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Resumen

El acido lisofosfatidico (LPA) es un mediador celular capaz de generar diversos efectos
bioldgicos en muchos tipos de células y tejidos. Este mediador lipidico actia a través de cuatro
receptores acoplados a proteinas G, que han sido descritos muy recientemente, los LPA 4. La
existencia de diferentes subtipos de receptores para el acido lisofosfatidico sugiere que éstos
deben poseer diferentes propiedades, tanto en su accion como en su regulacion. El objetivo de
este trabajo fue analizar la influencia de la proteina cinasa C (PKC), en la funcion y fosforilacion
del receptor LPA;, expresado en la linea celular epitelial de higado de rata C9. En estas células, el
acido lisofosfatidico induce la produccion de fosfatos de inositol, incrementa transitoriamente la
concentracion de calcio intracelular e inhibe la actividad de la adenilato ciclasa. Estas respuestas
fueron anuladas en células tratadas previamente con el éster de forbol, miristoil forbol acetato
(PMA). La accion del éster de forbol fue bloqueada con el uso de inhibidores de la PKC y por la
“down regulation” de la cinasa. Se observo que la fosforilacion del receptor LPA; se incrementa
en respuesta al éster de forbol. El efecto fue rapido (t;» ~1 min), intenso (2 veces con respecto a
la fosforilacion basal del receptor) y sostenido (por lo menos hasta los 60 min). Los inhibidores
de la PKC reducen claramente la fosforilacion del receptor LPA; inducida por el éster de forbol.
El receptor LPA,; fusionado a la proteina verde fluorescente se internaliza en respuesta a la
activacion de la PKC. Ademas, el acido lisofosfatidico y la angiotensina II fueron capaces de
inducir la fosforilacion del receptor LPA; demostrando que este receptor puede ser objeto tanto

de desensibilizacion homologa como heter6loga.
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Abstract

Lysophosphatidic acid is a potent cellular mediator with diverse biological effects on many cell
types and tissues. Lysophosphatidic acid (LPA) actions are mediated by four G protein coupled
receptors recently described, LPA;4. The existence of several LPA receptor subtypes suggests
different properties in their action and regulation. We tested the effect of protein kinase C (PKC)
direct activation by phorbol esters on the phosphorylation and function of LPA; receptor,
expressed in the rat hepatic epithelial cell line, C9. In these cells, lysophosphatidic acid induced
inositol phosphate production, increased intracellular calcium concentration and inhibited
adenylyl cyclase activity. These responses were abolished in cells previously challenged with
active phorbol esters. Phorbol esters action was blocked by inhibitors of PKC and by PKC
isoforms down regulation. LPA; receptor phosphorylation was observed in response to phorbol
esters. The effect was rapid (t;» ~1 min), intense (2-fold) and sustained (at least 60 min). Protein
kinase C inhibitors markedly decreased the LPA, receptor phosphorylation induced by phorbol
esters. LPA| receptor tagged with the green fluorescent protein internalized in response to protein
kinase C activation. In addition, lysophosphatidic acid and angiotensin II were also able to induce
LPA, receptor phosphorylation showing that LPA; receptor can be subjected to homologous and

heterologous desensitization.
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Abreviaturas

AC
Ang I1
ATX
BIM
Bk
BSA
[Ca™];
DNA
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(deoxyribonucleic acid) acido desoxiribonucleico

endotelina

(endothelial differentiation gene), gen de diferenciacion endotelial
(extracellular signal-regulated kinase) cinasa regulada por sefiales extracelulares

(guanine nucleotide exchange factor) factor intercambiador de nucle6tidos de
guanina
(G protein coupled receptors), receptores acoplados a proteinas G

(G protein coupled receptors kinases), cinasas GPCRs

(International Union of Pharmacology) Unién Internacional de Farmacologia
(low density lipoproteins) lipoproteinas de baja densidad

(lysophospholipase D), lisofosfolipasa D

(lysophosphatidic acid), acido lisofosfatidico

(lysophosphatidylcholine), lisofosfatidilcolina

(mitogen-activated protein kinase) cinasa activada por mitégenos
(phosphatidic acid), acido fosfatidico

(phosphatidylinositol 3-kinase) fostatidilinositol 3 cinasa

(protein kinase C), proteina cinasa C

(phorbol myristate acetate), forbol-miristato-acetato (también TPA)
(pertussis toxin) toxina pertussis

(sphingosine-1-phosphate), esfingosina-1-fosfato

(serum response elements), elementos de respuesta a suero

(staurosporine), estaurosporina

(store-operated Ca®" entry channels), canales de Ca®" activados por vaciamiento

de reservorios
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1. Introduccion

?.
1.1. El ficido lisofosfatidico 0=f-0
La primera parte de la historia del acido lisofosfatidico (LPA) fue I_|)o

el descubrimiento de su papel como intermediario en la sintesis de O OH
novo de triglicéridos y de los fosfolipidos de membrana. En los 0

anos 80 el LPA cobré gran importancia, al publicarse numerosos

estudios donde se describi6 como mensajero celular [1-6]. Sin |

embargo, seria hasta la ultima década del siglo pasado cuando

ocurririan grandes avances en el estudio del LPA y su LPA

sefalizacion.

Un grupo pionero en este campo fue el dirigido por Wouter H. Moolenaar del
Netherlands Cancer Institute en Amsterdam. Ellos hicieron una extensa caracterizacion
del LPA como mensajero celular [7]. Las caracteristicas bioquimicas del LPA hacian
dificil su purificacion, lo que a su vez hacia complicado determinar si era el responsable
directo de los efectos celulares o lo era alguno de sus metabolitos. El grupo de Moolenaar
fue el que confirmé que el LPA era el principal agente bioldgicamente activo presente en
el suero, describiéndolo entonces como factor de crecimiento [8].

El interés creciente en el LPA como mensajero llevo a la publicacion de una
amplia gama de estudios donde se describid su participacion en diversos procesos
celulares como es la migracion celular [9,10], la proliferacion y la sobrevivencia celular
[11-14], la activacion de la transcripcion de genes regulados por elementos de respuesta a
suero (SREs) [15], la agregacion de plaquetas [16,17], la contraccion de musculo liso
[18,19], la mielinizacién [20,21], la liberacion de algunos neurotransmisores [22,23] y la
reorganizacion del citoesqueleto durante la formaciéon de fibras de estrés, el
establecimiento de adhesiones focales, la retraccion de neuritas y el “rounding” celular
[24-28].

El descubrimiento de las potentes y diversas acciones que ejercia el LPA sobre
casi todas las células de mamifero estimuld la investigacion sobre este fosfolipido. Al
grupo de Moolenaar, se sumaron otros grupos al estudio de los efectos celulares del LPA

y su sefalizacion intracelular (Tabla 1).
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Tabla 1. Principales actividades biologicas del LPA

Efecto celular

Tipo celular/ comentarios

Vias de sefializacion/
principales efectores

Proliferacion celular
Sobrevivencia celular, rescate
de apoptosis

Migracion celular (al azar o
dirigida)

Invasion de células tumorales
in vitro

Cicatrizacion in vivo
Crecimiento y plegamiento de
corteza cerebral ex vivo
Agregacion de plaquetas y
agregacion de plaquetas-
monocitos

Remodelamiento vascular,
formacion de neointima in
vivo

Retraccion de neuritas,
“rounding” celular, colapso y
redireccion del cono de
crecimiento

Ensamblaje de adhesiones
focales y formacion de fibras
de estrés

Contraccion de musculo liso

Inhibicion/ reversion de la
diferenciacion

Mielinizacion
Liberacion de algunos
neurotransmisores
Despolarizacion de la
membrana celular

Incremento en la
permeabilidad endotelial
Inhibicion de la comunicacion
por “gap junctions” (basadas
en conexina 43)

Maduracion de ovocitos de
mamifero in vitro

Muchos tipos celulares normales y transformados
Células de Schwann, leucocitos, células de tubulos
renales, células epiteliales intestinales, osteoblastos,
células mesangiales, hepatocitos

En diversos tipos celulares normales y transformados,
D. discoideum (quimiotaxis) [32]

Diversos carcinomas, hepatomas y linfomas de células T
[29,35-37]

Piel [38], epitelio intestinal [39]

Reduccion de muerte celular e incremento en mitosis de
las células progenitoras [40]

Sangre completa

Lo inducen las especies insaturadas de LPA

Nueroblastos neocorticales [44] y células PC 12, neuronas
DRG (dorsal root ganglion), conos de crecimiento
retinales [45] y neuronas espinales de Xenopus [46]

Swiss 3T3 cells y células de cancer de ovario humanas

Células de musculo liso y miofibroblastos

Gliomas y neuroblastomas (supresion del crecimiento de
neuritas. Células de musculo liso vascular (conversion a
la morfologia de fibroblastos; pérdida de la contractilidad)
[54]. Reversion de la morfologia estelar en astrocitos [55]
Oligodentrocitos [20,21]

Liberacion de catecolaminas en células PC12 [22], y
liberacion de sustancia P en neuronas sensoriales [23]
Células neuronales y no neuronales

Células endoteliales de capilares de cerebro y células
endoteliales vasculares
Células de hepatomas y fibroblastos

Ovocitos inmaduros de hamster, dependiente de las
células del cumulus [61]

Gi-Ras-ERK1/2 [13,29,30]
Gi-PI3K-Akt/PKB [31]

Gi-PI3K-Tiaml-Rac [33],
G213, RhoA y Cdc42 [24,34]

Participacion de los
receptores para ADP, P2Y1y
P2Y12 [41]

ERK, p38MAPK [42,43]

Proeteinas de la familia Rho:
Cdc42, Rac y RhoA [47,48]

Rho, Rac, FAK, MAPK,
PI3K, PKC [49-51]

Gi-Rho GEF RhoA- Rho
cinasas [18,52,53]

Gi, Rho GEF, RhoA, ERK y
p38MAPK

IP3-Ca? [22] Gi [23]

G3- Canales de Cl” [56,57] y
corrientes cationicas no
selectivas [58]

RhoA- Rho cinasa [59]

c-Src [60]

ERK, extracellular signal-regulated kinase, PI3K phosphatidylinositol 3-kinase, MAPK, mitogen-activated protein kinase,
PKC, protein kinase C, GEF, guanine nucleotide exchange factor, Tiam1 (GEF especifico de Rac).

Mucho se ha progresado en el conocimiento de los eventos de sefializacion

ciclasa mediada por la proteina Gi [13], la movilizacion intracelular del i6n Ca®" [8,13], la
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desencadenados por el del LPA. Ahora se sabe que el LPA, a concentraciones
nanomolares, es capaz de activar diversas cascadas de sefializacidon, entre otras, la

estimulacion de las fosfolipasas C y D (PLC y PLD) [62,63], la inhibicion de la adenilato

activacion de la fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K), la activacion de Rho mediada por las

proteinas G12/Gy3 [64,65] y la activacion de la cascada de senalizacion de las proteinas



MAPcinasas (MAPK) [66,67]. Ademas, la evidencia experimental reciente demuestra
que el LPA puede activar vias de sefializacion de forma directa o a través de la
transactivacion del receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) [64,68-71]

(Figura 1).
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Figura 1. Vias de seiializacion del LPA. Los receptores para LPA se pueden acoplar a las proteinas G heterotriméricas, Gi, Gq y
Gy13, a través de las cuales el LPA modifica la estructura del citoesqueleto y tiene efecto en la proliferacion y sobrevivencia
celular. EGFR, epidermal growth factor receptor, HBEGF heparin-binding EGF, MMP, matrix metalloproteinases, AC, adenylyl
cyclase, PLC, phospholipase C, PLD, phospholipase D, MAPK, mitogen-activated protein kinase MAPKK, MAPK kinase, , ERK,
extracellular signal-regulated kinase, TyrK, tyrosine kinase, PI3K phosphatidylinositol 3-kinase, PKC, protein kinase C, RhoK,
Rho kinase, FAK, focal adhesion kinase, SRE, serum response element, MLC, myosin light-chain GEF, guanine nucleotide
exchange factor, Tiam1 (Rac GEF). Frecuentemente se reporta la participacion de MEK como MAPKK y p38 MAPK y ERK como

MAPK activadas por el LPA.

Se han detectado cantidades significativas de LPA extracelular en fluidos

biologicos como son el suero [72-74], la saliva [72,75-77],

el liquido seminal [78], el

fluido folicular [79], el fluido cerebroespinal [80] y el liquido de ascitis proveniente de
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pacientes con cancer de ovario [81-83]. Se sabe que el LPA es producido y liberado
principalmente por plaquetas estimuladas [72,84-87], macrofagos y células epiteliales, asi
como también por algunos tipos de células tumorales [88]; pero se ha demostrado que
muchos otros tipos celulares pueden producirlo [89], por lo que podria actuar tanto como
mediador paracrino como autocrino [90,91].

Ya que tiene un grupo fosfato y un grupo hidroxilo libre, el LPA es mucho mas
soluble en agua que otros fosfolipidos. Sin embargo, debido a su caracter hidrofébico, en
los diferentes fluidos bioldgicos el LPA se encuentra asociado a proteinas. En el suero,
donde su concentracion es ~2-20 uM [75,92], el LPA se encuentra unido con alta
afinidad a la albimina (en una relacion de 3:1) [72,75,93], a la gelsolina plasmadtica y a
otras proteinas aun no identificadas [94-96]. Se ha establecido que los efectos fisiologicos
del LPA no dependen de la presencia de la albumina aunque hay reportes que sugieren
que su interaccion puede modular su actividad bioldgica [8,78].

LPA es el nombre genérico con el que se denominan compuestos con la estructura
comun monoacil-sn-glicerol-3-fosfato. Multiples especies de LPA se encuentran en

forma natural en los fluidos biologicos (Figura 2).
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Figura 2. Los LPA. 4 Estructura general del LPA. B El grupo acil puede unirse tanto al C1 como al C2 del glicerol formando
l-acil LPA y 2-acil LPA. C Los diferentes grupos acil que pueden formar parte del LPA (marcados con un simbolo verde las
especies mas abundantes en la naturaleza). D Variantes del LPA en las cuales el grupo acil se une al esqueleto de glicerol a
través de un enlace éter en lugar de un enlace ester.
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Liberadas por plaquetas activadas, se han detectados especies moleculares de LPA
con sustituyentes acil saturados (estearoil (18:0), palmitoil (16:0) e insaturados (oleoil
(18:1), linoleoil (18:2), araquidonil (20:4)) [72,76]. Ademas, esta diversidad de grupos
sustituyentes puede unirse tanto a la posicién sn-1 como a la sn-2 del esqueleto de
glicerol. En el suero predominan las especies 1-oleoil-LPA y 1-palmitoil-LPA [97],
mientras que, en el liquido de ascitis predominan las especies 2-acil-LPA [81]. Ademas,
se han detectado pequefias cantidades de LPA en las que el grupo acil se une al glicerol a
través de un enlace éter en la posicion sn-1 en lugar de un enlace éster (1-alkil-2-liso-sn-
glicerol-3-fosfato y 1-alkenil-2-liso-sn-glicerol-3-fosfato) [98,99]. El oleoil-LPA (1-acil
18:1 LPA), es el mas usado como agonista experimentalmente, ya que se ha demostrado
que es el mas eficientes en inducir la variedad de respuestas celulares generadas por el
LPA [100].

Ha sido complicado establecer una relacion estructura-actividad para el LPA
debido a que existen numerosas variantes en su composicion. Sin embargo, se ha
establecido que el di-anion fosfato que conforma la cabeza polar del LPA es critico para
su actividad [101], mientras que la longitud de la cadena del grupo acilo, su grado de
insaturacion [101,102] y su union al esqueleto de glicerol s6lo modulan la actividad del
LPA [103,104]. Un hallazgo consistente es que la maxima actividad del LPA se observa
con cadenas largas de acilo (C16 a C20) y esta actividad decrece al disminuir la longitud
de la cadena; las especies de cadena corta, tales como el lauroil- y el decanoil-LPA,
muestran poca o nula actividad [12,101]. Del mismo modo, las cadenas de acidos grasos
con insaturaciones presentan mayor actividad que las cadenas de &cidos grasos saturados
[105]. También se ha establecido que el grupo hidroxilo en la posicion 2 del glicerol no
es necesario para la actividad de agonista del LPA (pero es importante para su
solubilidad); sin embargo, grupos muy voluminosos en esta posicion evitan que el LPA
tenga actividad, por ejemplo, grupos hidroxil, metoxi y hasta hidroxietil son tolerados,
pero no asi un grupo acetil [101,105,106].

De los mecanismos moleculares que llevan a la produccion del LPA se sabe muy
poco. Se han propuesto dos vias de sintesis: (1) en el suero y en el plasma, el LPA se
genera a partir de lisofosfolipidos; (2) en plaquetas y algunas células cancerosas, el LPA

se genera a partir de acido fosfatidico. En cada via, se requieren al menos dos actividades
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de fosfolipasa que acttien sobre los fosfolipidos: la actividad de la fosfolipasa Al 6 la
fosfolipasa A2 (PLA1/PLA2) maés la actividad de la lisofosfolipasa D (Liso-PLD) en la
primera via y la actividad de la fosfolipasa D (PLD) mas la actividad de la PLA1/PLA2
en la segunda via (Figura 3). En la actualidad, se han identificado multiples fosfolipasas
con actividades de PLA1, PLA2, PLD y Liso-PLD. Entre otras, se sabe que participan en
la produccion de LPA: la PLA2 secretoria (sPLA2-ITA), la PLA1 PA-selectiva asociada a
membrana (mPA-PLA1), la lecitin-colesterol aciltransferas (LCAT) y la liso-PLD
[95,107].

Via de sintesis en el suero y en el plasma
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Figura 3. Vias de sintesis del LPA. El LPA se genera a partir de los glicerofosfolipidos (GPL) por dos vias. En la via por la
que se genera el LPA en suero y plasma participa primero una fosfolipasa A (PLA) que corta el sustituyente acilo unido al C1
(PLAL1) o al C2 (PLAZ2) del glicerol generando lisofosfolipidos (LPX), que son sustrato de la lisofosfolipasa D (liso-PLD). La
liso-PLD corta el grupo polar (X) unido al fosforilo, que puede ser un grupo colina (LPC), etanolamina (LPE) o serina (LPS).
En la via por la que se genera el LPA en plaquetas y células tumorales participa primero una fosfolipasa D que genera acido
fosfatidico (PA) y después una fosfolipasa A (PLA1/PLA2),

Recientemente se logro un progreso significativo en el estudio de la generacion de
LPA cuando se descubrié que la enzima que producia el LPA en suero, liso-PLD, era la

autotaxina (ATX) o nucleotido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 2 (NPP2) [108,109]. La
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lisofosfatidilcolina (LPC) es el principal sustrato fisiologico de la ATX/Liso-PLD;
ademas de encontrarse como constituyente de la membrana plasmatica, es secretada por
el higado y circula a altas concentraciones en plasma asociada a la albimina y
lipoproteinas. La ATX/Liso-PLD hidroliza tanto a la LPC libre o unida a proteinas, como
a la LPC asociada a membrana. Al parecer, la LPC es el principal lisofosfolipido del que
se genera el LPA [108,110].

Se ha propuesto, ademas, que el LPA podria originarse por modificaciones
oxidativas no enzimaticas de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) [111].

Se sabe muy poco de la regulacion de las vias de sintesis de LPA. Se ha propuesto
que la limitacion para la generacion de LPA en sangre no es la actividad de la Liso-PLD,
presente constitutivamente en plasma, sino la liberaciéon de PLA1 y PLA2 y la generacion
de novo del “pool” de lisofosfolipidos. Estudios muy recientes han demostrado que la
ATX se inhibe potente y especificamente por el LPA (Ki ~100 nM), mientras que la ecto-
fosfodiesterasa NPP1 (homologa a la ATX pero que carece de actividad Liso-PLD) es
insensible a LPA; lo que sugieren que, al reprimir la actividad de la ATX, el LPA regula
su propia biosintesis en el medio extracelular [112].

La degradacion enzimatica del LPA, a productos inactivos bioldgicamente, puede
regular la duracion y la magnitud de sus efectos celulares. La degradacion del LPA puede

ocurrir por tres vias principales (Figura 4).
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El LPA puede ser desfosforilado para formar monoacilglicerol (MAG) por la
accion de fosfatasas de la familia de las fosfatidato fosfatasas tipo 2 (PAP-2), las lipido
fosfato fosfohidrolasas (LPP;3;) [113,114]. Alternativamente, el LPA puede ser
convertido a 4cido fosfatidico (PA) por accién de las LPA aciltransferasas (LPAAT).
Esta familia de enzimas transfiere del acetil-CoA un segundo grupo acil al LPA
[115,116]. La tercera via de degradacion del LPA involucra la hidrdlisis del grupo acil
del esqueleto de glicerol, para formar glicerol fosfato, por las lisofosfolipasas (LPL)
[95,117]. La mayoria de las lisofosfolipasas reportadas actiian tanto sobre la LPC como
sobre el LPA; sin embargo, se ha reportado al menos una lisofosfolipasa especifica para
LPA en cerebro de rata (LPA-LPL) [117].

El prefijo “liso” en el nombre del LPA hace referencia a la caracteristica que
poseen los lipidos de comportarse como detergentes. El LPA no tiene un efecto
desestabilizador sobre la membrana de las células blanco. El LPA actlia como mensajero
celular a concentraciones muy por debajo de su concentracion micelar critica [118], y lo
hace a través de su uniodn a receptores de membrana especificos. Es importante mencionar
que las vias de sefializacion intracelulares inducidas por el LPA se comenzaron a

caracterizar mucho tiempo antes de que se identificaran sus receptores.

1.2. Los receptores para LPA
El grupo de Moolenaar fue fuerte impulsor de la hipotesis que planteaba la existencia de
un receptor para LPA acoplado a proteinas G presente en la membrana plasmatica
[8,119]. Contaba, ademas, con evidencia experimental de la existencia de tal receptor.
Identificaron por fotoafinidad un posible receptor de membrana para el LPA utilizando
un analogo del LPA marcado con **P, el [*°P]diazirine-LPA. La proteina de membrana
marcada, de masa molecular aparente de 38-40 kDa, se detectaba en varios tipos
celulares: neuronas, muestras de cerebro homogenizado, fibroblastos normales y células
de diversos carcinomas. El marcaje de esa proteina se inhibia competitivamente al usar
oleoil-LPA no marcado, pero no con otros fosfolipidos [120].

Sin embargo, el crédito por el descubrimiento del primer receptor para LPA la
obtendria un grupo diferente. En 1996 el grupo de Jerold Chun, en La Jolla, buscando

receptores de membrana que dirigieran la neurogénesis cortical en cerebro de mamiferos,
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identifico el primer gen que codifica para un receptor de 4acido lisofosfatidico. Fue
clonado de una linea celular de neuroblastos neocorticales derivada de la zona ventricular
(una regién proliferativa que se encuentra sobre los ventriculos cerebrales), por eso fue
llamado vzg-I (ventricular zone gene-1). El gen codifica un mensajero de 3.8 kb y una
proteina de 40- 41 kDa cuyo perfil de hidrofobicidad muestra los siete dominios
transmembranales caracteristicos de los receptores acoplados a proteinas G o GPCRs (G
protein coupled receptors). Con base en ensayos funcionales (“rounding” celular
dependiente de suero), datos de distribucion tisular y al hecho de que su sobre-expresion
correlacionaba con un incremento en el niimero de sitios de unién para LPA, ellos
concluyeron que el gen vzg-I codificaba un receptor de membrana para LPA que se
acoplaba a una proteina Gi heterotrimérica [47].

Un afio mas tarde el grupo de Edward J Goetzl, en San Francisco, lo confirmé
cuando cloné el cDNA homologo al de la proteina Edg2 de ovino a partir de una
genoteca de cDNA de pulmoén. La proteina de 364 aa conserva un 96% de identidad con
los Edg2 de borrego y raton. Por medio de analisis de tipo Northern blot se detectd en la
mayoria de los tejidos humanos, siendo mas abundante en cerebro. Ademas, por ensayos
con genes reporteros con secuencias SREs, que mostraron una elevada respuesta a LPA,
y ensayos de union especifica de LPA marcado radiactivamente, concluyeron que el edg?
humano, homologo al vzg-I de raton, es un receptor para LPA [121].

Con la secuencia del primer receptor para LPA reportado, el grupo de Edward J
Goetzl realizd6 una busqueda de genes que pudieran codificar nuevos subtipos de
receptores para LPA. En 1998, identificaron el cDNA que codifica para el receptor Edg4
[91]. El analisis de la secuencia predice una proteina de 382 aa que comparte un 46% de
identidad y un 72% de similitud con el Edg2, contiene 7 regiones transmembranales,
sitios potenciales de N-glucosilacion en el extremo amino, y sitios potenciales de
fosforilacién en serina y treonina en su porcion intracelular. Los ensayos funcionales
mostraron que la expresion del Edg4 inducia un incremento en la transcripcion de genes
reporteros con secuencias SREs en sus promotores (EC50 de 10 nM) [91]. Los analisis de
tipo Northern blot mostraron que los dos transcritos principales del edg4, de 8 y 1.8 kb,
no se distribuian de forma tan amplia en los tejidos humanos como el edg2/ vzg-1, y

mostraban un patron de distribucion completamente diferente al de éste ultimo. El
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transcrito de 8 kb se detect6 en leucocitos de sangre periférica, timo, bazo y varios tipos
de células tumorales, mientras que el transcrito de 1.8 kb se detectdé en leucocitos,
testiculo, prostata, pancreas y lineas celulares de cancer. Poca o ninguna expresion se
detectd en cerebro, corazon, placenta y el tracto digestivo, tejidos donde el Edg2 se
expresa en abundancia.

A partir de las secuencias de los receptores Edg2 y Edg4, el grupo de Junken Aoki
en Japon disenid oligonucledtidos degenerados con los que logré amplificar por PCR el
cDNA que codifica al tercer receptor para el LPA, el Edg7 [122]. El andlisis de la
secuencia predice una proteina de 353 aa que comparte un 54% de identidad con el Edg2
y un 49% de identidad con el Edg4. Por andlisis de tipo Northern blot se detectd un
transcrito de 4.3 kb en corazon, pancreas, prostata y testiculo con una expresion menor en
pulmoén, ovario y lineas celulares de algunos tipos de cancer. Los andlisis tipo Western
blot mostraron a la proteina Edg7 con una masa molecular ~35 kDa y los analisis
funcionales demostraron la movilizacion de calcio intracelular en respuesta a oleoil-LPA
[122].

A la identificacion de los tres receptores para LPA se sumaron estudios sucesivos
que llevaron a la identificacion de otros GPCRs que responden a lisolipidos,
estableciéndose asi la familia Edg de receptores, que incluia a los tres receptores para
LPA y cinco receptores para esfingosina-1-fosfato (S1P). El nombre inicial de los
receptores para LPA, Edg (endothelial differentiation gene), se debi6 a que los genes que
los codifican se reportaron originalmente como genes homoélogos al edg-/, un gen de
respuesta temprana en células endoteliales de cordones umbilicales humanos [123], que
se identifico mas tarde como receptor para SI1P. Sin embargo, este nombre tenia poca
relacion con los receptores, por lo que, en el afio 2002 se propuso una nomenclatura para
ellos siguiendo los lineamientos de la [UPHAR. Se nombr6 LPA;, > 3 alos Edg2,4y 7;y
S1Py, 2, 3, 4, sa los Edgl, 5, 3, 6 .,y 8, respectivamente [124].

Recientemente fue identificado un cuarto receptor para LPA, el LPA4. Este
receptor es capaz de inducir el incremento en la [Ca*']i y estimular la actividad de la
adenilato ciclasa. Ensayos de PCR en tiempo real demostraron que en el ovario hay una
expresion significativamente mayor del LPA4 que en el resto de los tejidos humanos. Este

receptor comparte solamente el 24% de identidad con los otros tres receptores para LPA
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y los andlisis filogenéticos lo muestran cercano al receptor purinérgico P2Y y distante a
los LPA, 3, sugiriendo que los receptores para LPA han evolucionado a partir de por lo
menos dos diferentes genes ancestrales [125].

Si bien la mayoria de los subtipos de GPCRs muestran selectividad en sus
interacciones con las proteinas G, los subtipos de receptores para LPA parecen acoplarse
a multiples proteinas G heterotriméricas. Asi, en los estudios realizados en modelos
donde los receptores se expresan heterdlogamente, el acoplamiento de los subtipos de
receptores a las proteinas G y las cascadas de sefializacion que activan, solo puede indicar
lo que es posible pero no concluir que esto ocurra en condiciones fisiologicas. Por
consiguiente, el subtipo preciso de receptor que se acopla a una proteina G especifica no
ha sido descrito satisfactoriamente.

A pesar de que se ha reportado un gran niimero de agonistas y antagonistas para
los receptores de LPA [98,104,126,127], su susceptibilidad a hidrélisis o su
requerimiento a altas concentraciones y el que no sean completamente especificos, ha
limitado su uso en el estudio de las caracteristicas de la sefializacion especifica de cada
receptor. Sin embargo, la evidencia experimental con la que se cuenta hasta el momento
sugiere que el LPA; es el receptor que se acopla preferentemente a la proteina Gi e inhibe
a la adenilato ciclasa, mientras que, el receptor LPA; se acopla a Gj,/13/ Rho e induce el
rearreglo del citoesqueleto, el receptor LPA; sefializa generalmente via la proteina Gq y
la activacion de la PLC y el receptor LPA4 se acopla a la Gs y estimula a la adenilato
ciclasa [81,125].

Se ha reportado que las disfunciones en la expresion o en la sefializacion de los
receptores para LPA contribuyen al desarrollo de procesos patoldgicos como la
arteriosclerosis [111], el asma [18] y la generacion, invasion y progresion de algunos
tipos de cancer [36,81,128-130]. Por ejemplo, la alteracion en los niveles de expresion de
los receptores para LPA puede ser un evento importante en el desarrollo de cancer de
colon, ya que la relacion LPA,/ LPA; se incrementa (~18 veces) durante esta
transformacion maligna [131].

Los estudios genéticos en ratones “knockout” para los receptores de LPA han
demostrado la importancia de su funcion para el desarrollo de mamiferos. Ratones

“knockout” para el LPA; presentan deformaciones craneofaciales acompafados de
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hematomas frontales. Estos ratones no son capaces de mamar, probablemente porque
presentan disfunciones olfativas, lo que lleva a la pérdida de peso y a la mortalidad
neonatal [44]. La migracion celular, el “rounding” y la proliferacion celular en respuesta
a LPA decrecen en fibroblastos embrionarios de ratones “knockout” para el LPA;, pero
no estan ausentes, lo que es consistente con los datos que muestran redundancia en la
sefializacion de los receptores para LPA.

Los ratones “knockout” para el LPA; no tienen defectos fenotipicos evidentes
[132] y los ratones doble “knockout” LPA;/ LPA; no muestran un fenotipo diferente al de
los ratones “knockout” para el LPA; excepto por un modesto incremento en la presencia
de hematomas frontales. Sin embargo, los fibroblastos embrionarios derivados de los
ratones doble “knockout” LPA;/ LPA, muestran claras alteraciones en la sefializacion
inducida por el LPA. La activacion de la PLC, el incremento de la [Ca®']i, la activacion
de la adenilato ciclasa, la induccion de la proliferacion, la activacion de la cinasa JNK, la
activacion de Akt y la formacion de fibras de estrés fueron eliminadas o severamente
reducidas [132].

Los ratones “knockout” para el LPA; presentan una disminucion significativa en
el nimero de individuos por camada. Ocurre un retraso y una mala distribucioén en la
implantacion de los embriones, lo que trae como consecuencia el retraso en su desarrollo
y en algunas ocasiones su muerte [81].

El que casi todas las células de mamifero expresen receptores para LPA hacia
pensar que tenian un papel fundamental para la célula. Sin embargo, en ninguno de los
casos, ni siquiera en el doble mutante, el fenotipo de los ratones “knockout” es letal. Esto
podria tener varias explicaciones. Los receptores para LPA en condiciones normales,
podrian actuar en forma redundante; esto es, que uno o mas subtipos de receptores para
LPA diferentes activen el mismo proceso celular. Esta idea es apoyada por la evidencia
experimental en modelos de expresion heterdloga, en donde los diferentes subtipos de
receptores para LPA son capaces de activar las mismas vias de sefializacion.

Podria ocurrir también que en ausencia de un receptor sus “obligaciones
celulares” sean llevadas a cabo por alguno de los otros receptores para LPA, o
posiblemente un receptor con un mecanismo de sefalizacion diferente. Se ha descrito que

en los ratones “knockout” para el LPA,, la ausencia del receptor para LPA activa un
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mecanismo compensatorio en donde se incrementa la actividad proliferativa inducida por
el receptor para el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF).

Podria también deberse a que los receptores para LPA ejerzan sus funciones
principalmente en condiciones patofisiologicas, como la inflamacién o la cicatrizacion,

por lo que, durante el desarrollo normal no sea notoria su ausencia (Tabla 2).

Tabla 2. Los receptores para LPA.

Nombre % de Localizacion

Nombre . . . P PM Efectos celulares/ vias de sefializacién
previo identidad cromosémica
Fenotipo de los ratones “knockout” Alteraciones en la sefializacién presentes en las
para el receptor células provenientes de los ratones “knockout”
ng-z, Ratoén 4 V' AC, XAC, v'SER, vPLC, G[Ca®']i, A IP,

LPA VI:;M-’I cerca del ve 41 kDa v'MAPK, Oécido araquidénico, v'actomiosina,

! &% Humano 9q v“rounding” celular, v'formacion de fibras de

recl.3 A - .
Gper26 31.3-32 estrés, Tincorporacion de BrdU, % apoptosis.

Las células corticales cerebrales embrionarias pierden la
capacidad de agruparse e incorporar BrdU en respuesta a
LPA. En fibroblastos embrionarios hay una menor
activacion de la PLC, menor inhibicion de la AC y se
elimina la activacion de la AC en respuesta a LPA. Se
observa un incremento compensatorio en la proliferacion

50% de letalidad neonatal, imposibilidad de
los cachorros de mamar, tamafio pequefio en
las crias, dimorfismos craneofaciales,
hematomas frontales e incremento en la
apoptosis en las células de Schwann del nervio

ctatico. celular, inducida por FGF.
Fdg-4 Ratén 8 VAC, xAC, VSER, vPLC, G[Ca™ i, A TP,
LPA, I ? 46 % LPA, cerca del kat 39kDa  v'MAPK, O4cido araquidénico y v* “rounding”
P2 Humano 19p12 celular
No hay fenotipos obvios En fibroblastos embrionarios se observa una disminucion en
la activacion de la PLC y en la produccion de IP en respuesta
a LPA.
Edg-7, 54 % LPA, Raton 3 VAC, XAC, G[Ca™]i, A TP, vMAPK y Oacido
LPA, Ipas 49 % LPA, Humano7 40 kDa araquidonico.
Disminucion en tamafio de las camada, varios
embriones implantados en el mismo sitio, “Down regulation” de COX2 que lleva ala disminucion en
hipertrofia placentaria, retraso en el desarrollo los niveles de PGE2 y PGI2.
embrionario y muerte.
LPA, p2ys/ 24%LPA,, lumano 41kDa  vAC, 'trascripeién e G[Ca> i

GPR23 Xql3-q21.1

No hay ratones “knockout” para éste receptor. No hay informacion al respecto.
v'activacion, x inhibicién, G movilizacién, T incremento, A incremento en la produccion, O liberacion. AC, adenylyl
cyclase, SRE, serum response element, PLC, phospholipase C, IP, Inositol phosphate, MAPK, mitogen-activated protein
kinase, COX2 cyclooxygenase 2, PGE2, prostaglandin E2, PGI2, prostaglandin 12.

1.3. Los receptores acoplados a proteinas G

Los receptores para LPA pertenecen a la superfamilia de receptores de siete dominios
transmembranales acoplados a proteinas G (GPCRs). La via de sefalizacion de estos
receptores se inicia con la union de su ligando especifico; esta union induce cambios
conformacionales en el receptor que le permiten activar a las proteinas G
heterotriméricas. Las proteinas G, compuestas por tres subunidades (o, By y), al activarse
se disocian (o0 y Py) y activan moléculas efectoras especificas [133,134]. El mismo

cambio conformacional que activa a las proteinas G hace que en el receptor se expongan
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aminodcidos que son fosforilados por proteinas cinasas de serinas y treoninas. Estas
proteinas cinasas pueden ser de la familia de cinasas de receptores acoplados a proteinas
G (GRKs) o del tipo de cinasas activadas por segundos mensajeros, como la proteina
cinasa C (PKC) [135,136]. Al receptor fosforilado se unen las proteinas (-arrestinas que
impiden su acoplamiento funcional con las proteinas G y ademas participan, junto con
una maquinaria proteica no caracterizada por completo, en la internalizacioén del receptor
en vesiculas recubiertas de clatrina [21,137-139]. Los receptores internalizados pueden
ser desfosforilados y reciclados a membrana, lo que se conoce como resensibilizacion, o

pueden ser ubiquitinados para su posterior degradacion [140] (Figura 5).

P

Figura 5. Mecanismo general de accion de los GPCRs. A La via inicia cuando el ligando (L) interactiia con su receptor
especifico (GPCR). El receptor activa a las proteinas G cuyas subunidades se disocian (o y By) y a su vez activan proteinas
efectoras (PE). El receptor es fosforilado por cinasas (PK) en sitios especificos. B Al receptor fosforilado se unen las
proteinas B- arrestinas (Ba) que evitan el acoplamiento del receptor con las proteinas G e inducen la internalizacion del
receptor en vesiculas recubiertas de clatrina (Cla) C. D Una vez internalizado el receptor es desfosforilado por proteinas
fosfatasas (PP) y puede ser ubiquitinado (Ubq) para ser degradado en el proteosoma (P) o reciclado a membrana.

El que los receptores no puedan responder a su ligando y sean incapaces de
activar sus vias de senalizacion, debido a su estado de fosforilacion y/o el que se

encuentren internalizados, se ha denominado desensibilizacion. Se han descrito dos
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formas generales de desensibilizaciéon de los GPCRs denominadas desensibilizacion
homologa y desensibilizacion heterdloga. La desensibilizaciéon homoéloga es inducida por
el propio agonista y a este tipo de desensibilizacion se ha relacionado la fosforilacion del
receptor llevada a cabo por las cinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRKs). La
desensibilizacion heterdloga ocurre cuando un receptor es desensibilizado en ausencia de
su agonista y en este tipo de desensibilizacion participan las cinasas activadas por

segundos mensajeros [141-143] (Figura 6).
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Figura 6. Desensibilizacién de los GPCRs. A Desensibilizacion homoéloga. El receptor es fosforilado en presencia de su
ligando especifico (L). En este tipo de desensibilizacion participan tipicamente las cinasas de receptor acoplados a proteinas G
(GRKSs). B Desensibilizacion heterologa. La activacion de un receptor (GPCR1) por su ligando especifico (L) lleva a la
fosforilacion y desensibilizacion de un GPCR diferente (GPCR2). En este tipo de desensibilizacion participan generalmente
las cinasas activadas por segundo mensajeros, por ejemplo la PKC.

La desensibilizacién heterdloga de los GPCRs puede ocurrir en respuesta a la
activacion de otros GPCRs no relacionados [121,144-146], o mas aln, por la activacién
de receptores con mecanismos muy distintos como son los receptores con actividad de
cinasas, por ejemplo, los receptores para el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el
receptor para el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) [147] y el receptor

para el factor de crecimiento transformante 3 (TGFf) [148].
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2. Justificacion del trabajo y antecedentes

La presencia ubicua de los receptores para LPA y su participacion durante el desarrollo
embrionario de mamiferos los hace foco de interés biologico, pero ademas, el que las
alteraciones tanto en su expresion como en su sefializacion contribuyan al desarrollo de
diversos procesos patoldgicos, les otorga gran importancia biomédica. Es por esto que
resulta de gran interés identificar los mecanismos reguladores que operan sobre estos
receptores y su sefializacion, ya que nos permitiria no solo entender la génesis de los
padecimientos, sino también identificar blancos terapéuticos y estrategias médicas
asertivas en el tratamiento de los mismos.

De la regulacion de la sefial inducida por los receptores para LPA se sabe muy
poco. Solo existen dos reportes previos donde se observo que la sefial generada por el
LPA era modulada por la accion del PMA [8,149]. Sin embargo, estas investigaciones se
publicaron tiempo antes de que se comprobara la existencia de receptores especificos en
membrana para este mediador, por lo que cobra gran interés identificar los mecanismos
reguladores que operan sobre sus receptores.

En nuestro laboratorio se han realizado estudios sobre las vias de sefializacion de
varios GPCRs expresados de forma enddgena en la linea epitelial de higado de rata C9
[121,150]. En esta linea celular se observd que la concentracion de calcio libre
citoplasmatico se incrementa en respuesta a la estimulacion de las células con LPA pero
no habia sefial cuando las células eran preestimuladas con PMA, lo cual sugeria que los
receptores para LPA expresados en las células C9 eran regulados por la accion de la

PKC.
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3. Hipotesis y Objetivos
Por lo anterior, nuestra hipdtesis fue que la pérdida de sefal para el LPA en células C9
tratadas con PMA se debia a que los receptores para este mensajero eran fosforilados,
desensibilizados e internalizados a consecuencia de la activacion de la PKC.

El objetivo general de este trabajo fue determinar si el receptor LPA; es regulado
por fosforilacion en respuesta a la activacion de la PKC.

En tanto que los objetivos particulares, derivados del anterior, son los siguientes:

a) Establecer si la sefnalizacion inducida por el LPA en las células C9 es inhibida
al activar de forma dosis dependiente a la PKC con PMA vy establecer la concentracion
ideal para observar el efecto inhibidor sobre la sefial del LPA.

b) Identificar qué subtipos de receptores para LPA se expresan de forma endogena
en esta linea celular.

c) Construir proteinas de fusion de los receptores para LPA que permitan
purificarlos por inmunoprecipitacion y evaluar su grado de fosforilacion.

d) Generar un sistema celular que exprese de forma estable las proteinas de fusion
de los receptores.

e) Hacer ensayos de marcaje metabolico en las células C9 con **P y purificacién
de los receptores para evaluar el grado de fosforilacion de los mismos.

f) Utilizar las proteinas de fusion de los receptores para LPA con la proteina
EGFP para determinar si los receptores se internalizan a consecuencia de la activacion de

la PKC en las células C9.
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4. Materiales y métodos

El acido lisofosfatidico (LPA: r-a-Lysophosphatidic acid [oleoyl (C18: 1, [cis]-9)
(oleoyl-sn-glycero-3-phosohate)] ), la angiotensina II (Ang II), el miristoil forbol acetato
(PMA), la endotelina (ET), la bradicinina (Bk), la esfingosina-1-fosfato, la estaurosporina
(ST), la bis indolil maleimida I (BIM) y los inhibidores de proteasas se obtuvieron de
Sigma-Aldrich Chemical Co. El medio Ham’s F12 (Kaighn’s modification, F12K) se
compro a in vitro SA. El suero fetal bovino, la tripsina, los antibidticos y otros reactivos
utilizados para el cultivo celular provienen de Invitrogene. El Fura-2 AM (4cido 1-[2- (5-
carboxioxazol- 2-11) -6-aminobenzofurano-5-oxi]-2-2 (2’amino-5’metilfenoxi)-etano -N,
N, N’, N-tetra acético, penta acetoximetil éster) (acetoxymethyl ester) se obtuvo de
Molecular Probes, el Myo—[2—3H] inositol (22.9 Ci/mmol) de New England Nuclear. El
anticuerpo policlonal anti Edg-2/LPA; fue comprado a Upstate. La toxina Pertussis fue

purificada de vacunas concentradas [121,151] y el kit de RT-PCR es de Promega.

4.1. Cultivo celular

La linea celular epitelial de higado de rata, C9, se obtuvo de la American Type Culture
Collection (Manassas, VA). Las células C9 se cultivaron en medio Ham’s F12 (Kaighn’s
Modification) suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 pg/ mL de
estreptomicina, 100 U/mL de penicilina y 0.25 pg/mL de anfotericina B a 37°C en una
atmosfera con 5% de CO,. El LPA se encuentra presente en el suero con el que se
complementa el medio de crecimiento de las células. Para evitar que las células
estuvieran pre-estimuladas, fue indispensable reducir al minimo posible la cantidad de
suero. 18 horas antes del experimento se sustituyo el medio de crecimiento por F12K con
1% de suero fetal bovino, lo cual constituy6 un medio de ayuno para las células. En los
experimentos que se realizaron para probar el efecto de la toxina pertussis (PTX) las
células se incubaron durante 18 horas con 100 ng/ mL de éste agente presente en el medio

de cultivo.

4.2. Determinacion de la concentracion de calcio intracelular, [Ca2+]i

Los experimentos se realizaron en células incubadas con 2.5 uM de Fura-2/AM durante
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una hora. La medicion de [Ca2+]i se hizo en solucion buffer Krebs-Ringer-HEPES-
glucosa con 0.05% de albimina sérica bovina a 37 °C en un espectrofluorémetro
AMINCO-Bowman Serie-2. Los registros se hicieron a 340 nm y 380 nm de excitacion y
510 nm de emision, finalmente la concentracion intracelular de calcio se calculd segiin

Grynkiewicz [152] usando el software de AMINCO-Bowman.

4.3. Determinacion de fosfatos de inositol, IPs

Las células se marcaron en medio DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) libre
de inositoles con 5 pCi/mL de [*H]inositol y 1% de suero fetal bovino durante 18 horas.
Las células se estimularon en presencia de 2 mM de LiCl. La estimulacién se detuvo
adicionando 2 mL de una solucidon cloroformo/metanol (1:2 v/v). Las muestras se
centrifugaron a 3 000 rpm, se recupero la fase acuosa, los fosfatos de inositol totales se
separaron por cromatografia, usando la resina Dowex AG1-X8, y se cuantificaron en un

contador de centelleo [153].

4.4. Determinacion de la produccion de AMPc

La acumulacién de AMPc se determind por el método de Brown [154] con algunas
modificaciones. Se utilizaron cultivos confluentes, ayunados durante 18 horas. El dia del
experimento las células se tripsinizaron y se resuspendieron en solucion Krebs-Ringer-
HEPES-glucosa a una concentracion final de 25 mg de células por mL de solucion
amortiguadora. Se utilizd 1 mL de células por condicion experimental.

La estimulacion con los diferentes agentes se realizo en presencia de 100 uM del
inhibidor de fosfodiesterasas MIX (3-isobutyl-1-methylxanthine) y se detuvo con HCI 2
N en ebullicion durante 2 minutos. Posteriormente las muestras se pasaron a un bafio de
hielo y se neutralizaron (pH 7.4- pH 7.8) afiadiendo buffer de fosfato de sodio (NaH,PO,)
1 M pH 6 e hidroxido de sodio (NaOH) 2N. Las muestras se centrifugaron a 3 000 rpm y
se utilizaron 20 pl del sobrenadante para el ensayo de competencia con la proteina cinasa
A (PKA), en presencia de 20 nCi de ["HJAMPc. La incubacién con la PKA fue de una
hora y se detuvo por adsorcion con carbon activado. Las muestras se centrifugaron a 3
000 rpm y el sobrenadante se mezcld con 4 mL de liquido de centelleo. La cantidad de

AMPc radiactivo (’HJAMPc) se determiné utilizando el contador de centelleo.
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4.5. Ensayo de union de GTPyS a membranas

Los experimentos se realizaron con cultivos celulares confluentes, ayunados durante 18
horas. El dia del experimento las células se estimularon con los diferentes agentes, se
lavaron dos veces con PBS y se “rasparon” en una solucion amortiguadora con 50 mM de
Tris pH 7.4, 150 mM de NaCl, 5 mM de EDTA, 10 mM de pirofosfato de sodio, 100 uM
de NazVOy4, 10 mM de B-glicerofosfato, 1 mM de fosfoserina, 1 mM de fosfotreonina, 1
mM de fosfotirosina y los inhibidores de proteasas: 20 pg/mL de leupeptina, 20 pg/mL
de bacitracina, 500 pg/mL de inhibidor de tripsina, 100 pg/mL PMSF
(phenylmethylsulfonyl fluoride). Se obtuvieron membranas de acuerdo al método de
Mattingly [155] y se resuspendieron en buffer de union (50 mM de Tris pH 7.4, 10 mM
de MgCl,, 1 mM de EDTA, 100 mM de NaCl, 0.1% de BSA, 1 mM de DTT y 1 mM de
GDP). El ensayo de union de [*°S]GTPyS se realizd como describen Wieland y Jakobs
[156] con algunas modificaciones. La reaccion de union se llevo a cabo en un volumen
de 250 pl durante 30 minutos a 25 °C, en el buffer de union con 0.2 nM de [35S]GTPyS y
se inici6 con la adicion de las membranas celulares en una concentracion de 25 pg de
proteina por muestra. Una vez transcurrido el tiempo, las muestras se filtraron en un
colector Brandel con filtros Whatman GF/C. La unién no especifica se determind en
presencia de 30 uM de GTPyS frio. Los filtros se lavaron tres veces con 50 mM de Tris y
10 mM de MgCl, y se colocaron en viales con 4 mL de liquido de centelleo. La cantidad

de GTPyS unido se determind usando un contador de centelleo.

4.6. Caracterizacion de los receptores para LPA expresados en forma

endogena en las células C9
Se obtuvo RNA total utilizando el kit TRIZOL Reagent® de QIAGEN, siguiendo las
instrucciones del proveedor y tratando las muestras posteriormente con DNAsa. Para
generar los cDNAs, de tres de los receptores para LPA, se empled el Access RT-PCR
System (Promega). En cada reaccion se utilizo 0.1 u/ul de transcriptasa reversa AMV, 0.1
u/ul de Tf1 DNA polimerasa, 1 X de buffer de reaccion AMV/TF1, 1 mM de MgSQOy, 0.2
mM de cada ANTP, 1 uM de cada oligonucledtido y 0.1 pg de RNA total. Las

condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 45 minutos a 48°C (transcripcion
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reversa), 2 minutos a 94°C (inactivacion de la AMV RT y primera desnaturalizacion del
RNA/cDNA), 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 56°C y 2 minutos a 72°C.

Los oligonucledtidos empleados fueron disefiados para amplificar diferentes
exones de los tres receptores para LPA pertenecientes a la familia de los Edgs [157] y el
receptor completo LPA4 flanqueado por los sitios de corte para las enzimas de restriccion
Xho Iy Hind IIT (5 CCGCTCGAGCCACCATGGGTGACAGAAGATTCATT 3’y 5’
CCCAAGCTTCGCAAAGGTGGATTCTAGCATTAATTC  3°). Los  productos
obtenidos fueron de 349 pb en el caso del LPA;, de 798 pb para el LPA,, de 382 pb para
el LPAsy de 1112 pb para el LPA4 Para los tres Edgs se utilizaron como control positivo
los genes clonados en los plasmidos pcDNA3 y pCR3.1. La identidad del receptor LPA;,

ademas, se verifico por secuenciacion.

4.7. Construccion de las proteinas de fusion y su expresion en forma

estable en las células C9
Se amplifico por PCR la secuencia completa de los receptores para LPA utilizando como
molde los LPARs clonados en los vectores pcDNA3 (mLPA;) y pCR3.1 (hLPA, and
hLPA3) que fueron donados por el Dr. Kevin R. Lynch. Los productos de PCR fueron
clonados en el vector pPEGFP-N1 (Clontech BD Biosciences) para generar los receptores
fusionados con la proteina verde fluorescente, EGFP, fusionada al extremo carboxilo. Los
LPARs-EGFP fueron transfectados en las células C9 usando Lipofectamina™ 2000
(Invitrogen), siguiendo las instrucciones del proveedor. Las células que expresaban altos
niveles de las proteinas de fusion fueron seleccionadas por resistencia a geneticina
(G418) y citometria de flujo usando un FACS (FACS Calibur, BD Biosciences) y el
software Cell Quest (BD Biosciences, Palo Alto, CA). Como control negativo las células
C9 fueron también transfectadas establemente con el vector pEGFP-N1 vacio (C9-

EGFP).

4.8. Ensayos de fosforilacion

Los experimentos de fosforilacion se realizaron con cultivos confluentes en pozos de 35
mm. Las células se incubaron durante una hora en medio DMEM sin fosfatos,

posteriormente se marcaron metabolicamente durante 4 horas en medio DMEM sin
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fosfatos con 75 uCi/mL de [**P]Pi. Se agregaron los diferentes estimulos y se detuvo el
estimulo lavando dos veces con PBS frio.

Las células se lisaron en frio durante una hora con un buffer que contiene 100 mM
de NaCl, 20 mM de NaF, 10 mM de pirofosfato de Na, 50 mM de Tris pH 8, 5 mM de
EDTA, 1% de Triton X-100, 0.1% de SDS, 10 mg/mL de desoxicolato de Na, 100 nM de
acido okadaico e inhibidores de proteasas (20 pg/mL de leupeptina, 20 pg/mL de
aprotinin, 100 ug/mL de PMSF, 500 pg/mL de bacitracina, 20 pg/mL de benzamidina,
20 pg/mL de pepstatina, 50 pg/mL de inhibidor de tripsina). Los lisados se centrifugaron
a 12 000 g por 10 minutos. y los sobrenadantes se incubaron con anticuerpo anti GFP
(Clontech BD Bioscience) y proteina A- sefarosa (Upstate), toda la noche a 4°C, con
agitacion.

Al dia siguiente se lavaron tres veces con buffer WB1 (50 mM de Tris HCl, 150
mM de NaCl, 1% de Triton X-100, 12 mM de desoxicolato de Na, pH 7.5), dos veces con
buffer WB2 (50 mM de Tris HCI, 500 mM de NacCl, 0.1% de Triton X-100, 1.2 mM de
desoxicolato de Na, pH 7.5) y una vez con el buffer WB3 (50 mM de Tris HCI, 0.1% de
Triton X-100, 1.2 mM de desoxicolato de Na, pH 7.5). Finalmente, las muestras se
desnaturalizaron hirviéndolas en buffer de cargado (120 mM de Tris pH 6.8, 4% de SDS,
0.2% de glicerol, 5% de p-mercapto etanol, 7 M de urea, | mM de DTT y 10 mg/mL de
azul de bromofenol) y se sometieron a SDS-PAGE. Los geles se secaron y expusieron
durante 24 horas en pantallas amplificadoras. Las imagenes de fosforilaciéon de los
receptores se capturaron en un Phosphorlmager y se cuantificaron usando el programa

Image Quant.

4.9. Ensayos tipo Western blot

Los geles de la SDS-PAGE se electrotransfirieron, a 60 mA/gel durante 75 minutos, a
membranas de nitrocelulosa. Las membranas fueron bloqueadas en buffer TBE con 10%
de leche (libre de grasa) y 5% de BSA a temperatura ambiente durante una hora. Se
incubaron con el anticuerpo primario en TBS tween 0.1% a 4°C durante toda la noche. Se
lavaron tres veces con TBS tween 0.1% y se incubaron con el anticuerpo secundario
durante 45minutos. Se lavaron tres veces mas con TBS tween 0.1% y se revel6 utilizando

el kit de quimioluminiscencia de PIERCE.
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4.10. Estudios de microscopia confocal

Se adquirieron las imagenes de células adheridas a cubre objetos de vidrio en 1 mL de
medio Krebs-Hepes-BSA-Glucosa. Los estimulos fueron adicionados directamente sobre
las células mientras las imagenes eran colectadas. Las imagenes se obtuvieron con un
equipo confocal Bio-Rad MR1024 acoplado a un microscopio de luz invertido Nikon
TMD 300. Se utiliz6 un objetivo de inmersion en glicerol 100x/ 1.3 NA. La GFP fue
excitada con laser de argon/cripton a 488 nm y la fluorescencia emitida se detectod a 522
nm. Todas las imagenes se colectaron con una apertura numérica de 1.3, el mismo
porcentaje de laser, la misma apertura de iris y la misma ganancia. Las imagenes se

procesaron usando el programa Confocal Assistant.

4.11. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados y graficados utilizando el software Prisma 4 para
Windows, (GraphPad Software, San Diego California USA) y se presentan como
promedios = SEM. A los datos se les aplicoé un analisis de varianza ANOVA One-way

seguido de un test de comparacion multiple Newman-Keuls.
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5. Resultados

5.1. Seiializacion y desensibilizacion de los receptores para LPA

Durante el estudio de la sefalizacion y desensibilizacion del receptor para angiotensina
ATI1, expresado enddgenamente en la linea celular epitelial de higado de rata C9, se
observo que la estimulacion con 1 uM de LPA inducia el incremente rapido y transitorio
de la [Ca2+]i en estas cé€lulas (Figura 7A). Esta observacion no fue sorprendente, casi
todas las células de mamifero responden al LPA. Lo que llamo nuestra atencion fue que
la preincubacion de estas células con 1uM de PMA durante 5 minutos elimind

completamente la respuesta del LPA (Figura 7B).

A Células C9 B Células C9
control con PMA 1uM 5 min
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Figura 7. Desensibilizacion al LPA en las células C9. 4 Trazo representativo de la movilizacion de calcio intracelular inducida
por 1 uM de LPA. B Células C9 preincubadas durante 5 minutos con 1 uM de PMA y estimuladas posteriormente con 1uM de
LPA (no hay respuesta) y con 100 nM de angiotensina II.

Dada la observacion anterior, caracterizamos la respuesta inducida por el LPA en
la [Ca2+]i en las células C9, asi como el efecto inhibidor del PMA sobre ella. En las
células C9 el LPA incrementa inmediata y transitoriamente la concentracion de calcio
intracelular en forma dosis-dependiente con una EC50 de 78 + 3 nM (Figura 8A). Este
incremento no ocurre cuando, 5 minutos previos al estimulo con LPA, se activa a la PKC
con 1 uM de PMA (Figura 7B y 8B). El PMA bloquea la accién del LPA en forma
dependiente de la dosis, con una IC50 de 5 + 0.3 nM (Figura 8B). Establecimos con este
andlisis, que la concentracion idonea para ver ambos efectos en las células C9 es de 1uM

tanto para el LPA como para el activador de PKC, el PMA (Figura 8).
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de células.

La sensibilidad de la respuesta de LPA en las células C9 llamo nuestra atencion

porque en los fibroblastos Rat-1a,1, en los que el LPA también induce transitoriamente el

incremento en la [Ca®"];, y que ha sido durante mucho tiempo el modelo celular de

estudio de nuestro laboratorio, la seflal del LPA es casi insensible a la activacion de la

PKC. En los fibroblastos Rat-1a;, el PMA activa efectivamente a la PKC y ésta puede

desensibilizar la senal de un GPCR, el receptor adrenérgico ap [121]. La sefial inducida

por la noradrenalina no se observa en fibroblastos preincubados con 1 uM de PMA

durante 5 minutos (Figura 9).
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Figura 9. Comparacién de la respuesta de LPA en dos lineas celulares. 4 Células C9. Incremento en la [Ca®"]; inducida por 1
puM de LPA y su ausencia en células pretratadas con 1 pM de PMA durante 5 min. La sefial de angiotensina II (Angll) es
detectable (parcialmente sensible) después de la activacion de PKC. B Fibroblastos murinos Rat-la,,. La sefial de LPA es
parcialmente sensible a la activacion de PKC a diferencia de la sefial de la noradrenalina, la cual se elimina con la preincubacion
con PMA. *P< 0.001 vs. su control, el resto no presentd diferencias significativas. Se presentan de 4 a 12 experimentos
realizados con diferentes preparaciones de células.
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Comprobamos que en las células C9 la accion de la PKC es especifica sobre la
senal del LPA, ya que, la movilizacion de calcio inducida por otros agentes que estimulan
a diferentes GPCRs apenas se afecta con la preincubacion con PMA. El estimulo de 100
nM de angiotensina II (Figura 7B, 9A y 10), 1 uM de bradicinina o 10 nM de vasopresina
activa a sus respectivos receptores aun después de la activacion de PKC (Figura 10). Este
resultado demuestra, ademads, que la ausencia de sefal para el LPA en las células C9
estimuladas previamente con el PMA no se debe al vaciamiento de los almacenes

intracelulares de calcio.
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Figura 10. Sensibilidad al PMA de diferentes GPCRs en las células C9. 1 pM de LPA, 1 pM de bradicinina
(Bk), 10 nM de vasopresina (Vaso) y 100 nM de angiotensina II (Angll) activan a sus respectivos receptores
acoplados a proteinas G e inducen el incremento transitorio en la [Ca2+]i en las células C9. De la senal de los
cuatro diferentes GPCRs, solamente la del LPA desaparece al activar a la PKC con la preincubacion durante 5
minutos con 1 uM de PMA. *P< 0.001 vs. su control, el resto no presentd diferencias significativas. Se
presentan de 4 a 12 experimentos realizados con diferentes preparaciones de células.
Para comprobar que la PKC es la responsable de bloquear el incremento
. D4qe - . . . C g epe
transitorio de la [Ca” ]i inducido por el LPA utilizamos dos estrategias para inhibir su
actividad. La primera consistio en el uso de dos inhibidores, la estaurosporina (ST) y la
bisindolil maleimida I (BIM). La segunda aproximaciéon comprende el tratamiento
cronico (durante 18 horas) con 1 uM de PMA, que induce la “down regulation” de las
isoformas de PKC sensibles a PMA. Con ambas estrategias observamos que el efecto del
PMA se revertia, lo cual confirm¢é la participacion de una isoforma de PKC sensible al

PMA en la regulacion de la sefializacion de LPA (Figura 11).
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Figura 11. Una PKC sensible a PMA
bloquea la seiial de LPA en las células C9.
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5.2. Acoplamiento funcional de los receptores para LPA con las proteinas G

En los reportes en los que se caracterizaron las acciones intracelulares del LPA se
demostr6 que éste induce el incremento de calcio intracelular activando tanto a proteinas
G heterotriméricas del tipo Gq, como Gi [91]. Para determinar la participacion de estas
proteinas G en la sefializacion del LPA en las células C9 utilizamos toxina pertussis, un

agente que ADP ribosila y bloquea selectivamente a la proteina Gi (Figura 12).

i
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Figura 12. Inhibicién de la o °
proteina Gi por ADP H H NAD*
ribosilacion. La  toxina HO OH
pertussis induce la ADP )
ribosilacion, en una cisterna, lcl_NH1
de la proteina heterotrimérica \/ | Nicotinamida
Gi. El grupo ADP ribosil es N
tomado del NAD y se libera — Cys NH ca— O—E—O—E—O
nicotinamida. ai B (|)_ (‘)_ @
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La toxina pertussis reduce significativamente, pero no elimina, la respuesta en la

Dfqe - . .. Cq- ~ . .y
[Ca”"]i inducida por LPA, lo que sugiriere que, si bien hay una pequefia contribucién a
las sefializacion del LPA insensible a la toxina, es la proteina Gi la que estd generando

casi en su totalidad la movilizacion de calcio intracelular inducida por LPA. Un resultado
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muy interesante es que, tanto la sefial de calcio mediada por Gi como la sedal
independiente de toxina pertussis son bloqueadas por la activacion de PKC con PMA

(Figura 13).
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Se sabe que la movilizacion de calcio intracelular puede generarse a partir de la
salida de calcio del reticulo endoplasmatico inducida por la activacion de receptores para
IP;. Para determinar si el LPA induce la activacion de fosfolipasas y la produccion de los
segundos mensajeros IP; y DAG, medimos la produccién de inositoles fosfato en
respuesta al LPA en las células C9. Nuestros resultados mostraron que la estimulacién de
las células C9 con el LPA incrementa la produccién de inositol fosfato ([*H]IP) en células
marcadas con [‘Hlinositol, lo que confirma la participacion de una fosfolipasa y la
produccion de los segundos mensajeros IP; y DAG en la sefializacion del LPA en las
células C9. La activacion de la PKC con el PMA no causa ningun efecto sobre la

produccion basal de IPs pero bloquea completamente el efecto del LPA (Figura 14).
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durante 5 minutos con 1uM de % 8 1 5 0 i

PMA inhibe el incremento en la - (111

produccion de fosfatos de inositol Neo) Q %* %

(IPs) inducida por 1 uM de LPA en .6 ?’ 1 00 b I_I @ i

células C9. P< 0.01 vs. células g -c°

control y **P< vs. LPA sin PMA. ge) o\ 0 Il | BN ]

Se presentan de 6 a 8 experimentos e - + - + LPA
independientes. Q. - - + + PMA
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Estos resultados ademds demuestran que la activacion de la cinasa bloquea la
cascada de senalizacion antes de que ocurra la movilizacion de calcio intracelular,
sugiriendo que la PKC probablemente este actuando sobre el receptor de LPA

El incremento en la [Ca®]i puede generarse ademas por la entrada de Ca®*
extracelular a través de canales en membrana plasmatica. Una aproximacion
experimental para evaluar si en la sefial de calcio inducida por el LPA participa la entrada
de calcio fue realizar experimentos en los que primero se vacia el reticulo endoplasmatico
utilizando 1 pM de tapsigargina y después se estimula con 1 uM de LPA. Aun en
presencia de tapsigargina el LPA fue capaz de inducir el incremento en la [Ca*']i. Esta
sefial insensible al vaciamiento del reticulo es activada por proteinas heterotriméricas Gi
ya que en células C9 incubadas durante toda la noche con 100 ng/ mL de toxina pertussis

no hubo senal (Figura 15).

Células C9 Células C9
A control B PTX on
= 6001 LPA % 600 LPA
c
= 4001 tapsi l ol 4001 _
O‘I“ OG‘U tapsi
¢ 200 ‘ (&) ZOO-W
40 80 120 160 40 80 120 160
Tiempo (seg) Tiempo (seg)

Figura 15. Incremento en la [Ca2+]i inducida por LPA en presencia de tapsigargina. A Trazo
representativo del incremento en la [Ca%]i inducida por 1 uM de LPA en células pretratadas con 1 uM de
tapsigargina (tapsi). B Las células C9 incubadas durante toda la noche con 100 ng/mL de toxina pertussis
(PTXon) y pretratadas con 1 uM de tapsigargina (tapsi) y estimuladas posteriormente con 1uM de LPA no
muestran respuesta.

Estos experimentos mostraron que el LPA esta induciendo tanto la salida de
calcio del reticulo endoplasmatico, a través de la activacion de receptores para IP3, como
la movilizacidn de calcio proveniente de otro origen, muy probablemente extracelular, sin
embargo esto tendrd que ser comprobado experimentalmente.

La proteina Gi inhibe a la enzima adenilato ciclasa la cual genera el segundo
mensajero AMPc a partir de ATP. El acoplamiento funcional de los receptores para LPA
con la proteina Gi fue confirmado por la determinacion de los niveles de AMPc en las

células C9. Para observar el efecto inhibidor de la proteina Gi es necesario elevar los
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niveles de AMPc activando directamente a la adenilato ciclasa con 1uM de forskolina y
probar los diferentes estimulos en su presencia, de lo contrario, las diferencias no son
apreciables, como ocurrié con los diferentes estimulos en ausencia de forskolina (Figura
16). En las células C9, en presencia de forskolina, el LPA disminuye los niveles de
AMPc al igual que la esfingosina-1-fosfato. La activacion de los receptores para

angiotensina II, asi como la activacion de los receptores para bradicinina, no tienen efecto

inhibidor (Figura 16).

g’ Control Angll Bk
& " 00 T LPA T stP
Eg 200 * % *
20 $ T
é 1001 —— _ \
E % i

+ + + + + Fk

Figura 16. Inhibicién de la adenilato ciclasa por la proteina Gi en las células C9. La estimulacion
durante 2 minutos con 1 pM de forskolina eleva 1.5 veces los niveles de AMPc en las células C9. En
ausencia de forskolina ningin estimulo tuvo efecto significativo. En presencia de forskolina, la estimulacion
durante 2 minutos con 100 nM de angiotensina II (Angll) 6 1 pM de bradicinina (Bk) no tuvieron efecto. En
cambio, en presencia del activador de la adenilato ciclasa, 1 pM de LPA y 1 uM de esfingosina-1-fosfato
(S1P) redujeron significativamente los niveles de AMPc. *P< 0.05 vs. control + Fk. Se presentan de 4 a 6
experimentos independientes.

Estos datos muestran que, a pesar de que estos estimulos son capaces de activar el
incremento en la [Ca®"];, cada uno de ellos tiene particularidades en cuanto a las vias de
sefializacion a las que se acopla en las células C9. Ademas, demuestran que el LPA es
capaz de activar al menos dos vias de transduccion al mismo tiempo, por una parte la via
inhibidora de la adenilato ciclasa y por otra la de IP3-calcio. En esta ultima participan un
componente sensible a la toxina pertussis (Gi) y un componente insensible a la toxina.
Podria ocurrir que un subtipo de receptor para LPA pueda estar llevando a cabo todas las
acciones o que dos (o mas) subtipos de receptores para LPA se expresen en las células C9
y cada uno de ellos active distintas vias de transduccion.

Intentamos probar si la activacion de la PKC bloqueaba los efectos del LPA en los
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niveles de AMPc, al igual que lo hacia en la [Ca®'];, para determinar si la participacién
reguladora de la PKC ocurria antes de activarse cualquier via de transduccion. Sin
embargo, al realizar las determinaciones de la concentracion de AMPc en presencia de
PMA nos dimos cuenta de que el ensayo de AMPc no resulta un buen pardmetro para
estudiar la regulacion de la sefial de LPA por PKC, ya que, por si solo el PMA tiene

efecto inhibidor sobre la adenilato ciclasa (Figura 17).
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Figura 17. Efecto inhibidor del
PMA sobre la acumulacién de
AMPc en las C9. 1 uM de LPA
(LPA), 1 pM de PMA (PMA) o
ambos (LPA+PMA) inhibieron
parcial pero significativamente los
niveles de AMPc incrementados por
la forskolina (+Fk). *P<0.5 vs. Fk.
Basal Fk LPA PMA LPA+PMA Se presentan de 6 a 13 experimen-
+Fk tos independientes.
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Nuestros datos mostraron que tanto el LPA como el PMA tienen efecto inhibidor
sobre la acumulacion de AMPc en las células C9, por lo que teniamos que determinar si
ambos agentes actuaban de la misma forma sobre la via. Utilizamos la toxina pertussis
para detectar la participacion de la proteina heterotrimérica Gi y dos estrategias para
inhibir la actividad de PKC, un inhibidor (la bisindolil maleimida I, BIM) y el tratamiento
cronico (durante 18 horas) con 1 uM de PMA, que induce la “down regulation” de las
isoformas de PKC sensibles a PMA. El efecto del LPA fue revertido con el uso de la
toxina pertussis a diferencia del efecto de PMA que siguié observandose en las células
incubadas con la toxina. En estas células es evidente como el PMA enmascara el efecto

del LPA cuando las células son estimuladas con ambos agentes (Figura 18).
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Con las dos estrategias utilizadas para inhibir a la PKC observamos que el efecto
del PMA se revertia pero el del LPA no (Figura 19). Estos resultados demuestran que
estos agentes acttian de forma diferente al inhibir la via de la adenilato ciclasa; mientras
el LPA lo hace en la forma clésica a través de la proteina Gi, el PMA actiia independiente
de Gi, probablemente fosforilando e inhibiendo directamente a la adenilato ciclasa, algo

ya reportado en la literatura [158].

" BIM » PMA on
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Basal Fk LPA PMA LPA+PMA Basal Fk LPA PMA LPA+PMA
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Figura 19. La PKC inhibe la acumulacion de AMPc en las células C9. El pretratamiento durante 30 minutos con 1 uM de
bisindolil maleimida I (BIM) o durante toda la noche con 1 uM de PMA (PMAon), revierte la inhibicion en la acumulacion de

los niveles de AMPc inducida por 1 pM de PMA pero no la inducida por 1 uM de LPA. *P < 0.05 vs. FK o PMA. Se
presentan 4 experimentos independientes.

5.3. Desacoplamiento de los receptores para LPA y las proteinas G

Otro parametro que permite evaluar la activacion de los GPCRs es la uniéon de GTPyS.
En experimentos realizados con membranas de células C9 estimuladas con LPA se
detecta un claro incremento en la unién de GTPyS. En las membranas de células pre-
estimuladas con PMA y después con LPA, el incremento en la unién de GTPyS es
significativamente menor y semejante al incremento mostrado por membranas de células
incubadas toda la noche con toxina pertussis y estimuladas con el LPA (Figura 20). Estos

datos sugieren que la activacion de la PKC evita el acoplamiento funcional entre la

proteina G y los receptores para LPA.

Figura 20. La activacién de PKC reduce

S

3°S] GTP
% of basal
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el acoplamiento funcional del receptor
para LPA con las proteinas G en las

1 2 5_ * *% células C9. Efecto de la estimulacion con
1 uM de PMA (PMA) durante 5 minutos o
con 100 ng/mL de toxina pertussis

1 OO'--l___l (PTXon) durante toda la noche, sobre la

OTI | | 1 1 1 union de GTPyS inducida por 1 uM de
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El LPA fue el estimulo que causo el efecto mas evidente en los ensayos de union
de GTPyS realizados en las membranas de las células C9. La angiotensina II apenas logro
incrementar la union de GTPyS con respecto al basal en forma significativa y el efecto de
la activacion de la PKC con el PMA o la inhibicion de la proteina Gi con la toxina
pertussis sobre la accion de la angiotensina I no pudieron ser evaluados, lo que mostro la

poca sensibilidad del ensayo en estas condiciones (Figura 21).

Figura 21. Efecto de la angiotensina II

sobre la unién de GTPyS a membranas
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El PMA disminuyd la unién de GTPyS inducida por el LPA, sin embargo no lo
hizo a nivel basal. La reduccion fue similar a la provocada por la toxina pertussis. Esto
podria deberse a que los receptores para LPA expresados en las células C9 estén también
acoplados a proteinas G diferentes a la Gi (por ejemplo Giz/13) y que la activacion de la
PKC no bloquea este acoplamiento.

Para explorar la posibilidad de que la proteina Gi fuera el punto de regulacion
donde actua la PKC sobre la sefial del LPA evaluamos si la subunidad ai era fosforilada
y con ello inactivada. Existen tres diferentes proteinas Gai, ail, ai2 y ai3, de las cuales
la proteina ai2 es la mas abundante [159]. Purificamos a la subunidad ai2, a partir de
extractos de células C9 marcadas metabdlicamente con **P sin estimulo o estimuladas
con PMA o LPA, utilizando anticuerpos especificos para esta proteina. La proteina ci2
fue purificada eficientemente como lo muestra el ensayo tipo Western blot en el que se
observan dos bandas, de un peso molecular aproximado a los 40 kDa (el que se detecte a
la proteina como dos bandas puede deberse a que existan dos poblaciones de proteina ai2
con diferentes modificaciones postraduccionales (Figura 22A)). Sin embargo, la

autorradiografia mostr6é que estas proteinas no se encuentran fosforiladas en estado basal
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y no son fosforiladas en respuesta a los dos estimulos, PMA o LPA (Figura 22B), lo que

descart6 la regulacion por fosforilacion de la Gi (Figura 22).

A B

Figura 22. Purificacion de la
proteina ai. La proteina oi fue
purificada de extractos de células C9,
marcadas metabolicamente con *?P, no
estimu-ladas (B) o estimuladas con 1
uM de PMA (PMA) o 1 uM LPA
(LPA), utilizando anticuerpos
especificos generados en conejo. A
Las muestras de inmunoprecipitacién
fueron sometidas a SDS-PAGE, Ga. »
transferidas a una membrana de !
nitrocelulosa y probadas por western 40 kDa
blot utilizando un anticuerpo anti oi
generado en raton. B
Alternativamente el gel de la SDS-
PAGE fue secado y expuesto para
evaluar la sefial del P en placas de
autorradiografia.

5.4. Los subtipos de receptores para LPA presentes en las células C9

La identificacion de los subtipos de receptores para LPA que se expresan de forma
natural en las células C9 se realizé por RT-PCR. Se extrajo RNA de las células C9 y se
sometieron a una electroforesis en agarosa para evaluar su integridad (Figura 23).

También se extrajo RNA total de
Figura 23. RNA de células C9. Se

extrajo RNA total utilizando células Rat-1a;, y HEK 293 para poder
TRIZOL Reagent®. Se sometio a
electroforesis en gel de agarosa con comparar la expresion de los subtipos de

formaldehido y se tifli6 con
bromuro de etidio para poder
observarlo con luz ultravioleta y
evaluar su grado de integridad y
pureza. Se muestra en ambos confirmado el buen estado del RNA se

carriles muestras de células C9.

receptores para LPA. Una vez

realizaron los ensayos de RT-PCR.

Cuando se evalu6 la presencia de los mensajeros correspondientes a los tres
subtipos de receptores para LPA pertenecientes a la familia de los EDGs (LPA,3), en las
muestras de RNA total de las tres lineas celulares, los resultados mostraron diferencias
interesantes entre ellas. En las células C9 se detectd la presencia de mensajero de los
receptores LPA; (que ademdas se confirm6 por secuenciacion) y LPA, pero no del
receptor LPAj3, mientras que en las células Rat-lay, se detectaron los mRNA de los
receptores LPA; y LPAj;, pero no del LPA; y en las células HEK 293 se detectan

mensajeros de los tres subtipos de receptores para LPA (Figura 24).
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Figura 24. RT-PCR de los mRNAs de los receptores Edgs para LPA. Se muestran los fragmentos amplificados
por RT.PCR, correspondientes a los receptores Edgs para LPA, amplificados usando como molde RNA total de las
células C9, HEK 293 y Rat-1a,,. LPA; (349 pb), LPA, (798 pb) y LPA; (382 pb). En el primer carril se muestra el
marcador de tamano, los numeros a su izquierda corresponden a la longitud en pb.

Para confirmar la longitud de los fragmentos de los mensajeros de los EDGs,
¢stos también se amplificaron por PCR utilizando como molde las secuencias

correspondientes a los tres receptores clonadas en plasmidos (Figura 25).

Figura 25. Fragmentos de los Células C9 Plasmidos
mensajeros de los Edgs
amplificados por PCR y RT-
PCR. Los fragmentos: LPA;
(349 pb), LPA, (798pb) y
LPA; (382pb) se obtuvieron
utilizando como molde RNA
total de células C9 o los

plasmidos con los receptores
mLPA|, hLPA, y hLPA; LPA; LPA; LPA4 LPA; LPA; LPA,

También se analizo6 la presencia del receptor LPA4 por RT-PCR utilizando como
molde RNA total extraido de diferentes tipos celulares. Ademas de las células epiteliales
de higado de rata C9 y los fibroblastos de rata Rat- 1 transfectados con el receptor alb
adrenérgico, se analizaron la células COS-1 que son una linea célular de rindén de mono
verde africano, las células HEK 292 que son una linea celular embrionaria de rifion
humana, las células C6 que es un glioma de rata y las células B103 que son un
neuroblastoma de rata; esta ultima es una linea celular que no expresa ninguno de los
receptores para LPA de la familia Edg. En todas las lineas celulares se detecté mensajero

del receptor LPA4 (Figura 26).
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Figura 26. Analisis por RT-PCR de la presencia del mRNA del receptor LPA, en diferentes lineas celulares. Se
amplifico el mensajero completo del LPA, utilizando oligonucleotidos especificos y como molde RNA total extraido
de las lineas celulares, C9, COS-1, HEK 293, C6, B103 y Rat-la1b. Se muestran las reacciones hechas sin (-RT) y
con (+RT) Reverso Transcriptasa, en estas Ultimas se observa una banda de ~1112 pb que corresponde al mensajero
del LPA,. A la izquierda se muestra el marcador de 1Kb ladder.

En este punto decidimos concentrar nuestros esfuerzos en el estudio del receptor
LPA,. Los resultados mostraron claramente que la activacion de PKC por el PMA induce
la desensibilizacion de la sefial del LPA. Dada la naturaleza rdpida de esta

desensibilizacion, se estudid el estado de fosforilacion del receptor como posible

mecanismo de desensibilizacion.

5.5. Intento de inmunoprecipitacion del receptor LPA; endégeno

Se utilizd un anticuerpo comercial, que reconoce los aminodcidos 328-344 del LPA,

humano, para intentar inmunoprecipitar al receptor enddgeno de las células C9 marcadas

metabolicamente con **P, pero no se logré su purificacion (Figura 27).

A B

B

66 kDa =——>
LPA,=
~45 kDa
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Figura 27. Intento de purificacion
del receptor LPA, El receptor LPA,
se intentd purificar de extractos de
células C9, marcadas metabolica-
mente con P, no estimuladas (B) o
estimuladas con 1 uM de PMA
(PMA) o 1 puM LPA (LPA), utili-
zando anticuerpos comerciales. 4 Las
muestras de  inmunoprecipitacion
fueron sometidas a SDS-PAGE,
transferidas a una membrana de
nitrocelulosa y probadas por western
blot utilizando el mismo anticuerpo.
Se observa una banda inespecifica que
coincide con la banda de 66 kDa del
peso molecular y en los tres carriles
con muestras de inmunoprecipitacion,
las bandas correspondientes a las
IgGs. B Alternativamente el gel de la
SDS-PAGE fue secado y expuesto
para evaluar la sefial del **P en el
PhosphorImager.



El que no pudiéramos purificar al receptor LPA; que se expresa en forma
endogena en las células C9 utilizando el anticuerpo dirigido contra el receptor humano,
podia deberse a las diferencias existentes entre los receptores LPA; de ambas especies. El
anticuerpo comercial se generd utilizando como antigeno un péptido que comprende los
aminoacidos 328-344 del receptor. En esta zona del receptor LPA; existen dos

aminoacidos, la S>*' y 1a T***, que en el receptor de rata son N (Figura 28).

Receptor LPA1 de Homo sapiens
Figura 28. LPA, de humano y
1 MAAISTSIPY ISQPOFTAMN EPQCFYNESI AFFYNRSGEH LATEWNTVSE LVMGLGITVC rata. Se muestran las
61 IFIMLANLLY MVAIYVNRRE HFPIYYLMAN LARADFFAGL AYFYLMENTG PNTRRLTVST . . o

121 WLLRQGLIDT SLTASVANLL ATATERHITY FRMQIHTRMS WREVVVYIVY TWTMAIVMGR secuencias polipeptidicas de los
181 TPSVGWNCTIC DIENCSNMAP LYSDSYLVEW ATFNLVTEVV MVVITAHIFG YVRORTMRMS receptores LPA; de humano y
241  RHSSGPRRNR DTMMSLLETY VIVLGAFIIC WTPGLVLLLL DVCCPQUDVI AYEEFFLLLA de rata. En los recuadros verdes
301  EFNSEMMPIT YSYRDKEMSA TFRQILOCQR @EN]}@SPTEG SDRSASSTINH TITAGVHSHD se sefiala la secuencia del

361 HSVV
receptor de humano que fue

utilizada como antigeno para
generar el anti-cuerpo

1 MARASTSSPY ISQPOFTAMN EQOCFYNESI AFFYNRSGEY LATEWNTVSE LVMGLGITVC comercial y la secuencia

61 VFIMLENLLY MVAIYVNRRF HFPIYYLMAN LARADFFAGL AYFYIMENTG PNTRRLTVST .
121  WLLRQGLIDT SLTASVANLL AIAIERHITV FRMQLHTRMS NRRVVVVIVY IWTMAIVMGA equivalente en el receptor de
181  IPSVGWNCIC DIDHCSNMAP LYSDSYLVEW AIFNLVTEVV MVVLYAHIFG ¥VRQRTMEMS rata Se sefialan en Ovalos los
241  RHSSGPRENR DTMMSLLKTV VIVLGAFIVC WTPGLVLLLL DVCCPQCDVL AYERFFLLLA aminoacidos diferentes entre
301  EFNSAEMNPII TSYRDKEMSE TFRQILCCOR (NENENZPTEG SDREASSINH TILAGVHSND
361 HSVV

5.6. Anticuerpo anti LPA,

ambas especies.

Dada la posibilidad de que las diferencias entre los receptores de humano y rata fueran la
causa de que el anticuerpo comercial no inmunoprecipite al receptor de las células C9,
decidimos generar un anticuerpo dirigido contra la secuencia del receptor LPA; de rata.
Se mand¢ sintetizar un péptido que contiene los primeros quince aminoacidos del
receptor (ninguno de ellos es un sitio posible de N-glucosilacidon) y con ¢l se inmunizaron

conejos (Figura 29).
Figura 29 Péptido LPA,. Péptido utilizado como antigeno para

M AAAS TS S PVI SQ PQ generar anticuerpos anti el receptor LPA, de rata en conejos. La

lisina en naranja (K) no pertenece a la secuencia del receptor.
Una vez obtenido el suero de los conejos inmunizados con el péptido se realizaron

. . .. .y, , r1: 2
experimentos de inmunoprecipitacién con células C9 marcadas metabolicamente con *2P

(Figura 30). A B
Figura 30. Segundo intento de purificacion del kDa
receptor LPA, El receptor LPA;, se intentd
purificar de extractos de células C9, marcadas Q7
metabolica-mente con *°P, no estimuladas (B) o
estimuladas con 1 uM de PMA (PMA), utilizando
el suero preinmune (PI) o el suero de los conejos 66—
inmunizados con el péptido con los primeros 15 aa
del LPA, de rata (en B y PMA). A Las muestras 45 w—
fueron sometidas a SDS-PAGE, transferidas a una
membrana de nitrocelulosa y probadas por Western
blot utilizando el mismo anticuerpo. B 30 =
Alternativamente el gel de la SDS-PAGE fue
secado y expuesto para evaluar la sefial del P en
placas de autorradiografia. 20—

14=|
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Tampoco con el uso del suero anti LPA; generado en nuestro laboratorio se logrd
purificar a este receptor en extractos de células C9. La razon de ambas negativas podria
ser el que algunos anticuerpos son eficientes en ensayos tipo Western blot pero no lo son
en ensayos de inmunoprecipitacion, y en este caso ninguno de los dos lo son. Por esta
razén decidimos generar proteinas de fusion de los receptores LPA; 3 con proteinas o
etiquetas para las cuales existieran anticuerpos comerciales eficientes para hacer ensayos

de inmunoprecipitacion.

5.7. Construccion de las proteinas de fusion

Para construir las proteinas de fusion contdbamos con cuatro diferentes plasmidos. El
pEGFP-NI1, con el que se pueden generar proteinas de fusion con la proteina verde
fluorescente en la parte carboxilo, el pcDNA3.1/Myc-His que genera proteinas con el
epitopo de Myc mas 6 histidinas en el extremo carboxilo, el pCMV-Myc que permite
obtener proteinas con el epitopo de Myc en la parte amino y el pCMV-HA que permite

generarlas con el epitopo de hemaglutinina también en la parte amino (Figura 31).

puUC CMV IE MCS

(591-671)

crpt EGFP pecDNA3.1/
pEGFP-N
4.7 Kb

Myec-His(+)
C
Sl 55 Kb

C CMV IE D CMV IE

PCMV-Myc T Mes pCMV-HA  E Mcs
38Kb SV40 SV4Q
poly A poly A

Amp’ Amp*

puC puUC
ori ori

Figura 31. Cuatro diferentes vectores para generar proteinas de fusion. Vectores utilizados para generar
proteinas de fusion de los receptores para LPA con cuatro diferentes etiquetas. A pEGFP- N1. B pcDNA3.1 Myc-
His. C pCMV-Myc y D pCMV-HA. Tres de ellos con el promotor de CMV IE (4, C y D) y uno con el promotor
de T7 (B). Dos de ellos con resistencia a G418 (Neo") (dy B) que permite hacer transfecciones estables y dos sin
ellas (C'y D) que permiten solo transfecciones transitorias.
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Se disefid un par de oligonucleodtidos, por cada receptor, que permitiera insertar la
secuencia completa del receptor en los cuatro diferentes plasmidos. Para su disefio se
tomaron en cuenta varias consideraciones. Se estudid la secuencia de los sitios multiples
de clonacion (MCS) de los cuatro vectores para poder escoger un par de enzimas de
restriccion que nos permitieran hacer una clonacion direccional; estas enzimas, ademas
de no cortar la secuencia del receptor, tenian que estar en los cuatro MCS en el mismo
orden (5’—3’).

Una vez seleccionadas las secuencias de las enzimas de restriccion se incluyd una
secuencia Kosak (secuencia consenso de inicio de la traduccién) en el oligo “forward” y
se incluyeron las bases necesarias para que la secuencia del receptor quedara en marco de
lectura con las secuencias de los epitopos en los casos en los que éstos estuvieran en la
parte amino.

En el oligo “reverse”, ademads de incluir las bases necesarias para que la secuencia
de las etiquetas en el carboxilo quedara en marco con la de los receptores, se incluyo6 la
mutacion del codon de “stop” para que se tradujera como un solo polipéptido. Ademas se
considerd en éste punto que, al mutar el codon de “stop” del receptor, se localizara uno
proximo en la secuencia 3’ siguiente para los casos en los que la etiqueta se encontrara en
la parte amino.

Por ultimo se incluyeron bases en los extremos para asegurar el corte de los
productos de PCR por las enzimas y el fragmento de secuencia del receptor (inicial y
final) cuya longitud se vari6 para conseguir que las Tm de ambos oligos “forward” y

“reverse” fuera la misma. Los oligonucleo6tidos disenados tienen el mismo patrén general

(Figura 32).  oligo “forward”

Kpnl
5 CGGlGGTACC|ACC ATG + 3
Kozak
Bam H1
5 HGcG GATlCccG cG 3’
A Stop

Figura 32. Diseio general de los oligonucleétidos. Se presenta el patron general de los
oligonucledtidos utilizados para clonar la secuencia de los receptores para LPA en los vectores para
generar proteinas de fusion. Kpn I y Bam HI fueron las enzimas seleccionadas, se incluyo la secuencia
Kosak y la mutacion del codén de “stop”. “bases homologas”, se refiere a las bases de las secuencias
iniciales y finales de los genes de los receptores para LPA.
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5.8. Generacion de la linea celular C9 LPA-EGFP

Una vez obtenido el plasmido con la fusion del receptor LPA; con la EGFP,

verificado por secuenciacion, se gener6 una linea estable de células C9 que la expresara

de forma estable (C9 LPA-EGFP). Las células C9 transfectadas con el LPA-EGFP se

seleccionaron por resistencia al antibidtico G418 (Geneticina). Para determinar la

concentracion de G418 adecuada se realiz6 una curva dosis-muerte para este antibidtico

(Figura 33).
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Figura 33 Curva de letalidad del
G418 en las células C9. Cultivos de
células C9 con una poblacion inicial
de 2000 células se mantuvieron en
ausencia (linea azul) o en presencia de
diferentes concentraciones de G418
durante 8 dias. Cada dos dias se
contabiliz6 la poblacion celular. Se
graficaron los promedios de tres
diferentes experimentos.

Se utilizaron 600 pg/mL de G418 para la primera seleccion y después la linea

celular se mantuvo en medio con 300 pg/mL. De esta poblacion celular se hizo una

segunda seleccion por citometria de flujo de la que se obtuvo la linea C9 LPA;-EGFP

estable (Figura 34).
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Figura 34. Citometria de flujo de las células C9 transfectadas con el pEGFP-N1-LPA,. En 4 se muestra una grafica de la
dispersion frontal (~tamafio) contra la dispersion lateral (~complejidad) en la que se puede observar una poblacion homogénea
lo que indica que las células se encuentran en buen estado. En B se presenta una grafica de fluorescencia contra nimero de
eventos (~numero de células) en la que son visibles dos poblaciones, la que corresponde a las células no fluorescentes y la
poblacion de células fluorescentes, esta tltima delimitada por R1. En C se presenta una grafica de fluorescencia contra
dispersion lateral en la que se puede observar que la poblacion fluorescente tiene un patrén similar de complejidad. La region

(R1) delimito la poblacion que fue separada.

Se realizaron ensayos de movilizacion de calcio intracelular para determinar si la

linea celular C9 LPA-EGFP, obtenida de ambas selecciones, respondia a la estimulacion

55



con LPA y PMA como lo hacen las células C9 silvestres. El incremento en la [Ca®'];
inducida por el LPA en estas células mostr6 las mismas caracteristicas de la sefializacion
generada por el LPA en las células silvestres (Figura 35), incluyendo la sensibilidad a la
activacion de la PKC con el PMA (Figura 35B y C). Las células C9 LPA;-EGFP
presentan un mayor incremento en la [Ca®"]; comparadas con las células silvestres, este
efecto se debe a que hay un mayor niimero de receptores presentes en la membrana

plasmatica capaces de responder a su ligando (Figura 35C).
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5.9. Inmunoprecipitacion del receptor LPA, fosforilado

Los ensayos de inmunoprecipitacion para evaluar el grado de fosforilacion del
receptor LPA; se realizaron en las células C9 LPA;-EGFP marcadas con 32P, utilizando
un anticuerpo comercial anti EGFP. Los resultados mostraron que el receptor LPA; se
encuentra como fosfoproteina en las células control y su grado de fosforilacion
incrementa aproximadamente 2 veces en células tratadas durante 5 minutos con 1 M de
PMA (Figura 36A panel superior y 36B). La identidad del receptor se corrobord en un
ensayo de tipo Western blot usando el anticuerpo comercial que reconoce los

aminoacidos 328-344 del receptor LPA, (Figura 36B panel inferior).
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Figura 36. Fosforilacion del receptor LPA;-EGF. 1.
A Las células C9 silvestres (-) o C9 LPA-EGFP (+),
marcadas metabdlicamente con [**P]Pi, fueron no
estimuladas (Basal) o estimuladas durante 5 minutos
con 1 uM de PMA (PMA). El receptor LPA,-EGFP fue
inmunoprecipitado usando un anticuerpo policlonal
comerciales anti-EGFP. Las muestras de
inmunoprecipitacion fueron sometidas a SDS-PAGE, el
gel fue secado y expuesto para evaluar la sefial del P
en el Phosphorlmager (*PI), panel superior.
Alternativamente el gel de la SDS-PAGE fue
transferido a una membrana de nitrocelulosa y probado
por Western blot utilizando el anticuerpo comercial anti
LPA, panel inferior. B Cuantificacion por densitometria
del grado de fosforilacion del receptor LPA-EGFP. Los
resultados estan expresados como porcentaje de la
fosforilacion basal del receptor LPA;-EGFP. Estan
graficados los promedios + el S.E.M de 8 experimentos
independientes. *P< 0.001 vs. Basal.
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La fosforilacion del receptor muestra un comportamiento dosis-dependiente, con
una ECsg aparente de 11 + 2 nM, y alcanza una respuesta maxima a una concentracion de
1 uM de PMA (Figura 37A). La fosforilacion del receptor es relativamente rapida (¢,2 ~1

minuto) y se mantiene hasta los 60 minutos (Figura 37B).
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Figura 37. Fosforilacion del receptor LPA1-EGFP. II. Las células C9 LPA,-EGFP fueron marcadas
metabdlicamente con [*P]Pi y el receptor LPA,-EGFP fue inmunoprecipitado usando anticuerpos
policlonales anti-EGFP. 4 Curva dosis- respuesta del efecto de PMA en la fosforilacion del receptor LPA -
EGFP (B, no tratadas con PMA). B Curso temporal del efecto de 1 uM PMA en la fosforilacion del receptor
LPA1-EGFP. Se muestra una autorradiografia representativa en cada caso y las graficas corresponden a los
promedios = el S.E.M de la densitometria de 4-6 experimentos independientes.

Al realizar los experimentos de fosforilacion del receptor LPA;-EGFP en
presencia de los inhibidores de la PKC, ST y BIM, observamos que el uso de ambos
inhibidores evita la fosforilacion del receptor LPA; inducida por el PMA (Figura 38).
Estos resultados demuestran que la activacion de la PKC con el uso de PMA induce tanto
la desensibilizacion del receptor LPA; como su fosforilacion y que ambos eventos estan

correlacionados.
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ST BIM

+ + Figura 38. Fosforilacién del receptor LPA1-EGF IIL
Las células C9 LPA,-EGFP fueron marcadas
metabolicamente con [*2P]Pi y el receptor LPA,-EGFP
fue inmunoprecipitado usando un anticuerpo policlonal
anti-EGFP. Fosforilacion del receptor en células
preincubadas durante 30 minutos con o sin 300 nM
staurosporine (ST) o 1 pM bisindolyl-maleimide I
(BIM) y después estimuladas durante 5 minutos con
1 uM PMA (+). En la parte superior, se presenta una
autorradiografia representativa. En la parte inferior se
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5.10. Efecto de la activacion de los receptores de LPA y angiotensina I en la
fosforilacion del receptor LPA,

Se ha reportado que la respuesta de los receptores para LPA es regulada por el propio
agonista, en un proceso que involucra a la GRK2 y a la B-arrestina-1 [160] y que el LPA
induce la endocitosis del receptor LPA; mediada por dinamina 2 y Rab5 [161]. Sin
embargo, no se ha reportado que la fosforilacion del receptor sea parte de estos procesos.
Para determinar si el LPA es capaz de inducir la fosforilacion del receptor LPAj,
estimulamos a las células C9 LPA|-EGFP durante 5 minutos con 1uM de LPA. El
receptor muestra una fosforilacion mucho mayor (~8 veces la fosforilacion basal del
receptor) (Figura 39B) que la inducida por el PMA. La determinacion de la movilizacion
de calcio intracelular mostré ademdas que el LPA induce también la desensibilizacién
funcional del receptor (Figura 39A). Estos datos demuestran que la fosforilacion del
receptor LPA; inducida por su ligando correlaciona con su desensibilizacion.

La regulacion por fosforilacion de los GPCRs ocurre en forma natural en dos
circunstancias, en presencia del propio agonista (homdloga) o en ausencia de éste
(heter6loga) [143]. Nuestros resultados demostraron que el receptor LPA; es
desensibilizado por fosforilacion tanto de forma homodloga como heterdloga. Para
determinar en cual de estas dos formas de desensibilizacion esta participando la PKC,
realizamos experimentos de fosforilacion del receptor probando el efecto del propio LPA
y de la angiotensina II en células control o pretratadas con el inhibidor de PKC. Los datos

muestran que la fosforilacion del receptor LPA; inducida por la angiotensina II (Figura
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39B) es muy semejante en intensidad a la inducida por el PMA y se previene con el uso
de inhibidores de PKC (Figura 39B). El LPA, ademas de inducir un incremento mucho
mayor en el grado de fosforilacion del receptor LPA; que el inducido por la angiotensina
IT 0 el PMA, no es evitado por los inhibidores de PKC (Figura 39B). Estos datos sugieren
que la PKC estd participando de forma importante en la regulacion heterologa del

receptor LPA; y no en la regulacion homoéloga del receptor.
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Figura 39. Participacion de la PKC en la desensibilizacion homologa y heteréloga del receptor LPA,. A Trazo
representativo del incremento de la concentracion de calcio intracelular en células estimuladas con 1 uM de LPA
seguido de un segundo estimulo con 1 uM de LPA. B Células incubadas con (+) o sin (-) 1 uM de bisindolylmaleimide
1 (BIM) durante 30 minutos y después estimuladas con 300 nM de angiotensina II o 1uM de LPA. En la parte superior,
se presenta una autorradiografia representativa. En la parte inferior se presenta la grafica de los promedios + el S.E.-M de
la densitometria de 4 experimentos independientes. Los resultados estan expresados como porcentaje de la fosforilacion
basal del receptor LPA-EGFP. *P<0.001 vs. Ang II sin BIM.

5.11. El PMA induce la internalizacion del receptor LPA;-EGFP

Finalmente probamos si la activacion de PKC por PMA afecta la localizacion subcelular
del receptor LPA,. Para determinar si el receptor LPA; se internaliza a consecuencia de
su fosforilacion, se realizaron estudios de microscopia confocal del receptor LPA-EGFP.
Las imagenes de microscopia confocal realizadas con células vivas crecidas adheridas a
cubreobjetos mostraron que el receptor LPA-EGFP se localizaba en su mayoria en
membrana plasmatica, a diferencia de la proteina EGFP la cual se localiza en todo el

interior celular (Figura 40).

EGFP

Figura 40. Microscopia de las células C9
LPA-EGFP. Imégenes de microscopia de luz
transmitida (izquierda) o microscopia confocal 3
(derecha), de las células C9 que expresan a la
proteina verde fluorescente sola (EGFP) o al
receptor LPA,-fusionado a la proteina verde
fluorescente (LPA;-EGFP). El receptor se
localizacion predominantemente en la membrana
plasmatica, a diferencia de la proteina EGFP que
se distribuye homogéneamente por todo el n )

interior celular. X )
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Cuando capturamos imagenes secuenciales de diferentes planos focales (lo que se
conoce como cortes en el eje Z) pudimos observar que la sefal de fluorescencia del
LPA|-EGFP con mayor intensidad se observaba en la membrana, en particular, en las
zonas de contacto entre células (Figura 41A). Cuando los planos focales correspondian a
la zona en la que es visible el nucleo se podian observar claramente corpusculos
altamente fluorescentes que podrian corresponder al receptor recién sintetizado
localizado en el reticulo endoplasmatico y/o en el trans-Golgi (Figura 41B). En los planos
focales superiores al nucleo se observaba fluorescencia distribuida en toda la célula, en

una forma semejante a una sefial de epifluorescencia (Figura 41C y Video 1).

Figura 41. Cortes en Z de tres
células C9 LPA-EGFP. Se
muestran tres imagenes
representativas  extraidas del
Video 1. Los planos focales
van de: 4 el mas cercano a la
superficie de adhesion, B plano
nuclear y C plano superior al
plano nuclear.

Imégenes de estas mismas células, vistas a mayor aumento, nos permitieron
observar mejor la distribucion del receptor. En los cortes en Z de una célula se puede
observar claramente los tres patrones arriba mencionados (Figura 42A-C y Video 2). Esta
observacion ademds nos sugiri6 la morfologia que adoptan las células C9 adheridas
(Figura 42D).

Figura 42. Cortes en Z de una
célula C9 LPA-EGFP. Se
muestran tres imagenes
representativas  extraidas del
Video 2. Los planos focales
van de: 4 el mas cercano a la
superficie de adhesion, B plano
nuclear y C plano superior al
plano nuclear. D Modelo de la
morfologia de las células C9
adheridas. Las lineas simulan
los planos correspondientes a
las imagenes mostradas, 1=A,
2=By3=C.

Para evitar que la morfologia de las células C9 LPA;-EGFP interfiriera en la
determinacion de la localizacion del receptor, realizamos los estudios de microscopia
confocal en células tripsinizadas y sembradas sobre los cubreobjetos una hora antes de la
observacion (células redondas ligeramente adheridas). Las imdgenes muestran que el
receptor LPA-EGFP se encuentra casi en su totalidad en la membrana plasmatica (Video
3); hecho que fue corroborado por su co-localizacién con el marcador fluorescente de

membrana FM-4-64 (Figura 43A). También se detecta una pequefia poblacion de
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receptores intracelulares que se localizan en el reticulo endoplasmadtico y/o en el trans-
Golgi. La sefial fluorescente de estos receptores co-localiza con zonas que son marcadas
con brefeldina, un compuesto fluorescente que marca estos organelos (Figura 43B y
Video 4)

A Figura  43. Localizacién
subcelular del receptor LPA,-
EGFP. A4 Imagenes de
microscopia  confocal  que
muestran al receptor LPA;-
EGFP (verde) y al marcador de
membrana FM-4-64 (rojo) co-
localizados ~ (empalme). B
LPA,- EGFP Iméagenes del receptor LPA;-
EGFP (verde) y el marcador de
reticulo  endoplasmatico, la
brefeldina (rojo). La mayor
parte de los receptores se
encuentran en la membrana
celular y solo una pequefia
fraccion de ellos, (flecha), co-
localizan con la brefeldina
(empalme).

LPA;- EGFP brefeldina empalme

Al utilizar el activador de PKC se observa una notable disminucion de la sefial de
fluorescencia en la membrana celular y una acumulacion de ésta en puntos alrededor del
nicleo (Figuras 44A y 45E). El proceso visualizado en tiempo real muestra que la
internalizacion ocurre rapidamente (Figura 44A y Video 5 y 6). La localizacién
intracelular del receptor se comprobo6 al aplicar el FM-4-64 al finalizar los 5 minutos de

estimulacion con el PMA (Figura 44B).

A

Figura 44. Internalizacion del Control PMA tiempo

receptor LPA;-EGFP inducida (min)
por PMA en las células C9. 4
Secuencia de imagenes de 0
microscopia confocal que
muestran al receptor LPA,-EGFP
en células no  estimuladas
(Control) o tratadas con 1uM de
PMA (PMA). En el tiempo cero
la mayor parte de los receptores
se encuentran en la membrana
celular, transcurridos 5 minutos
su localizacion es intracelular. B
Una imagen a mayor aumento de
una células estimulada con PMA
y después tratada con FM-4-64
(empalme).
5
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De forma similar, el LPA también induce la internalizacion del receptor LPA;-
EGFP (Figura 45G y Video 7). En las células que expresan solamente a la EGFP la sefial
de fluorescencia se detecta en toda la célula incluyendo el ntcleo (Figura 45A y C) y no
se observo cambio en su distribucion en respuesta al PMA (Figura 45B) ni al LPA
(Figura 45CH). Todos estos datos demuestran una correlacion temporal entre la

fosforilacion, desensibilizacion e internalizacion de receptor LPA;.

Control PMA Control LPA

Figura 45. Internalizacién del receptor LPA;- EGFP. Imagenes de las células C9 que expresan de forma
estable la proteina EGFP sola (panel superior) o el receptor LPA;- EGFP (panel inferior), sin estimulo (control)
o estimuladas durante 5 minutos con 1uM de PMA (PMA) o 1uM de LPA (LPA).
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6. Discusion y conclusiones

Nuestro principal interés fue estudiar la regulacion funcional de los receptores para LPA
en células de mamifero que los expresaran de forma enddgena, por lo que utilizamos la
linea celular epitelial de higado de rata C9, la cual habia mostrado movilizacion de calcio
intracelular en respuesta a LPA [150]. Los resultados obtenidos confirman la presencia de
receptores de membrana para 4cido lisofosfatidico acoplados funcionalmente a proteinas
G en las células C9. En esta linea celular, el LPA inhibe a la adenilato ciclasa e induce la
produccion de fosfatos de inositol, ademas de incrementar transitoriamente la
concentracion intracelular de calcio.

Durante mucho tiempo se pensd que la activacion de fosfolipasas (PL) y la
produccion de fosfatos de inositol era llevada a cabo exclusivamente por la proteina Gq
[162], la cual activaba a la proteina PLCP. Actualmente esta bien establecido que tanto la
subunidad o de las proteinas Gq, como las subunidades Py de las proteinas Gi, pueden
activar a las PLC B y vy, generar IPs e inducir la movilizacion intracelular de calcio por
vaciamiento de almacenes intracelulares [163-168].

En estas células, el LPA ejerce sus acciones activando tanto a proteinas G
sensibles como insensibles a la toxina pertussis, pero son las proteinas sensibles (Gi) las
que principalmente estan actuando en la sefializacion del LPA. El acoplamiento funcional
de los receptores para LPA con la proteina Gi fue confirmado por su accién inhibitoria
sobre los niveles de AMPc. La habilidad del LPA para activar a las proteinas Gi en estas
c€lulas es consistente con reportes previos en otros tipos celulares [11,13,169].

El incremento en la [Ca*']i puede generarse, ademas, por la entrada de Ca**
extracelular a través de canales. Esta entrada de calcio puede ocurrir por dos vias. La
primera ocurre a través de canales tipo SOC (store-operated Ca>” channel), que son
canales de Ca®" activados por el vaciamiento de reservorios intracelulares [170,171];
¢éstos pueden ser TRPCs (transient receptor potential cation channels) o pueden ser
CRACs (Ca®" release-activated Ca®" channel) [172]. La otra via ocurre a través de
canales de Ca”" tipo L. Algunos receptores pueden activar la entrada de Ca*" a través de
este tipo de canales, ya que pueden ser activados por cinasas, segundos mensajeros o
alguna de las subunidades de las proteinas G [173-175]. Estudios previos han demostrado

que este tipo de canales estan presentes en estas células ya que el incremento en la [Ca®'];
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inducida por bradicinina es parcialmente bloqueada por nitrendipina y nifedipina [121]

El incremento en la [Ca®']; inducido por el LPA en este tipo celular tiene dos
componentes. Uno de ellos proviene de la liberacion de calcio del reticulo
endoplasmatico a través de la activacion de los receptores para IP3; el segundo muy
probablemente corresponde a la entrada de Ca®* extracelular. Sin embargo es necesaria
evidencia experimental que compruebe la procedencia de este tltimo.

La respuesta en calcio inducida por el LPA fue bloqueada por completo en células
C9 estimuladas previamente con PMA, un activador directo de la PKC. Tal accion es
especifica para la respuesta del LPA (ninguna otra sefnal activada por un GPCRs se
bloquea completamente) y no puede ser atribuida al vaciamiento de los reservorios
intracelulares de calcio o al deterioro celular, ya que la estimulacion subsiguiente con un
agente diferente, como la angiotensina II, induce la movilizacidon de calcio intracelular.
La accion del PMA fue bloqueada con el pretratamiento con inhibidores de PKC
(bisindolil maleimida I o estaurosporina), asi como por el tratamiento crénico con PMA,
demostrando que la sefial del LPA en estas células es regulada por la activacién de una
isoforma de PKC sensible a PMA (a0 By d € 6 v 6 n). Mas aun, los ensayos de unién de
[*S]GTPyS sugieren que la activaciéon de la PKC induce el desacoplamiento funcional
del receptor con las proteina G. El PMA hace que la uniéon de GTPyS en respuesta al LPA
disminuya a niveles semejantes a los de las células preincubadas con toxina pertussis,
condicion en la que la activacion de la proteina Gi no ocurre.

Los resultados de los ensayos de unién de GTPyS mostraron que el PMA reduce
significativamente la unién inducida por el LPA, pero no la bloquea completamente
como hace con su sefial de Ca®". Una idea que ha surgido en el campo de estudio de la
regulacion de los GPCRs es que la fosforilacion de un receptor podria estar cambiando el
acoplamiento del receptor de un tipo de proteina G a otro diferente [21,139]. Estos datos
podrian sugerir que el PMA bloquea el acoplamiento de los receptores para LPA a
algunas proteinas G (Gi, Gq) pero podria permitir el acoplamiento con otras (Gjz/13) no
detectables por las pruebas funcionales que realizamos.

La cuantificacion e identificacion de los subtipos de receptores para LPA por
métodos farmacoldgicos es extremadamente dificil debido a la unidn inespecifica de los

radioligandos, y a que los agonistas y antagonistas selectivos para estos receptores apenas
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estan siendo desarrollados [127,176,177]. Por lo anterior, el analisis de los subtipos de
receptores para LPA que se expresan en las células C9 se realiz6 por RT-PCR.

Determinamos que las células C9 expresan dos de los tres subtipos de receptores
para LPA pertenecientes a la familia de los Edg: el receptor LPA; y el receptor LPA,.
Mientras la fase final de este trabajo experimental estaba en proceso, se publico la
existencia de un cuarto receptor para LPA que no pertenece a la familia de los Edg: el
LPA4[125]. Se analiz6 por RT-PCR Ia presencia de este receptor en las células C9 y se
confirmo6 su expresion en ellas.

Se intento, sin éxito, la inmunoprecipitacion de los receptores para LPA
endogenos utilizando anticuerpos comerciales y anticuerpos generados en nuestro
laboratorio. Dos razones principales podrian explicar nuestro fracaso: 1) una baja
densidad de receptores para LPA en estas células, 2) los anticuerpos, a pesar de ser
eficientes para detectar a los receptores en ensayos de tipo Western blot, no son capaces
de inmunoprecipitarlos. Para librar esta dificultad generamos una proteina de fusion del
receptor LPA; con la variante “enhanced” de la proteina verde fluorescente (EGFP). La
adicion de la proteina EGFP al extremo carboxilo del receptor LPA | nos da la posibilidad
de inmunoprecipitar al receptor con anticuerpos policlonales comerciales anti-EGFP. El
receptor LPA|-EFGP se transfectd en las células C9 para mantener el mismo fondo o
contexto celular; ademas, se demostré que era funcional y conservaba las caracteristicas
de senalizacion y desensibilizacion de los receptores endogenos.

El receptor LPA; fusionado a la proteina EGFP nos permitio la deteccion directa
del receptor LPA, fosforilado. La proteina de fusiéon aparece como una Unica banda
fosforilada de aproximadamente 90 kDa. El peso estimado para la proteina de fusion es
de 67 kDa. El receptor LPA; tiene dos sitios probables de glucosilacion, la Asn™ y la
Asn®. El que la proteina de fusién no migre en el peso esperado se puede deber a que se
encuentre glucosilada y sea esta modificacion postraduccional la que genera el
retardamiento electroforético del receptor. La identidad de la banda se confirmd
utilizando anticuerpos comerciales que reconocen al receptor.

La fosforilacién del receptor correlaciona con su desensibilizacion. El uso de
inhibidores de PKC disminuye dramaticamente la fosforilacion del receptor LPA;-EGFP
inducido por PMA. Existen reportes previos de que el PMA es capaz de bloquear la
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senalizacion del LPA [8,149]. Sin embargo, esos estudios se realizaron cuando no se
habia descrito receptor alguno para el LPA. Este es el primer reporte que demuestra la
asociacion de ambos procesos: la fosforilacion del receptor de membrana y la
desensibilizacion de la sefial del LPA. Ademas, nuestros datos indican que la activacion
de la PKC participa en ambos fendmenos.

Se ha establecido que la tercera asa intracelular y el extremo carboxilo de los
GPCRs son los sitios blanco de regulacion por fosforilacion en estos receptores [143].
Ambos fragmentos del receptor LPA; fueron analizados con diferentes programas que
predicen sitios probables de fosforilacion por diversas cinasas. Los resultados muestran
cuatro sitios probables de fosforilacién por PKC: la Thr**’, 1a Ser’'?, la Thr**' y la Ser®*!
[178]. Si estos residuos son en realidad fosforilados y el significado funcional de su
fosforilacion queda por determinarse.

Existe gran cantidad de evidencia que asocia la fosforilacion de los GPCRs con su
desensibilizacion [145,150,179] y el papel de PKC en la modulacion de la funcion de los
GPCRs ha sido extensivamente documentado [121,180,181]. Nuestros estudios de
microscopia confocal mostraron que el PMA induce un decremento rapido y claro en la
cantidad de receptores de membrana, sugiriendo que la activacion de la PKC puede jugar
un papel importante en la internalizacién del receptor. Esto es consistente con los
resultados obtenidos por otros grupos [182].

A pesar de que el efecto del PMA es claro cuando se compara la fosforilacion
basal del receptor LPA-EGFP, la intensidad de la sefial es mucho menor que la inducida
por el LPA. Nuestros resultados indican que los receptores LPA; ocupados por el
agonista son fosforilados y desensibilizados. Los inhibidores de PKC no evitan la
fosforilacion del receptor LPA; inducida por el propio LPA. Estos datos indican que la
PKC esté participando de forma predominante en la regulacion heterdloga del receptor
LPA, y no asi en la regulacion homoéloga del receptor. En este Gltimo proceso podrian
estar involucradas las GRKs, como se ha observado para otros GPCRs, pero esto queda
por ser definido experimentalmente. El hecho de que la fosforilacion del receptor LPA;
inducida por el agonista sea mucho més intensa que la inducida por el PMA y ambas
generen la desensibilizacion del receptor, sugiere que la fosforilacion del receptor

inducida por el agonista podria estar haciendo mas que el solo apagar su senal.
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En el presente trabajo demostramos que la activacion de otros GPCRs expresados
en forma enddgena en las células C9, como son los receptores para angiotensina II, puede
también inducir la fosforilacion del receptor LPA;.Varios reportes han documentado la
importancia de la regulacién cruzada entre los receptores acoplados a la misma o
diferentes vias de sefalizacion [145,148,183]. Esta regulacion cruzada resulta de suma
importancia cuando se considera en un contexto fisioldgico, en donde las células estan
constantemente expuestas a mezclas de mensajeros presentes en el medio extracelular.

Hay una extensa variedad de vias de sefializacion que participan en tal comunicacion

cruzada [121,144,181].
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7. Conclusiones

Nuestros datos indican que la activacion de la PKC por el PMA induce la fosforilacion
del receptor LPA|, que este efecto esta asociado a la desensibilizacion e internalizacion
del receptor, y que el receptor LPA; puede ser fosforilado a consecuencia tanto de la
estimulacion con su agonista, como a través de la activacion de receptores no
relacionados, participando la PKC principalmente en esta ultima forma de

desensibilizacion (Figura 46).

Figura 46. Regulacion del receptor LPA; por fosforilacién. 4 El PMA activa a la PKC y ésta fosforila al receptor LPA;
evitando su sefializacion. Agonistas de otros GPCRs, como la angiotensina II, pueden inducir la fosforilacion del receptor por
PKC. B El propio agonista también induce la fosforilacion del receptor LPA;, muy probablemente por GRKs. C El receptor
LPA, fosforilado es internalizado.
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8. Perspectivas

8.1. Desensibilizacion, fosforilacion e internalizacion de los receptores
LPA,, LPA; y LPA,

La existencia de diferentes subtipos de receptores para LPA (al menos cuatro reportados
hasta el momento) podria proveer a la célula de vias redundantes de senalizacion para
funciones esenciales. Sin embargo, lo que ocurre con mayor frecuencia en la naturaleza
es que, cuando existen diferentes subtipos de receptores para un mismo ligando, las
propiedades de activacion, sefalizacion y regulacion difieren entre ellos. Datos
preliminares parecen apoyar la idea de que los receptores para LPA, al menos los
pertenecientes a la familia de los Edgs, presentan claras diferencias en cuanto a su
susceptibilidad a ser fosforilados en respuesta al PMA o a su propio ligando LPA. En el
laboratorio se cuenta ya con las proteinas de fusion de los receptores LPA, 4, fusionados a
la proteina EGFP, lo que permitira hacer los estudios de fosforilacion, localizacion

subcelular e internalizacion de tales receptores. (Figura 47).

Figura 47. Fosforilacién de los Edgs inducida por PMA

Basal PMA LPA

y LPA. Los receptores LPA, y LPA, presentan patrones

de fosforilacion similares. Ambos son fosforilados en

respuesta a 1|uM de PMA, y lo son en mayor grado en

respuesta a 1 pM de LPA. El LPA, es, de los tres, el que
presenta la mayor fosforilacion inducida por el agonista.
El receptor LPA; parece ser el menos susceptible de ser

fosforilado y ambos estimulos lo hacen casi con la misma
intensidad.

La fosforilaciéon y desensibilizaciéon de los receptores para LPA tienen gran
importancia fisioldgica, dado que la persistente actividad de los receptores para LPA

participa en la génesis de condiciones patologicas.
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8.2. Participacion de la 3" asa y el extremo COOH en la regulacién por

fosforilacion del receptor LPA,
Se sabe que los sitios fosforilados en el proceso de desensibilizacion de los GPCRs se
encuentran generalmente en la tercera asa intracelular y en el extremo carboxilo [184].
Para evaluar la contribucion al proceso de desensibilizacion de los sitios presentes en
cada uno de estos fragmentos del receptor LPA; se plantean varias estrategias:

a) La clonacion de estos fragmentos en vectores de expresion en mamiferos que
nos permitiran sobre expresar cada uno de los fragmentos en las células C9 y con ello
competir la fosforilacion y desensibilizacion del receptor endogeno.

b) La construccion de proteinas de fusion de cada uno de ellos con la proteina
GST (glutation-S-transferasa). Estas proteinas de fusion podran ser producidas en E.coli
y purificadas para ser usadas como carnada en experimentos de tipo “pull down” para
identificar proteinas reguladoras que se asocien a estas porciones del receptor.

Actualmente se cuenta ya con ambas proteinas de fusion (GST-LPA;COOH y
GST-LPA,3%) y se trabaja en su subclonacion en plasmidos de expresion en mamifero

(pcDNA3). Figura 48
GST GST

pGEX-2T
LPA,COOH

Figura 48. Vectores pGEX-2T-LPA;3" y pGEX-2T-LPA;COOH. La tercera asa intracelular (3%) y el
extremo carboxilo (CCOH) del receptor LPA, fueron clonados en el plasmido pGEX-2T para generar proteinas

de fusion con la glutation-S-transferasa (GST).

¢) Mutagénesis de los sitios posibles de fosforilacion por PKC en la tercera asa y
el extremo carboxilo del receptor LPA;. Se disefiaron y mandaron sintetizar

oligonucleétidos que permiten mutar la $**, la $**, y 1a $**!

a alaninas y asparticos, y la
T** a valina y glutamico, con el proposito de generar versiones del receptor LPA;, que

no puedan ser fosforilados (Ala y Val) o simulen estar fosforilados constitutivamente
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(Asp y Glu), para realizar ensayos de desensibilizacién fosforilacion e internalizacion

(Tabla 3).

Tabla 3. Oligonucledtidos disefiados para la mutagénesis del LPA,

S240y4AF | CTATGAGGATGGCTCGGCATAGTGCTGGACCCAGGAG
S240y4AR | CTCCTGGGTCCAGCACTATGCCGAGCCATCCTCATAG
S240y4DF | CTATGAGGATGGATCGGCATAGTGATGGACCCAGGAGGAATCG
S240y4DR | CGATTCCTCCTGGGTCCATCACTATGCCGATCCATCCTCATAG
T322VF GATGAGCGCCGTCTTCAGGCAGATC

T322VR GATCTGCCTGAAGACGGCGCTCATC

T322EF GAGATGAGCGCCGAGTTCAGGCAGATCCTGTGTTGC

T322ER GCAACACAGGATCTGCCTGAACTCGGCGCTCATCTC

S341AF CCCACGGAAGGCGCTGACCGCTCTGCC

S341AR GGCAGAGCGGTCAGCGCCTTCCGTGGG

S341DF CCCACGGAAGGCGATGACCGCTCTGCC

S341DR GGCAGAGCGGTCATCGCCTTCCGTGGG
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8.3. Regulacion de los receptores para LPA por otros agonistas

Nuestros datos demostraron que el receptor LPA| puede ser fosforilado en respuesta a la
estimulacion de las células C9 con angiotensina II. Datos preliminares han mostrado que
otros agonistas de GPCRs también son capaces de inducir la fosforilacion de este
receptor (Figura 49). Por lo tanto, resultaria interesante analizar el impacto de esta

fosforilacion en la desensibilizacion e internalizacion del receptor.

-
o
Figura 49. Fosforilacién del -l 600
receptor LPA, inducida por E g
diferentes estimulos. © © 40 0 J
Fosforilacion del receptor LPA, ~g Q
inducida por 1uM de PMA, 1uM -a ?,
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(BK), 10 nM de endotelina (ET) y = o~
ina-1- o -
IuM  de esfingosina-1-fosfato et 0-
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8.4. Isoformas de PKC que regulan al receptor LPA,

Nuestros datos demostraron que una isoforma de PKC sensible a PMA (a Byde0Bvno
n) era la responsable de la fosforilacion y desensibilizacion del receptor LPA;. Datos
preliminares, realizados en membranas extraidas de células C9, mostraron que la
isoformas o se translocaliza a membrana en respuesta a PMA pero no lo hace en

respuesta a LPA, mientras que la isoforma o parece responder a la estimulacion con LPA

y no asi a la de PMA (Figura50).
LPA
C PMA LPA PTX PMA BIM
on on

PKCoa=p>

St

Figura 50. Isoformas o y 8 de PKC. Se detectaron las isoformas de PKC a y 8, por Western blot,

en muestras de membranas extraidas de las células C9 estimuladas con 1 pM de PMA y 1 pM de
LPA en células no tratadas o pretratadas con 100 ng/mL de toxina pertussis (PTXon), 1 uM de
PMA toda la noche (TPAon) o 1 uM de bisindolil maleimida I (BIM).

Actualmente se realizan experimentos de coinmunoprecipitacion de ambas
isoformas de PKC con el receptor LPA;-EGFP y ensayos de fosforilacion y

desensibilizacion utilizando inhibidores especificos de estas dos isoformas de PKC.
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8.5. Homodimeros y/ heterodimeros funcionales de los receptores para

LPA

Es posible que funciones combinadas o sinérgicas de los receptores puedan existir en las
células que expresan mdas de un subtipo. Sin embargo se ha reportado que diversos
GPCRs no actuan como mondmeros; cada vez cobra mas importancia la observacion de
que la homo y hetero oligomerizacion de los GPCRs tiene importantes repercusiones en
su sefalizacion [91,185,186]. Nuestros resultados experimentales mostraron que la
mayoria de las células expresan al menos dos subtipos de receptores para LPA, por lo que
resultaria interesante determinar si éstos forman homo o heterodimeros. Para este
proposito se plantearon varias estrategias:

a) La coexpresion y coinmunoprecipitacion de los subtipos de receptores para
LPA. Actualmente se cuenta con las proteinas de fusion de los diferentes subtipos de
receptores para LPA con diferentes etiquetas, Myc y HA fusionados al extremo amino, y
la EGFP y Myc-Hise fusionados al extremos carboxilo.

b) La coexpresion y estudios por FRET/BRET de los receptores para LPA
fusionados a las proteinas EGFP, EYFP, ECFP y mRFP1. Actualmente se trabaja en la

generacion de estas proteinas de fusion.
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