihibitors on the action of insuliti on o g-adrenergic-mediated incresse in intraceihular calcium. DDT,
MF-2 cells were incubated in the absence of any agent or presence of 100 nM insulin or with 100 nM wortmannin (+WORT), 1
uM LY 294002 (+LY), 100 nM saurosporine (+STAU) or 1 uM bisindolylmaleimide I (+BIM). Incubations with insulin were
for 15 min and inhibitors were added 30 min before insulin. At the end of such incubations 10 M noradrenaline +10 pM
propranolol (NA) were added and the increase in intracellular caleium recorded. Plotted are the means and vertical lines
represent the S.E.M. of 6 experiments using different cell preperations. * p < 0.001 vs basal; **p < 0.001 vs 10 pM
noradrenaline +10 pM propranolol; *p < 0.001 vs 10 M noradrenaline +10 pM propranalol +100 nM insulin; ®p < 0.01 vs 10
pM neradrenaline +10 M propranolol +100 nM insulin,
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The ability of protein kinase inhibitors to block the action of insulin on the a;p-adrenergic-mediated
increase in intracellular calcium concentration was tested. It was observed that inhibitors of
phosphoinositide 3-kinase and PKC blocked the action of insulin (Fig. 6). None of these agents
affected basal calcium concentration or the action of noradrenaline (data not shown).

Discussion

Our present data show that insulin is capable of inhibiting a,g-adrenergic action in two model
systems, DDT; MF-2 cells and rat-1 fibroblasts. The data are interesting since they illustrate that there is
no direct relationship between the magnitude of receptor phosphorylation and its functional
consequerices, i. €., insulin increased a;p-AR phosphorylation in both cells and o a greater extent in
the transfected rat-1 cell line but the metabolic consequences were much more evident in DDT; MF-2
cells endogenously oxpressing o n-ARs. It is possible thet action(s) of insulin in addition to that at the
o;p-AR level may participate. In addition, the cellular context might be of importance, i. e., the
metabolism of inositol phosphates and the relationship between IP; and intracellular calcium, among
other factors may vary between different cell types.

Our present results indicate that PI3K is important not only for signaling but also for the cross talk
with other receptors, as shown for the B-AR (Baltensperger et al., 1996). Our data arc similar to those
© obtained when EGF receptors are activated, involving PI3K and PKC (Medina et al, 2000); it is
important to mention that the o;p-AR phosphorylation induced by PDGF was not blocked by
wortmannin which suggested that either PI3K is not involved or that several divergent signals could be
generated by activation of PDGF receptors and might be in large excess (signal reserve) (Medina et al,,
2000).

PI3K is a family of enzymes with fundamental roles in signaling and regulation of cellular activity
comprising of catalytic and adaptor/regulatory subunits (Toker and Cantley, 1997, Wymann and Pirola,
1998). Class-1A PI3K is involved in the signaling of receptors with intrinsic tyrosine kinase activity,
such as the insulin receptor; in this class the adaptor p85 subunit has SH2 and SH3 motifs that bind
phosphotyrosine residues and the p110 catalytic subunit, respectively (Wymann and Pirola, 1998). PI3K
is a modulator of PKC activity through the synthesis of 3-phosphorylated phosphoinositides. These
phospholipids are important modulators of the phosphoinositide dependent protein kinase 1 (PKD-1)
which phosphorylates the activation loop of some PKC isoforms (Le Good et al,, 1998; Stephens et al.,
1998); 3-phosphorylated phosphoinositides have also been reported to activate povel and atypical PKC
isoforms (Stephens et al., 1998).

The complete blockade of the effect of insulin on a;p-AR phosphorylation by inhibitors of P13K
and PKC suggests that these kinases act sequentially in a linear pathway. The most likely explanation
suggests that activation of the insulin receptor kinase resulted in tyrosine phosphorylation of the insulin
receptor substrates (IRS1, 2), which might lead to binding and activation of Class-IA PI3K.
Stimulation of the phospholipid kinase activity resulted in activation of PKC, which then phosphorylated
(I]B-A.RS.

It is likely that the present finding may have physiological significance. The liver is an organ where
the antagonism of insulin and catecholamines has been well characterized (Dehaye et al., 1981; Garcfa-
Sdinz and Herndéndez-Sotomayor, 1985; Thomas et al., 1985) and where the metabolic actions of
noradrenaline are mainly mediated through a;5-ARs (Garcia-Sainz et al., 1992; Torres-Mérquez et al,,
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1991). Several groups have shown data consistent with the present findings. Using perfused rat liver,
Dehaye et al. (Dehaye et al., 1981) showed that insulin markedly decreased the release of calcium into
the perfusate induced by phenylephrine. Similarly, Thomas et al. (Thomas et al.,, 1985) showed, in
isolated hepatocytes, that both the initial rate of free calcium increase and the magnitude of the effect
induced by phenylephrine were markedly reduced in cells pretreated with insulin.

The ability of insulin to modulate” the function of G proteincoupled receptors may be more
widespread than anticipated and the mechanisms involved may also vary. In addition to the P;-AR
(Baltensperger et al., 1996; Doronin et al., 2002a; Doronin et al., 2002b; Hadcock et al., 1992; Karoor et
al.,, 1995; Karoor et al., 1998) and the o,p-AR phosphorylation, presented here, it was recently shown
that insulin signaling inhibits the actions of 5-HT,¢ receptors in choroid plexus and Xenopus oocytes
(Hurley et al.,, 2003). Surprisingly, this effect seems to imvolve receptor phosphorylation via MAP
kinases (Hurley et al., 2003). Therefore, it is clear that the insulin receptor kinase can phosphorylate G
protein coupled receptors and that downstream signaling can also result in phosphorylation invelving,
AktPKB (Doronin et al., 2002a), MAP kinases (Hurley et al., 2003) or, as shown here, PKC.
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